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RESUMO

O céncer acomete diversas pessoas no mundo e € uma das enfermidades responsaveis, atualmente,
pelas principais causas de morte em todo o mundo. As terapias utilizadas para eliminar as células
cancerosas, infelizmente, também atuam contra células sadias do organismo, dada a baixa seletividade
de acdo. Diante dessa realidade, a busca por tratamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos
tém sido objeto de intensas pesquisas em todo o mundo e com resultados promissores, principalmente
com o emprego de sistemas carreadores nanoestruturados. Nesse trabalho, nanoparticulas (NP) de
silica SBA-16 foram sintetizadas e funcionalizadas com o 3-aminopropiltrietoxisilano e testes foram
realizadas em ambas as matrizes. A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) possibilitou visualizar bandas caracteristicas dos materiais sintetizados
como: grupos silano (Si-O-Si) e grupos silanol (Si-OH) para 0 SBA-16, grupo etilico, grupos silano e
banda de hidroxila menos intensa nos espectros do SBA-16 funcionalizado (APTES-SBA-16). Os
ensaios de difratometria de raios em angulos baixos (SAXS) revelaram picos padrdes nas amostras,
indicando a estrutura mesoporosas e cubica de corpo centrado, do grupo espacial Im3m. Com o estudo
de adsorc¢éo e dessorcéo gasosa, realizado pelo metodo de Barrett-Joyner-Halenda (BJH), observou-se
uma elevada area superficial para 0 SBA-16 de 975 m?/g e uma reducéo significativa da area do
material apds a funciolaizagdo com o APTES, indo para 472 m2/g. As micrografias obtidas pela técnica
de microscopia eletronica de transmissdao (MET) para as amostras de SBA-16 e APTES-SBA-16
revelaram uma ordenacdo bem definida de poros em ambas as matrizes. O teste também evidenciou a
modificacdo do material apds a funcionalizacdo, devido a utilizacdo de espectroscopia de perda de
energia por elétrons (EELS), em que foi possivel observar a presenca dos atomos de nitrogénio do
material funcionalizado. As analises termogravimeétricas também ajudaram a comprovar a
funcionalizacdo das amostras de SBA-16 por meio de diferenca de massa entre as amostras dos
materiais obtidos. Os dados encontrados de tamanho médio de ambas as matrizes revelaram que o0s
materiais produzidos tiveram tamanhos médios em torno 300 nm, tamanho considerado ideal para a
aplicacBes biomédicas. Apds as devidas analises terem sido feitas nos materiais, o farmaco antitumoral
Doxorrubicina foi incorporado nas matrizes SBA-16 e APTES-SBA-16. A taxa de incorporacao do
farmaco em ambas as matrizes foi avaliada utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com DAD (Diode Array Detector). Para a quantificacdo do farmaco construiu-se
uma curva de calibragdo com coeficiente de determinagao (r?) igual a 0,993. Os dados obtidos revelam
que houve uma taxa de incorporacdo de 87 % para a matriz SBA-16 e 29 % para as amostras de
APTES-SBA-16. Posteriormente, a silica funcionalizada foi graftizada com o copolimero
termossensivel poli[(Vinilcaprolactama)-co-(N-isopropilacrilamida)] (PVCL-co-PNIPAAM) por meio
da técnica ATRP, obtendo-se um material hibrido que podera permitir o controle na liberacdo do
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farmaco por meio de calor. Por fim, esse material hibrido foi caracterizado fisico e quimicamente. Os
resultados de FTIR revelaram grupos caracteristicos dos polimeros utilizados. As andlises de
espalhamento dindmico de luz (DLS) apontaram que a amostra possui tamanho médio de 447,5 nm +
34 nm e indice de polidispersividade igual a 0,223. Tais resultados indicam se tratar de um material
monodisperso com tamanho ideal para ser utilizado como um biocarreador por meio do efeito de

permeabilidade e retengdo aumentado (EPR).

Palavras-chave: Cancer, Polimeros Termossensiveis, ATRP, Nanoparticulas, SBA-16, APTES,
Doxorrubicina, Liberacdo controlada.

ABSTRACT

Cancer affects several people in the world and it is one of the diseases responsible for the main causes
of death worldwide. Unfortunately, the therapies used to eliminate cancer cells also act against healthy
cells, due to their low selectivity action. Inside this reality, the searches for more effective treatments
that would cause less adverse effects have been encouraged, specially treatments involving the use of
nanostructured carrier systems, considering their promising results. In this work, SBA-16 silica
nanoparticles were synthesized and functionalized with 3-aminopropyltriethoxysilane and tests were
performed on both matrices. The Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) technique made it
possible to visualize characteristic bands of the synthesized materials such as: silane groups (Si-O-Si)
and silanol groups (Si-OH) for SBA-16, ethyl group, silane groups and less intense hydroxyl band in
the functionalized SBA-16 spectrum (APTES-SBA-16). The small angle X-ray scattering (SAXS) test
revealed standard peaks from the samples, indicating the mesoporous and body cubic centered
structure, of the Im3m spatial group. The study of adsorption and gas desorption, using Barrett-Joyner-
Halenda (BJH) method, showed a high surface area for SBA-16 (975 m2/g) and a significant reduction
in the area of the funcionalized material (472 m2/g). The micrographs obtained by transmission electron
microscopy (TEM) technique for SBA-16 and APTES-SBA-16 samples revealed a well-defined pore
ordering in both matrices. The test also showed the modification of the material after functionalization,
due to the use of electron energy loss spectroscopy (EELS), in which it was possible to observe the
presence of nitrogen atoms in the functionalized material. Thermogravimetric analysis also helped to
prove the functionalization of SBA-16 samples by the difference of mass between the samples
obtained. The data showed average sizes (300 nm) on both matrices, size considered ideal for
biomedical applications. After specified analysis had been made in the materials, the antitumor drug
Doxorubicin was incorporated in the matrices SBA-16 and APTES-SBA-16. The rate of drug

incorporation in both matrices was evaluated using high performance liquid chromatography (HPLC)
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technique with a DAD (Diode Array Detector). To quantify the drug, a calibration curve was
constructed with a coefficient of determination (r?) equal to 0.993. The data obtained reveal there was
an incorporation rate of 87 % for SBA-16 matrix and 29 % for APTES-SBA-16 samples. Subsequently,
the functionalized silica was grafted with the thermosensitive copolymer [poli(Vinilcaprolactam) -co-
(N-isopropylacrylamide)] (PVCL-co-PNIPAAm), obtaining a hybrid material that may control the
drug release by means of heat. Finally, this hybrid material was characterized physically and
chemically. The FTIR results revealed characteristic groups of polymers used. The dynamic light
scattering (DLS) analysis showed that the sample has an average size of 447.5 nm + 34 nm and a
polydispersity index equal to 0.223. Such results indicate that it is a monodisperse material with an
ideal size to be used as a biocarrier, due to the enhanced permeation and retention (EPR).

Key words: Cancer, Thermosensitive Polymers, ATRP, Nanoparticles, SBA-16, APTES, Doxorubicin,
Controlled release.
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INTRODUCAO

O céncer é o conjunto de mais de 100 doencas e pode ser caracterizado pelo crescimento
desordenado de células, que se dividem muito rapidamente e tém a tendéncia de serem muito agressivas
e incontrolaveis, formando tumores que podem se espalhar para outras partes do corpo por um processo
denominado metéstase (INCA, 2018). O cancer tem acometido pessoas de diversas idades e €
atualmente a enfermidade responsavel pelas principais causas de mortalidade no mundo (BRAY et al.,
2018). Nos ultimos dados do INCA (2020 — incidéncia de cancer no Brasil), foram estimatimados para
0 triénio 2020-2022, em torno de 600 mil novos casos da doenca. Essa estimativa reflete o perfil de
um pais que possui os canceres de prostata, pulmao, mama feminina e cdlon do reto dentre os principais
casos (INCA, 2020). Os tratamentos mais comuns sdo a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia ou
transplante de medula 6ssea, sendo muitas vezes necessaria a combinagdo de mais de um método
(INCA, 2018). A quimioterapia & um tratamento no qual se utilizam farmacos para combater o cancer
e, infelizmente, esse tipo de tratamento contabiliza severos efeitos adversos principalmente devido ao
fato de terem baixa seletividade por células tumorais (LAVAN et al., 2003; LANGER, 1990;
BANGHAM et al., 1965). A baixa seletividade desses agentes afeta significativamente alguns tecidos,
como a medula 6ssea. Com isso, alguns dos efeitos colaterais sdo: cansaco aos pequenos esforcos, falta
de ar, palidez, febre, pintas avermelhadas na pele, manchas roxas e vermelhas e sangramentos (INCA,
2018). Diante dessa realidade, a busca por novos tratamentos mais eficazes e com menos efeitos
colaterais, tem sido objeto de intensas pesquisas em todo o mundo, principalmente com o emprego de
sistemas carreadores nanoestruturados.

Recentemente, a nanotecnologia surgiu como uma abordagem que tem motivado o0s
pesquisadores a desenvolver materiais nanoestruturados (ZHOU et al., 2018). Nanocarreadores sao
nanoestruturas associadas por uma ou mais substancias ativas contra as células tumorais. Os
nanocarreadores devem ser capazes de direcionar o farmaco a um alvo especifico do organismo, no
qual deve agir, executando uma liberacdo controlada. Séo diversas as vantagens existentes ao se utilizar
esse tipo de sistema, dentre elas estdo: (i) Reducdo da dosagem; (ii) Seletividade em relagcdo ao alvo
bioldgico (tecido ou células); (iii) Reducéo dos efeitos colaterais e (iv) Liberacdo controlada evitando
picos de dosagem, caracteristicas tipicas de farmacos convencionais. Essa especificidade da acdo €
uma premissa importante para o tratamento de varias doencas, entre as quais se destaca o cancer, uma
vez que ha a possibilidade de reducdo da dosagem, o que por sua vez minimiza os efeitos adversos
(CAIXETA, 2013).

Dentre varios sistemas nanoestruturados existentes, destacam-se 0s baseados em polimeros,
metais e 6xidos metalicos, semicondutores e materiais ceramicos, como por exemplo, as nanoparticulas

de silica (WICKI et al., 2015). As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs - do inglés: mesoporous
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silica nanoparticles) apresentam relevantes propriedades fisicas e quimicas, e ainda expressiva
biocompatibilidade. Atualmente observa-se um crescente aumento no interesse de muitas linhas de
pesquisas na utilizacdo das MSNs como sistemas carreadores de farmacos, por apresentarem elevada
area superficial e a capacidade de incorporar significativas quantidade de moléculas de interesse
terapéutico ou diagnostico (WEISS et al., 2016).

Apesar de importantes resultados obtidos no emprego das MSNs nas pesquisas aplicadas no
tratamento de tumores, o sistema ainda apresenta alguns inconvenientes que estdo relacionados
principalmente, quanto a dificuldade de se controlar a liberagdo do agente antitumoral, que ocorre
basicamente por difusdo e exclusivamente no tecido alvo (COUTINHO, 2014). Neste interim,
buscando contornar estes problemas, no presente trabalho um sistema nanoestruturado hibrido
contendo um nucleo de silica revestido por uma coroa de polimeros termorresponsivos foi
desenvolvido. Essa classe de polimeros possui um ponto critico de temperatura, que quando atingido,
faz com que 0os mesmos experimentem uma transicdo de fase. Como a temperatura na regido tumoral
é diferente da observada no restante do organismo, € possivel fazer com que a mudanca estrutural de
tais polimeros ocorra especificamente nessa regido, liberando ali um farmaco incorporado. Dessa
forma, o material hibrido proposto pode melhorar de forma significativa a eficacia terapéutica e

reduzir a toxicidade sistémica.

OBJETIVO

O trabalho tem como principal objetivo a preparacdo de um sistema hibrido baseado em
nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-16, contendo o farmaco doxorrubicina e recobertas com o
copolimero PVCL-co-PNIPAAmM, como um potencial sistema terapéutico contra o cancer. Constituem

0s objetivos especificos:

e Sintetizar e silanizar nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-16 com o 3-aminopropil-trietoxi-
silano (APTES);

e Estudar a taxa de incorporacéo do farmaco doxorrubicina na matriz silanizada;

e Desenvolver metodologia de CLAE-DAD para analise quantitativa de doxorrubicina incorporada

nas matrizes;
e Caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente as matrizes dos materiais obtidos

e Desenvolver rota de sintese via técnica ATRP para a obtencdo de material hibrido constituido de

nanoparticulas de silica e o copolimero PVCL-co-PNIPAAM;

e Caracterizar de forma fisica, quimica os materiais obtidos em cada uma das etapas envolvidas

no processo de preparacdo do material hibrido;
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CAPITULO 1

SINTESE DO MATERIAL NANOESTRUTURADO E ESTUDO DA TAXA DE
INCORPORACAO DE DOXORRUBICINA

1. Consideragdes gerais
Nos Gltimos anos, houve um répido crescimento na area de biomedicina, particularmente na
exploracdo de novos sistemas de entrega seletiva de farmacos no tratamento do céncer. A
nanotecnologia surgiu como uma abordagem promissora com o0 desenvolvimento de materiais
nanoestruturados (ZHOU et al., 2018). Entre os diferentes nanocarreadores desenvolvidos, as MSNs
tém atraido a atencdo da comunidade cientifica por possuirem diversas vantagens na administracdo de
quimioterapicos em relacdo a outros nanocarreadores. Algumas dessas vantagens, sdo: fabricacdo
simples e econdmica, estrutura ndo toxica de grande volume de poros e grande area superficial que
permite excelente capacidade de incorporacéo de moléculas bioativas e comportamento endocitético
desejavel (MOREIRA et al., 2016). A superficie das MSNs pode ser facilmente alterada por meio de
funcionalizag@es, o que possibilita a aquisi¢cdo de novas propriedades que podem aumentar a eficiéncia
em aplicacbes biomédicas. Além disso, a funcionalizacdo também pode influenciar de modo
significativo a incorporacao de farmacos, os perfis de liberacdo farmacocinética e sua interacdo com
células, tecidos ou moléculas, tornando as MSNs muito atraentes para diversas aplicacbes em
nanomedicina e biotecnologia (FREITAS, 2015).
O presente capitulo descreve as principais etapas adotadas durante a sintese de nanoparticulas
de silica SBA-16 funcionalizadas com 3-aminopropil-trietoxissilano (APTES) e a caracterizacdo
fisico-quimica e morfoldgica dos materiais obtidos. Também esta apresentado o estudo da taxa de

incorporacdo do farmaco doxorrubicina nas matrizes obtidas.

1.2. Fundamentacdao teorica

1.2.1. Nanoparticulas de silica aplicadas no tratamento do cancer

A silica € um polimero inorganico que apresenta em sua composicao grupos siloxanos (Si-O-Si)
em seu interior e tem grande concentracao de grupos silandis, Si-OH, cobrindo toda a sua superficie.
Esse material se organiza em lamelas (camadas) ou tubos, e possui poros ja na sua composicdo
cristalina natural (FELIX et al., 2012). E uma substancia end6gena, podendo ser encontrada em 0ssos
e cartilagens e também é frequentemente usada em formulacdes de medicamentos (ROSENHOLM et
al., 2012). Dentre varios materiais nanoestruturados integrados, nanoparticulas de silica mesoporosa
se mostram bastante promissoras para aplicacdo biomédica. Essas MSNs possuem diversas

propriedades interessantes, tais como: (i) Estrutura porosa ordenada. (ii) Grande volume de poros e
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area superficial especifica, mostrando alto potencial para carregamento de moléculas. (iii) Tamanhos
de particula ajustaveis, de 50 a 300 nm, os quais sdo adequados para facil endocitose por células vivas.
(iv) Duas superficies funcionais (poro cilindrica e superficie de particula exterior), contendo silanol e
podendo ser seletivamente funcionalizadas para melhor controle sobre a incorporagéo e liberagao de
farmacos e (v) Boa biocompatibilidade.

Recentemente, a silica foi reconhecida como substdncia segura pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos (FDA). Estas caracteristicas Unicas fazem das MSNs materiais
promissores para utilizacdo em sistemas controlados de carreamento de farmacos (ZHOU et al., 2018).

Para fins anticancerigenos, as MSNs tém sido usadas em um grande nimero de estudos. Tais
estudos avaliam o seu uso como sistemas de diagnéstico (imagem de fluorescéncia ou ressonancia
magneética), dispositivos terapéuticos (administracdo de farmacos ou terapia fototérmica) ou mesmo
como agentes teranosticos (nanotransportadores Unicos capazes de combinar as fungdes diagnosticas
e terapéuticas). Com esse grande numero de possiveis aplicagcdes no tratamento do cancer, esforgos
tém sido feitos para otimizar o tamanho dessas nanoparticulas, bem como melhorar sua arquitetura e
propriedades de superficie para conseguir aumentar sua biocompatibilidade, biodistribuicdo e
acumulo em sitios tumurais (MOREIRA, 2016).

As estruturas mesoporosas que melhor representam essa classe de materiais séo 0s MCM-41
(Mobil Crystalline Materials), com um arranjo hexagonal dos mesoporos e poros com formato
cilindrico, os MCM-48, com um arranjo cubico e os MCM-50 que possuem uma estrutura laminar
(COUTINHO, 2014). Entre esses materiais mesoporosos, a silica SBA-16 se destaca como uma
mesoestrutura cubica de corpo centrado com diametros de poros grandes e uma estreita distribuicéo de
poros (Figura 1). Os mesoporos estdo num arranjo cubico tridimensional com grupo espacial Im3m,
sendo os poros da ordem de 5-15 nm, com elevada area superficial (400-1000 m?/g) e alta estabilidade
térmica (ANDRADE, 2011; OLIVEIRA, 2013). No arranjo cubico de corpo centrado do SBA-16, cada
poro esta conectado com seus oito vizinhos mais proximos formando um sistema de rede mesoporosa

multidirecional, o que facilita a difusdo de varias espécies (OLIVEIRA, 2013).

Outra caracteristica interessante do SBA-16 ¢ a possibilidade de modificac6es em sua superficie,
na qual existem diversos grupamentos hidroxilas faceis de funcionalizacdo. Esse processo de
funcionalizacdo permite a preservacdo da mesoestrutura do material e proporciona propriedades de
superficie vantajosas. Na utilizacdo da silica como sistema de liberacdo controlada de moléculas
bioativas, essas modificacfes sdo necessarias e cruciais, pois podem garantir uma maior seletividade
de um adsorvente especifico e controlar melhor sua liberagdo. Esse comportamento pode ser explicado
porque na silica pura as interagdes entre os grupos silanois e o farmaco ocorrem de forma muito

intensa, consequentemente, a liberagdo do ativo pode ndo ocorrer de forma adequada (Ma et al., 2017;
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ANDRADE, 2012).

Figura 1: Estrutura ctbica de corpo centrado do SBA-16. Adaptado de: GOBIN, 2006.

Um dos processos de funcionalizacdo bastante explorado por trabalhos previamente publicados
na literatura, consiste em realizar o acoplamento de um agente modificador a superficie da silica,
sendo este agente o responsavel por proporcionar uma nova funcionalidade a nanoparticula
(COUTINHO, 2014). Entre os agentes de acoplamento de silano, o 3-aminopropil-trietoxissilano
(APTES) é um dos agentes mais amplamente utilizados. A sua estrutura inclui um grupo funcional
amina (-NH2) e trés grupos hidrolisaveis que podem ser fixados & superficie da silica. Na pos-
funcionalizacdo, grupos amino do APTES permanecem disponiveis nas extremidades para futuros
acoplamentos, enquanto os grupos hidrolisaveis sdo ligados aos grupos hidroxila na superficie das
particulas de silica. Na Figura 2, estd apresentado um esquema simplificado do processo de

silanizacd@o de nanoparticulas de silica com o agente modificador APTES (BERKTAS et al., 2020).

Figura 2: Funcionalizacdo do SBA 16 com o agente modificador APTES.

O processo de silanizacdo se da por meio de reacbes de condensacdo entre o alcoxissilano e os
grupos silandis da superficie da silica, tipicamente realizado em solugdo, usando solventes organicos
anidros, como, por exemplo, tolueno. O grau de silanizacéo interfere no valor da carga superficial das

MSNSs, nas liga¢bes quimicas com moléculas funcionais dentro ou fora dos poros e no controle do
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tamanho do poro, devido a entrada de novas moléculas no interior desses nanoporos. Ao grau de
silanizacdo também estdo associados os fatores: diminui¢cdo da hidrofobicidade, aumento da
estabilidade hidrotérmica e maior capacidade de adsor¢do das MSNs. Sendo a analise elementar uma
das formas de se calcular o grau de silanizacdo das matrizes mesoporosas, que esta associado a
quantidade de grupos funcionais inseridos na rede inorganica (BRITO, VALE, 2015; KWON et
al.,2013; ZHAO, 2019).

1.2.2. Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOXO) é um antibidtico antineoplasico do grupo das antraciclinas, isolado
a partir de culturas fungicas de Streptomyces peucetius. O farmaco (Figura 3) possui um amino agucar
ligado a um anel tetraciclico e componentes quinona e hidroquinona em anéis adjacentes, 0 que torna
essa molécula adequada em reacdes de transferéncia de elétrons (CANDIDO, 2013). E um farmaco
considerado um dos agentes antitumorais mais utilizados e potentes para o tratamento de canceres, em
diferentes fases de seu desenvolvimento, tais como: leucemia, pulm&o, mama, sarcoma de estdmago e
ovario (YILDIZ, 2018).

Sé&o trés os principais mecanismos de acdo citotoxica da DOXO. O primeiro deles consiste na
capacidade que as antraciclinas tem de se intercalarem com as bases do DNA, o que acaba por danificar
0s processos de transcricdo e replicacdo. O segundo mecanismo, 0 mais importante, se processa por
meio da formacdo de um complexo tripartido com a topoisomerase 1. O complexo formado inibe a
religacdo dos filamentos do DNA, induzindo a célula aos processos de apoptose. Os grupamentos
quinonas presentes na DOXO geram radicais livres tanto em solucdo quanto em tecidos. Essa
caracteristica é responsavel por causar cardiotoxicidade acentuada, sendo este o0 terceiro mecanismo

causador de apoptose das células que entram em contato com o farmaco.

Contudo, embora o farmaco possua relevante atividade antineoplasica, a sua toxicidade tem
limitado sua aplicacdo terapéutica. Os principais efeitos colaterais causados pela DOXO sdo:
estomatite, nduseas e vomitos, alopecia e manifestagdes dermatoldgicas, além da depressdo temporaria
da medula 6ssea. No entanto, os principais efeitos sdo os danos cardiacos como taquicardia, arritmias,
hipotensdo, derrame pericardio e insuficiéncia cardiaca congestiva (YILDIZ, 2018). Porém, a
encapsulacdo do farmaco em carreadores nanoestruturados pode reduzir estes efeitos e melhorar sua
eficacia, oferecendo varios beneficios, como o0 aumento da expectativa de vida dos doentes, diminuicéo
do tumor e da sua progressédo (CAIXETA, 2013).
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Figura 3: Férmula estrutural plana da doxorrubicina.

O Doxil (doxorrubicina lipossomal peguilada), foi o primeiro anticancer encapsulado em
lipossomas, um sistema nanostruturado lipidico, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para tratamento de cancer de ovario. Alguns estudos demonstraram que o Doxil foi capaz de reduzir
problemas de cardiotoxicidade e teve uma eficacia antitumoral semelhante em comparagdo ao farmaco
convencional (XING et al., 2015). No entanto, ainda existem duvidas quanto aos beneficios da
peguilacdo no tratamento do cancer. O polietilenoglicol, PEG, é uma macromolécula a qual sua
presenca na superficie lipossomal pode diminuir as interagdes dos lipossomas com as células e impedir
a entrada de lipossomas no tecido tumoral. Estudos mostram que o uso de Doxil no tratamento de
carcinomas apresentou poucas vantagens, pois o tempo de circulacdo é aumentado, mas ha pouca
maximizacdo do acumulo do farmaco no tumor. Além disso, o Doxil tem sua dose limitada, pois
provoca a sindrome da mao-pe, caracterizada por erupgdes cutaneas nas palmas das méos e/ou solas
dos pés, levando a interrupcdo da terapia por pelo menos 2 semanas e diminuicdo em dosagem
subsequente em 25 % (Folheto Informativo do Produto Doxil) (RIVANKAR, SANGEETA, 2014).
Sendo assim, 0 progresso no uso de sistemas nanocarreadores no tratamento do cancer € evidente, no
entanto, é importante ressaltar a importancia da continuidade de pesquisas que possam promover
melhoria quanto a eficacia e maior seguranca da implementacdo desses sistemas (PATRA et al.,
2018). Além disso, sistema conjugado com o PEG tem apresentado diversos efeitos colaterais, tais
como: hipersensibilidade e respostas imunoldgicas, acumulo nos tecidos, e depura¢do sanguinea
acelerada apos exposicao repetida (PELEGRI-O’DAY, 2014).

Uma estratégia nesse sentido € a busca de novas alternativas além do PEG, ou seja, a utilizacdo
de polimeros mais biodegradaveis e biocompativeis. Embora o PEG permanece o Unico conjugado de
polimero aprovado pelo FDA, muitos outros polimeros sdo amplamente reconhecidos como
biocompativeis para seu uso em aplicacbes biomédicas e varios estudos tém mostrado excelentes

propriedades in vitro e in vivo com polimeros alternativos (PELEGRI-O’DAY, 2014).
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1.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou do inglés High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) é uma técnica bastante usada na industria farmacéutica, bem como em
aplicagdes em determinagdes ambientais e em muitos outros campos da ciéncia, como o da medicina.
A técnica possui adaptabilidade para determinacGes quantitativas com boa sensibilidade, que pode
separar espécies ndo volateis e termicamente instdveis (TONHI et al., 2002). Esse método é
constituido de uma coluna que contém uma fase estacionéria, uma bomba que move a fase movel
através da coluna e um detector que mostra os tempos de retencdo das moléculas. O tempo de retencédo
consiste no tempo em que o analito especifico elui (sai do final da coluna), e varia dependendo das
interagdes entre a fase estacionéria e os solventes utilizados. A amostra a ser analisada é introduzida
em pequeno volume no fluxo de dispositivos de fases moveis e é retardado por interagcdes quimicas
ou fisicas especificas com a fase estacionaria. Os solventes mais comuns utilizados incluem quaisquer
combinagdes misciveis de dgua ou liquidos organicos (os mais comuns sdo 0 metanol e acetonitrila)
(MALVIYA et al., 2010).

A técnica CLAE permite analisar misturas de compostos promovendo sua separacdo de acordo
com as caracteristicas fisicoquimicas de cada composto e com a interacdo destes com a fase
estacionaria e a fase movel. Na fase estacionaria, uma grande variedade de adsorventes pode ser
utilizada, desde fases de silica modificadas de Cg a C1s (fases reversas), resinas poliméricas, alumina,
carvao, silica, ciano e outras. As interacGes entre as fases podem ocorrer por ligagcdes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas e interacbes de Van der Waals. Dependendo da
natureza da interacdo, o0 modo de separacdo é classificado em cromatografia em fase reversa ou fase
normal. Nos casos das fases reversas, a retencdo do analito acontece devido, primeiramente, as
interacdes de van der Waals ndo polares, entre as ligacbes carbono-hidrogénio do analito com o0s
grupos funcionais da superficie da silica. Ja no modo normal, as principais interacdes sdo entre grupos
polares do analito e da fase extratora através de ligagdes de hidrogénio, interacdes m —m e dipolo-
dipolo. A cromatografia em fase reversa € a mais utilizada e emprega fase estacionaria de baixa
polaridade e fase movel de maior polaridade, a fase normal utiliza polaridades invertidas. Duas fases
reversas sao bastante utilizadas na analise CLAE, a fase estacionaria de octadecil (C1s) que é altamente
apolar, e a fase estacionaria constituida de Octil (Cg) que é moderadamente apolar (SILVA, 2012,
HESS, 2011).

Uma etapa importante da CLAE ¢é o sistema de deteccdo, no qual os componentes separados pela
coluna serdo caracterizados e quantificados. Para escolher o método mais adequado para uma
determinada analise, deve-se considerar o tipo de analito a ser avaliado e o nivel de sensibilidade

requerido pela andlise. Existem diversos tipos de sistemas de detecgdo e entre eles destacam-se: o
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detector por emisséo de fluorescéncia (FL), espectrometria de massas (EM), medida da absorcéo de
luz ultravioleta por espectrofotometro (UV) e arranjo de diodos (DAD) (VILAS BOAS, 2016). A
deteccdo por UV/VIS, apresenta limitagdo quanto a deteccdo de algumas substancias, o que pode ser
atribuida a presenca de croméforos (comumente encontrados em produtos naturais), na faixa de
aplicagéo selecionada para esse detector. Tal limitacéo foi facilitada pelo desenvolvimento do detector
de arranjo de diodo (DAD), que permite avaliar multiplos comprimentos de onda simultaneamente,
realizando uma varredura que se estende de 200-800 nm (QUEIROZ, 2009).

O DAD consiste em uma série de detectores fotodiodos posicionados lado a lado em um cristal
de silicio. Assim, toda a luz que emerge da amostra é dispersa em uma grade hologréfica, sendo que
cada comprimento de onda difratado pela grade atinge um ponto desse arranjo, e consequentemente o
detector. Esse detector € um dos mais utilizados para o desenvolvimento de metodologias indicativas
de estabilidade. Mas vale ressaltar que eles apresentam sensibilidade diferentes para diferentes
comprimentos de onda, devido as caracteristicas inerentes de cada composto de interesse (ICHINOSE,
2017). Para a quantificagdo do farmaco Doxorrubicina, existem varios métodos analiticos descritos
na literatura, incluindo metodos analiticos por UV, espectrometria de massa, eletroquimica e
luminescéncia, sendo os metodos por fluorescéncia (FL) os mais explorados e existindo escassos
métodos desenvolvidos envolvendo a detec¢do do farmaco com detector DAD (DAEIHAMED et al.,
2014).

1.3. Parte experimental
1.3.1. Sintese e funcionalizacédo de nanoparticulas de silica SBA-16

As nanoparticulas de silica foram sintetizadas pelo método sol-gel sob condi¢Ges acidas por
meio de estudos prévios realizados por Soares et al., 2013. Esse método ocorre basicamente em duas
etapas: hidrdlise e condensacdo. Na hidrolise catalisada por acido, ocorre a rapida protonacgéo do grupo
alcoxido ligado ao silicio. Dessa forma os elétrons se encontram mais afastados do atomo de silicio,
tornando-o mais eletrofilico e suscetivel ao ataque nucleofilico da dgua. A partir da estrutura em que
o silicio esta pentacoordenado, o alcool é o melhor grupo de saida e € entdo eliminado, resultando na
inversdo do tetraedro e obtendo-se 0s grupos reativos do tipo silanois (Figura 4). Durante a
condensacdo, as moléculas hidrolisadas do agente precursor sofrem ataques eletrofilicos por ions H*,
na etapa rapida, e na etapa lenta uma das moléculas que sofreu ataque eletrofilico reage com uma das

moléculas que passou por hidrolise, formando ligacGes do tipo siloxano (Si-O-Si) (Figura 5).
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Figura 4: Hidrdlise do grupo alcoxido com formacdo dos grupos reativos do tipo silanois.
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Figura 5: Condensacéao dos grupos silanois que resulta na formacéo da rede de ligacGes siloxano.
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Como agente precursor e surfactante, foram utilizados TEOS (tetraetilortosilicato) (Sigma
Aldrich, So Paulo-Brasil, 98 %) e Pluronic F127 (Sigma Aldrich, Sdo Paulo-Brasil), respectivamente.
Inicialmente, 3 g de Pluronic F127 foram dissolvidos em 144 mL de agua. Em seguida, foram
adicionados a mistura, 13.9 mL de HCI (Alphatec, Sdo Paulo-Brasil, 38 %). O sistema permaneceu por
30 minutos sob agitacdo constante e em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 11
mL de butanol como cosurfactante, mantendo a propor¢do de 1:3 (F127:Butanol) (Butanol — Merck,
Séo Paulo-Brasil, 99,5%). Apos 1 hora, 15.3 mL de TEOS foram lentamente gotejados e o sistema foi
mantido sob constante agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. Na sequéncia, a mistura foi

filtrada e o material obtido foi coletado e armazenado em estufa por 5 horas a 100 °C para
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envelhecimento. O Gltimo passo consistiu no tratamento térmico do material que foi realizado em
estufa usando a taxa de 5 °C/min, aquecendo-se a amostra da temperatura ambiente até 550 °C, sob
atmosfera de nitrogénio.

As nanoparticulas de silica SBA-16 foram funcionalizadas (Figura 6) por um processo que
consiste na reacdo entre a silica mesoporosa SBA-16 e o oxisilano presente no APTES (3-aminopropil-
trietoxisilano) (Sigma Aldrich, S&o Paulo-Brasil, 97 %).

Figura 6: Reacdo de funcionalizacdo do SBA — 16 com APTES. Adaptado de: HOWARTER, J. A,
YOUNGBLOOD, J. P., 2006.
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Nesse procedimento, 0,2 g de nanoparticulas SBA-16 sintetizadas foram dispersas em solugédo
constituida por 30 mL de tolueno (Alphatec, Sdo Paulo - Brasil, 99,5 %) e 1 mL de APTES. O sistema
foi deixado sob refluxo por 24 h a 100 °C. Posteriormente, o material obtido foi lavado com acetona
(CRQ produtos Quimicos - Sdo Paulo - Brasil, grau P.A.) e filtrado. Os sélidos resultantes foram

armazenados em camara de aquecimento por 4 h sob 60 °C.

1.3.2. Caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica
1.3.2.1. Caracterizacdo quimica
A espectroscopia na regido do infravermelho possui o objetivo de caracterizar qualitativamente

as bandas caracteristicas dos compostos sintetizados. Os espectros foram obtidos utilizando o

equipamento Frontier da PerkinElmer, na faixa de 500 a 4000 cm™, com resolucdo de 2 cm™ e 64
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varreduras/min. em modo de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR). Uma suspensdo ou solugdo das
amostras estudadas foram espalhadas sobre a superficie do cristal de ATR.

A técnica de difracdo de raios-X em dispersdo de baixo angulo (SAXS) foi utilizada para
identificar as fases cristalinas das amostras de SBA16 e APTES-SBA-16, além de se obter dados
caracteristicos das estruturas. Os padrfes foram obtidos usando radiagdo sincrotron em que o raio-X
incidente foi fixado em um comprimento de onda de 1,488 A, enquanto o angulo de espalhamento 26
variou de 0° a 5°. As medidas de radiacdo sincrotron foram realizadas na linha de luz D11A-SAXS do
LNLS (Campinas, Brasil).

1.3.2.2. Caracterizacdes fisicas

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas no equipamento TGA 50 WS da
Shimadzu (Toquio, Japdo). Asamostras, em torno de 5 mg, foram analisadas nas seguintes condices:
taxa de aquecimento 10 ‘C/min, faixa de temperatura de 35 a 750 ‘C e sob atmosfera de ar sintético

com fluxo de 20 mL/min e célula de platina aberta.

A concentracdo de grupos amina (mmol/g) nas amostras foi determinada com base em estudos
prévios realizados por Oliveira et al. (2019). Nesse estudo 0s autores assumem que 0S grupos amina
sdo removidos da amostra na faixa de temperatura entre 390—650 °C e que apresentam peso molecular
de cerca de 58 g/mol. Neste sentido, eles propuseram a equacdo (1) para determinacdo da

concentracdo de grupamentos amina na matriz de silica:

N = % Perda de massa (390 — 650 °C) 1mol 1000mmol
B 100 "58g °  1mol

(equacgao 1)

Onde:
% Perda de massa (390-650 ° C) = Perda de massa avaliada por TGA em temperaturas de 390 a 650 °C.
N= concentracdo de grupos amina (mmol/g)

A técnica de adsorc¢do e dessorcao gasosa (BET) foi utilizada para determinar a area total da
superficie, o volume e o tamanho médio dos poros das amostras das nanoparticulas. Para tanto, cerca
de 100 mg de material foi empregado nas analises usando o equipamento Quantachrome NOVA 1000e
(Anton Paar, global). As amostras foram desoxigenadas por 24 h a temperatura de 110 °C por fluxo
continuo de N2. Os parametros utilizados foram -196 °C como temperatura do banho e 284,7 min do
tempo de analise. As analises da area superficial, tamanho de poros e volume total de poros foram

obtidas pelo método Barret, Joyner e Halenda (BJH).
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A técnica de espalhamento Dindmico da Luz (DLS) foi utilizado com a finalidade de
determinar o tamanho médio de particulas e o indice de polidispersdo (PDI), que é uma medida
adimensional da amplitude da distribuicdo de tamanhos das particulas de uma amostra. Os resultados
sdo expressos na forma de média e desvio padrdo de pelo menos trés lotes diferentes de cada amostra
analisada. Esse ensaio foi conduzido no equipamento Zetasizer Zs da Malvern Instruments (Malvern,
Inglaterra).

O potencial Zeta das nanoparticulas foi avaliado empregando-se a técnica de mobilidade
eletroforética das particulas no mesmo equipamento. Para a realizacdo das medidas, 10 mg da amostra
foram dispersas em 10 mL de &gua deionizada (1 mg/mL - pH 7,4) . As amostras foram levadas a um
agitador vortex para melhor homogeneizacdo. As medidas foram efetuadas a temperatura de 25 °C
com laser incidente de 90 ° (retroespalhamento)

1.3.2.3. Caracterizacdo morfologica

A técnica de Microscopia Eletrénica de transmissdo (MET) foi utilizada para se obter informacdes
acerca dos aspectos morfologicos das amostras de SBA-16 e APTES-SBA-16. Os testes foram
realizados no Centro de Microscopia da UFMG e as imagens foram adquiridas usando o microscopio
Tecnai G2 12 Spirit Biotwin, da FEI Company (Téquio, Japdo) com um potencial de aceleracdo de
200 kV, com detector para Espectroscopia de Perda de Energia de Elétrons (EELS), com resolucdo de
até 1 eV. As amostras foram dispersas usando agua deionizada e sonificadas por 5 min. usando banho
de ultrassom. Em seguida, a dispersdo obtida foi colocada em grades de cobre revestidas com carbono
de 200 malhas. Os ensaios de MET foram realizados 24 horas apds a preparacdo da amostra,

permitindo a secagem completa das amostras.

1.3.3. Estudo da taxa de incorporacdo da Doxorrubicina

O estudo da taxa de incorporacdo da Doxorrubicina (Glenmark S&o Paulo, Brasil) foi feita por
meio de incubacdo de uma solucdo do farmaco contendo as nanoparticulas dispersas. Diferentes
concentracdes de dispersdes contendo 10, 20 e 30 mg de SBA-16 e APTES-SBA-16, foram incubadas
com solugbes do farmaco com concentragdes iguais a 100 pg/mL e 200 pg/mL. As amostras foram
incubadas sob agitacio constante por 48 horas em agitador tipo shaker orbital (Nova Etica S&o Paulo,
Brasil), a temperatura ambiente e em seguida foram quantitativamente analisadas pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O equipamento utilizado nas analises de CLAE foi o VWR HITACHI Chromaster (Toquio,

Japdo), equipado com detector de DAD (Diode Array Detector). Na presente metodologia, se utilizou
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a coluna de fase reversa (RP-18) e a fase mdvel foi constituida por:

Fase (A): solucio tamp&o acetato (Acido acético: (Alphatec, S0 Paulo-Brasil, 99,7 %) (Acetato
de sddio anidro: Sigma Aldrich, Sdo Paulo-Brasil, P.A) 0,02 M e pH =4,6.

Fase (B): acetonitrila (CRQ Produtos Quimicos Eireli, Sdo Paulo-Brasil).

Para a quantificacdo foi necessario construir uma curva de calibragdo, que foi obtida
empregando-se 9 diferentes concentracdes de Doxorrubicina (200, 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 e
5 ug/mL). Os parametros utilizados foram modificados a partir de um método validado conduzido por
Sanson e colaboradores (2011). A coluna foi mantida a 25 °C e o porta-amostras manteve os analitos
a temperatura de 10 °C. O comprimento de onda de deteccao foi de 487 nm e o volume de injecdo foi
de 20 pl. O fluxo da fase mdvel foi eluido isocraticamente em 1,0 mL / min. e a fase mével durante
toda analise, constituiu-se de 50 % de Fase A e 50 % de Fase B.

A taxa percentual de incorporagdo foi calculada pela diferenca entre concentragdo inicial
adicionada de DOXO (Ci) e concentracdo residual de DOXO (Cr) presente em solucdo, apds o

processo de incubacéo descrito, conforme:

Cix—CrYx

% de incorporagao = (equacao 2)

Cix
Onde:

Ci é a concentracéo inicial de DOXO.

Cr € a concentracao residual de DOXO em solucéo apds 48 h.
Y € a massa presente em cada eppendorf.

X é a concentracdo da DOXO estudada para incorporacéo.

1.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram calculados e apresentados considerando a média para cada amostra = o erro
padrdo da média (média = DP). A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni (Post-hoc), em que p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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1.5. Resultados e Discussao
1.5.1. Caracterizagdo quimica

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
usada para estudar os grupos funcionais presentes em todas as amostras. Tal técnica se baseia na
absorcéo da radiacéo infravermelha que incide nas amostras, sendo que a luz de comprimento de onda
absorvida é caracteristica de cada ligacdo quimica presente no material. Portanto, FTIR possui o
objetivo de caracterizar qualitativamente as bandas caracteristicas dos grupamentos quimicos
presentes nos compostos sintetizados. Nas analises conduzidas nas amostras SBA-16 e APTES-SBA-
16, o objetivo foi verificar a presenca dos grupos alcoxisilano antes da funcionalizagdo (Figura 7)
(DOADRIO et al., 2006). E possivel observar uma banda estreita com comprimentos de onda variando
entre 1100 - 1000 cm™ que foi atribuida ao estiramento vibracional dos grupos silano (Si-O-Si), 0s
quais estdo presentes em ambos os materiais. No comprimento de onda 960 cm™, se localiza uma
banda vibracional que foi atribuida a presenca de grupos silanol (Si-OH), os quais sdo consumidos,
em grande parte, durante a interagdo dos alcoxissilanos com a superficie do SBA-16 no processo de
funcionalizacdo. Com isso, comparando-se 0s dois espectros, antes e apos a funcionalizacao, é notavel
que a intensidade da faixa a 960 cm™, no material funcionalizado diminuiu significativamente. As
mesmas bandas também foram observadas no estudo desenvolvido por Guzik e colaboradores (2016).
Outra diferenca que pode ser observada ao se comparar 0s dois espectros, € a presenca do grupo
hidroxila entre 1650-1630 cm™ no espectro do SBA-16. Esse grupo estad menos intenso no espectro
do APTES-SBA-16 devido a adsor¢do de grupos organicos na superficie da silica apds a
funcionalizacdo. Outro detalhe é a presenca do grupo etilico (CH-CHy), atraves da banda de absor¢édo
entre 1460-1410 cm™, a qual foi atribuida as ligag@es tipo C-C, presente no material funcionalizado.
Soares et al. (2020), também evidenciaram a banda do grupo etilico na silica funcionalizada em um

recente trabalho.

Considerando os dados obtidos e levando em conta que eles sdo semelhantes a dados encontrados
a trabalhos previamente publicados na literatura, é possivel sugerir que a ancoragem APTES ocorreu
de forma efetiva e ha a formacdo de grupos Si-O-Si-R no material obtido (ANDRADE et al., 2013).
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Figura 7: Espectros de FTIR de amostras das matrizes APTES-SBA-16 e SBA-16
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O SBA-16 e 0 APTES-SBA-16 séo materiais amorfos em nivel atbmico, por isso ndo é possivel
observar reflexdes importantes de difracdo de raios X em angulos mais altos em uma analise tipica.
Assim, por meio da técnica de difratometria de raios em angulos baixos (SAXS) foi possivel visualizar
na Figura 8, para a matriz SBA-16, trés picos padrdes nas dire¢bes (1 1 0), (20 0) e (21 0). O pico
em (1 1 0) é tipico de estruturas mesoporosas e juntamente com o pico em (2 0 0) indicam uma
estrutura cubica de corpo centrado, do grupo espacial Im3m (BALLEM, 2010; AIROLDI, 2014). As
amostras SBA-16 que foram funcionalizadas também apresentaram 0s mesmos picos caracteriscos,

garantindo a conservacdo da mesoestrutura apos o processo de funcionalizacao.

Andrade et al., (2013) também obtiveram difratogramas semelhantes para 0 APTES-SBA-16.
Os picos foram conservados ap6s a funcionalizacdo, porém as pequenas diferencas existentes entre os
difratogramas podem ser explicados devido a adicdo de substancias durante o processo de
funcionalizacdo, como o APTES, que podem estar incorporadas nos mesoporos ou adicionadas na
superficie externa do material, causando um contraste na diminuicdo geral da densidade de elétrons
entre a parede do poro e o poro vazio. Ballem et al. (2010) encontraram os mesmos difratogramas para
0 SBA-16, com o0s trés picos nos planos (1 1 0), (2 0 0) e (2 1 1) na estrutura cubica do Im3m.

Jourshabani et al. (2015) também encontraram reflexdes nas direcdes (1 1 0) e (21 1).
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Figura 8: Estudos de difracdo SAXS feitos em amostras de SBA-16 (preto) e APTES-SBA-16 (azul)
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1.5.2. Caracterizacdes fisicas

As analises termogravimetricas foram empregadas para estudar o comportamento das amostras
SBA-16 e APTES-SBA-16 sob a atmosfera de ar sintético e taxa de aquecimento definida. As analises
foram realizadas para estudar o processo de funcionalizacdo com APTES por meio de diferenca de
massa entre as amostras dos materiais obtidos (Figura 9). Amostras de SBA-16 indicaram, na faixa
de temperatura de 30 a 150 °C, perda de massa de 17 %, que foi atribuida a termodessorcao de dgua
fisicamente adsorvida. Entre 150 °C e 600 °C, houve a perda de massa de aproximadamente 2 %, que
foi atribuida a decomposicdo do copolimero Pluronic F127, utilizado na sintese do material e

possivelmente ainda presente na forma residual (KNOFEL et al., 2007) (Tabela 1).
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Figura 9: Termogramas de amostras de nanoparticulas de silica funcionalizadas (APTES-SBA-16) e

ndo funcionalizadas (SBA -16), obtidos na faixa de temperatura de 25 a 600 °C.
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Tabela 1 — Perda de massa referente ao SBA-16 em ciclos térmicos diferentes

Faixa de

Temperatura Perda de Massa

Amostra (°C) (%)
SBA-16 30-150 17
150-600 2

As amostras de APTES-SBA-16 também indicaram 2 estagios significativos de perda de
massa. O primeiro, na faixa de temperatura de 30 °C a 150 °C, que também foi associado a
termodessorcdo da agua adsorvida, alcancando de cerca de 11 %. Ja o segundo estagio, de 150 °C a
600 °C, mostrou uma perda de massa de 13 %. A perda de massa na faixa de temperatura de 390-
650 °C foi avaliada em 6 % (Tabela 2), sendo tal valor obtido para ser usado como referéncia na
determinacdo da concentracdo de grupos amina nas amostras. Com base nos calculos utilizados, a
concentracdo de grupos amina foi estimada em 1,03 mmol/g. Comparando-se com outros estudos
relatados por Ribeiro et al. (2019), essa concentracao pode ser considerada baixa. Porém, apesar deste
resultado, todos os outros testes de caracterizacdo feitos neste presente trabalho, revelaram a efetiva
modificacdo das MSNs pelo APTES, bem como a presenga dos grupamentos amina na superficie do
material. Ribeiro et al. (2019) obtiveram concentra¢cdes maiores de grupos amina, 2.4 mmol/g para a

sintese usando metanol na lavagem do material, enquanto quando foi utilizado etanol, foram
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encontrados 1.2 mmol/g. Os autores relataram que antes da etapa de funcionalizagdo, as amostras
passaram por um processo de ativacao de superficie, onde as mesmas foram refluxadas em uma solugéo
de HCI1 0,2 M a 80 ° C por 2 h, aumentando assim a concentracao de grupos hidroxila. Com o aumento
de grupos hidroxila na superficie, é evidente que uma maior concentracdo de grupos amina podem ser

ancorados, o que pode justificar os valores mais elevados encontrados pelos autores.

Tabela 2 — Perda de massa referente ao APTES-SBA-16 em ciclos térmicos diferentes

Faixa de
Temperatura Perda de Massa

Amostra (°C) (%)
APTES-SBA-16 30-150 11
150-600 13

390-650 6

Na comparacdo entre 0 SBA-16 e 0 APTES-SBA-16, para os valores da perda de massa na
primeira faixa de temperatura (30 a 150 °C), nota-se que o material funcionalizado perde menos massa
que o material puro. Isso pode ser explicado porque a ancoragem de APTES ird reduzir as
caracteristicas de polaridade superficial. A presenca da cadeia de grupos amino-alcoxisilanos, no
SBA-16 funcionalizado, da a superficie da parede da matriz de silica uma caracteristica mais
hidrofobica. Como consequéncia, a perda de massa, devido a presenca de moléculas de agua na
interface porosa, € menor para o APTES-SBA-16 quando comparado com amostras de silica SBA-16
ndo funcionalizadas. Esse resultado é semelhante ao obtido por Andrade et al. (2017), que
encontraram perda de massa de aproximadamente de 17 % no primeiro estagio de temperatura para o

SBA-16 e também evidenciaram uma menor perda de massa ap6s funcionalizacdo do material.

Para o segundo estagio de temperatura (150 °C a 600 °C), nota-se que a perda de massa para
0 SBA-16 puro foi pouco significativa e muito menor que para 0 APTES-SBA-16. Esse maior valor
para 0 material funcionalizado foi atribuido a decomposicdo e perda total dos grupos amino-
alcoxisilanos incorporados na matriz do SBA-16. Esses dados também estdo de acordo com os estudos
feitos por Andrade et al., (2017), que no segundo estdgio de aquecimento encontraram valores de
perda de massa de aproximadamente 2 % para 0 SBA-16 e de aproximadamente 14 % de perda de
massa para 0 SBA-16 funcionalizado. Sendo assim, é possivel sugerir que os grupos alcoxissilanos
estdo quimicamente ligados na superficie interna do SBA-16 e apresentam uma estabilidade térmica
adequada.
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O estudo de adsorc¢éo e dessorcao gasosa foi realizado pelo método de Barrett-Joyner-Halenda
(BJH), de modo a determinar o volume e o didmetro médios dos poros das amostras de SBA-16 e
APTES-SBA-16. Os resultados estdo disponiveis na Figura 10 e os dados obtidos revelaram uma area
superficial significativa de 975 + 6,4 m?/g para as amostras SBA-16, que apresentaram também valores
de didmetro de poros de 9 £ 1 nm. Por outro lado, nessa anélise, a matriz APTES-SBA-16 apresentou
uma éarea de 472 + 4,1 m?/g e 5 + 1 nm de didmetro de poros. Estes resultados revelam que a
metodologia de sintese empregada permitiu obter materiais mesoporosos, uma vez que o tamanho dos
poros esta entre 5 e 50 nm.

As curvas isotérmicas foram obtidas com coeficientes de correlacdo de 0,993 e 0,991, para as
amostras SBA-16 e APTES-SBA-16, respectivamente e foram correlacionadas com o tipo 1V, de
acordo com a classificacdo de isotermas da IUPAC (THOMMES et al. ,2015), a qual corresponde a

materiais mesoporosos caracterizados por multicamadas.
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Figura 10: Analise de adsorc¢do fisica e quimica (método BET) para as amostras de SBA-16 (A) e
APTES-SBA-16 (B).
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A modificacdo superficial do SBA-16 com grupos amino-alcoxisilanos promove reducdo da
area superficial e no volume de poros do material, enquanto houve também uma reducéo significativa
no diametro dos poros. Com a metodologia de funcionalizacdo empregada, a reducdo na area
superficial foi calculada em torno de 52 % (de 975 para 472 m?/g). Essa diminui¢do ocorre,
provavelmente, porque a funcionalizacdo da superficie da silica acontece preferencialmente nas
aberturas de micro/mesoporos, devido ao alto campo potencial nos pequenos poros e a facilidade de
fixacdo na abertura dos poros. Com isso, 0s grupamentos amino-alcoxisilanos que se ligarem na
abertura dos poros podem acabar bloqueando os microporos, levando a uma redugdo severa da area

superficial e do volume dos poros. Goscianska et al. (2017) também evidenciaram reducéo da area
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superficial do material apds a funcionalizagio (740 a 220 m?/g), porém com a metodologia empregada
pelos autores, a reducéo da area foi 70 % maior. Eles também obtiveram isotermas do tipo 1V para os

materiais sintetizados.

Os valores obtidos para a distribuicdo do tamanho das amostras SBA-16 e APTES-SBA-16
estdo apresentados na Figura 11A e 11B em termos de volume, respectivamente. Os dados revelaram
que a sintese do SBA-16 e 0 método e de funcionalizagdo permitiram obter dispersées monodispersas
de nanoparticulas onde a matriz de silica SBA-16 apresentou tamanho médio de 296 + 29 nm,
enquanto a mesma matriz funcionalizada indicou ligeiro aumento de tamanho médio, passando a ser
de 312 + 31 nm. A SBA-16 apresentou indice de polidispersividade igual a 0,19 + 0,01, valores que
sd0 menores que 0s obtidos para o material silanizado (0,27 + 0,02). Um potencial Zeta negativo
significativo foi determinado em amostras de SBA-16 (-31,45 + 2,51 mV) ja para 0 material
funcionalizado obteve-se valores médios de -2,76 + 0,18 mV.

Os dados encontrados de tamanho médio de ambas as matrizes revelaram que 0s materiais
produzidos tiveram tamanhos médios em torno 300 nm. Segundos dados da literatura, valores de
particulas entre 50 e 300 nm sdo mais adequados para facilitar a endocitose por células vivas, sendo
estas ideais para serem utilizadas como transportadoras de antitumorais por possibilitarem o
carreamento do farmaco para o interior das celulas cancerigenas (ZHOU et al., 2017). O maior valor
de PDI para o material funcionalizado pode ser atribuido a uma provavel interacdo quimica entre

grupos amina de diferentes nanoparticulas, aumentando assim o perfil de aglomeracéo entre elas.

35



Figura 11: Distribuicdo do tamanho, tamanho médio, indice de polidispersividade das nanoparticulas
(A) SBA-16 e (B) APTES-SBA-16.
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O alto valor em modulo apresentado para o potencial Zeta do SBA-16 pode ser atribuido ao
grande numero de grupos silanois desprotonados localizados nas superficies de nanoparticulas de
silica devido ao balanco quimico com a agua. No entanto, apds o processo de silanizacdo, as amostras
APTES-SBA-16 apresentaram importante reducdo em mddulo do potencial Zeta negativo. Essa
mudanca pode ser atribuida os grupos alcoxissilanos-amina imobilizados na superficie da matriz de
silica durante o processo de funcionalizacdo (ANDRADE et al., 2013). Os grupamentos amina, no
pH testado, possuem quantidades significativas de espécies protonadas que podem reduzir
significativamente o potencial Zeta das nanoparticulas. Lagarrigue et al. (2020) encontraram
resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Eles também encontraram valores abaixo de 0,3
para o indice de polidispersividade, caracterizando sistemas monodispersos. Em relacdo aos valores
do potencial Zeta, também houve uma reducdo significativa em mddulo para as amostras
funcionalizadas com APTES e um tamanho de particula proximo a 350 nm para as nanoparticulas de
silica SBA-16.
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1.5.3. Caracterizacdo morfoldgica

Nas Figuras 12A e 12B estdo apresentadas micrografias obtidas pela técnica de microscopia
eletronica de transmissdo (MET) para as amostras de (A) SBA-16 e (B) APTES-SBA-16. Os
resultados revelaram uma ordenacgdo bem definida de poros da matriz, caracteristica tipica de materiais
mesoporos como 0 SBA-16. As imagens das amostras APTES-SBA-16 ndo mostraram diferenca
significativa no espagamento entre os canais da silica SBA-16, demonstrando que a estrutura ordenada
é preservada, 0 que é desejavel para os objetivos propostos neste trabalho. No entanto, é possivel notar
que ha certa diferenca no aspecto da regido da extremidade e superficie da amostra referente ao
APTES-SBA-16, o0 que pode evidenciar a modificacdo do material ap6s a funcionalizacdo. Essa
comprovacdo foi realizada nessa técnica, utilizando-se a espectroscopia de perda de energia por
elétrons (EELS).

Quando elétrons incidem sobre um material, os mesmos realizam transi¢ces eletronicas
especificas deslocando-se em direcdo a amostra com uma determinada energia, enquanto ao se
chocarem com a amostra, a qual possui uma determinada composicéo, parte da energia desses elétrons
sdo transformadas em transicOes eletronicas. Com essa técnica, foi possivel avaliar a energia dos
elétrons de atomos de nitrogénio retroespalhados a partir da amostra, uma vez que apenas apos a
efetiva funcionalizacdo, a mesma passa a possuir grupamentos amino em sua estrutura. Assim, na
Figura 12C esté disponivel a micrografia da matriz APTES-SBA-16 obtida pela técnica de EELS. E
possivel notar que os a&tomos de oxigénio estdo representados na cor verde e 0s atomos de nitrogénio,
pertencentes aos grupos APTES, podem ser evidenciados pela cor vermelha, ocupando toda a matriz
de silica. A anélise do perfil da ordenacédo dos poros referente ao SBA-16 foi feita atraves do software
ImageJ® e os resultados estdo disponiveis na Figura 12D, onde os picos representam o centro dos
poros. A distancia calculada entre os picos revelou um valor médio de aproximadamente 11 nm, o que
estd de acordo com os dados obtidos pelo método BET, em que o didmetro médio dos poros foi

determinado como sendo em torno de 9 nm.
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Figura 12: Micrografias de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) das amostras (A) SBA-16,
(B) APTES-SBA-16. Em (C) esté representada a espectroscopia de perda de energia eletronica (EELS)
do APTES-SBA-16 evidenciando os d&tomos de nitrogénio na cor vermelha. Em (D) esta disponivel a
analise do perfil da ordenagdo da matriz do SBA-16 [linha branca na imagem (A)] feita pelo software

Image J®.
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Como evidenciado nos dados obtidos, a superficie da matriz SBA-16 foi efetivamente
modificada com o acoplamento de moléculas de APTES e a presenca desse grupo reativo (grupamento
amino-terminal) possibilita que reaces quimicas possam ser processadas na superficie do material,
permitindo, por exemplo, a adicdo de polimeros sintéticos. Na literatura, € possivel encontrar diversos
artigos que relatam a obtencdo de materiais hibridos de silica e polimeros, sendo a funcionalizacdo da
silica uma etapa de grande importancia para a efetiva aquisi¢cdo do material desejado. Como exemplo,
pode-se citar: o estudo realizado por Lagarrigue (2020), no qual o poli (D, L-lactideo) foi graftizado
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na superfie de nanoparticulas de silica funcionalizadas com APTES, o estudo realizado por Coutinho
(2014), onde a superficie das MSNs modificadas com APTES foi revestida de polimeros PEG-
acrilatos, além do estudo feito por Ma et al. (2017) em que foi possivel se obter um material hibrido
de SBA-15-APTES revestido de poli(metacrilato de metila). Ambos os materiais obtidos possuem
uma longa estrutura de poros ordenada e de tamanho homogéneo. Neste sentido esses materiais podem
ser considerados adequados para incorporar e liberar uma grande variedade de moléculas de ativos e,
portanto, podendo atuar como sistemas de liberagcdo controlada de farmacos. Além disso, essa
estrutura apresenta menor suscetibilidade ao bloqueio dos canais internos e assegura a acessibilidade
dos poros em qualquer dire¢do. Dessa forma, eles acabam permitindo um melhor controle cinético do
encapsulamento e liberacdo de farmacos (ZHOU et al., 2017 e OLIVEIRA, 2013).

1.5.4. Estudo da taxa de incorporacédo da doxorrubicina

A técnica de CLAE-DAD foi usada para analisar a quantidade de DOXO incorporada nas
amostras SBA-16 e APTES-SBA-16. Inicialmente, foi preparada uma curva de calibracéo onde a faixa
de concentracdo variando entre 5 a 200 ug/mL foi empregada. A curva obtida esta apresentada na
Figura 13 e os dados obtidos revelaram que um coeficiente de determinacéo (r?) igual a 0,993 foi
obtido. Segundo a RDC 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), publicada no
DOU n° 141, de 25 de julho de 2017, recomenda-se que as curvas de calibragdo para métodos
analiticos de farmacos, incluindo a técnica de CLAE deve possuir valores de r? de no minimo 0,99 ou
mais proximos de 1. Recomenda-se também que a curva possua pelo menos 5 padrdes de diferentes
concentracdes. Os dados obtidos atendem a ambas as recomendacdes sendo, portanto, considerada

adequada para os estudos de quantificacdo de DOXO.
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Figura 13: Curva de calibragéo de doxorrubicina na faixa de 5 a 200 pg/mL obtida por meio da
técnica de CLAE-DAD.
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O conjunto de cromatogramas disponivel na Figura 14 foi obtido apos a analise de amostras
padrdo de DOXO que foram usadas para construir a curva de calibracdo. A assimetria dos picos foi
atribuida ao fato do padrdo empregado ser constituido de uma mistura de epimeros constituidos de
Epirrubicina e Doxorrubicina e 0 método desenvolvido, baseado no uso de uma coluna de fase reversa
Cie ndo foi capaz de separar de forma eficiente ambas as moléculas, conduzindo a discreto

alargamento da base do pico e a assimetria observada.

Sabe-se que quanto maior o alargamento dos picos, menor sera a eficiéncia na separagéo entre
duas substancias que eluem préximas, sendo ideais 0s picos simétricos com uma pequena base e que
um cromatograma com boa resolucdo é aquele em que os picos estdo mais separados e todos 0s picos
finalizam na linha de base antes de iniciar um novo pico (SILVA, 2012). Por isso, é possivel dizer
gue o cromatograma gerado nao apresentou elevada simetria. Devido ao ocorrido, tentou-se ajustar
parametros como pH, molaridade e a proporcao de uma fase movel em relacdo a outra, além da troca
de coluna durante o experimento. Porém, apos realizar as analises varias vezes variando-se 0s diversos

parametros, no intuito de melhor a simetria dos picos, ndo houve melhoria do aspecto dos mesmos.
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Figura 14: Cromatograma que representa o tempo de reten¢do farmaco Doxorrubicina.
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Apos 48 h de incubacdo de diferentes concentracdes de dispersdes de SBA-16 (10, 20 e
30 mg/mL) com diferentes concentragdes de Doxorrubicina (100 ¢ 200 pg/mL), aliquotas dos
sobrenadantes das amostras foram retiradas e analisadas por meio da técnica de CLAE-DAD. Os
resultados obtidos estdo disponiveis na Figura 15 os quais revelam que as melhores taxas de
incorporacdo foram obtidas quando se empregou amostras de SBA-16 nas concentracdes de 20 e
30 mg/mL, independentemente da concentracdo de DOXO. Quando a concentracdo do farmaco foi de
100 ug/mL, a dispersdo de 10 mg de silica apresentou reducéo estatisticamente significativa quanto a
taxa de incorporacdo da DOXO em relacdo as dispersdes com 20 e 30 mg de silica. O mesmo
comportamento foi observado nas amostras que ficaram em contato com a solugdo de DOXO na
concentracdo de 200 ug/mL. Avaliando-se todos os dados entre 0s grupos, é possivel dizer que ndo ha
diferenca estatistica entre os dados obtidos para as amostras que ficaram em concentragdes diferentes
de DOXO. Pode-se afirmar que as amostras de SBA-16 na concentracdo de 20 mg/mL, incubadas
com o farmaco na concentracdo de 100 pg/mL, apresentaram o melhor desempenho na rela¢éo custo
versus beneficio, alcancando taxa de 87 %. Essa alta taxa de incorporacdo pode ser explicada pela
extensa area superficial que foi obtida para este material (~970 m?/g) e também pela interacio dos
grupos sinaldis com a DOXO. VIERA (2015) sintetizou amostras de SBA-16 e realizou estudos de
incorporacdo do farmaco INDOL-3-CARBINOL. Nesses estudos, o autor ndo observou taxas de
incorporacdo muito significativas (em torno de 30 %). Isso provavelmente foi devido a divergéncias
quanto a metodologia empregada na sintese do material e diferentes interaces quimicas entre a silica

e o farmaco utilizado nesse trabalho.
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Figura 15: Resultado dos estudos da taxa de incorporagdo de DOXO em difererentes concentragdes
(100 e 200 pug/mL) em matrizes SBA-16 também em diferentes concentracfes (10, 20 e 30 mg/mL).
Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de P<0.05. A sigla n.s.
significa que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA).
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Seguindo a mesma metodologia, diferentes dispersdes de APTES-SBA-16 (10, 20 e
30 mg/mL) foram incubadas por 48h com diferentes concentracbes de doxorrubicina (100 e
200 pg/mL). As aliquotas dos sobrenadantes das amostras foram retiradas e analisadas por meio da
técnica de CLAE e os resultados apresentados na Figura 16. Os dados obtidos revelam que as
diferentes dispersdes de APTES-SBA-16 que ficaram em contato com a solucdo de DOXO a
100 pg/mL, ndo apresentaram diferenga significativa quanto a taxa de incorporacdo do farmaco.
Sendo assim, sugere-se que alterar a quantidade de silica funcionalizada ndo interfere na taxa de
incorporacdo do farmaco nessa concentra¢do. Quando houve o emprego do farmaco na concentracao
de 200 pg/mL, a dispersdo de 10 mg de silica apresentou redugéo estatisticamente significativa quanto
a taxa de incorporacdo da DOXO, em relacédo as dispersées com 20 e 30 mg de silica. Apos a avaliacdo
dos dados obtidos entre os grupos, foi possivel inferir que s6 ha diferenca estatistica entre os dados
obtidos para as suspensdes de 10 mg de silica funcionalizada. Sendo assim, pode-se afirmar que as

amostras de APTES-SBA-16 na concentracdo de 10 mg/mL, incubadas com o farmaco na
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concentra¢do de 100 ug/mL apresentaram o melhor desempenho na relagdo custo versus beneficio
alcancando taxa de 29 %.

Entre os dados obtidos, a maior de taxa de incorporagédo para 0 APTES-SBA-16 foi de 52 %.
Andrade et al. (2017) avaliaram a taxa de incorporacdo de Ciproflaxino no APTES-SBA-16 e 0s
resultados indicaram uma taxa de incorporagdo de aproximadamente 28 %, o que significa uma taxa
apenas moderada.

A influéncia do processo de funcionalizacdo na taxa de incorpora¢do do farmaco nas matrizes
de silica foi avaliada e os resultados estdo disponiveis na Figura 17. Em todos os testes, as amostras
ndo funcionalizadas (SBA-16) apresentaram melhores taxas de incorporagéo.

Figura 16: Estudo da taxa de incorporagéo de DOXO em difererentes concentragdes (100 e 200 pg/mL)
em matrizes APTES-SBA-16 nas concentracfes de 10, 20 e 30 mg/mL. Letras diferentes significam
diferencas estatisticamente significativas ao nivel de P<0.05 (ANOVA).
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Figura 17: Estudo da taxa de incorporacédo de DOXO em difererentes concentragoes (100 e 200 ug/mL)
tanto das matrizes SBA-16 como nas matrizes APTES, ambas em diferentes concentragdes (10, 20 e
30 mg/mL). Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de P<0.05
(ANOVA).
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O processo de funcionalizacdo da matriz SBA-16 foi determinante na reducdo na taxa de
incorporacdo da DOXO, independente da concentracdo do farmaco. As amostras ndo-funcionalizadas
foram capazes de incorporar o farmaco em quantidades significativamente maiores, alcangcando uma
taxa até 51 % maior. Esse comportamento pode ser atribuido a reducdo de area superficial da matriz
de silica pela presenca dos grupos alcoxisilanos. Os resultados também evidenciaram a diferenca na
afinidade dos substratos pelo farmaco, devido a funcionalizacdo da silica com APTES. Esses
grupamentos sdo citados na literatura como grupos que ajudam a modelar a eficiéncia e incorporacéo,
bem como a cinética de liberacdo de diferentes compostos com base em sua capacidade de modificar
a caracteristica superficial, reduzindo a acao das liga¢6es de hidrogénio, e incrementando as forca de
van der Waals entre a superficie da silica e grupamentos apolares do farmaco. Porém, apesar do
material funcionalizado incorporar uma quantidade menor de DOXO, ele foi capaz de alcancar 2,9 ug
de DOXO/ mg do carreador, adsorvendo quantidades satisfatérias do farmaco, comparando-se com
dados j& citados por outros autores, 0s quais também abordam incorporacdo de bioativos em

nanocarreadores.
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Andrade e colaboradores (2013) também estudaram a taxa de incorporagdo de Atenolol nas
nanoparticulas do SBA-16 e do APTES-SBA-16. A silica ndo funcionalizada (SBA-16), quando
comparada com a modificada com APTES, apresentou maior taxa de incorporagdo de Atenolol de
cerca de 21 % e 8 %, respectivamente. Tais resultados corroboram com 0s obtidos no presente
trabalho, uma vez que o SBA-16 possui mais espacos disponiveis devido a falta de agentes de
funcionalizacdo. Desse modo, é esperado que a silica ndo funcionalizada seja capaz de incorporar
maior quantidade de farmaco. Naghiloo et al. (2015) também desenvolveram estudos com a silica
SBA-16 e funcionalizada com APTES. Os autores usaram o farmaco Ibuprofeno como modelo para
incorporacdo em ambos 0s materiais. E interessante citar que eles obtiveram dados que mostram que
a matriz SBA-16 amino-modificada exibiu maior capacidade de incorporacgdo do farmaco (63 %) em
relacdo ao material ndo modificado com APTES (56 %). Embora o APTES-SBA-16 possua menor
tamanho e volume de poros e menor area superficial, esse sistema foi capaz de incorporar maior
quantidade de farmaco. Esse resultado, que ndo era esperado, ocorreu provavelmente, devido a ligacao
de hidrogénio de grupos silanois presentes nas paredes dos poros com o grupo carboxila do farmaco
Ibuprofeno, favorecendo a interacdo SBA-16-farmaco e promovendo maior taxa de incorporagéo.
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CAPITULO 2

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS HIBRIDAS DE
SILICA-POLIMERO

2. Considerac0es gerais

As nanoparticulas hibridas inorganicas-organicas geralmente consistem em um nucleo s6lido e
inorganico interno cercado por um invélucro polimérico. Alguns exemplos tipicos para a parte interna
sdo SiOy, Fe>03 além de outros 6xidos de metais de transicdo. Em geral, o invélucro é baseado em
polimeros, que assim como o nucleo sélido, sdo escolhidos de acordo com a aplicacdo desejada
(HUBNER et al., 2010). Nos Gltimos anos, houve um interesse crescente na fabricacdo de
nanoparticulas hibridas para aplicacdes biomédicas e muitos projetos tém focado no emprego de
nanoparticulas de silica, devido as suas caracteristicas de elevada area superficial e superior
biocompatibilidade (DU et al., 2015). Nestes trabalhos a silica € usada como particula central, na qual
é possivel incorporar um farmaco (BISSADI; WEBERSKIRCH, 2016). Dentre os diferentes polimeros
usados como revestimento, 0s que respondem a estimulos sdo 0s mais interessantes para seu uso em
tratamentos de doencgas, como o cancer. Ao se utilizar essa classe de polimeros, se obtém uma
nanoestrutura projetada para liberar o farmaco em um local apropriado, de acordo com a resposta ao
estimulo aplicado. Sendo assim, € possivel aumentar a eficiéncia dessas nanoestruturas ao permitir a
entrega aprimorada de agentes terapéuticos nas areas patologicas (ALSEHLI, 2020). Nanoparticulas
hibridas podem ser preparadas por técnicas eficientes de polimerizacdo controlada, como a
polimerizacdo radicalar por transferéncia de &tomos (do inglés - Atom Transfer Radical Polymerization
- ATRP), que permite processos de polimerizacdo com um grau preciso de substituicdo (DU et al.,
2015). Neste interim, o objetivo deste capitulo foi sintetizar e caracterizar fisica e quimicamente um
material hibrido inorganico-organico (silica-polimero), por meio da graftizacdo da silica
funcionalizada com um copolimero termossensivel baseado em PVCL e PNIPAAm, por meio da
técnica ATRP.

2.1. Fundamentacao tedrica
2.1.2 Nanoparticulas hibridas de silica-polimero

O uso de nanoparticulas, como a silica, vem contribuindo consideravelmente para a melhoria
no tratamento de diversas doencas, dentre elas o cancer. Porém, algumas aplicagdes continuam sendo
um desafio, como por exemplo, no que se diz respeito ao carreamento de farmacos de forma mais

especifica até o local alvo de sua liberacdo. Com isso, a obtencdo de nanoparticulas hibridas pode
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melhorar significativamente as caracteristicas das nanoparticulas ja existentes e superar este tipo de
desafio. A utilizacdo da combinacdo das propriedades 6timas da silica mesoporosa com as
propriedades de capacidade de reacdo a estimulos dos polimeros inteligentes, ou responsivos, resulta
em um material hibrido que pode ser utilizado de forma eficiente para aplicacbes em patologias

clinicas, como o cancer.

Os polimeros responsivos sdo caracterizados por responderem a estimulos, que podem ser
classificados em trés diferentes categorias:

(i) Estimulos fisicos (luz, temperatura, ultrassons);

(ii) Estimulos quimicos (solvente, redox, pH);

(iii) Estimulos bioldgicos (enzimas, receptores).

Polimeros termossensiveis tém atraido grande atencdo em aplicacbes em bioengenharia e
biotecnologia, pois tém a capacidade de responder a uma mudanca de temperatura, podendo ser usados
em amplas aplicacdes, atraindo grande interesse cientifico. Esses polimeros possuem pontos criticos
no qual as interagdes hidrofilicas e hidrofobicas entre as cadeias poliméricas e 0 meio aquoso alteram-
se rapidamente com a mudanca da temperatura. Neste ponto critico denominado de” temperatura
critica inferior de solubilidade” (do inglés Lower Critical Solution Temperature, LCST), as cadeias
poliméricas sofrem contracdo com o aumento da temperatura acima desse ponto critico. Por outro lado,
outros polimeros apresentam a chamada “temperatura critica superior de solubilidade” (do inglés
Upper Critical Solution Temperature, UCST) onde as cadeias poliméricas sofrem contracdo ao serem
arrefecidas abaixo dessa temperatura. (LIECHTY, 2012). Quando o0 meio estd em temperaturas
inferiores a temperatura critica, as ligacdes de hidrogénio formadas entre os segmentos hidrofilicos da
rede polimérica e as moléculas de a4gua séo favorecidas, promovendo assim a sua expansao. Com o
aumento da temperatura acima da temperatura critica, as interagcdes entre 0s segmentos tornam-se mais
fortes, e as ligacOes de hidrogénio se rompem. Isso leva a contracdo do polimero, resultando num
estado onde as interacdes polimero-polimero e solvente-solvente sdo preferenciais (Figura 18).

O poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAM) e o poli (Vinilcaprolactama) (PVCL), estdo entre
a classe de polimeros termossensiveis, ambos com LCST em torno de 32°C, a qual é um pouco abaixo
da temperatura do corpo humano. Esta temperatura pode ser ajustada por meio da incorporacédo de

segmentos hidrofilicos, como por exemplo, silica (COUTINHO, 2014).

47



Figura 18: Esquema do comportamento esperado de um polimero termossensivel submetido a
diferentes condicoes de temperatura. Adaptado de: COUTINHO, 2014.

2.1.3 Polimerizagdes radicalares controladas “vivas”

As polimerizages radicalares convencionais (PRC) sdo caracterizadas por serem reacdes que
promovem a formacao de cadeias poliméricas sem controle sobre o comprimento da cadeia. 1sso ocorre
devido a alta concentracdo de espécies radicalares no meio, as quais propiciam alta taxa de terminacGes
irreversiveis (Figura 19). Essas polimerizacbes ocorrem em trés etapas distintas: iniciacgao,
propagacao e terminacdo. Em todas essas etapas estdo envolvidos mecanismos e velocidade reacional
diferentes. (ref. Fernanda M. B. Coutinho e Clara M.F. Oliveira. Reac6es de Polimerizacdo em Cadeia.
Editora : Interciéncia, 2006).

Figura 19: Representacdo simples de uma reacédo de polimerizacdo radicalar convencional. Adaptado
de: MURARO, 2014.
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A iniciacdo consiste na decomposicéo do iniciador, com a posterior adicdo do monémero (M)
a cadeia. A propagacdo das cadeias € a fase do crescimento da macromolécula e envolve a adicdo

sequencial de unidades monomeéricas ao radical P, formado.

A etapa de terminacdo, dependo do sistema reacional em si, pode ocorrer de varias maneiras:

i) Por transferéncia de cadeia: Em geral, o término prematuro de uma cadeia polimérica em
crescimento ocorre pela transferéncia de &tomos de hidrogénio ou outros, ou ainda quaisquer espécies
(fragmentos de moléculas, etc) para o radical do polimero. I1sso pode ocorrer a partir de qualquer
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espécie presente no sistema, podendo ser mondmero, iniciador, solvente ou impurezas, conforme o
caso. Quando isso ocorre em altas taxas, sdo observadas massas molares menores do que as previstas
teoricamente. ii) Terminacdo por acoplamento ou combinacdo entre 2 radicais poliméricos em
crescimento. Esse tipo de terminag&o ocorre preferencialmente por envolver menos energia (a menos
que o tamanho do radical “R” o0 impeca). Em qualquer dos casos, ocorre a desativacdo da
macromolécula em crescimento de modo irreversivel. Isso faz com que os materiais poliméricos
obtidos apresentem baixo ou nenhum controle do comprimento da cadeia e larga polidispersidade
(ODIAN, 2004). Um exemplo do processo de terminacdo por desproporcionamento est4 mostrado na
Figura 20.

Figura 20: Processo de terminacao por desproporcionamento. Adaptado de: GONCALVES, 2006.
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As polimerizacges radicalares ndo necessitam serem realizadas em condi¢des extremas como,
em total auséncia de umidade, mondmeros rigorosamente puros e atmosfera estritamente inerte.
Porém, existe a limitacdo da falta de controle quanto a formacéo de polimeros bem definidos, quanto
a massa molar, grau de dispersidade, composicao, arquitetura das cadeias e funcionalidade de sitios
especificos desses polimeros (MURARO, 2014). Para superar essas limitagbes surgiram as
polimerizagdes radicalares controladas “vivas” (GRACIA, 2005).

Mecanisticamente, as PRC se distinguem das polimerizacdes via radical livre controlada/viva
(PRV), devido a existéncia de um processo de ativacdo reversivel. Nas PRCs, as cadeias poliméricas
atingem tamanhos elevados logo no inicio da reacdo. Ja nas PRVs, as cadeias poliméricas sdo
controladas e vdo crescendo lentamente com o tempo. As PRVs se desenvolvem em cinco etapas:
iniciacdo, propagacao, terminacao, transferéncia de cadeia e reacdo de ativacdo-desativacdo (mantendo
a cadeia polimérica dormente e ativa reversivelmente) (GONCALVES, 2006). Existem diferentes

processos de polimerizagdes vivas, como:
(i) polimerizacdo radical mediada por nitroxidos (NMRP),
(ii) polimerizacdo via radical por transferéncia de atomo (ATRP),

49



(iii) Polimerizacdo via transferéncia reversivel por adicdo-fragmentacdo (RAFT), entre outros
processos de transferéncia degenerativa (GURNANI, 2020).

Com as PRVs ¢é possivel sintetizar macromoléculas com arquiteturas complexas, massa molares
predeterminadas e baixa dispersdo, ou seja, materiais com caracteristicas bem definidas. Tais materiais
podem ser especialmente importantes para aplicagdes terapéuticas, uma vez que o controle total sobre
a massa molar e suas distribuicdes permite uniformidade nas propriedades finais do material. Entre as
PRV, a polimerizacdo por transferéncia de atomo (ATRP) é uma das técnicas mais amplamente
estudada, devido a sua compatibilidade com uma ampla variedade de monémeros e tolerancia a
condi¢des reacionais. Esse processo polimérico conta com 0s seguintes componentes: Iniciador,

sistema catalitico (sais de metais de transicdo/ligante), monémero e solvente (AVERICK et al., 2012).

O mecanismo tradicional ATRP, utiliza um iniciador que sofre clivagem homolitica da ligacéo
C (sp®)-X (onde X = Brou Cl), mediado por um metal de transi¢do como catalisador (Figura 21). O
catalisador metélico, apds ser oxidado, pode desativar reversivelmente o radical em propagacédo da
cadeia polimérica transferindo o halogénio para o final da cadeia em propagacéo, transformando essa
espécic em “dormente’, ou seja, desativada temporariamente. Essa desativacao reversivel, impGe
controle sobre o processo de polimerizagdo, diminuindo a quantidade de radicais ativos na solucao
(MESSINA et al., 2019). E importante salientar que o equilibrio sempre esté voltado para as espécies
dormentes, em outras palavras, a constante de desativacdo deverad ser maior do que a constante de
ativacdo para garantir uma baixa concentracdo de espécies ativas no meio reacional e assim permitir
o controle no comprimento da cadeia. O papel do ligante € complexar e solubilizar o catalisador (sal
de metal de transicdo, em geral insolivel em meio organico), ajustando sua atividade durante o
processo. A escolha do ligante influencia muito na eficacia do catalisador e permite o controle sobre
a homogeneidade ou heterogeneidade do meio polimérico, influenciando no equilibrio dindmico entre
espécies ativas e dormentes. Ligantes a base de nitrogénio sdo comumente empregados em sistemas
de catalisador ATRP mediados por Cu. Estes incluem derivados de bipiridina (bpy), piridina imina,
dietilenotriamina (DETA), tris [2-aminoetil] amina (TREN), pentametildietilenotriamina (PMDETA),
tetraazaciclotatradecano entre outros (CYCLAM16), (TANG et al., 2006) (ZORVARYAN et al.,
2011) (TSANG, 2012).
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Figura 21: Descricdo do mecanismo geral da polimerizacdo via técnica ATRP. Adaptado de:
MESSIANA et al., 2019.
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Onde:

X: &tomo de haleto (Br ou CI)
Pn: Polimero;

[TM]: Metal de transigéo;

Ln: Ligante;

M: Mondmero.

2.2. Parte Experimental
2.2.1. Sintese do material hibrido SBA-16-APTES-DOX@PVCL-co-PNIPAAM

Para este procedimento foram pesados 150 mg de APTES-SBA-16 contendo o farmaco
doxorrubicina previamente incorporado (SBA-16-APTES-DOX), o qual foi colocado em um baldo de
fundo redondo. Posteriormente, foi adicionado silica funcionalizada uma solugdo tampé&o
carbonato/bicarbonato (0,927 g/0,105 g para 100 mL) e pH=9 (ProQuimios, PA, Rio de Janeiro-
Brasil). A solucdo foi colocada em banho de silicone sob agitacdo constante de 150 rpm, em um
aquecedor magnético na temperatura de 50 °C. A mistura foi deixada sob fluxo de N durante 20
minutos para sua desoxigenacao.

Em outro frasco, foram pesados 50 mg do iniciador (N-2-bromo-2-metilpropionil-B-N’-
oxisuccinimida - NBS). Adicionou-se ao iniciador, 1,5 mL de 1,4-dioxano (99, 5 % v/v, Neon Quimica,
Séo Paulo-Brasil). Esse sistema também foi deixado sob fluxo de N2 durante 20 minutos para obtencéo
de atmosfera inerte.

A mistura contendo a dispersdo de SBA-16-APTES-DOX foi adicionada a solucdo contendo o
iniciador NBS utilizando uma seringa desoxigenada. Esse sistema foi mantido em banho de silicone,
sob agitacdo, em uma chapa de aquecimento a 50 °C, 150 rpm, por 24 horas. Apds esse periodo, 0
material obtido foi centrifugado e lavado com etanol (LS Chemicals, Sdo Paulo-Brasil, 99,7%) e
posteriormente, seco em estufa a vacuo na temperatura de 60 °C por 12 horas. Na Figura 22 esta
apresentado o esquema reacional simplificado para a obtengdo do macroiniciador SBA-16-APTES-
DOX-Br.
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Figura 22: llustracdo esquematica da reacdo de obtencdo do macroiniciador SBA-16-APTES-DOX-Br
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Para a realizacdo da polimerizacdo via ATRP, o macroiniciador obtido na etapa anterior, SBA-
16-APTES-DOX-Br, foi pesado e colocado em um baldo de fundo redondo (Figura 23). Para 20 mg
de macroiniciador utilizou-se, aproximadamente, 5 mg do sal de brometo de cobre (99,9%, Sigma
Aldrich, Germany). Ao baldo, juntamente com o macroiniciador e o CuBr, adicionou-se 4 mL de
isopropanol:dioxano (1:1) (Isopropanol: Labsinth, Sdo Paulo-Brasil, 99,5 % / Dioxano: 99, 5 % vl/v,
Neon Quimica, Sao Paulo-Brasil). Essa mistura foi desoxigenada com fluxo de N2 por 20 minutos.
Esse foi considerado como "sistema 1". Em um outro baldo, adicionou-se 0,19 g de cada um dos
mondmeros VCL e NIPAAmM com 4 mL da solucdo isopropanol:dioxano (1:1). Essa solucdo também
foi desoxigenada por 20 minutos. Esse foi considerado como "sistema 2". Posteriormente, o sistema 2
foi vertido rapidamente no sistema 1 e por fim, adicionou-se 25 uL do ligante pentametildietileno-
triamina (PMDETA) (99 %, Sigma Aldrich, Germany) ao novo sistema, o qual foi novamente
desoxigenado através da passagem de N2 por 20 minutos..

O sistema final foi deixado em agitacdo magnética sob uma chapa de aquecimento, a 80 °C e
240 rpm por 24 horas. O material obtido, SBA-16-APTES-DOX@PVCL-co-PNIPAAm foi filtrado,
precipitado em éter e lavado com metanol (Alphatec, Sdo Paulo-Brasil, 99,8 %). Por fim, a amostra foi
seca em uma estufa a vacuo na temperatura de 50 °C por 12 horas. As amostras obtidas em cada etapa

foram posteriormente caracterizadas fisica e quimicamente.
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Figura 23: llustracdo esquematica da sintese de nanoparticulas hibridas de silica revestidas de poli
[(Vinilcaprolactama) -co- (N-isopropilacrilamida)], SBA-16-APTES-DOX@PVCL-co-PNIPAAm,
via técnica ATRP.
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Com base no trabalho realizado por Du et al. (2015), neste trabalho foram realizados diferentes
ensaios para a sintese via ATRP variando alguns parametros conforme mostrado na Tabela 3. Foram
alterados os parametros: massa do catalisador, volume do solvente e tempo reacional, objetivando

obter as caracteristicas 6timas para o material polimérico desejado.

Tabela 3 — Valores dos parametros utilizados nas sinteses via ATRP

Sintese Iniciador Catalisador Ligante VCL/NIPAAM Solvente total Tempo
(mg) (mg) (mL) (8) (mL) (h)
1 20 13 25 0,19/0,19 2 24
2 20 5 25 0,19/0,19 2 24
3 20 5 25 0,19/0,19 2 6
4 20 5 25 0,19/0,19 4 24

2.2.2. Caracterizacdao fisica e quimica do material hibrido
2.2.2.1 Caracterizacao fisica

A técnica de espalhamento Dinamico da Luz (DLS) foi empregada em amostras SBA-16-
APTES-DOX@PVCL-co-PNIPAAM, seguindo 0s mesmos parametros citados no topico 1.3.2.2.
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2.2.2.2. Caracterizacao quimica

A espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para caracterizar qualitativamente as
bandas caracteristicas dos materiais SBA-16-APTES-DOX-Br e SBA-16-APTES-DOX@PVCL-co-
PNIPAAmM. O teste foi realizado seguindo 0s mesmos parametros citados no tépico 1.3.2.1.

2.3. Resultados e Discussao
2.3.1 Caracterizac0es fisicas

Foram empregadas diferentes rotas sintéticas via ATRP, nas quais alguns parametros foram
alterados para a otimizacdo da sintese e obtencdo do material hibrido com as caracteristicas de
interesse. Na rota de sintese 1, em que se utilizou 2 mL de solvente no total e 13 mg de catalisador,
os resultados revelaram que um material com aspecto de pasta, muito aderente foi obtido, indicando
que provavelmente a polimerizacdo ocorreu com alto grau de conversdo, devido a maior quantidade
de catalisador utilizado. O material também apresentou uma coloragdo azul escura que pode ser
atribuida a presenca de cobre que, durante a reacdo quimica descrita, provavelmente sofreu oxidagéo.
Por se tratar de catalisador metalico e, geralmente com alto grau de toxidez, em formulacdes finais,
se faz necessario a remocéo total desses residuos, em especial para aplicacdes biomédicas. Para a
purificacdo do produto final, 0 mesmo foi lavado exaustivamente com etanol absoluto, porém, como
o catalisador encontrava-se aparentemente muito aglomerado, essa etapa nao apresentou a eficacia

esperada, e portanto, ndo sendo possivel a remocao total dos residuos cataliticos de Cu. (Figura 24A).

Na rota de sintese 2, com 0 objetivo de se obter um melhor aspecto do material, utilizou-se
apenas 5 mg de CuBr e os mesmos 2 mL de solvente no total. O resultado dessa sintese foi um produto
com um aspecto mais pastoso que o anterior e com uma coloracdo mais esverdeada. Apesar da
mudanca de coloracéo, que indicava menos acimulo de cobre oxidado, a textura se manteve parecida
com a anterior, indicando que provavelmente o processo de polimerizacdo também ocorreu com alto

grau de conversao devido ao meio pouco diluido e o longo tempo de reacéo (Figura 24B).

Na terceira rota de sintese, conservou-se as quantidades de catalisador e solvente, porém a
reacdo foi processada durante reduzido de 6 h. Finalizado o processo, o material obtido ainda
apresentava o aspecto de pasta e a coloracdo verde bem escura. Nesse caso, foi possivel concluir que
nesse meio mais concentrado, o tempo reacional de 6 h foi suficiente para a polimerizacéo. No entanto,
0 aspecto do material obtido era de dificil purificacdo devido a aglomeracdo e/ou complexagdo dos

residuos cataliticos com o polimero (Figura 24C).

54



Figura 24 — Em (A) (B) e (C) amostras do material hibrido obtido via ATRP, pelas sinteses 1, 2 e 3

respectivamente (Tabela 3) apds lavagem com etanol.

Por fim, na quarta rota de sintese, trabalhando com a mesma quantidade de CuBr, porém, em
um meio mais diluido (4 mL no total) e deixando o sistema por 24 h, foi possivel obter um material
com aspecto de po e coloracdo bege escuro apds a lavagem com etanol (Figura 25A). Desse modo,
este material apresentou um melhor aspecto e facilidade de purificagdo, o qual foi utilizado para as
analises posteriores. Para a remocao de residuos de cobre da amostra, utilizou-se metanol (Alphatec,
S&o Paulo-Brasil, 99,8 %), que mostrou ser um solvente mais potente para a remog¢do do cobre,

deixando o material final com uma coloracdo mais clara (Figura 25B).

Figura 25 — Amostras do material hibrido obtido via ATRP pela rota de sintese 4 (Tabela 3) apds

lavagem com etanol(A) e metanol (B).

Os dois parametros que foram mais explorados durante as sinteses foram a quantidade de
solvente e a concentracdo do catalisador. O solvente tem um efeito importante na estrutura e

solubilidade e, portanto, na atividade do catalisador de ATRP. Além disso, solventes também sdo
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importantes para aproximar todos os componentes da polimerizagdo em uma Unica fase e influenciam
diretamente na morfologia do polimero, além de governar a forga das interacbes durante a
polimerizagdo. Sendo assim, possuem um forte efeito tanto na taxa de polimerizacdo quanto no nivel
de controle da reagdo. O efeito do haleto de cobre é outro parametro importante que pode melhorar a
controlabilidade de um processo ATRP. O catalisador é o responsavel por intermediar o processo
redox reversivel de transferéncia de halogénio, gerando os radicais, 0 qual € determinante na constante
de equilibrio de transferéncia do atomo e a dinamica de troca entre as espécies dormentes e ativas.
Portanto, é esse processo que fornece o controle da polimerizacdo e pode afetar na forma como as
cadeias poliméricas crescem, ou seja, de modo controlado ou ndo. Porém, é importante considerar que
a quantidade de catalisador utilizada deve ser bem equilibrada, de modo que o mesmo esteja em
concentracdes adequadas para realizar seu papel e a0 mesmo tempo possa ser removido ao final do
processo, devido a sua toxicidade (PARIS, 2005; CHEN, 2018; TOLSTYKA, 2012).

Os resultados das analises de espalhamento dindmico de luz (DLS) para o material hibrido
estdo disponiveis na Figura 26 e os dados revelam um didmetro hidrodindmico médio de 447,5 nm +
34 nm. O indice de polidispersividade encontrado foi igual a 0,223 revelando o carater monodisperso

da amostra.

Figura 26: Analise de DLS de amostras constituida por SBA-16-APTES-DOXO@PVCL-co-
PNIPAAmM. (A) Distribuicdo do tamanho médio das particulas.
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Comparando-se os resultados obtidos nas analises de DLS das amostras de APTES e o material
hibrido nanoestruturado, é possivel afirmar que o processo de polimerizacdo contribuiu para um
aumento significativo do diametro hidrodindmico médio, sendo que as amostras hibridas sdo cerca de
23 % maiores que a matriz de silica. Esse mesmo comportamento, de aumento das nanoparticulas apos
a graftizacdo polimérica, foi observado por Du et al. (2015) que atribuiu tal comportamento a presenca

das cadeias poliméricas, que foram covalentemente ligadas a matriz silanizada. Apesar do incremento
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significativo no didmetro hidrodindmico médio observado no material hibrido, o mesmo ainda se
encontra na faixa considerada ideal para a aplicacdo desejada, ou seja, como um veiculo de transporte
de farmacos direcionados em sitios tumorais, visto que esta dentro da faixa para realizar o efeito de
permeabilidade e retencdo aumentado (EPR). Este efeito ocorre devido ao resultado do réapido
crescimento do tumor e formagdo simultanea de novos vasos sanguineos, que possuem um epitélio
com vazamento e uma microvasculatura descontinua. As nanoparticulas de 50 a 800 nm, sdo capazes
de atravessar a parede dos vasos de regifes sadias do organismo (0 espaco entre essas células é de
apenas 15 a 30 nm), ao contrario do que acontece em regides inflamadas ou mesmo aquelas onde estédo
os tumores. (VIEIRA, 2016). O valor do PDI encontrado foi levemente maior que o da silica
funcionalizada, sendo ainda abaixo de 0,3, e assim, ainda podendo ser considerado, um sistema
monodisperso que tem potencial para aplicacdes biomédicas. Formulacfes bem-sucedidas de
nanocarreadores seguros, estaveis e eficientes devem ser homogéneas (monodispersas), ja que
amostras polidispersas permitem a formacéo de codgulos e trombos em aplicagdes in vivo (DANAEI
et al., 2018).

2.3.2. Caracterizagdo quimica

Apos a obtencdo do SBA-16 funcionalizado com APTES, realizou-se o procedimento para a
incorporacédo do farmaco onde amostras de nanoparticulas silanizadas contendo DOXO foram obtidas
(SBA-16-APTES-DOX). Este material serviu como substrato para as reac6es de polimerizagédo. Para
este procedimento, inicialmente foi necessario a preparacdo de um iniciador bromado. Este agente
iniciador reagiu com as amostras de SBA-16-APTES-DOX até a obtencdo de um macroiniciador
(SBA-16-APTES-DOX-Br) o qual foi usado como iniciador no processo de polimerizacdo dos
mondmeros VCL e NIPAAm. O processo de polimerizacdo foi conduzido seguindo a rota de sintese
4 (Tabela 3), onde as amostras SBA-16-APTES-DOX@PVCL-co-PNIPAAm foram obtidas.

Os espectros de FTIR do macroiniciador, bem como do material hibrido obtido estdo
apresentados na Figura 27 e os resultados obtidos revelaram significativas diferencas entre os
espectros na regido do infravermelho obtidos. No FTIR do macroiniciador, o aparecimento de uma
banda vibracional discreta em 1660 cm™ que foi atribuida ao estiramento simétrico de uma carbonila
(C=0) que, provavelmente, pertence ao grupamento amida do iniciador utilizado. Ja no espectro de
FTIR do polimero é possivel identificar uma banda entre 3500 — 3070 cm™ larga e intensa que foi
atribuida ao estiramento da ligacdo N-H, o que possivelmente é uma banda que corresponde a amida
secundaria do polimero PNIPAAm. Em aproximadamente 1500 cm™, esta presente uma banda
discreta e estreita que foi atribuida a estiramento simétrico de ligagcoes N-H em amidas secundarias,

uma caracteristica também do PNIPAAmM (JADHAV et al. ,2016). Entre 1700-1630 cm™, observa-se
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duas bandas estreitas de intensidade média que quase se sobrepdem, que foram atribuidas ao
estiramentos simétrico do grupo carbonila (C=0) que pode ser tanto de amidas secundérias presentes
no PNIPAAm quanto da deformacéo axial da carbonila da caprolactama do PVCL.

Figura 27: Espectros FTIR das amostras do macroiniador bromado e do copolimero graftizado ao

material mesoporoso contendo farmaco incorporado (hibrido)
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PAN et al. (2001) obtiveram espectros semelhantes para o PNIPAAmM, encontrando bandas em
1538 cm? e entre 3070-3301 cm™? (estiramento de ligagGes N-H de amidas secundarias), bem como
uma banda em 1645 cm™* proveniente da carbonila de amidas secundarias. Da mesma forma, SOUSA
(2009) também encontrou bandas de estiramento simétrico N-H de grupos carbonila de amidas
secundarias em torno de 1648 e 1550 cm™ e bandas de estiramento de N-H de amidas secundarias na
regido de 3170-3370 cm™. SOUZA (2016) analisou espectros do PVCL e observou uma banda larga
em 3450 cm?, caracteristica de grupos OH e outra em 1640 cm?, referente a carbonila do anel
caprolactama. Usanmaz et al. (2009) também trabalharam com o PVCL e observaram a banda
correspondente a ligagdo C=0 em 1630 cm™. Na regido entre 1750-1250 cm™ o espectro gerado se

assemelha muito com o espectro obtido neste presente trabalho. Os autores atribuiram as bandas nessa
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regido aos picos de C=0 deslocados, picos de CH2 e C-N. Considerando a semelhanca dos espectros
obtidos na literatura, é possivel inferir que a presenca dessas bandas caracteristicas sugerem que o
hibrido SBA-16-APTES-DOXO@PVCL-co-PNIPAAM foi preparado com sucesso.
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DISCUSSAO GERAL

A partir das metodologias descritas foi possivel obter a matriz SBA-16 que foi superficialmente
modificada com sucesso com o 3-Aminopropil-trietoxisilano (APTES). Ambas matrizes foram
caracterizadas em termos quimicos, fisicos e morfoldgicos. As caracteriza¢des quimicas serviram para
identificar grupos quimicos tipicos do SBA-16, bem como identificar sua estrutura cristalina. Tais
caracterizacdes também foram Uteis para evidenciar o processo de funcionalizacdo do SBA-16 com
APTES. As andlises termogravimétricas contribuiram para confirmar a modificacdo do SBA-16 ap06s
a silanizacdo através da diferenca de perda de massa durante o aquecimento. As caracterizacdes via
DLS confirmaram que as nanoparticulas obtidas sdo monodispersas, e que houve uma reducdo
significativa da area do material funcionalizado, porém, apesar dessa reducdo, ambas as matrizes
apresentaram areas superficiais compativeis com a incorporacéo de farmacos. Além disso, o tamanho
médio obtido para ambas matrizes pode ser considerado adequado para aplicagGes biomédicas, pois
esté dentro da faixa que facilita a endocitose por células vivas. As analises de incorporacao do farmaco
revelaram que tanto no SBA-16 como no SBA-16 funcionalizado com APTES foi possivel obter boas
taxas de incorporagdo do farmaco Doxorrubicina. Paro o SBA-16, a proporgdo Otima
farmaco/nanoparticula encontrada foi de 100 pg/mL de farmaco para 20 mg/mL de silica, que
possibilitou uma taxa de incorporacéo de cerca de 87 %. Essa elevada taxa se explica devido a extensa
area superficial do material e boa interacdo dos grupos silanois com a DOXO. Ja na silica
funcionalizada com APTES, a proporc¢éo 6tima farmaco/nanoparticula encontrada foi de 100 pg/mL
de farmaco para 10 mg/mL de APTES-SBAL-6, possibilitando uma taxa de incorporacdo de cerca de
29 %, uma taxa menor quando comparada com o material ndo silanizado. Tal resultado pode ser
explicado devido a menor interacdo DOXO-APTES, além de a menor area do material funcionalizado
proporcionar menor incorporacdo de moléculas em seus poros. Porém, apesar do material
funcionalizado incorporar menos farmaco, ele ainda incorpora quantidades satisfatorias do mesmo,
comparando-se com outros resultados encontrados na literatura. Assim, pode-se considerar este
resultado positivo, uma vez que o material funcionalizado é essencial para a obtencdo do material
hibrido de interesse. Ao se funcionalizar o SBA-16, grupamentos amina ficaram disponiveis na
superficie do material e serviram como locais ativos por possuirem pares de elétrons disponiveis para
interagir com o iniciador bromado, tornando possivel a obtencdo do macroiniciador utilizado da técnica
ATRP, a qual se mostrou eficaz para a obtencdo do material hibrido. Diversas rotas de sintese ATRP
foram testadas e a que se mostrou mais promissora foi a realizada em 24 h, utilizando 20 mg de
iniciador, 5 mg de catalisador, 25 pL de ligante, 4 mL de solvente e 0,19 g de cada um dos monémeros
VCL/NIPAAmM, sendo o metanol o solvente mais eficiente na remocao do cobre residual. A estrutura
quimica do material hibrido foi comprovada através das analises de FTIR, com as quais foi possivel
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identificar grupamentos quimicos tipicos dos polimeros gerados. As analises de DLS revelaram que o

material € monodisperso e tém tamanho ideal para realizar vetorizacao através do EPR.

CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho possibilitou a preparacdo de um sistema hibrido organico-inorganico. Tal sistema
foi baseado em nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-16 funcionalizadas com APTES, contendo
o farmaco doxorrubicina incoporado em quantidades satisfatérias, e recobertas com o copolimero
termossenssivel PVCL-co-PNIPAAm. Esse material hibrido é um sistema inédito, que podera servir
como um potencial sistema terapéutico contra o cancer uma vez que, pode sofrer transicdo de fase a
uma determinada temperatura que é adequada no tratamento da doenca. Esse hibrido pode ainda
permitir que a liberagao do farmaco, incorporado na matriz de silica funcionalizada, seja feita por meio
da aplicacé@o de um laser ou outro tipo de aquecimento. Dessa forma, como o farmaco pode ser entregue
de forma mais seletiva no local apropriado, menos efeitos adversos serdo observados nos pacientes

tratados, e assim, pode-se promover um tratamento do cancer que seja mais humanizado.

PERSPECTIVAS
Como perspectivas de continuidade de estudos pode-se citar:

1

A quantificacdo do grau de funcionalizacdo das nanoparticulas de silica a partir da

caracterizacao por analise elementar.

2- Caracterizar termicamente o material hibrido obtido, utilizando analise de calorimetria de
varreduara diferencial para estudar as transicdes de fases inerentes ao copolimero
imobilizado nas superficies das amostras de silica.

3- Caracterizar fisicamente o material hibrido obtido, utilizando Espectroscopia de
Ressonancia Magnéctica Nuclear no estado solido (RMN), para a determinacdo da real
presenca dos devidos componentes quimicos dos polimeros nas matrizes de silica.

4

objetivando avaliar a citotoxicidade do sistema sob diferentes faixas de pHs.

A Conducdo de ensaios in vitro envolvendo culturas de células tumorais e normais

5- A realizacdo de estudos in vivo, podera revelar dados sobre a toxicidade do sistema e bem

como permitir estudos de biodistribuicdo que visem mostrar a acumulacdo tumoral
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