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Black was the night when | did surrender

| did givein to my weakening side
Now that I'm empty, my dreams once were many
Souls bid a cry to unleash the divine

When you think there's no way out
And all you see collides
Hope will in the end chase al your fears away

Fighting the source was not recommended
Trails of awish were the hope to survive
Skins full ablazing, release crystal gazing
All of it led to a deeper demise

When you think there's no way out
And no one comprehends
Hope will show your smile again

What | |eft behind

Another night of weary dreams

What's been left behind

Another time where days of late are far away
Far away

Losing my reasons, no liesto believe in

L eft the obscure to the means of escape

Core has been shaking, there's no more pain to break me
Time has commenced and | long to awake

When you think there's no way out
Leave everything behind
Y ou can live your life anew

What | |eft behind

Another night of weary dreams

What's been left behind

Another time where days of late are far away
Far away

Dark days behind me
Won't ever break me now

All that | left behind

Another night of weary dreams

What's been left behind

Another time where days of |ate are far away
Far away

Just another night in another time...
Delirium, Epica



RESUMO

No presente trabalho foram sintetizados nanomateriais mesoporosos a base de silica
visando aplicacdo em carreamento e liberacdo controlada de farmacos. Dividiu-se o trabaho
em trés etapas, sendo a primeira referente ao (1) estudo de duas diferentes rotas sintéticas
presentes na literatura e a elaboracdo de uma terceira rota, com posterior escolha da mais
vantgjosa. () Estudo de diferentes funcionalizagdes com o agente sililante 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES), via enxerto e 0 meio reacional, e via co-condesacao. (I11)
Modificac¢do do grupo amino proveniente do APTES, atraves de um processo de quaternizagdo
afim de obter uma material com carga superficial positiva, que ndo dependado meio. A segunda
parte consiste no estudo de adsor¢cdo do material funcionalizada com amina primaria e
quaterndria através das isotermas de adsorcdo e da cinética de adsorcdo. A terceira parte
consiste em estudos de liberacdo em meio aquoso e biologicos, assim com propostas para 0 uso
do material. No Trabalho foram obtidos materiai s nanometricos de tamanho entre 65 e 120 nm,
com carga superficial positiva de + 22,1 mV e 25 mV. O material apresentou alta absorcéo para
o farmaco em estudo, sendo de 710 mg g para amina primaria e 800 mg g para a amina
quaternéria. Os testes de liberacdo indicaram que o material apresenta-se ativo, com liberagéo

do principio ativo do farmaco escolhido, o nitroprussiato de sddio.



ABSTRACT

For this work silica-based mesoporous nanomaterials were synthesized to be used in
transportation and controlled released of drugs. It is divided in three stages, where the first
concerns the study (1) of two different synthetic routes in literature and the development of a
third one, and the subsequent choice of the most advantageous. (I1) The study of different
functionalizations with silylating agent 3-aminopropyltrethoxysilane (APTES), through graft
and the reaction medium, and through co-condensation (11). Modification of the amino group
obtained from the APTES, through a process of quatenization in order to produce a material
with a positive surface charge that doesn't depend on the medium. The second part consists of
the study of the adsorption of the material functionalized with primary and quaternary amine
through the adsorption isotherms and kinetics. The third part concerns the studies of the release
in agueous and biologic media, as well as indications of possible usages of the material
obtained. In this work were produced nanometric materials in size between 65 nm and 120 nm
with positive superficia charge of +22.1 mV and 25 mV. The material revealed high adsorption
of the drug used in this study, which was composed of 700 mg g* for primary amine and 800
mg g for quaternary amine. The release tests indicate that the material is active, with release

of the active ingredient of the chosen drug, sodium nitroprusside.
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INTRODUCAO GERAL

Materiais baseados em estruturas de silica vém cada vez ganhando mais destaque devido
a sua estabilidade térmica[1], mecanica[2] e frente a ataques de agentes quimicos[3] e por
possuir uma alta reatividade superficial[4-5], decorrente da presenca de sitios ativos com
elevados indice de ordenacédo na superficie externa e interna[6-8]. Especial atencdo vem sendo
dada as silicas mesoporosas que estdo se destacado devido a sua elevada area superficial [9] e
grau de ordenamento de porog 5] e por apresentar estrutura com tamanhos de poros entre 2 nm
a50 nm[5,6, 10-13].

Por todas essas qualidades € que os materiais de silica mesoporosos estdo sendo usados
para diversas aplicacdes, tais como remediacdo ambiental [14], adsorcéo de corantes e metais
pesados [15], cromatografia [16], biosensores [17], sistemas cataliticos [18], protecdo de
corrosdo [19] como tambeém as aplicacbes na &rea de medicina, como diagnostico de
imagem([20], reconstituicdo Ossea [21] e carreamento de farmacos [22-26]. Como pode ser
observado pelo grafico de publicacbes disponiveis no ISI web of Science (Figura 1), as
pesquisas relacionados com “silica” e “drug delivery” vém aumentando a cada ano, com um
total de 6.917 até o presente momento, refletindo a importancia de estudos para esse tipo de

aplicagéo.

Figura 1. Grafico de publicagdes envolvendo “silica” e “drug delivery” realizado na ISI web

of Science.
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Fonte: O autor
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No portal PATENTSCOPE®, que é mantido pela Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual (OMPI) e gque possibilita acesso a base de pedidos de patentes depositados via o

Tratado de Cooperacdo em Mateéria e Patente (PCT) e da colecdo de muitos paises, incluindo o
Brasil, encontra-se 127 patentes que abordam materiais de silica e o carreamento de farmaco,
evidenciando a importancia e aplicabilidade assim como interesse da inddstria e do mercado

nos materiais de silica.

Este trabalho serd apresentado em trés partes, a primeira consiste na sintese e
modificacdo superficial do materia. A segunda € um estudo de adsor¢do do farmaco
nitroprussiato de sodio e a terceira estudo de liberacdo de NO que é o principio ativo do

nitroprussiato.
PARTE |: SINTESE E FUNCIONALIZAQAO DE NANOPARTICULAS DE SILICA.

|.1. INTRODUCAO

O termo silica esta associado a compostos com unidades estruturais de Si e O, de formula
geral SOy, constituidas em seu interior por grupos siloxanos (Si-O-Si) e na superficie por

grupos silandis (Si-OH). A Figura 2 tem a representacdo esquematica da estrutura da silica.

Figura 2: Representacdo da estrutura da silica

OH OH OH OH

Si0,

Fonte: O autor

Materiais mesoporosos de silica apresentam estrutura amorfa, porém sua alta ordenacgéo de
poros confere alta area superficial. Os poros da grande maioria dos materiais de silica possuem
diametros maiores que 2 nm e menores que 10 nm, podendo assim ser classificados de acordo
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com a recomendacao da IUPAC em: microporosos (d< 2,0 nm); mesoporosos (2,0 < d > 50 nm)
e macroporosos (d > 50 nm).[6]. A primeira familia de silicas porosas foi desenvolvida pela
Mobil Oil Company em 1992 e foram chamadas de M41S. As silicas M41S foram sintetizadas
por meio de surfactantes catiénicos do tipo alquiltrimetiamdnio, como agentes direcionadores
de estrutura[27]. O uso desses surfactantes foi 0 primeiro passo para a sintese desses materiais.
Durante a condensacdo, esses agentes conduzem a formacéo e a ordenacdo dos poros da silica
sob condigdes basicas.

Desde o primeiro material mesoporoso de silica produzido até os dias atuais uma
diversidade de metodologias de sinteses vém sendo desenvolvidas, para materiais semelhantes
ediferentes(MCM-41, MCM-48, SBA-15, MSU, etc). Alterando parametros, tais como raz6es
estequiomeétricas, a natureza dos reagentes utilizados e os aditivos que possam ser adicionados,
a temperatura e o tempo de reacdo, as condicOes de sintese (refluxo, autoclave para tratamentos
hidrotermais e micro-ondas)[28]. O conhecimento desses pardmetros vém permitindo a
engenharia da formagdo dos poros e seus tamanhos, controle da morfologia, assim como das

propriedades estruturais.

De modo geral a preparagdo de silica mesoporosa utilizando surfactante pode ser descrita
como a dissolucdo das moléculas do agente tensoativo no solvente (tendo em vista o pH,
temperatura, aditivos, co-solvente), seguido pela adicdo do precursor de silica (TEOS,
metassilicato, etc)[29]. Na Figura 3 sdo apresentados de modo simplificado as principais rotas

sintéticas.

Figura 3. Esquema geral de producdo de silica mesoporosa a partir de um agente tesoativo
e um precursor de silica e meio catalitico, no qual ocorre a hidrolise e condensacdo da silica

sobre amicela

—_—
. + * o+
+ /‘ ~. + R
* .\ + /
. < , ) \ O ,0o-r Catalisador
+ s,
A \\ / + o-Si
+ + / \ —_—
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R e s i I
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’ \
HO OH

Silica Mesoporosa

Fonte: O Autor
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A producédo de materiais de silica mesoporosa divide-se em trés estagios. No primeiro
que corresponde a sintese do material, ocorre a hidrélise e condensagdo do precursor de silica,
no procedimento por vezes a temperatura € aumentada, também pode ocorrer tratamento
hidrotérmico. Além do precursor e do agente direcionador de poros pode-se ter a adigdo de
cosolventes, ou de mais de um agente direcionador e alteragdo do pH[30]. Apds a formacdo do
material, deve-se separar as particulas do meio reacional, geralmente realizado através de
centrifugacdo, o material separado é lavado e seco. No final, faz-se necessario a retirada do
surfactante, existem dois métodos, a calcinacdo e a extracdo. Sendo o segundo o0 mais
econdmico e ambientalmente favoravel, uma vez que permite a recuperacédo e reciclagem do
surfactante, todavia pode apresentar remocéo incompleta para alguns agentes direcionadores de
porog[ 31].

[.1.1. Modificagdo quimica da silica mesoporosas

Sobre a superficie dos materiais de silica podem ser incorporados heteroatomos ou
grupos organicos, obtendo-se assim um material com novas propriedades, porém ainda com as
caracteristicas fisicas da silica. Estes grupos funcionais ancorados sobre a superficie sdo 0s
responsaveis pelas propriedades quimicas[32]. Utiliza-se basicamente de dois métodos para a
modificacdo de silica, o “grafiting” também chamado de enxerto, no qual os grupos funcionais
sdo inseridos numa etapa pos-sintese e a co-condensagdo ou sintese direta, em que 0S cCoOmpostos

sdo adicionados juntamente com a fonte de silica [33].

Para o método de enxerto inicialmente é produzido o material mesoporoso e em seguida
é feita a introducdo dos grupos funcionais desejados. Apresenta-se como vantagem a retencao
da mesoestrutura inicial do material, uma vez que o revestimento das paredes é acompanhado
pela reducdo da porosidade do material hibrido. A desvantagem é que caso 0s organosilanos
utilizados na funcionalizacdo reagem de preferéncia nas entradas dos poros durante o estagio
inicial do procedimento, a difusdo das moléculas mais afastadas do centro dos poros fica
prejudicada, podendo ocasionar em uma ma distribuicdo, sendo esta ndo homogénea e com um
baixo grau de ocupacao[33]. A Figura4 mostra o método de funcionalizagdo pos-sintese com
os organosilanos (R’0)3 SIR) e os grupos silandis livres na superficie, em que R sdo 0s grupos

funcionais organicos.

Para 0 método de co-condensacdo, os grupos funcionais s&o componentes diretos da

matriz de silica, uma vez que foram adicionados durante a sintese do material (Figura 5). Nesse
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método ndo ocorre o efeito de bloqueio dos poros e 0s grupos funcionais estdo homogeneamente
distribuidos. A desvantagem é que devido ao aumento de carga de grupos organicos
incorporados pode ocorrer a reducdo de diametro de poro, volume do poro e consequentemente
da area superficial. Devido 0s grupos organicos ja serem adicionado durante a sintese, fica
impossibilitado a utilizacdo do método de calcinacdo para o processo de remocgdo do
surfactante, sendo necessério a utilizacdo do método de extragdo por solvente. Por muitas vezes
0 método de co-condensacdo é escolhido por minimizar o numero de etapas de sintese, possuir
uma melhor e mais homogénea distribuicdo da superficie da silica. [33] Acredita-se também
gue a estabilidade dos materiais preparados por co-condensacdo apresenta-se maior que 0s
materiais produzidos por enxerto[ 34].

Figura 4. Funcionalizacdo via enxerto para materiais de silica com a utilizagdo de um agente

sililante contendo o grupo organico funcional desejado.
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Figura5. Funcionalizacdo via co-condensacdo para materiais de silica com a utilizacdo de um

agente sililante contendo o grupo organico funcional desejado.
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[.1.2. Nanoparticulas e 0 uso na medicina

No ano de 1990 as nanoformulagOes terapéuticas comecaram a ser comercializadas[35-
36]. Porém, apesar dos esforcas e investimentos durante os ultimos 30 anos, s6 algumas foram
aprovadas pela Food and Drug Administration(FDA) para aplicacGes clinicas. Pode-se citar o
Doxil, um lipossomo com tamanho de 100 nm, que encapsula cloridrato de doxorrubcina,
aprovado em 1995 para o tratamento do sarcoma de Kaposi refratario (cancer recorrente de
mama e de ovario) e a Abraxane, um paclitaxel-albumina, aprovado pela FDA paratratamento
do cancer de mama metastatico. Nanoparticulas de silica (NPSi) despertam o interesse em
pesquisas devido a necessidade de tratamentos nanoformulados de ato desempenho
terapéutico, espera-se que as NPSi possam contornar os problemas das nanoformulagdes
atuaig37-38]. O primeiro obstaculo é a dificuldade de desenvolver nanocarreadores que
possam encapsular em quantidade suficiente para obter uma liberacdo ativa. O segundo €
fornecer nanoparticulas de maneira eficiente para o local desejado, considerando as varias
barreiras fisiologicas, seguida da toxicidade dos nanomateriais. O quarto obstaculo é a
fabricacéo rentavel e em grande escala com boa dispersao, sendo este um dos maiores desafios
enfrentados. Asnanoparticulas de silica mesoporosa tem uma estruturade poros ordenados, ata
area superficial, e um elevado volume de poros[39]. Todas essas propriedades conferem-lhes
vantagens Unicas para encapsular uma variedade de agentes terapéuticos e de atingir alvos
especificos. Deve-se ressaltar que a fabricacdo de NPSi é simples, escalavel, possui uma boa

relacdo custo-eficiéncia e é controlavel.

[.1.3. Biocompatibilidade

Em aplicaces biomédicas, as particulas devem exercer plenamente a fungdes desejadas
e evitar alteracbes ndo-especificas e prejudiciais ao corpo. A silica é aceita como um material
de baixa toxicidade, porém para as NPSi, e a sua biocompatibilidade em escala nano, deve-se
considera-las como um “novo” material. Na Conferéncia de Consenso da Sociedade Europeia
de Biomateriaisde 1986. Biocompatibilidade ficou definidacomo “a capacidade de um material
para realizar com uma resposta do hospedeiro apropriado em uma aplicacdo especifica”, e com
o rapido desenvolvimento de biomateriais 0 termo vem sendo ampliado. Estudos vém sendo
realizados para avaliar os efeitos benéficos e prejudiciais no organismo pelas NPSi, a sua
toxicidade in vivo, e as mudancas nas celulas e no corpo em niveis moleculares, celulares e

histoldgicos[39].
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A biocompatibilidade esta diretamente relacionada com a biotranslocacéo, levando em
consideracdo a prépria nanoparticulas em células, a cinética in vitro, a captacdo celular,
mecanismo e trafico intracelular e na biodistribuicdo in vivo, 0 metabolismo, a biodegradacéo
e a excrecdo. Existem estudos sobre as propriedades fisico-quimicas de nanomateriais, que
incluem tamanho das particulas, forma, area superficial e estrutura e a importancias na
biocompatibilidade e biotranslocagéo. Infelizmente nenhuma concluséo definitiva ainda pode
ser feita sobre um determinado parametro fisico-quimico especifico, devido a complexidade
dos sistemas e das pesqui sas envol vendo nanotoxicidade] 39]. Deve-se salientar que a guns dos
resultados observados sdo controversos.

O tamanho de particula é considerado como uma das propriedades mais importante quando
se trata de nanomateriais. Com relagédo a biocampatibilidade, existem duas crencas: a primeira
que considera o tamanho de particula como o parametro de maior importancia, a segunda
encontra-se em oposicao, atestando que a influéncia é insignificante. Com relacdo a forma das
nanoparticulas e seu efeito sobre a biocompatibilidade, observa-se uma dificuldade de
estabelecer uma relacdo definitiva, uma vez que as técnicas de producdo de nanomaterias de
diferentes formas que utilizam material biocompativeis séo limitadas [40]. Observa-se que nos
ultimos anos vem se destacando a producdo de particulas ndo esféricas, pois notou-se a reducéo
da fagocitose por macrofagos e um maior tempo de circulagao [41]. Porém, a grande maioria
dos trabalhos e pesquisas envolvendo nonocarreamento de farmacos utilizam-se de material
esférico [42].

Em relagdo ao tamanho para as nanoesferas de silica e a citoxicidade, um estudo in vitro
com materiais com dimensdes de 190, 420 e 1220 nm, mostrou que a mesma esta intimamente
ligado ao tamanho de particulas[43]. As nanoparticulas de 190 e 420 nm apresentaram uma
citoxicidade significativa acima de 25 mg mL™, porém em escala micrométrica de 1200 nm,
mostrou uma ligeira agdo citoxica causada pela diminuicdo da endocitose, porém para estudos
in vivo esse comportamento ndo foi observado. Outro estudo realizado com nanoparticulas de
tamanho de 150, 800 e 4000 nm, mostrou que a toxicidade é independente do tamanho, porém
depende da via de administracdo, injecOes intravenosas e intraperitoneal de 1200 mg kg™

causam a morte de ratos, nenhuma morte foi observada com a administracdo subcutanea [43].

Na aplicacdo de nanomateriais em medicina deve-se ter em mente o meio e o alvo a ser
atingido, se a administracdo € via intravenosa, oral ou subcutanea[43]. A partir dos dados
obtidos atraves do microscopia de eletrdnica de varredura (MEV) € possivel tragar estratégias,
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escolher farmaco mais adequado e meios de administracdo mais convenientes, ou procurar

modificagdes nas sinteses afim de adequar o tamanho de particula.

I.2. Nanoparticulas carregadas positivamente

Deve-se salientar que os grupos silanois presentes na superficie para a grande maioria das
particulas de silica sdo aproximadamente 6% (m/m) do total do material, mas esses grupos
expostos podem interagir com as moléculas biologicas, como os lipidios da membrana celular
e destruir a estrutura celular[44] e sem a modificacao superficial, as nanoparticulas, cujo o
potencial zeta € negativo, iriam associa-se rapidamente com plasma sanguineo, causando a sua
eliminacdo pelos macrdéfagos no sistema reticulo-endotelial(RES). Por isso a modificagdo da
superficie das nanoparticulas desempenham um papel crucial, pois atera a reatividade

superficial, melhorando a biocompatibilidade e aumentando o tempo de circulagdo em vivo.
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[.2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Preparar nanoparticulas de silica por trés rotas sintéticas diferentes de modo a avaliar
suas dispersibidades e funcionalizar positivamente a superficie das nanoparticulas pela insergcdo

de um sal quaternario de amonio.

Objetivos Especificos

» Sintetizar nanoparticulas de silica utilizando o método de Stober modificado, utilizando
o surfactante N-cetil-N,N,N-trimetilaménio (CTAB) e como precursor de silica, o
tetraetilortossilicato(TEOS), através de trés metodologias distintas;

» Adicionar o grupo funcional amina através utilizando o agente sililante 3-
aminopropriltrietoxisilano (APTES) via enxerto;

» Modificar o grupo funcional amino, em ambos os materiais, para a obtencdo de uma
amina quaternaria;

» Caracterizar o materia obtido através de microscopia eletronica de varredura (MEV),
analise termogravimétrica (TG), espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR),
isotermas de adsorgéo e dessorcdo de Nitrogénio, potencial Zeta, espalhamento de luz
dindmica (DLS).
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|.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

[.3.1. Reagentes e Solventes

Tetraetilortosilicato(TEOS)- Sigma-Aldrich 98%

Brometo de N-Cetil-N,N,N-trimetilaménio(CTAB)- Sigma-Aldrich P.A
3-Aminopropiltrietoxissilano (APTES)- Sigma-Aldrich 98%

lodeto de metila

Acetonitrila-Synth P.A

Tolueno-Vetec 99,5%

Hidroxido de Amonia-Synth 27%
Acido Cloridrico-Synth 65 %
Etanol-Dinamica 98,5 %

Acetona-Synth P.A

YV V. V V V V V V V VY

[.3.2. Sinteses de Nanoparticulas de silica

As sinteses das nanoparticulas baseiam-se no método de Stéber modificado, em que as
reacOes de hidrdlise e condensacdo do precursor de silica (TEOS- tertaetilortosilicato), ocorrem
na superficie de uma micela positivamente carregada (CTAB - brometo de N-Cetil, N,N,N-
trimetilamoénio) através de interacOes eletrostatica. Para a avaliacdo da dispersibilidade dos
materiais sintetizados utilizados trés rotas sintéticas que se diferenciam por algumas

particularidades, que serdo descritas a seguir.

[.3.2.1. Sintese por agitacdo

Em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de uma solugdo de aménia 0,100 mol
L foram adicionados 0,100 g de CTAB. Ap6s a completa dissolucdo do surfactante, porgoes
de 1 mL de uma solugéo alcodlica de TEOS 1,0 mol L™ foram adicionados lentamente na
solucdo, em intervalos de 5 minutos, com uma adicao total de 10 mL. Apds a completa adi¢édo
de TEOS o sistema foi deixado em agitacdo por 4 horas. Decorrido as 4 horas de reacdo, as
nanoparticulas foram centrifugadas a 5000 rpm durante 20 min com agua, etanol e por Gltimo
com acetona e secas atemperatura de 100 °C por aproximadamente 24 horas[45]. Estaamostra
foi denominada de A NPS.

20



[.3.2.2. Sintese por ultrassom

A sintese das NPSi foi realizada seguindo procedimento ja descrito na literatura46].
Inicialmente foi preparada uma solucdo contendendo 75 mL de agua e 0,10000 g de CTAB que
foi irradiada em um ultrassom por 2 min. Logo apds foi adicionado gota-a-gota 1 mL de
hidréxido de amoénio e 1 mL de TEOS. Depois da formacdo do precipitado, 0 mesmo foi
centrifugado e lavado duas vezes com agua e uma com etanol. O material foi seco a uma
temperatura de 100 °C e calcinado em 550 °C por 5 horas. Esta amostrafoi denominada como
U NPSi.

[.3.2.3. Sintese proposta neste trabalho

Em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de uma solucdo aquosa de hidroxido
de aménio 0,100 mol L2, adicionou-se 0,10000 g de CTAB sob agita¢io em ultrassom, esperou-
se 2 minutos e logo em seguida foram adicionados gotaa gota 10 mL de uma solucdo alcodlica
contendo 2 mL de TEOS, com agitacdo manual e ultrassénica do erlenmeyer. O sistema foi

deixado no ultrassom por aproximadamente 15 min. Esta amostrafoi denominada de P NPSi.

1.3.3. Funcionalizagdes das nanoparticulas de silica

.3.3.1. Viaenxerto em tolueno

Foram montados quatro sistemas distintos um contendo: dois contendo tolueno em
diferentes volumes: 100 mL e 20 mL e outros dois contendo 100 mL e 20 mL de etanol. Esse
experimento visa estudar as melhores condi¢des de funcionaliza¢do, considerando o meio
(tolueno ou etanol) e a quantidade dispersa de nanoparticulas. A todos os sistemas foram
adicionados 100 mg de NPSi previamente aguecidas na temperatura de 120°C por duas horas.
A fim de obter uma boa dispersédo o sistemafoi mantido em ultrassom por 30 minutos, depois
foi deixado em agitacdo magnética por 1 horas, retornando ao ultrassom por mais 30 min e em
seguida adicionado 100 pL de APTES e deixou sob agitacdo por 24 horas, decorrido o periodo
o materia foi centrifugado, lavado e seco. Esta amostrafoi denominada de NPSI-APTS.

[.3.3.2. Via co-condensacao

1.3.3.2.1 Por agitacao

A um erlenmeyar contendo 100 mL de uma solugio de aménia 0,100 mol L foram
adicionados 0,100 g de CTABr e apds a completa dissolugdo do surfactante foram realizadas a

adicdo de 1 mL de uma solugéo alcodlica de TEOS 0,5 mol L™ adicionados |entamente na
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solugéo e intercalado com a adigdo de 1 mL de uma solucio alcodlica de APTES 0.5 mol L*
em intervalos de 5 minutos, com uma adi¢&o total de 10 mL para ambas a solugfes. Apos a
formacéo do precipitado, o mesmo foi centrifugado e lavado duas vezes com agua € uma com
etanol .Esta amostrafoi denominadade A NPSI-APTES.

1.3.3.2.2. Por ultrassom

Uma solucdo contendendo 75 mL de adgua e 0,10000 g de CTAB foi irradiada em banho de
ultrassom por 2 min. Logo apos foi adicionado 1 mL de hidréxido de améniae 0,5 mL de TEOS
e 0,5 mL de APTES gota-a-gota. Ap6s 20 min o mesmo foi centrifugado e lavado duas vezes
com agua e uma com etanol. Estaamostrafoi denominadade U NPSI-APTES.

1.3.3.2.3. Sintese proposta

Em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de uma solucdo aquosa de hidroxido
de amonia 1 mol L%, adicionou-se 0,100 g de CTAB sob ultrassom por 2 minutos. Em seguida
foram adicionados aternadamente 5 mL de solucéo alcoolica contendo 1 mL de TEOS e 5 mL
de uma solucdo alcodlica contendo 1 mL de APTES. A mistura foi agitada manual mente em
ultrassom. O sistema foi deixado no ultrassom por aproximadamente 15 min. O material foi
entdo centrifugado a 5000 rpm, lavado com &gua e etanol, posteriormente seco a 100°C. O
surfactante foi removido por extragdo liquida em uma solugdo alcodlica de HCl 1%. Esta
amostrafoi denominada de P NPSI-APTES.

I.3.4. Quaternizacao das nanoparticulas de silica

100 mg de NPSI-APTES foram dispersas em uma mistura contendendo 50 mL de
tolueno e 50 mL de acetonitrila, apds a completa dispersédo foi adicionado 0,2 mL de iodeto de
metila. A Mistura foi deixada em agitacdo por 4 horas, na auséncia de luz, a uma temperatura
de 70 °C. Posteriormente, o material foi centrifugado e lavado com agua, etanol e acetona. E

seco a temperatura de 60°C.

[.3.5. Caracterizacao das nanoparticulas

Com o objetivo obter 0 méximo de informacdes sobre os materiais sintetizados e
confirmar as etapas de funcionalizagdo, foram realizadas analises atraves de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Andlise Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia na Regido

do Infravermelho (FTIR), Isoterma de Adsorcdo e Dessorcdo de Nitrogénio, Potencial Zeta,
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Espalhamento de Luz Dinamica (DLS), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)no estado
solido.

[.3.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Informacdes sobre a morfologia das nanoparticulas como: dispersabilidade, tamanho e
forma das particulas foram obtidas através de analise de microscopia eletronica de varredura
(MEV), utilizando-se um microscépio QUANTA-FEG da Central Analitica da Universidade
Federal do Ceara. Uma suspenséo da amostra em etanol foi sonicada por 30 min e gotejada em

um suporte de aluminio contendo uma tira de carbono, recoberta por um filme de ouro (~20nm).

1.3.5.2. Isoterma de adsor¢éo e dessorgéo de N2

Para determinar as caracteristicas texturais do material ao longo das etapas de
funcionalizacdo, utilizou-se um analisador por adsorcdo gasosa, modelo Autosorb-1C da
Quantachrome Instruments. O volume e o diametro dos poros foram cal culados pelo método de
Barret—Joyner—Halenda (BJH de dessor¢éo) e a rea superficial foi calculada de acordo com o
método de Brunauer—Emmett-Teller(BET).[47] Os experimentos de adsorcdo/dessorcdo de
nitrogénio foram realizados a temperatura do nitrogénio liquido (77 K), e as amostras foram
degaseificadas sob vacuo a 150 °C, durante 24 h. As analises foram realizadas no Laboratério
de Ciéncia e Tecnologia de Materiais da Universidade Federal do Ceard (LCTM-UFC) no
Departamento de Fisica da UFC.

1.3.5.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Andlises de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas no intervalo de niimero de onda avaliado de 4000 a 400 cm™, sendo
utilizadas pastilhas de KBr contendo 2% (m/m) da amostra. O equipamento utilizado foi da
marca ABB, modelo FTLA 2000, localizado no Grupo de Bioinorganica, do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da UFC.

[.3.5.4. Analise Termogravimetrica

Estudos de termogravimetria (TG) foram realizados visando a obtengéo de informagdes
das condicdes funcionalizagdo, estabilidade térmica, e estimativa da quantidade dos grupos
organicos ancorados na silica nas etapas de funcionalizacdo. As curvas foram obtidas em porta-
amostra de alumina, na faixa de 25 °C a 1000 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min

em atmosfera de oxigénio. As analises foram realizadas no Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia
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de Materiais da Universidade Federal do Ceara (LCTM-UFC) no Departamento de Fisica da
UFC, em uma termobalan¢a modelo TGA-60 da marca SHIMADZU.

[.3.5.5. Potencial Zeta e Espalhamento de Luz Dinamico (DL S)

Analises de Potencial Zeta, tamanho e a distribui¢do do diametro das NPSi’s, (pelas
medidas de espalhamento dindmico de Luz (DLS) foram realizadas no Departamento de Fisica
da Universidade Federal do Ceard, utilizando-se o equipamento Nano Zetasizer da Malvern
modelo ZS. Asmedidasforam realizadas em triplicata, apartir de suspensdes agquosas contendo
0,5% (m/v) dos nanomateriais, sendo a dispersdo auxiliada por ultrassom a temperatura

ambiente.

1.3.5.6. Ressonancia Magnética Nuclear em estado solido

As amostras de silica organofuncionalizadas foram analisadas por ressonancia magnética
nuclear de 3C e 2°Si no estado sélido no Laboratdrio de RMN do instituto de Quimica-UFRJ.
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 3C e °Si foram realizados com polarizacio
cruzada e rotacdo de angulo magico, CP/Mas RMN, foram obtidos espectrofotdmetros Bucker,
DRX-300 (7,05 Tesla). Para a aquisicao dos espectros foi utilizado sonda de 4 mm; rotor ZrO>
4 mm, com tampa de Kel-F. As condigdes de aquisi¢do dos espectros de RMN 3C e #°Si estdo

apresentadas na Tabela 01.

Tabela 01. Condicdes de aquisicao dos espectros de RMN de sélido

Parametros utilizados RMN 13C RMN 2°Si
Sequéncia de pulso Polarizagéo cruzada Polarizagéo cruzada
Tempo de contato (us) 5000 1000
Velocidade de rotacéo (HZ) 5000 5300
Intervalo entre pulsos (s) 4 4
NUmero de acumulagdes 1000 1000-38000
Referéncia (ppm) Hexametilbenzeno (17,3) Caulina (-91,5)
Tempo de maquina 19 horas 3-52 horas

Fonte: O autor
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|.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

[.4.1 Sintese de nanoparticulas

Iniciadlmente foi avaliado a influéncia das diferentes sinteses nas propriedades
estruturais do material como: tamanho, dispersibilidade, area superficial e porosidade. Através
das informacgdes obtidas escolheu-se uma apenas uma rota para posterior etapas. Na Tabela 02

apresenta a denominacgéo para 0s materiais sintetizados e a suas respectivas descricao.

Tabela 02. Denominacgéo utilizada para a identificagdo das diferentes NPSi’s sintetizadas.

DENOMINACAO DESCRICAO

A NPSi Nanoparticulas de silica pura obtidas por agitacéo

A NPSI-APTES Nanoparticulas funcionalizadas via co-condensacdo em agitagdo
U NPS Nanoparticulas de silica pura obtidas em ultrassom

U NPSI-APTES Nanoparticulas funcionalizadas via co-condensag¢do em ultrassom
P NPSi Nanoparticulas de silica pura pela metodologia proposta

P NPSI-APTES Nanoparticulas  funcionalizadas via co-condensacdo pela

metodol ogia proposta

Fonte: O autor

I.4.1.Andlise morfol6gica

A morfologia das nanoparticulas foram investigadas através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e as informacOes sobre as
propriedades texturais foram obtidas através de analises daisotermas de adsorcéo/dessorcao de

N2, que serdo apresentadas a seguir.

[.4.1.1. Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura6 apresenta as micrografias para os materiais. Para a obtencéo das imagens foi
utilizado uma cobertura de filme de ouro com espessura de 20 nm que representam entre 10 e

20% do diametro das amostras[47]
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Figura 06. Micrografia nos nanomateriais sintetizados.
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P NPSI-APTES

Fonte: O autor

Para todos os sistemas foram observados a presenca de agregados, resultado da baixa
repulsdo eletroestatica entre as superficies das particulas assim como uma alta concentracédo de
material N0 melo aquoso[48]. Este efeito pode ser minimizado com aumento da carga
superficial das nanoparticulas e de um estagio diluicdo. Observa-se indicios de aglutinacdo para
as amostras A NPSi, A NPSI-APTES, U NPSi e U NPSI-APTES em que pode ser observado
nas micrografias a presenca de particulas muito proximo e a sobreposta. Porém nota-se a
presenca de pequenas unidades, com forma esférica e de tamanho nanométricos, fornecendo
indicios que os agregados sdo formados por pequenas particulas. Para as P NPSi e P NPSi-
APTES pode-se observar claramente que os agregados séo resultantes de pequenas particulas,
essa de tamanho uniforme e formas esféricas bem definidas. N&o h4 a presenca de aglutinagoes
para esses materiais, tem-se particulas esféricas de tamanho variando entre 80 e 110 nm. A

Tabela 03 resume as principais caracteristicas observadas para os materiais.

Tabela 03. Principais caracteristicas observadas para as diferentes rotas sintéticas de

nanoparticulas utilizadas

Amostra Forma Tamanho (nm)
A NPSi Esférica imperfeita 180 a 240
A NPSI-APTES  Esférica imperfeita 175a 220
U NPSI Eliptica 100 a 215
U NPSI-APTES Eliptica 130 a 240
P NPSi Esférica perfeita 704105
P NPSI-APTES Esférica perfeita 70a 105

Fonte: O autor
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1.4.1.2. Espalhamento de Luz Dinamico

Os resultados obtidos pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) corroboram
com os resultados obtidos pelo MEV na determinacdo do tamanho de particulas e de formacéo
de agregados. Através dessa tecnica também foi possivel obter o indice de polidispersividade
(Pdi) do material e observar a estabilidade do sistema coloidal.

Na técnica de espalhamento de luz dindmico, a distribuicdo de tamanho pode apresentar-se
como sendo unimodal (uma populagdo), multimodal (vérias populagdes), monodispersa ou
polidispersa, contendo uma distribuigdo de tamanhos estreita, ou larga, respetivamente[49]. O
Pdi usa uma escala compreendidaentre O e 1, considera-se uma “boa” polidispersdo aquele que
apresenta um valor inferior a 0,100 representando uma populacéo de particulas com elevada
homogeneidade. Pelo contrario, um indice de polidispersdo elevado sugere uma ampla
distribuicdo de tamanho ou mesmo a existéncia de varias populaces[49]. A Tabela4 apresenta
os valores de Pdi, onde observa-se um coeficiente de polidispersividade bastante semelhante
entre as amostras.

Tabela 04. indice de polidispersdo para os materiais de produzidos.

Amostra Coeficiente de polidispersividade
A NPSI 0,65+ 0,09
A NPSI-APTES 0,60+0,1000
U NPSi 0,62+0,1003
U NPSI-APTES 0,63+0,09
P NPSi 0,30+0,31
P NPSI-APTES 0,60+0,1004

Fonte: O autor
A Tabela5 apresenta os valores para a distribui¢do de tamanho para as sinteses.

Para todos os materiais observou-se, a presenca de mais de um pico de distribuicdo de
tamanho, todos largos indicando uma variacdo entre os tamanhos de particulas, encontra-se
particulas com valores maiores que 4000 nm indicando a que alem das nanoparticulas

monodisepersas encontra-se também os agregados. O indice de polidispersao para as P NPSi
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foram as que apresentam a menor valor, 0,30. As P NPSi e P NPSI-APTES foram as que

apresentaram o menor tamanho de particulas e de agregados.

Tabela 05. Distribui¢do de tamanho para as NPSi’s.

Amostra 1° pico 2° pico 3° pico
Diametro (nm)/% Diametro (hm)/% Diametro (nm)/%

A NPSi 726,2 (51,6) 167,6 (34,3) 4851 (14)

A NPSI-APTES 340,5 (53) 1160 (40,5) 5341 (6,2)

U NPS 216,5 (55,8) 1226 (40,2) 5387 (4,0)

U NPSI-APTES 1421 (48,3) 319,0 (45,8) 5212 (5,9)

P NPSI 492,8 (92,9) 109,8 (7,1)

P NPSI-APTES 745,9 (64,8) 151,6 (35,2)

Fonte: O autor

1.4.1.3. Isoterma de adsorcéo e dessor¢ao de N2

As isotermas de adsorgédo/dessorgéo de nitrogénio a 77 K de todas as amostras obtidas

estéo apresentados na Figura7.

Figura 7. Isotermas de adsor¢éo/dessorgéo de nitrogénio e os respectivos perfis de distribuicdo

de poros ( BJH), para os materiais sintetizados. Degasagem a 150°C por 24 horas.
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Fonte: O autor

Todos os materiais sintetizados apresentaram perfil semelhante de isoterma de
adsorcéo/dessorcéo, e foram classificadas como do tipo 1V, tipico para materiais mesoporosos,
segundo a classificacdo da IUPAC. A presenca do fendmeno de histerese, relacionada com a
diferencga entre os processos de adsorcéo e dessorcdo estd associado, segundo Greeg e Sing
[50]], ao fendbmeno de condensacao capilar, que justifica 0 aumento da adsor¢do em materiais
mesoporosos quando comparado aos ndo porosos. Os perfis para a distribuicdo de diametro de
poros foram obtidos segundo o método BJH [50]. Para todos os materiais foram observados
tanto microporos (poros com didmetro menos que 2 nm) gquanto Mesoporoso (poros com

diametro entre 2 e 50 nm).

Como pode ser observado pelos valores da Tabela 6, ocorreu uma reducdo da area

superficial e a diminuicdo tanto do volume quanto do didmetro de poros, com a adi¢do do agente
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sililante APTES, sugerindo a imobilizacdo de moléculas do grupo orgénico nas paredes dos
poros. [9]. Percebe-se também as P NPSi e P NPSi-APTES foram as que apresentam a maior
area superficial e volume de poros, indicando que provavelmente 0s poros nesses materiais

encontra-se mais ordenados [ 10].

Tabela 6. Propriedades texturais das nanoparticulas.

Amostra Sttotal) d V (poros)

m? g?! nm Cmig?

A NPSi 884,4 2,34 0,519

A NPSI-APTES 37,3 4,2 0,024
U NPSI 996,3 2,06 0,514

U NPSI-APTES 360,4 2,53 0,227
P NPSi 1143 2,31 0,603

P NPSI-APTES 678,0 2,35 0,399

Sita = area superficial total; d (nm)=diametro de poros; V (pores) =V 0lUumMe de poros e Smicrgy=area total
de microporos.

Devido a sua alta area superficial, por apresentar o menor valor de Pdi, e maior
homogeneidade em forma e tamanho as P NPSi’s foram escolhidas para as posteriores etapas
de funcionalizacdo e adsor¢do do farmaco. Acredita-se que 0 uso do ultrassom tenha gudado
na dispersdao mais efetiva do precursor de silica e do agente sililante durante a etapa de

condensacéo.

Assim, da nomenclatura que sera adotada na sequencia serd removido o termo que
caracteriza o método, por exemplo, as P NPSi e P NPSI-APTES, serdo chamadas apenas de
NPS e NPSI-APTES.

|.4.2. Caracterizacio dos materiais de silica modificados

A seguir serdo apresentados os resultados de caracterizacdo para os nanomateriais de silica
modificados, segundo as diferentes metodologias utilizadas. A Tabela 7 apresenta as

nomenclaturas de todos os materiais sintetizados e que serdo utilizadas no decorrer do trabalho.
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Tabela 7. Nomenclatura utilizada para os materiais produzidos e as suas modificacoes.

ABREVIACAO DESCRICAO

NPSi Nanoparticulas de silica pura

ENX NPSI-APTES Nanoparticulas funcionalizadas com APTES via enxerto

ENX NPSI-Q Nanoparticulas quaternaria de amonio via enxerto

CO NPSI-APTES Nanoparticulas funcionalizadas com APTES via co-condensagao

CO NPSI-Q Nanoparticulas quaternaria de amoénio via co-condensagéo

Fonte: O autor
[.4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear para a amostra CO NPSI-APTES
As Figuras 8 e 9 mostram os espectros RMN de 2°Si e *C para CO NPSi-APTES.

Figura 8. Espectro de CP/Mas de 2°Si paraas CO NPSI-APTES.
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Fonte: O autor

32



Figura 9. Espectro de CP/Mas de °C paraas CO NPSi-APTES.
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Fonte: O autor

Observa-se na Figura 8 um sinal em -110 ppm correspondente a unidades Si-O ligados
a quatro atomos de oxigénios, classificado como tipo Q* (SiOs), sinal em -101 ppm do tipo Q3
(SiO30H) e em - 93 ppm, tipo Q? (SiO2(OH)2). A auséncia de pico do tipo Q* (SiO(OH)3), uma
baixa fracio de Q? e alta de Q* indicam um grau relativamente elevado de condensacio[51].
Observa-se também sinais do tipo T, caracteristicos de atomos de silicio ligados quimicamente
acarbono, em - 68 ppm, chamado de T3, caracteristico de estruturas do tipo SiOs(CHx-R), eem
— 59 ppm, do tipo T?, de SiOz(OH) (CHx-R). Essas observacdes indicam o grupo organico
ligado quimicamente a estrutura da silica. Observa-se também que o sinal de T® apresenta-se
com maior intensidade que os demais, sugerindo que o material organico se encontra ligado de
forma monodentada na superficie das CO NPSI-APTES, sendo mais representativo que os
grupos silanois Q® e Q2. No espectro de RMN de *C, Figura 9, as atribuigdes sugerem presenca
do grupamento aminopropil no material. N&o se observa a presenca de sinais caracteristicos de
carbono de grupos etoxila (em 16 e 58 ppm), reforgando a sugestdo dos dados de 2°Si RMN que

durante o processo de formagéo ocorreu a total hidrélise do APTES.
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Tabela 8. AtribuicGes do espectro de °Si RMN para CO NPSi-APTES.

o, ppm Sitio Atribuicao
-59 T2 SiO2(OH) (CHx-R)
-68 T3 SiO3(CHx-R)
-92 Q? SiO2(OH)2
-101 Q? SiO3(0OH)
-110 Q* SiO4

Fonte: O autor

1.4.2.2. Analise de espectroscopia de absorc¢ao no Infravermelho (1V)

Buscando indicios das modificagcdes quimicas na superficie das nanoparticulas sintetizadas,
realizou-se analise espectroscopica na regido do infravermelho para todas as etapas
desenvolvidas ao longo do trabalho. A Figura 10 apresenta o espectro de absorc¢ao na regido do
infravermelho para a matriz de silica da amostra NPSi. Uma caracteristica marcante em
espectros na regido na regido do infravermelho para a funcionalizacdo em silica é o fato das
alteracdes no espectro da silica apds funcionalizacdo serem discretas [52]. Essa caracteristica €
causada principalmente pela alta capacidade de adsorcdo de agua proveniente das interac@es na
superficie do material e da baixa concentragdo do material organico em relacéo a quantidade de

silica.

Paratodas as amostras observa-se umabandalarga entre 3750 a3000 cm?, a qual ¢ atribuida
ao estiramento O-H dos grupos silanois e, também, a &gua remanescente adsorvida; dois picos
intensos rel acionados aos estiramentos assimétricos dos grupos siloxanos (vas Si-O-Si) em 1200
e 1100 cm't; uma banda rel acionada ao estiramento silanol Si-OH em 900 cm?; uma bandaem
920 cm'L, atribuida ao estiramento simétrico dos grupos siloxanos (vsm Si-O-Si) e um pico
relacionado a vibracdo (8 O-Si-O) em 480 cmt, uma banda em torno de 1650 cm? atribuida as

vibrac6es angulares das moléculas de agua.
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Figura 10. Espectros naregido do infravermelho para NPSi em pastilha de KBr a 2%(m/m).
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Fonte: O autor

As Figuras 11 e 12 apresentam os espectros de |V para os materiais funcionalizados
com APTES via enxerto, ENX NPSI-APTES, variando-se o solvente e a concentracdo do
agentesililante (APTES), respectivamente. Comparando os espectros daNPSi com as amostras
apos a funcionalizacdo é observado o aparecimento de bandas na regido de 2921-2877 cm
correspondente ao estiramento assimétrico e assimétrico C-H de CH2 e outra banda em
1465 cm? caracteristica de C-H. Thundalt [53] a0 se modificar as nanoparticulas de silica com
APTES observou-se 0 aparecimento de uma banda proxima a essa regido, em 1562 cm™
atribuida a amina primaria. Sdo observadas também trés bandas na regido compreendida entre
1500 e 1300 cm* (Figura 12), duas das quais podem ser atribuidas a flexdo do grupo metila
(CHs), em 1380 e 1465 cm![53], e outraem 1412 cm* correspondente a ligagdo Si-C. Nota-se
gue quanto mais disperso estiver o material, sendo mais efetiva a funcionalizacdo, percebe-se
que a banda correspondente a amina é maior em 100 mL que em 20 mL. O tolueno apresenta-
se como melhor meio reacional, uma vez que apresentou maiores mudangas no espectro.
Apresenta-se 0s espectros para diferente quantidades e adicdo e APTES, a bandas em
1562 cmv 1, 1380 e 1465 cm?, intensificam com o aumento da concentragdo de APTES.
Escolheu-se entdo o tolueno como meio reacional, o volume de 100 mL para 100 mg de
nanoparticulas, e a quantidade de 100 pL de APTES.
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Figura 11. Espectros de IV, em partilhas de KBr (2% m/m), para ENX NPSI-APTES nos
diferentes solventes utilizados na sintese.
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Figura 12. Espectros de IV, em partilhas de KBr (2% m/m) para ENX NPSI-APTES nas
diferentes concentragfes de APTES utilizadas na sintese.
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Fonte: O autor
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Ja a Figura 13 apresenta 0s espectros das nanoparticulas funcionalizadas pelo método
da co-condensacédo, (CO NPSI-APTES) antes e ap0s a extracdo do surfactante. Observa-se 0
desaparecimento das bandas na regifdo de 1530 cm™ e a diminuicdo das bandas em 2921-

2877 cm?, sugerindo a extragdo surfactante. As bandas em 1535 cmt e 1552 cm™ podem ser
material, por transferéncia de prétons [53]. Essa interacdo é possivel devido aos silanois
encontram-se mais livres apos a extracéo do surfactante.

Figura 14. Espectros de 1V, em partilhas de KBr a (2% m/m), para CO NPSI-APTES antese
apos a extracdo do surfactante.
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Fonte: O autor

Figura 15: Anel complexado formado da intera¢do do grupo amina e 0s grupos silandis.

Fonte: Okabayashi, 1997,Colloid Polym Sci , 275, pag. 744.
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As Figuras 16 e 17 apresentam o0s espectro de infravermelho para as amostras
modificadas com amina quartanaria, CO NPSi-Q e ENX NPSI-Q, respectivamente.

Figura 16. Espectros de IV, em partilhas de KBr a (2% m/m), das CO NPSI-Q em diferentes
tempos de reacao.
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Figura 17. Espectros de 1V, em partilhas de KBr a (2% m/m), das ENX NPSI-APTES e ENX
NPSI-Q em diferentes tempos de reacao.
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Fonte: O autor
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Ambos 0s espectros apresentam reducdo da banda em 1510-1550 cmt caracteristica de
amina primaria permanece a banda em 1465 cm™ e o0 aumento de intensidade da banda em
1385 cm?, relacionadas a flexdo do grupo metila[54], dando indicativo de mudanca de amina
primaria para quaternaria. Observa-se que a reducdo na banda em 1510 cm, paraas CO NPSi-
APTES ndo apresenta-se tdo significativas quanto as ENX NPSI-APTES, devido talvez a
acessibilidade dos poros e a grande quantidade de amina primaria existente naCO NPSI-ATPS.

A Tabela 9 resume as principais as atribuigdes de absor¢des observadas nos espectros

de IV para os materiais modificados.

Tabela 9. Tentativa de atribuicdo das bandas observadas durante o processo de sintese e

modificacdo das nanoparticulas

NPS NPS-APTS NPSI-Q
AtribuicGes (cm™) AtribuicGes (cm™) Atribuictes (cm™)
v O-H Grupos 3750-3000 v N-H 2922 e v N-H
silanois e agua 2850
adsorvida
v as Si-O-Si 1200-1100 o N-H 1544 o N-H
v sim Si-O-Si 920 vsim e assim, 2922e  vsimeassim, 2922 e 2850
deCH 2850 deCH
0 Si-O-Si 480 Si-C 1412 Si-C 1412
o H20 1630 o C-H 1465 o C-H 1465
Flexao (CHa 1384 Flexao (CHs) 1384

Fonte: O autor

I. 4.3.4. Analise termogravimétrica

As Figuras 18 e 19 apresentam os termogramas de TG e as DTA para as amostras de
silica modificadas, obtidas pelo método da co-condensacdo e enxerto, respectivamente, e a

Tabela 10 resume os principais eventos observados.
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Figura 18. Anélisetermogravimétrica para as CO NPSi’s em ar sintético, nafaixade 25-900°C
e com rampa de aquecimento de 10°C.
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Figura 19. Analise termogravimétrica para as ENX NPSi’s em ar sinteitico, na faixa de 25-

900°C e com rampa de aquecimento de 10°C.
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Para a amostra NPSi, observa-se apenas dois eventos, um inicial endotérmico
correspondente a perda de &gua fisicamente adsorvida no material e outro em alta temperatura
correspondente a condensacdo dos grupos silanois. Para as etapas de modificacdo séo
observados trés eventos, um inicial, relacionado a perda de agua, 0 segundo com maior perda

de massarelacionado acombustdo do material organico presente na superficie do material e um
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terceiro evento que pode ser atribuido a condensagéo de grupos silandis e a materiais organicos
presente mais internamente nos porog 9]. A partir das perdas de massa foi possivel quantificar
a quantidade de matéria organica presente nas amostras, assim como determinar a estabilidade
térmica do material. Nota-se que o material contendo aminaquaternaria apresentam umamenor
estabilidade térmica, justificado pelo fato de aminas quaternaria serem menos estaveis que
amina primaria[56], sendo isso um indicativo a mais na confirmacdo da modificacdo do

grupamento amina.

Tabela 10. Porcentagem de perda de massa para as diferentes amostras, rampa de agquecimento
de 10°C.

AMOSTRA % de perda de massa
23-175°C 175-340°C 340-900°C
CO NPSI-APTES 6,39 10,37 18,50
CO NPS-Q 5,25 12,58 22,19
NPSi 8,53 3,85 -
ENX NPSI-APTES 14,10 10,04 4,65
ENX NPSI-Q 17,10 10,07 3,53

Fonte: O autor

4.5. Potencial Zeta

A Figura 20 apresenta os potenciais Zeta obtidos para os diferentes materiais
modificados, em que as medidas foram realizadas em meio aquoso de pH neutro, utilizado uma
concentracéo de 0,5 mg mL* de amostra. Nota-se que ocorreu mudangas na carga superficial
damatriz de silica ao longo das etapas de modificacdo. A silica pura apresenta potencial Zeta
negativo devido a presenca dos grupos silandis, j& o material contendo a amina primaria
apresenta carga superficial positiva, uma vez gue esse grupo apresenta carga positiva em seu
ponto isoelétrico encontra-se em torno de pH 10-11[56]. Para a modificagdo da amina primaria
para quaternaria, as nanoparticulas apresentaram um potencial Zeta ainda maior sugerindo a

modificacéo.
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Figura 20. Potencial zeta das suspensdes aquosas das amostras CO NPSi-APTES, CO NPSi-
Q, NPSI, ENX NPSI-APTES, ENX NPSI-Q.
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|.5. CONCLUSAO PARCIAL

Os dados obtidos pela Microscopia Eletrénica de Varredura juntamente com o DLS e
isoterma de adsorgdo e dessorcdo de nitrogénio permitiram escolher a melhor sintese entre as
trés apresentadas. Foram obtidos materiais em escala monométrica, de tamanho néo
homogéneo, que variam entre 60-140 nm. Observou-se a presenca de grande agregados que
ultrapassam os valores de 1000 nm, como maximo de diametro de 5900 nm. Necessita-se
separar 0s agregados das particulas que realmente sdo de tamanho nanométrico, paraque assim
posso ser utilizado em carrreamento de farmacos. Com base nos resultados de caracterizagdo
textural das nanoparticulas de silica, obteve-se informac6es sobre porosidade, area superficial,
didametro e volume médio de poros para o material. Para a NPSI, foi obtido um material com
alta area superficial, porém para as obtidas com TEOS e APTES menores areas, porém ainda
altas.

As analises termogravimétricas permitiram ter uma noc¢do da quantidade de material

organicos assim como a estabilidade térmica para as etapas de funcionalizacdo de
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aproximadamente 10 % em massa do material. Para a modificagdo de obtencdo de amina
guaternaria notou-se que o material organico que encontra-se na matriz de silica apresenta uma
menor estabilidade térmica que as etapas anteriores, sugerindo que ocorreu a modificacao de
amina primaria a quaternaria. Para o acompanhamento das modificacdes da superficie das
nanoparticulas, os resultados de espectroscopia na regido do infravermelho sugerem alteracdes
na superficie da matriz, aparecendo banda caracteristicas de amina primaria para a etapa de
funcionalizacdo com APTES, e ap6s a modificacdo com iodeto de metila, 0 aumento de
intensidade da banda em 1385 cm™ caracteristica para grupo metil, fornecendo indicios da
obtencdo de amina quaternaria. Os resultados de potencial Zeta de+ 20 mV paraas ENX NPSi-
Q e + 23 mV indicam a obtencdo de amina quaternaria. Todos esses resultados corroboram,

para a hipdtese que o material seja um bom carreador para farmacos aniénicos.
PARTE I1: ESTUDO DE ADSORCAO DO NITROPRUSSIATO DE SODIO

11.1. INTRODUCAO

Um problema recorrente em administracao de farmacos, é o fato que o mesmo néo consegue
atingir uma regido especifica em concentracdo adequada para que ocorra o efeito terapéutico
desgjado[57]. Diante disso, 0 estudo de sistemas que permitam o carreamento e liberagcdo
controlada do farmaco desperta grande interesse da comunidade cientifica. A incorporagao em
matrizes poliméricas, de silica ou outras, protege o farmaco de reagdes que possam dificultar a
sua acdo final. Porém, anterior a esta etapa, estudos sobre as melhores condi¢cfes de adsorcao
do farmaco nessas matrizes, para se ter, por exemplo, um controle da quantidade incorporada,
e 0 tempo para se ter um méximo de adsor¢do, sdo fatores que devem ser estudados.

Neste trabalho o farmaco escolhido para os teste de adsorcéo e de posterior liberacdo foi o
nitroprussiato de sédio (SNP), que € uma molécula largamente utilizada para liberacdo de 6xido
nitrico (NO). O NO ha muito tempo vem sendo estudada nas areas de Quimica[57],
Biologia[57] e Medicinal[59], por possuir papel fundamental em sistemas bioldgicos. De modo
abrangente o 6xido nitrico € a Unica molécula enddgena que relne as propriedades de
neurotransmissor, de mediador constitutivo e indutivel e de agente citotoxico, podendo ter

atuacdo nas atividades do cerebro, figado, pancreas, Gtero e pulmdes.
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[1.1.2. A quimica do Nitroprussiato de Sodio

O nitroprussiato de sodio é um complexo de ferro com 5 ligantes cianeto e 1 nitrosil, (Figura
21), que exerce funcao vasodilatadora devido a presenca do grupo nitroso. O composto quando
entra em contato com eritrdcitos, sofre decomposicao, liberando Oxido nitrico, que dilata as
arteriolas e vénulas. O ion ferroso reage instantaneamente com os grupos sulfidricos ligados a
membrana da parede vascular e dos eritrdcitos, resultando em um radical nitroprussiato instavel,
do qual sofre uma rapida decomposi¢do em cianeto toxico [59] e também em dxido nitrico. O
seu feito hipotensivo aparece em 1-2 minutos apos a sua administracdo. O nitroprussiato é o
farmaco mais utilizado em indugdo de hipotensdo controlada durante anestesia, com o objetivo
de reduzir sangramentos e processo cirirgicos. Também é utilizado primariamente no
tratamento em emergéncias hipertensivas, para o caso de ataques cardiacos [59]. Porém a
administracdo do nitroprussiato pode levar ao envenenamento por cianeto. Para a ativacdo do
nitroprussiato é necessario que ocorra a sua reducdo a [Fe(CN)s NOJ*(I), ocorrendo
posteriormente a liberagdo cianeto para formar [Fe(CN)s NOJ%(ll), o qual por sua vez libera
NO e CN-, dando Fe''(aq) e [Fe(CN)s ] #(I11). Figura 21.

Figura 21. Etapas de ativacdo do nitroprussiato de sodio.
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[1.1.2. Aspectos quimicos fisioldgicos do NO

Por muito tempo acreditava-se que NO fosse apenas uma substancia nociva e que em
grandes concentracfes causava danos ao meio ambiente. Porém na década de 1980, descobertas
sobre a bioguimica do NO comecaram a modificar esse conceito. Deve-se destacar quatro
descobertas que tiveram grande repercussao e aumentaram o interesse pela bioquimica do éxido
nitrico:

» O envolvimento do NO em varios processos biologicos, incluindo vasodilatacéo,

inibicdo da agregacéo plaquetaria e comunicacéo neural;

» A ativacdo da enzima guanilato ciclase, que catalisa a conversao de guanosina trifosfato
(GTP) em guanosina monofosfato ciclica (cGMP);

» O efeito citotoxico do dxido nitrico apos ser eliminado por macrofagos ou por outras
células do sistema de defesa dos seres vivos;

» A producdo endogena do NO a partir da conversdo do aminoécido L-Arginina por um
mecanismo enzimatico, que envolve uma familia de enzimas denominadas Oxido
Nitrico Sintase (NOS) [60].

No caso de tumores humanos o papel do NO néo é bem esclarecido, sabe-se atualmente que

0 6xido nitrico produz maltiplos efeitos que influenciam tanto na diminuig¢do do crescimento
tumoral quanto no processo metastatico. Esta molécula atua na regulacdo da vasodilatagéo, o
que afeta o tumor devido ao processo de vascularizagdo. A acdo do NO esta associada a
apoptose em células tumorais [61]. A citotoxidade é resultado de uma formagéo substancial de
NO que é estabelecida como iniciador de processo apoptotico, caracterizado por uma super
regulacdo da expressdo do supressor do tumor p53, alterando a expresséo pro e anti-apoptética
das familias Bcl-2 e citocromo. Todas essas caracteristicas fazem com que o NO seja uma
molécula de grande interesse na aplicacdo médica, asssim como em formulacdes que para
transporte e liberagéo em sistemas bioldgicos.
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[1.2. OBJETIVOS

Objetivos Geral

Investigar os materiai s contendo aminaprimaria(NPSI-APTES) e amina quaternaria (NPSi-

Q), obtidos através da funcionalizacéo via co-condensacao e enxerto como um novo adsorvente

para o nitroprussiato de sodio.

Obijetivos especificos

>

Utilizar os materiais ENX NPSI-APTES, ENX NPSi-Q, CO NPSI-APTES e CO
NPSi-Q em testes de adsor¢do de nitroprussitato de sodio;

Realizar estudos cinéticos para a adsorc¢do do farmaco.

Estudar as isotermas de adsor¢do do nitroprussiato nos materiais;

Comparar diferentes modelos cinéticos e de isotermas, do coeficiente de correlagdo da
reta, buscando o que melhor descreve os dados experimentais.
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I1.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
[1. 3.1. Reagentes e solventes

» Nitroprussiato de sodio- Sigma-Aldrich 98%
» Etanol- synth - 99,5%
> Agua destilada

[1. 3.2. Adsorcéo de nitroprussiato de sédio nos materiais modificados

[1.3.2.1. Curva analitica para nitroprussiato de sédio

Para a construgdo da curva analitica (Figura 22) foram preparadas 7 solucfes de diferentes
concentragdes de nitroprussiato de sodio em agua destilada. Os espectros de absorcéo foram
obtidos através de um espectrofotdometro Hp 8453. Utilizou-se a absortividade molar para o
comprimento de ondaem (dxzy-—7*(NO)) 396 nm. A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos

das analises em triplicata.

Tabela 11. Vaoresde absorbéncia paraas diferentes concentragdes de nitroprussiato utilizados

para a curva analitica.

Concentragéo Absorbancia Absorbancia Absorbancia

(mol L) Medida 1 Medida 2 Medida 3
0,08 0,1003264 0,100469 0,1002237
0,010 0,22147 0,100775 0,1009531
0,020 0,3855 0,3772 0,38843
0,030 0,56065 0,6688 0,56676
0,040 0,73581 0,75656 0,7351
0,050 0,86947 0,86768 0,87698
0,060 1,11117 1,08095 1,07908

Fonte: O autor
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Figura 22. Curva analitica para 0 SNP em &gua deionizada. T= 25 °C a 396 nm.
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A equacdo da reta foi obtida a partir da analise de regresséo linear da curva padréo dos

nitroprussiato de sodio e apresenta-se na Equacgéo 1.

ABS= 17,99 x C + 0,03752 (1)

[1.3.2.1 Testes preliminares de adsorgao

Testes preliminares de adsor¢do foram realizados com o intuito de avaliar qualitativamente
a adsorcao do nitroprussiato nos diferentes materiais sintetizados. Assim, utilizando-se 100 mg
dos materiais modificados com grupos amino (CO NPSI-APTES e ENX NPS-APTES) e
quaternario de amoénio (CO NPSI-Q e ENX NPSI-Q) e5 mL de uma solugio 0,05 mol L de
Nitroprussiato de sodio (SNP). O sistema foi deixado sob agitacdo por 24 horas, protegido da
luz e atemperatura ambiente. Apds, os materiais foram centrifugados e lavados por trés vezes
e a andlise qualitativa da adsor¢do do farmaco nos diferentes materiais foi avaliada por

espectroscopia na regido do infravermelho.

[1.3.2.2. Cinéticas e Isotermas de adsorcao

Solucdes de concentracdo desejadas para o estudo de adsorgcdo foram preparadas por
diluicio da solugdo estoque 1,0 mol L™ com &gua deionizada. Todos os estudos foram
realizados em batel ada, utilizando-se um volumefinal de 5,0 mL de solugdo e 10 mg dasNPSi’s

atemperatura ambiente do laboratério (aproximadamente 29 °C).
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11.3.2.2.1. Estudo de concentracao inicial

Curvas para o efeito da concentracédo inicial do farmaco foram obtidas variando-se as
concentracdes de 0,04 mol L™ & 0,100 mol L com intervalos de 0,02 mol L™* em um volume
final desolucdo de 5 mL e 10 mg de NPSi’s. As solucbes foram deixadas em agitacdo por 24 h.
A quantidade de adsorbato adsorvido por 1,00 g de adsorvente é chamado de capacidade de

adsorcdo, esse valor pode ser obtido atraves da Equagéo 2:

Co—Co)V,
g = ot @

Mads

Em que, ge é a capacidade de adsorgdo (mg g adsorvente); Co é a concentracdo inicial do
adsorbato (mg L™); Ce é a concentragio do adsorbato no equilibrio (mg L™); m é a massa de

adsorvente (g) e V € o volume total de solucéo (L).

Chama-se de isoterma de adsorcdo a relacdo entre as quantidade de uma substancia
adsorvida por unidade de massa de adsorvente a uma temperatura constante e a sua
concentracdo de equilibrio. A forma das isotermas também é a primeira ferramenta
experimental para conhecer o tipo de interacdo entre o adsorbato e o adsorvente. As isotermas
utilizadasforam as. Langmuir, Freundlich, Halsey, Temkin, Dubinin-Rondushvish, as equacdes

para cada um dos modelos estdo apresentadas na tabela 12.

Tabela 12. Equacg6es para os modelos de isotermas utilizados

| soter ma Diferencial Equacéo linear
Freudlich [62] Y, 1
q,=Ks.C, i logKf + n—flogCe
Langmuir [63] ¢ =q K,C, i= 1 1 1
€ max 1 + Kl Ce qe qmaxKL . Ce qmax
1 1 1
slelegg|len K Ing, = (—(nK)) — —InC,
q, = (C_e) My Ny
Tempkin [65 RT RT RT
P [ ] qe=b_antCe qe=b—ant—b—lnCe
t t t
Dubinin- . 1.2 1
—Bpr(RT In(1+7) ) Inq, =In — 2BpgpRT In(1 + —
Rondushvich q, = qpp ‘e T Tor PR ( Ce

[66]

Fonte: O autor
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11.3.2.2.2. Estudo do tempo de contato

Os estudos cinéticos foram realizados utilizando-se solugdes com concentragdes
0.05 mol L de nitroprussiato de sodio, que foram deixadas em agitagdo com 10 mg de
nanoparticulas, em diferentes intervalos de tempo de contato de: 20, 30, 60 e 120 min. O
procedimento foi realizado em triplicata, a temperatura ambiente. As concentragdes residuais
dos compostos em solugdo foram medidas por espectroscopia na regido do Uv-visem 396 nm.
A quantidade de farmaco adsorvida por massa de adsorvente no equilibrio (qge) foi calculada
utilizando a Equacéo 2.[59]. O estudo da dindmica de adsor¢do das NPSi’s foram avaliadas por
model o de pseudoprimeira ordem de lagergren, pseudosegunda ordem e o0 modelo de difuséo
intramolecular e Elovich A tabela 13 Apresenta as equagdes diferenciais e lineares para todos

0s modelos cinéticos.

Tabela 13. Equagbes para os modelos cinéticos.

Modelo cinético Diferencial Equacéo linear
Pseudo-primeira dq, N Kyt
ordem [67] ar (e~ dr) log(qe = qr) =logg. + 2,303

- dqe
Pseudo-segunda d_qt =K(q, — q;)° 1_1 + L
ordem[68] qge  k.q? q.
Elovich [69 dq B 1 1
[69] d—tt=a Ba. qe=Eln(0{ﬁ)+ Elnt
Difus&o qr =X; + Ki. t 12

intraparticula [70]

Fonte: O autor

A validacdo dos modelos cinéticos € feita por meio de analise gréfica, avaliacdo dos
dados e por anélise do coeficiente de correlagdo de reta(R?), no qual espera-se obter um valor
préximo a 1, para que o ajuste dos dados para a determinacdo do modelo cinético seja aceitavel.
Esses modelos podem fornecer uma explicacao simples e satisfatdria para o processo global de
adsorcdo. Porém em muitos casos isso ndo é possivel e o grafico apresenta-se multilinear. Para

essa situagdes costuma-se segmenta-lo em duas ou mais linhas e sugerir que 0 mecanismo de
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adsorcdo a cada linha. Porém essa procedimento de aproximacdo apresenta-se limitado. Um
fator que pode indicar a multilinariedade séo as constantes cinéticas ndo apresentarem-se
invariaveis, podendo variar com o0 tempo e especificamente com a concentracdo do
adsorvente[ 70].

I1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

[1.4.1. Testes preliminares de adsorc¢ao

[1.4.1.1. Espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 23 apresenta os espectros na regido do infravermelho para as amostras, SNP, CO
NPSI-APTES NP e ENX NPSI-APTES NP.

Figura 23. Espectrosde |V, em pastilhas de KBr, 2%(m/m), paraas amostras SNP, CO NPSi-
APTESNP e ENX NPSI-APTES NP.
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Fonte: O autor
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Para 0s espectros de nitroprussiato de sddio, observa-se uma banda forte em 1937 cm?,
correspondente ao estiramento do NO. Bandas nas regido de 2026, 2111 241 cm® relativos ao
estiramento CN%, bandas na regifo em 661 cm™ § (Fe-N-O). ParaaamostraCO NPSI-APTES
NP, observa-se bandas na regido 1937, 2026, 2111 e 2141 cm’. N&o é observado a banda de
NO paraas ENX NPSIi-APTES, por esta razao os testes posteriores foram realizados apenas
com as nanoparticulas funcionalizadas via co-condensa¢do, CO NPSi-APTES.

A Figura 24 apresenta os infravermelhos da adsorcdo de nitroprussiato para as amostras CO
NPSi-APTES e CO NPSI-Q utilizando-se uma concentragdo 0,05 mol L™ de nitroprussiato.

Observa-se qualitativamente que ambas as amostras adsorvem eficientemente o adsorbato.

Figura 24. Espectros de IV, em pastilhas de KBr a 2%(m/m), para as amostras Co NPSi-
APTESNP e CO NPSI-Q NP.
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11.4.1.2. Espectrofotometria de Raios X por Energia Dispersiva (EDS)

A Figura 25 apresenta os espectros de EDS obtidos em duas areas distintas o que permite
identificar e quantificar a composi¢do quimica do sélido. A analise indicou a presenca de 0,95
% de ferro distribuido homogeneamente na amostra CO NPSi-APTES, corraborando com os
resultados de infravermelho que evidenciaram a incorporacdo de nitroprussiato nas

nanoparticulas.

Figura 25. Espectros de EDS paraa amostra NPSi-APTES NP com diferente areas.
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Fonte: O autor

[1.4.2. Efeito da concentracéo inicial de NP

O efeito da concentracdo inicial na adsorcéo de nitroprussiato nas amostras CO NPSi-
APTES e CO NPSI-Q é apresentado na Figuras 26. Como esperado, observa-se um aumento
de ge com o0 aumento da concentragdo de nitroprussiato. Os perfis das curvas de adsorcdo

indicam que o processo é favoravel [63] sendo as CO NPSIi-Q amais favoravel.

As Figuras 27 e 28 apresentam as tentativas de gjuste dos dados experimentais,

utilizando varios modelos matematicos, buscando-se 0 que melhor descrevesse.
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Figura 26. Isoterma de adsorcdo de nitroprussiato em diferentes concentragdes iniciais, para
CO NPSI-APTES e CO NPSI-Q, usados como adsorventes.
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Fonte: O autor

Figura 27. Ajuste teodrico da isoterma de adsorcao de nitroprussiato para CO NPSI-APTES,

utilizando diferentes model os.
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Figura 28. Isoterma de adsorg¢do de nitroprussiato para as CO NPSI-Q utilizando diferentes

model os de isotermas.
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Fonte: O autor

A Tabela 14 apresenta os coeficientes de correlagdo linear para os gustes dos dados

experimentais, paratodas os model os testados.

Tabela 14. Resulto de analise do coeficiente de correlagdo de reta(R?) das isotermas para os
materiais CO NPSI-APTES e CO NPSI-Q.

CO NPSI-APTES CO NPSI-Q
Langmuir 0,99513 0,99603
Freudlich 0,99593 0,97634
Tempkin 0,9726 0,99845
Halsey 0,99603 0,99766
Dubinin-Radushjevich 0,9734 0,9740

Fonte: O autor
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Observa-se que os melhores valores de coeficientes de correlagdo foram para os
modelos de Tempkin[65] e Halsey[64]. Estes dois modelos descrevem processos de adsorgao,
em multicamadas, que ocorrem em sistemas que apresentam superficie de natureza
heterogénea. Os valores de capacidade maxima de adsorcdo de SNP em CO NPSI-APTES
(obtido pelo modelo de Temkin) foi de 817,14 mg g2, ja para a adsorgéo de SNP em CO NPSi-
Q ovalor de capacidade maxima foi de 1314 mg g(obtido pelo model o de Hal sey). Umamaior
capacidade maxima para CO NPSI-Q indica que a presencga da amina quaternéria influenciou
em uma maior quantidade de nitroprussiato adsorvido. A superficie carregada atrai os ions de
carga oposta mais proximos, os contra- ions, e repelem os ions de mesma carga, 0s co-ions. 1sso
provoca uma distribuicdo ibnica na regido proxima a superficie e da origem a formag&o de uma
dupla camada elétrica. Quanto maior a carga superficial maior sera a forca de interagcao sobre 0

adsorvente e maior a quantidade adsorvida[64,65].
[1.4.3. Cinetica de adsorcao

A Figura 29 apresenta a variacao de adsor¢do de nitroprussiato em relacao ao tempo de

agitacdo (0-120 min) para os dois materiais.

Figura 29. Cinética de adsor¢io de NP Utilizando a concentragdo de 0,05 mol L para as
amostras CO NPSI-APTES (g, 280mgg’) eCO NPSI-Q ( g, 420 mgg?).
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Fonte: O autor
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Observa-se uma rapida adsorcdo do ion NP no inicio do processo, por ambos 0s
materiais, mas com o passar do tempo a taxa de adsorcdo torna-se mais lenta. A répida
velocidade inicial de reacédo é atribuida a elevada disponibilidade de sitios de adsorcdo ainda
ndo coberta por moléculas de adsorbato, uma vez que a cinética de adsor¢éo depende da area
superficial do adsorvente. A Tabela 15 apresentaos dados obtidos para a aplicacdo de diferentes

model os cinéticos aos resultados experimentais.

Tabela 15. Resulto de analise do coeficiente de correlacio de reta(R?) dos modelos cinéticos
para os materiais CO NPSI-APTES e CO NPSI-Q.

NPSI-APTES NPSI-Q
Pseudo-primeira ordem 0,98431 0,9452
Pseudo-segunda ordem 0,90765 0,9093
Elovich 0,99868 0,9968
Difuséo intraparticula 0,98877 0,96096

Fonte: O autor

Observar que 0 modelo de Elovich é o que melhor descreve os dados experimentais.
Este modelo tem sido aplicado em cinética de adsorcdo de ions metalicos em solucdo aquosa e
ndo aquosa [69]. O modelo Elovich é, frequentemente, valido para os sistemas em que a
superficie de adsorcédo é heterogénea e vem sendo aplicada em processo de adsorcao lenta[69].
A heterogeneidade do material possivelmente esta relacionada a presenca dos grupos aminas e

silandis sobre a superficie do material.

I1.5. CONCLUSSAO PARCIAL

Os materiais CO NPSi-APTES e Co-NPSI-Q apresentam-se como 6timo adsorbatos para
o farmaco nitroprussiato, obtendo altos valores de capacidade adsortiva maxima, 817 mg g* e
1314 mg g* ,respectivamente. O modelo de isoterma que melhor se adequou a0 experimental
foi de tempkin para as CO NPSI-APTES e de Halsey para as CO NPSIi-Q. Para o material
funcionalizado via enxerto n&o foi obtido uma adsorcdo significativa, necessitando de estudos
aprofundados sobre a causa de fendbmeno. Para o material obtido através da co-condesagdo

observou-se por EDS que acoberturade nitruprussiato sobre asuperficie do material apresenta-
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se homogéneo. Analise no infravermelho indica a presenca do principio ativo do farmaco, o
oxido nitrico, e que 0 mesmo encontra-se em alta quantidade. A cinética obtida para ambos 0s
materiais indicaram que o melhor modelo para a reagdo de adsorcdo é o Elovich, indicando a
importancia de fendbmeno de quimiossorcdo no processo, demostrando a forte interacdo iénica
entre o adsorvente e o adsorbato. E possivel concluir que o material tem grande potencial no
uso de adsorvente para o nitroprusiato e para fA&rmacos aniénicos viabilizando a sua aplicagdo

de liberacdo controlada.

PARTE Ill: ESTUDO DE LIBERACAO DE CIANETO E NO, ACAO
VASODILATADORA E, NOVAS PERPECTIVAS E APLICACOES PARA O
MATERIAL

I11. 1. INTRODUCAO

Devido a sua importancia e ao fato de estar relacionado a varios processos biologicos, o
Oxido nitrico, tem sido extensivamente estudado em processos como germinacao de sementes
[71], marcadores [72] tratamento inflamatdrios [73], de edemas[74] e de cancer [75], disfuncéo
erétil [77], bactericidg] 78] entre outras. Existem pesguisa e patentes para o uso de liberadores
tanto em sistema intravenoso [78], quanto oral [79] e tépico [89]. Muitos dessas patentes
utilizam-se de novos compostos para a liberagdo de NO bem como também nanoformulagtes
para carreamento e liberacdo de NO de matrizes poliméricos [81], zeolitas e uma diversidade
de materiais mesoporosos, que sao sistemas promissores tanto para aplicacfes tdpicas como

internas, devido a sua estabilidade.

Uma busca na plataforma Patentscope, é possivel encontrar 13.075 registros de patentes
relacionadas a “nitric oxide” sendo 243 sobre “nitric oxide drug” e duas sobre “nitric oxide drug
particles” com os titulos “Pharmaceutical Technology of Pharmaceutical Composition In
Novel/Sequential Drug Delivery System Containing Nitric Oxid Donor” e “Drug delivery of
nitric oxid”. No Instituto Naciona da Propriedade Industrial (INPI), encontra-se 209 patentes
relacionados a “NO farmacos” das quais 10 tratam de formulacgdes para liberagdo de NO. Trate-
se de um ramo promissor, uma vez que além de apresentar uma vasta pesquisa, também
apresenta interesse de protecdo intelectual sobre os conhecimentos e direcionamento para

aplicacdes.
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Visando avaliar o desempenho das nanoparticulas de silica modificadas em liberar o ion
nitroprussiato, previamente adsorvido, aamostra CO NPSi-APTES-NP foi utilizada em varios

ensaios de liberacdo que serdo apresentados a seguir.
[11.2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a liberagdo de NO para o sistema CO NPSI-APTES-NP, em estado sélido e em

solucéo.
Obijetivos Especificos

» Realizar estudo de liberagdo no estado sélido em diferentes sistemas: (I) por irradiacéo
com led na faixa do azul, (I1) por luz branca, (I11) através de uma mistura com
nanoparticulas silica adsorvidas com acido ascorbico e (IV) pela mistura com &cido
ascorbico;

» Estudar do comportamento das CO NPSIi-APTES-NP em meio aquoso e na presenca

de acido ascorbico (agente redutor).
[11.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

111.3.1 Ensaios de liberacdo de NO na amostra sélida

Para avaliacdo da liberagdo do ion nitroprussiato da amostra CO NPSI-APTES-NP,
utilizou-se uma pastilha de KBr 3% (m/m) da amostra, a qual foi expostaaluz de led nafaixa
de 450-495 nm (faixa azul). Espectros de absorc¢do de 1V, na faixa de 400 a 4.000 cm™?, foram

entdo obtidos em intervalos de 0 a 84 horas.

111.3.2 Ensaio de liberagéo de NO com luz branca em uma mistura CO NPSI-APTES
ASC eCO NPSI-APTES NP

Para a realizacdo desse experimento inicialmente fez-se a impregnacdo de &cido
ascorbico (agente redutor) nas CO NPSI-APTES, em que 100 mg dessa amostra foram
deixadas sob agitacdo 24 h com um soluc&o 0,042 mol L™ de 4cido ascorbico. Apds este periodo
aamostrafoi centrifugada e lavada 3 vezes com agua deionizada e secas em estufa a 70 °C por
24 h, esta amostra foi entdo denominada CO NPSi-APTES ASC. Entdo 1,5 mg de CO NPSi-
APTES ASC foi misturada com 1,5 mg de CO NPSI-APTES NP e 97 mg de KBr. Assim,
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obteve-se uma pastilha com umamisturadas CO NPSI-APTESASC e CO NPSI-APTES NP,
gue foi deixada em placa de Petri, sob efeito da luz branca a temperatura ambiente do
laboratorio (aproximadamente 29 °C) por 48 horas. Espectrosde |V foram obtidos em diferentes

interval os de tempo.

[11.3.3 Ensaios de liberacdo de NO em solugdo na presenca de &cido ascorbico

Em 20 mL de uma solugéo contendo 1 mmol L &cido ascorbico foi adicionado 15 mg
de CO NPSi_APTES NP, o sistema foi deixado em agitacéo por 1 horas. Apoés este periodo, 0
material foi centrifugado e lavado por trés vezes com agua deionizada e analisado por

espectroscopia na regido do infravermelho.
111.3.4. Teste preliminares de adsorcéo de cianeto

Teste qualitativo
Em 20 mL de uma solucdo de cianeto de s6dio a 5 mmol L, foram adicionados 40 mg de
CO NPSI-APTES e deixado sob agitagdo por 24 horas, decorrido o periodo o material foi

centrifugado e lavado duas vezes com agua deionizada e seco em estufa a 70 °C por 12 horas.

Teste quantitativo utilizando o método volumétrico de Liebig
O método de Liebig consiste na utilizacdo de prata que reage com cianeto para formar
0 complexo Ag(CN)Z_ , ap0s o ponto de equivaléncia o excesso de prata reage com o0 complexo

formando o precipitado AgCN, segundo as reagdes:

2CN"+ AgNO, <> Ag(CN),

AQ(CN),” +Ag" <> 2 AgCN(s)

Assim, 5 mL de uma solugéo de cianeto de sédio a 0,02 mol L™ foi adicionadaa 10 mg de
CO NPSI-APTES ou CO NPSI-Q e deixado sob agitacdo por 24 horas. ApGs esse periodo o
solido foi centrifugado e o sobrenadante titulado com uma solugdo padrdo de nitrato de prata a
0,01 mol L1, Uma amostra em branco, contendo somente cianeto nas mesmas condicdes, foi

utilizada como controle. As anélises foram realizadas em duplicata.
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I11. 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

111.4.1. Ensaios de liberacdo de NO

[11.4.1.1. Ensaios de liberacdo de NO na amostra sélida CO NPSI-APTES-NP

A Figura 30 apresenta os espectros de 1V (ampliado na faixa compreendida entre 2200
€ 1900 cmt) obtidos ao longo de 84 horas sob irradiagdo de luz led a 400—450 nm, da amostra
CO NPSI-APTES-NP.

Figura 30. Espectros de 1V, em pastilhas de KBr (3 % m/m), para a liberacdo de NO da amostra
CO NPSi_APTES NP, no periodo de 84 horas.
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Observa-se 0 aparecimento das bandas em 2115 cm™ e 2040 cm?, as quais foram
atribuidas a formacdo das espécies aquaferrocianeto, dadas pelas equacbes 5 e 6,

respectivamente.
[FE(CN)s5(NO)]> + H20 — [Fe'''(CN)s(H20)]% + NO- (5)
5[Fe!|(CN)s(H20)] —> [Fe''(CN)s=x(H20)] G-+ xCNe ©)
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A bandaem torno de 2066 cm! é consistente com a formagao de complexos de valéncia
mista, azul da Prussia (Fes'"'[F€''(CN)g]*) [82,83], descrita pela Equacido 7. Observa-se, pelo

espectro de 1V, um aumento de sua intensidade com o tempo.

4[F€''(CN)s5(H20)]> + 3[F€'(CN)s(H20)]3> —Fes"'[FE'(CN)e] > + 17CN-+7H20 7)

Observa-se a reducio de intensidade das bandas do NO a1937 cm™ e CN a 2141 cm,
referentes ao ion nitroprussiato nas CO NPSi_APTES NP, durante a irradiacéo, sugerindo a
liberagéo de NO. Esta observa-se corrobora com dados da literatura envolvendo nitroprussiato
livre em solucdo. [84]

A Figura 31 corresponde as mesmas medidas ampliado para a regido de faixa 900-400
cmL. Observa-se a reducdo das bandas na regido em 661 cm™(5 (Fe-N-0))[84] e em 647 cm't
Fe-NObend[85], que juntamente com a reducdo da banda na regido em 1937 cm evidencia o

processo de liberacdo do NO.

Figura 31. Espectrosde |V, compreendido na faixa 900-400 cm™ feito em pastilha de KBr (3
% m/m) para a liberacdo de NO até o periodo de 84 horas para a amostra CO NPSI-APTES-
NP.
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Foi realizado um teste comparativo com nitroprussiato livre, no qual utilizou-se uma pastilhade
KBr (1,5 % m/m) que foi deixado sob as mesmas condigdes (tempo, fonte de irradiacédo, temperatura)
do teste para as CO NPSI-APTES-NP. A Figura 32 apresenta os espectros de IV para o
experimento. Nao se observou nenhuma variagdo espectral no periodo 84 h, tanto para a banda
em 1937 cm™ quanto para as bandas em 661 cm™ e 647 cm?, evidenciando que no periodo
monitorado ndo ocorreu liberacdo de NO. Esse resultado sugere que a incorporacdo do
nitroprussiato as CO NPSi-APTES-NP favoreceu a liberacdo de 6xido nitrico.

Figura 32. Espectros de IV de nitroprussiato de sédio, em pastilha de KBr (1,5 % m/m) paraa
liberacdo de NO até o periodo de 84 horas.
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[11.4.1.2. Ensaio de liberacdo de NO em solida (CO NPSI-APTESNP + CO NPSI-APTES
ASC)

Na tentativa de avaliar a possibilidade de liberacdo do NO por acdo de agentes redutores,

realizaram-se experimentos utilizando acido ascorbico como potencial redutor do 6xido nitrico,

promovendo a liberacdo do NO[86].
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Através da analise do perfil dos espectros obtidos (Figura 33) para a amostra composta
da mistura de CO NPSI-APTES NP e CO NPSI-APTES ASC, pode-se observar que ocorre
primeiro a formacédo de uma quantidade significativa de azul da Prussia (2066 cm™), com uma
posterior liberagdo de NO (1937 cm™) em pequena quantidade se comparada aos resultados

anteriores onde foi utilizado a irradiagdo com luz led.

Figura 33. Espectrosde |V, em pastilhas de KBr (3% m/m), paraamistura(CO NPSI-APTES
NP + CO NPSI-APTES ASC).

100

80 - T
D
=
<
= 60
£ ___5min
W .
s 1 __10min \
= 30 min \)
404 _ 1h \/
~3h
__24h
__48h U
20 1

— T T T — T T T — T — T T
2190 2160 2130 2100 2070 2040 2010 1980 1950 1920
Numero de onda (cm'l)

Fonte: O autor

I11. 4.1.3 Liberacdo de NO da amostra CO NPSI-APTES NP em solugéo na presenca de
&cido ascorbico

Este experimento foi realizado na tentativa de avaliar a influéncia do acido ascorbico
agora em solugdo para liberacdo do NO. E esperado que o agente redutor em solugio aja de
forma mais efetiva na liberacdo do NO do que o observado para o sistema anterior, onde o este
se encontrava adsorvido nas CO NPSI-APTES.

Observa-se pelos espectros de 1V da Figura 34, no inicio e no final da reacdo (apés 1

hora) o desaparecimento das bandas na regifo em 1937, 661 e 647 cm?, indicando a liberagdo
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total do NO. O aumento nas absorcdes referentes a regido 2110-1980 cmt, com maéximo de
2042 cm't, sugere a formagéo do composto aquaferrocianeto. A ndo observacédo de colocacio
azul no material da indicios de que o complexo azul da Prussia, ndo tenha se formado nesse
sistema. Assim, como era esperado, os resultados mostraram a liberacdo mais rapida do NO
quando o &cido ascorbico esta em solugdo. Além disso os resultados dos ensaios de liberagdo
mostram que o Oxido nitrico é liberado de forma mais lenta (aproximadamente 80% em 84 h)
quando irradiado com luz LED. Este resultado pode ser interessante nos casos em que se

necessite de uma liberacao prolongada.

Figura 34. Espectros de 1V, em pastilha de KBr (3,0 % m/m), para as CO NPSI-APTES NP

antes e apo6s a reducéo por acido ascérbico.
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A Figura 35 apresenta a sobreposicao dos espectros das amostras CO NPSi-APTES e

CO NPSI-APTES NP, na presenca de acido ascorbico, onde observam-se as bandas referentes

a silica e ao cianeto do complexo aguaferrocianeto em 2042 cm™.
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Né&o foi observando nenhuma banda caracteristica do acido ascorbico (principalmente
do estiramento C=0 em 1760 cm™?) sugerindo que o acido ascorbico participa do processo de
reducdo do NO* a NO, mas ndo fica adsorvido na matriz.

Figura 35. Espectros de IV, em pastilhas de KBr (3 % m/m), paraas CO NPSI-APTES NP e
CO NPSI-APTES na presenca de cido ascorbico.
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I11.4.1.4 Monitoramento de cianeto livre

[11.4.1.4.1. Teste quantitativo

Como foi destacado na introducéo deste trabalho, um dos problemas associados ao uso
do nitroprussiato € a possibilidade de envenenamento por cianeto livre decorrente da liberacao
do NO. Assim, buscou-se avaliar a possibilidade de a matriz de silica atuar como um

sequestrante de cianeto.

A Figura 36 apresenta os espectros de IV do cianeto de sédio, das CO NPSI-APTESe
CO NPSI-APTES + CIANETO. No espectro da amostra CO NPSI-APTES + CIANETO a
absorg&o caracteristica do CN em 2026 cm™, sugerindo o sequestro do cianeto pela matriz de

silica. A baixa intensidade dessa banda é devido as fortes absor¢Ges da matriz.
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Figura 36. Espectro de 1V, em pastilha de KBr (3% m/m), para cianeto de sodio, das CO NPSi-
APTES e CO NPSI-APTES + CIANETO.
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[11.4.1.4.2. Teste quantitativo
A Tabela 16 apresenta os resultados das analises quantitativas (método de Liebig) do

cianeto remanescente, apds os testes de adsorcdo utilizando as amostras CO NPSI-APTES e
CO NPSI-Q.
Tabela 16: Resultados obtidos para a titulagdo” de cianeto utilizando 4 mL de cada solug&o,

apos testes de adsorcdo pelas amostras CO NPSI-APTES e CO NPSI-Q, usando nitrato de
prataa0,01 mol L.

Amostra Vagnoz(mL)  CN-(mol L Y)remanecente  CN- (mmol g™ adsorvido
Branco (CN") 4,05 0,0211 -

CO NPSI-APTES 3,05 0,018 1,00

CO NPSI-Q 2,05 0,012 1,56

*Analise realizadas em duplicata.
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Assim, os resultados dos ensaios sugerem que o material € um bom adsorvente para o
cianeto. Este resultado é bastante interessante pois da indicios de que as nanoparticulas
poderiam auxiliar na remediacdo do cianeto liberado pelo nitroprussiato no organismo. Testes
mais conclusivos sdo necessarios para inferir essa potencialidade, principalmente os que

envolvem o parametro seletividade do material ao cianeto e ao nitroprussiato.

111.5. CONCLUSAO

Os resultados de infravermelho indicam que os complexo imobilizado na matriz de silica
libera Oxido nitrico na regido do visivel. A mistura entre a nanoparticulas contendo
nitroprussiato e &cido ascorbicos apresentam uma liberacdo lenta e sob luz branca indicando
que o mesmo pode ser utilizado em liberacdo controlada de uso topico. O teste em meio redutor,
mostrou que ocorre uma liberacao total em uma hora, e que o produto final é o aquaferrocianeto.

Ambos os materiais apresentaram a capacidade de adsorver cianeto livre, indicando o seu
alto potencial em uso medicianal uma vez que a liberacdo cianeto € um do principal empecilho
no uso de nitroprussiato em medicina. Indicando o quanto o materia apresenta-se promissor.
Todas essas informacdes possibilitam umamultiplas utilizacdes para o material devido agrande

importancia do éxido nitrico em diversas areas, tais como medicinal, quimica e bioldgica.

[11.6. PERSPECTIVAS

Deste trabalho ainda é de grande importancia a realizacdo alguns experimentos que possam
aumentar o entendimento de como os materiais aqui Sintetizados podem atuar como liberadores

NO. Assim ficam como perspectivas 0s seguintes topicos:

» Comparativo na liberagcdo NO entre as amostras CO NPSI-APTES NP e CO NPSI-Q
NP;

» Estudos de liberagdo de NO e CN" em meio aquoso e meio simulado de fluido
bioldgico;

» Teste de liberacdo de NO em dispositivos de uso topico;

» Estudo de liberagdo de NO in vivo.
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