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RESUMO

No ultimo século, o cancer se tornou uma das principais causas de
morte no mundo. Os tratamentos frequentemente utilizados no tratamento
podem causar varios efeitos colaterais, complicagcdes decorrentes e até a morte
do paciente. No entanto, o bioativo Indol-3-carbinol (I3C) tem demonstrado
efeitos preventivos e antineoplasicos promissores. Considerando a
necessidade do incremento nos métodos do tratamento oncolégico, o aumento
da eficiéncia e diminuicdo dos efeitos colaterais dos tratamentos atualmente
existentes, este trabalho visa impregnar nanoparticulas mesoporosas e
correlacionar a liberacdo do ativo 13C com as diferentes porosidades dos
materiais mesoporosos obtidos. Esses materiais foram analisados, quanto a
impregnacao e liberagao, e caracterizados por espectrometria de infravermelho
por transformada de FOURIER (FTIR), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), difracao de raios X, difracdo de raios X a angulos rasantes,
adsorgao/dessorgao de nitrogénio, medidas de potencial ZETA, ressonéncia
paramagnética eletronica (EPR), UV-vis e microscopia de transmissdo e
varredura. Por meio da técnica de FTIR, foi possivel observar bandas de
absorcao referente as silicas, a auséncia do surfactante e a presencga do I13C.
Os dados obtidos pelo FTIR e DSC mostraram que a remoc¢ao do surfactante
depende da temperatura utilizada no tratamento térmico. A difracdo de raios X
e BET apontaram no tratamento térmico das amostras, que temperaturas
superiores a 450°C causaram a cristalinidade e diminui¢do da porosidade dos
oxidos de silicio, respectivamente. A técnica de EPR revelou a impregnagao do
I3C nas redes de silica, através da diminuicdo dos pontos de defeito nas
amostras impregnadas. As medidas de difragdo de raios X a angulos rasantes
evidenciaram um mesoporoso do tipo SBA-16 de estrutura cubica de corpo
centrado Im3m. Com esses resultados pode se concluir que quanto maior
concentragdo de TEOS, usado na sintese dos mesoporosos, menor a
porosidade dos materiais obtidos e que esses parametros exerceram uma
influéncia direta na liberagao do principio ativo 13C, medidos no UV-vis.
Palavras chaves: Materiais mesoporosos, silica mesoporosa do tipo SBA-16,

indol-3-carbinol e perfil de liberacao.



ABSTRACT

Over the last century, cancer became a leading cause of death worldwide.
The treatments often used in the treatment can cause various side effects,
complications and even death of the patient. However, Indole-3-carbinol
bioactive (I3C) has demonstrated promising anticancer and preventive effects.
Considering the need of the increase in the methods of cancer treatment,
increased efficiency and reduction of side effects of currently available
treatments, this work aims to impregnate mesoporous nanoparticles and to
correlate the release of the active I3C with the different porosities of
mesoporous materials obtained. These materials were analyzed, as
impregnation and release, and characterized by infrared of spectroscopy
(FITR), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction, X-ray
diffraction at small angles, adsorption / desorption of nitrogen, ZETA potential,
electron paramagnetic resonance (EPR), UV-vis and transmission microscopy
and scanning. Through FITR technique, it was possible to observe absorption
bands relating silicas, the absence of surfactant, and the presence of I3C. The
FITR and data obtained by DSC showed that removal of the surfactant depends
on the temperature used in the heat treatment. The diffraction X-ray and BET
showed the thermal treatment of samples, that temperatures above 450° C
caused the crystallinity and decrease the porosity of the sand oxides,
respectively. The EPR technique revealed the impregnation of I13C in silica
networks, by lowering the defect points in the impregnated samples. Measures
to X-ray diffraction to grazing angles shown a mesoporous SBA-16 cubic
structure type body centered Im3m. With these results it can be concluded that
the higher concentration of TEOS used in the synthesis of mesoporous, lower
porosity of the obtained materials and that these parameters exert a direct
influence on the release of the active principle I3C measured UV-vis.

Keywords: Mesoporous materials, SBA-16-type mesoporous silica, indol-3-
carbinol, profile of release.



1. INTRODUGCAO

Atualmente materiais nanotecnolégicos com capacidade de armazenar,
transportar e entregar drogas vém sendo cada vez mais estudados, dentre
eles, encontram-se os O6xidos de silicios mesoporosos. Estes materiais,
apresentam diversas vantagens devido a uma elevada area superficial,
porosidade entre 20 e 300 A, largas espessuras nas paredes e uma alta
estabilidade térmica. Tais caracteristicas, contribuem para proporcionar sitios
ativos bem distribuidos, gerando também uma otima atividade catalitica,
adsortiva e em uma matriz capaz de entregar e controlar a liberagéo de ativos.

Dentre a diversidade de materiais mesoporosos desenvolvidos, podem-se
citar a SBA-16, de estruturas ordenada e excelentes propriedades
porosimetricas e de grande interesse no tratamento de doengas, como por
exemplo, o cancer. O Instituto Nacional do Cancer reconhece que o uso da
nanotecnologia aplicado a oncologia tem potencial para revolucionar a
medicina moderna na deteccao, tratamento e prevengdo do cancer (INCA,
2012). Devido as diversas barreiras fisiologicas e efeitos colaterais adversos do
tratamento do cancer, a unido da bionanotecnologia com bioativos derivados
de vegetais estdo sendo amplamente utilizados. Alguns principios ativos como
curcumina, resveratrol, genisteina, daidzeina, epigalocatequina, quercitina, e
indol-3-carbinol, mostraram-se efetivos na incorporacao e liberagdo controlada
a partir de matrizes de nanotecnologia (HAREESH, 2010).

Neste trabalho, inicialmente serdo explicitados uma revisao de literatura
abordando aspectos sobre o céncer, os 6xidos de silicio de mesoporosos
utilizados no tratamento da doenca e e o potencial de aplicacdo destes
sistemas como dispositivos para liberagdo controlada de farmacos. A seguir,
sdo demonstrados as justificativas e os objetivos que levaram ao
desenvolvimento deste trabalho. O préximo tépico descreve os detalhes
experimentais e as metodologias utilizadas neste trabalho, bem como as
técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos materiais e para a liberagao
sustentada. Os principais resultados sdo apresentados e discutidos em
seguida. Por fim, algumas conclusbes e perspectivas futuras sao

consideradas.



1.1 CANCER

Durante o ultimo século, o cancer se tornou uma das principais causas
de morte no mundo. O impacto global dessa patologia mais que dobrou nos
ultimos 30 anos. Desde entdo, os tumores de células malignas tém sido
estudados em diferentes aspectos e sua cura permanece como O maior
paradigma médico-cientifico ja estabelecido. No Brasil, de acordo com
estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2012, a epidemiologia
da doenca segue a tendéncia mundial (INCA, 2012).

O cancro é um tecido complexo formado por diferentes tipos células com
mutagbes no material genético caracterizado por desordens celulares. As
principais causas das mutagdées que ocorrem no DNA estéo relacionadas aos
fatores genéticos, epigenéticos e/ou ambientais (HANAHAN & WINBERG
2011). Portanto, o cancer é uma doenga com multiplos processos relacionados
com os sistemas fisiolégicos celulares, tais como sinalizagéo celular, apoptose,
barreira fisiolégica nos poros vasculares endoteliais, fornecimento de sangue
heterogéneo, entre outros (WANG, 2008; PATIL, 2010; MISRA, 2010).

As caracteristicas do processo de desenvolvimento cancerigeno estao
representadas na Figura 1.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death sSuppressors

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Processo de desenvolvimento das células cancerigenas. Adaptado de HANAHAN &
WEISBERG, 2011.

As células tumorais apresentam vias de sinalizagido intracelulares que



respondem a sinais de proliferacdo descontrolada. Tais sinais podem ser
desencadeados por estimulacao de células a liberarem fatores de crescimento.
Ademais, os tumores tornam-se insensiveis aos mecanismos de supressao do
crescimento. Ja o processo de angiogénese auto-sustentada ocorre quando os
vasos sanguineos sdo induzidos a proliferarem, pelo tumor, para manter o
aporte de nutrientes e oxigénio. Apds a angiogénese as células transitam pelos
vasos e escapam para o parénquima favorecendo a invasao e metastase. O
potencial de replicagao ilimitado € estabilizada pelo aumento na expressao de
telomerase, que mantém a replicacdo constante. A resisténcia a morte celular é
caracterizado pela expressao de proteinas que inibem a apoptose (HANAHAN
& WINBERG 2011).

Devido a complexidade desses mecanismos fisiolégicos e bioquimicos
diversos estudos vem sido desenvolvidos para o tratamento do cancer.
Algumas drogas antitumorais tem sido utilizada ha mais de 30 anos para o
tratamento de diferentes tipos de neoplasias humanas, tais como cancer de
mama, ovario, prostata, endometrial, de colon entre outros. Na Tabela 1 estado
apresentados, de forma resumida, os agentes antineoplasicos mais usados no
tratamento dos tipos de neoplasias citados (SILVERMAN, 1992; DE ALMEIDA,
2005).

Tabela 1. Dos principais agentes neoplasicos utilizados na clinica médica. ADAPTADO
POR DE ALMEIDA, 2005.

Usos clinicos Agente antineoplasico clinicamente usado

Melfalam, ciclofosfamida, mitomicina, daunorrubicina,
Carcinomas doxorrubicina, podofilo-toxinas (etoposida e teniposida),
de mama vimblastina,vincristina, antiandrogénios, antiestrogénios,

estrogénios, metotrexato; taxol (casos avancados).

Ifofosfamida, cisplatina, melfalam, cloram-bucil,
de ovario fluorouracil, doxorrubicina, vincristina, tamoxifeno.

Fluorouracil, anti-androgénio, prednosona, doxorrubicina,
de préstata hidroxiuréia, progestinas, estrogénios, androgénios,
leuprolida, aminoglutetimida.

Cisplatina, carboplatina, doxorrubicina, ciclofosfamida,
endometrial isofosfamida, progestina, estrogénios, anti-estrogénios.

de célon Ciclofosfamida, fluorouracil.




Os tratamentos frequentemente utilizados na doenga envolvem a
combinagao de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, e podem causar, que
além de varios efeitos colaterais, complicacdes decorrentes e até a morte do
paciente (HYNES ET AL., 2004). Tais efeitos prejudiciais a saude sé&o
caudados pela acdo da droga que ocorre de forma nado especifica, com
citoxicidade intoleravel, resisténcia as drogas devido ao ciclos repetidos de
quimioterapia e baixos teores do medicamento no local do tumor (WANG,
2008; PATIL, 2010; MISRA, 2010).

O principal objetivo da quimioterapia é aniquilar as células cancerigenas
e preservar as células saudaveis. No entanto, os agentes quimioterapicos, por
nao agirem de forma especifica, lesam tanto células malignas quanto as
normais, como por exemplo as gastrointestinais e as do sistema imunologico.
Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas,
perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccbes (ALMEIDA, 2005).
Morgan et al, revelaram que a adigdo da quimioterapia citotoxica a cirurgia ou
radioterapia em 227.874 adultos com cancer aumentou a sobrevida de 5 anos
em apenas 2,3% (MORGAN et al, 2004).

Atualmente, ha uma crescente tendéncia em investigar anticancerigenos
derivados de bioativos naturais para sua utilizacdo em combinagdo com os
tratamentos convencionais a fim de aumentar a eficiéncia do tratamento
diminuindo os efeitos colaterais (SRINIVAS, 2010; NAIR, 2010; ORLIKOVA,
2012; WANG, 2012).

Dentre os principios ativos recentemente estudados com efeitos
preventivos e antineoplasicos, o Indol-3-carbinol (I3C) (Figura 2) desponta
como proeminente. Tal molécula vem sendo amplamente investigada pelas
suas propriedades anticarcinogénicas para figado, pulméao, célon, endométrio,
prostata e mama. O I13C é derivado da hidrdlise do glicosinato em vegetais
cruciferos, encontrado em grandes concentragées no brocolis, na couve e na
couve de bruxelas apresenta propriedades anti cancerigenas, como a indugéo
da apoptose, interrupgao do ciclo celular, e a inibigdo da angiogénese, além de
propriedades anti-inflamatérias (ACHARYA, 2010; QIAN, 2011; LUBET, 2011;
WANG, 2012).
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Figura 2. Estrutura molecular do indole-3-carbinol

Ademais, o I13C regula diversos eventos de sinalizag&o relacionados com
a proliferagdo de células cancerigenas, como por exemplo a expressao da
transcricdo da hTERT e CDK®6, o que reduz significativamente a atividade da
telomerase relacionado com o fim do ciclo celular de células cancerigenas
(SUNDAR, 2006; MARCONETT, 2010; CRYSTAL, 2011). Além disso, o indol-
3-carbinol induz a degradagao dos receptores de estrogénio (ERa), que diminui
a transcrigdo do gene ERa e provoca o desequilibrio de seus genes
dependente, IGF1R e IRS1. Dessa forma, a inibicdo das sinalizagdes pelo I3C
reduzem a proliferacdo de células do cancer de mama mediada por esses
fatores (MARCONETT et al., 2012).

No entanto, a administragao por via oral dos fitoquimicos pode tonar-se
pouco biodisponivel para os seres humanos devido ao metabolismo excessivo
da fase 1 e fase 2 e a sua baixa solubilidade, o que pode dificultar sua
absorgéo e distribuicao pelo organismo (WANG, 2012). A quantidade de acido
indole-3-carbinol formado a partir do glicosinato em alimentos é variavel e
depende, em parte, no processamento e na preparagcao de alimentos. Os
glicosinatos s&o compostos soluveis em agua que podem ser lixiviados para a
agua no momento do cozimento. Algumas das técnicas dietéticas como a
ebulicao, vapor e microondas de alta poténcia (850-900 watts), podem inativar
a mirosinase, a enzima que catalisa a hidrélise do glicosinato (WANG, 2012).
Estudos em seres humanos tém mostrado que a inativagdo de mirosinase em
vegetais cruciferos diminui substancialmente sua biodisponibilidade (SHAPIRO,
2001; ROUZAUD, 2004).

Devido a baixa biodisponibilidade desses bioativos e auséncia de efeitos
colaterais, estes se tornam interessantes para aplicagdo na area da
nanotecnologia. Dos compostos ja estudados e associados a nanotecnologia,

encontram-se a curcumina, resveratrol, genisteina, daidzeina,



epigalocatequina, quercitina, acido ursolico, acido elagico, acido caféico e
eugenol (HAREESH, 2010). De acordo autores, o nanoencapsulamento da
curcumina, aumentou em 9 vezes a sua biodisponibilidade oral em comparacao
com a administragdo oral de curcumina e piperina, um intensificador de
absorgéao (SHAIKH, 2009).

Os sistemas terapéuticos com nanotecnologia sdao métodos de
tratamento emergente para o cancer e outras doengas inflamatorias
(HAREESH, 2010). Os perfis de biodistribuicdo e eficiéncia dos bioativos,
dependem de caracteristicas fisico-quimicas do bioconjugado (principio ativo
associado a nanoestrutura) como tamanho, solubilidade, carga de superficie e
de outras propriedades biofisicas. O Instituto Nacional do Cancer reconhece
que o uso da nanotecnologia aplicado a oncologia tem potencial para
revolucionar a medicina moderna na deteccdo, tratamento e prevengcao do
cancer (INCA, 2012).

Estes sistemas, visam superar as barreiras e efeitos colaterais pelos
anti-tumorais, dessa forma a nanotecnologia vem sendo utilizada na
elaboragcdo sistemas de carreamento de bioativos para alterar a
farmacocinética e a biodistribuicdo, aumentar a especificidade para tecidos,
orgaos ou células e melhorar o indice quimioterapico e a biodisponibilidade
(RIEHEMANN, 2009; HUANG, 2010). Para aplicagdo na area da saude, os
mesoporosos sao de grande interesse, pois agem como reservatorios para os
principios ativos, e promovem, por exemplo, a protecdo dessas moléculas
durante a absorgdo pelo organismo, 0 que evita sua degradagdo ou
metabolizacdo indesejada, além da manutencdo da dose dentro de uma faixa
terapéutica eficiente, com menos efeitos colaterais.

Estudos com silicatos de mesoporosos vem sendo conduzidos para
maximar o efeito do tratamento do cancer. Os materiais poroso podem otimizar
a absorcado de particulas e diminuir a dosagem necessaria do sistema de
entrega de drogas. Essas estruturas podem ser alteradas quimicamente para
melhorar a interagdo da droga com a silica e assim, aumentar a especificidade
da droga. Para isso, pesquisadores tém usado a funcionalizagdo das silicas
com o acido folico (SLOWING, 2006; LIONG, 2008), a manose (BREVET,
2009), a transferrina (TF) e acido aspartico Arginina-glicina (FERRIS, 2011),

obtendo uma maior afinidade para as células cancerigenas.



A expressao do receptor de folato por células cancerosas em sua
superficie aumenta a absorgdo das nanoparticulas ligadas ao folato, o que
resulta em uma maior liberacdo terapéutica dos farmacos. O receptor de
transferrina (TF) também é expresso por células cancerosas e a ligagao de TF
na superficie dos mesoporosos aumentam a condensacao sobre as porgcdes
nao-fosfotadas do ligante 3-glisil-oxipropil-trimetil-oxisilano. Este ligante reage
com as aminas, o que permite o acoplamento da TF (LIONG, 2008). Ademais,
as ceélulas cancerigenas tém uma alta taxa metabdlica e esta em constante
demanda de nutrientes, o que aumenta a absor¢do de nanoparticulas ligados a
agucares inerentes, como a ligagdo da manose, em sua superficie (BREVET,
2009; GARY, 2011).

Para examinar a capacidade dos mesoporosos de entregar drogas anti-
cancerigenas, estes foram carregadas com doxorrubicina (DOX) e modificados
com um anticorpo especifico para o mesotelioma maligno (MMS). Os
camundongos que receberam inje¢des com o mesoporoso ligado ao anticorpo
e incorporado com DOX, tiveram uma redugao significativa do volume e da
proliferacdo de células tumorais comparado aos que receberam apenas DOX
(SHERRILL, 2013).

1.2 Mesoporosos

Os mesoporosos sao classificados de acordo com a porosidades em
relacdo as suas dimensdes do diametro do poro. Os materiais macro porosos
possuem um didmetro de poro excedendo 0,05 um ou 50 nm (500 A), materiais
com diametro de poro que ndo excedem 2,0 nm (20 A) sdo denominados
MICroporosos € 0S mesoporosos sao materiais com diametro de poro
intermediario. Essa definigdo foi estabelecida pela IUPAC (International Union
of Pure Applied Chemistry) (IUPAC, 1972).

As peneiras moleculares de oxido de silicio mesoporosas descobertas
por pesquisadores da Mobil Research and Development Corporation, em 1992,
geraram uma série de materiais designados como grupo MCM, abreviatura de
“Mobil Composition of Matter”. Estes materiais foram sintetizadas com poros
uniformes, com didmetros que variam de 15A para maiores do que 100A. Para



10

a formacao desses compostos utiliza-se um agente direcionador de estrutura
(ADE), mecanismo chamado de cristal liquido moldante (liquid-crystal
templating mechanism) (KRESGE, LEONOWICZ e ROTH, 1992.).

Os ADE’s conduzem a formacdo do mesoporoso ordenado
estruturalmente pela a condensacdo da silica precursora sob condi¢des
basicas. O material € passado pelo processo de remocao do surfactante por
extracédo e/ou calcinagéo. Na figura 3 encontram-se os mecanismos envolvidos
na construcao desses materiais (FROBA, HOFFMANN e CORNELIUS, 2006).

Na figura 3 ocorre a fase do cristal liquido poroso, pela organizagdo das
micelas do surfactante. Apoés a adicdo do silicato, este se organiza em
torno do molde de cristal liquido. Apds a formagao do compdsito constituido
pela silica e o surfactante, este € eliminado para obtengéo de arranjo estrutural
com os poros desobstruidos (FROBA, HOFFMANN e CORNELIUS, 2006).

MCM-41

Calcinagdo
—l

Arranjo Hexagonal
Micelado  Gilindro Micelar ke
Surfactante Surfactante

{ L S"caj
@

Figura 3. Mecanismo de formagao de materiais mesoporosos por um surfactante: 1)

fase cristal liquido inicial 2) Interagao do silicato com o surfactante. Adaptado de FROBA,
HOFFMANN e CORNELIUS, 2006.

A Figura 4 mostra alguns exemplos dos solidos da familia M41S que
estao apresentados na fase hexagonal bidimensional (MCM-41), cubica (MCM-
48) e lamelares (FROBA, HOFFMANN e CORNELIUS, 2006).
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Figura 4. Mesoporosos do tipo M41S. Adaptado de FROBA, HOFFMANN e
CORNELIUS, 2006.

1.2.1 Mesoporoso do tipo SBA-16

Os materiais mesoporosos sado designados SBA-X (Santa Barbara
amorfo), onde X é um numero que corresponde a uma estrutura de poros
especifico e surfactante. Esse tipo de material, em 1998, foi considerado um
novo tipo de mesoporoso com poros maiores e com alto ordenamento
estrutural. Como exemplo, o tipo hexagonal SBA-15 € com o surfactante
pluronic F123 (P123), enquanto o SBA- 16 é formado em uma estrutura de
corpo centrado cubica pelo pluronic F127 (P127). Uma variedade de materiais
SBA’s estdo descritos nos textos cientificos, como exemplo SBA-1, SBA-11 e
SBA-16 em formatos cubicos, SBA-12 em 3D hexagonal, SBA-14 na estrutura
lamelar e SBA-15 na forma 2D-hexagonal (ZHAO, HUO e FENG, 1998;
VOORT, BENJELLOUN e VANSANT, 2002; KAO, WU e CHENG,
2006;MEYNEN, COOL e VANSANT, 2009).

Os mesoporosos estudados neste trabalho sio classificados como
materiais do tipo SBA-16, o qual esta representado na Figura 5. Esta estrutura
porosa € considerada de grande interesse devido ao seu arranjo centrado do
grupo espacial Im3. O SBA-16 ¢é sintetizado através de extensos blocos de
oxido de polietieno (EO106-PO70-EO106), sob condigcbes acidas em
temperatura ambiente. Além disso, a falta de interligagdo entre os canais
permite poros individuais para servir como reservatérios independentes para a

impregnagao com farmacos e/ou fitoquimicos (SLOWING, 2008; GAO, 2009;
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MENG, 2010; HE, 2010; HE, 2011).

Figura 5. Mesoporoso cubico do tipo SBA-16. ADAPTADO por SAKAMOTO, 2000.

1.2.2 Métodos de Sintese (o processo sol-gel)

O processo sol-gel € um dos principais processos utilizados para
obtencédo de materiais porosos. A parte do termo designado Sol é constituido
de uma suspensao de particulas coloidais de dimensao entre 1 a 1000nm em
um liquido. No entanto, a parte do termo gel é formado pela estrutura rigida de
particulas coloidais ou por cadeias poliméricas que detém agua em seus
intersticios (Figura 6) (HENCH, 1990; ATTARD, 1995, HIRATSUKA et al,
1995).

ATy

%EW SR e o

Figura 6. Esquema ilustrativo da gelatinizagao/reticulagdo do sistema polimérico.

ADAPTADO POR BRINKER, 1990.

O processo sol-gel polimérico de alcoéxido de silicio envolve reagdes
quimicas de hidrdlise e condensacao, descrito pelas equagdes 1, 2 e 3 abaixo:
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(a) Hidrolise do precursor:

M(OR), + H,O > M(OH)(OH),.1 + ROH (1)
Onde M= Si, Sn, Ti, Al, Mo, ect.

(b) Simultaneamente a hidrélise, ocorre o processo de cor olagédo e

oxolacéo, e polimerizacao:

Olagao:

M — OH + H,0* =M > M — HO* = M + H,0 (2)
M—OH +R-HO*—M > M—-HO* - M + ROH

Oxolagao:
M-OH+HO-M>M-0-M+H;0 (3)
M-OH+RO-M->M-0-M+ROH

A vias de condensacido determinam a velocidade das reacoes,
consequentemente a formacédo do gel. A via por olagdo corresponde a uma
reacao de substituicdo nuclofilica, onde o nucledfilo e o ligante de agua é
removido. Porém na via por oxolagao a reagao pode ocorrer correspondente a
uma adicdo nucleofilica, onde os grupos ligantes ndo sdo removidos e dao
origem as espécies condensadas de forma mais rapida (BRINKER et al, 1990).

Os parametros tais como temperatura, tempo, catalisador, e
concentragao de reagentes da reacgédo influencia de forma decisiva na obtencgéo
de um produto final com caracteristicas fisico-quimicas estaveis, uma matriz
monolitica com boa homogeneidade, dentre outras propriedades importantes
na qualidade do produto final. Um catalisador basico da origem em um produto
final com cadeias poliméricas mais ramificadas por favorecer o processo de
hidrolise. Enquanto um catalisador acido da origem a um produto com cadeias
poliméricas mais longas, por favorecer o processo de condensagédo (BRINKER
et al, 1990; JOSE et al, 2005).
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1.2.3 Mecanismos de sintese do SBA-16

Para obter-se um material do tipo SBA-16 € utilizado para a
polimerizacdo e formagdo do mesoporoso, o surfactante nao-ibnico P127. A
automontagem do composto organico-inorganico é impulsionado por ligagdes
fracas néo covalentes, como ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Waals,
e ligacdes idnicas entre o surfactante e espécies inorganicas. Na Figura 7
estdo apresentados a formacdo do mesoporoso SBA-16 através da interacao
entre o surfactante organico, EO106PO70EO106, Pluronic F127, e os
precursores inorganicos representados pelos simbolos + e ¢, respectivamente.
Em geral, as moléculas anfifilicas, contendo uma parte polar hidrofilica e uma
parte nao polar lipofilica, formam um cristal liquido por agregagdo em solugéo
aquosa, vistos na Figura 7 em formato de x (KRESGE, 1992; ZHAO, 1998). Os
parametros importantes para a formagdo da mesofase dependem
principalmente das condi¢des da solugdo, como por exemplo a temperatura, a

concentragao e o valor do pH da solugao (HUO, 1994).

+ 0 Adsorption > ° Hydrolysis

Surfactant (F127) + TEOS

Colloidal
Agregation
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Figura 7. Representacéo do esquema do método da SBA-16. ADAPTADO POR MUNOZ, 2010.

SBA-16

De acordo com alguns estudos, existem diferentes tentativas de
desenvolver uma metodologia que pode influenciar nas interagées na mesofase
das reagdes de policondensagcao da fonte de silica. Stucky et al. (2000),
propuseram quatro vias sintéticas gerais, que sdo S+l-, S-I+, S+X-I+ e S-X+l,
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onde (S+) e (S-) sado surfactantes catibnicos e anibnicos, (I+) e (I-), sao
precursores inorganico catiénicos e anidnicos e (X+) e (X-), sdo contra-iaos
catiénicos e aniénicos (MUNOZ, 2010).

Por outro lado, a ligagdo de hidrogénio, mecanismos de interagdo, ou
seja, SO0I0 ou NOIO, foram propostos por Pinnavaia et al. (2011) para a
preparacao de silicatos mesoporosos sob condi¢ées neutras. Onde, SO sao
aminas neutras, NO s&o tensoativos n&o-ibnicos e 10 sdo oligbmeros hidratado
de tretraortosilicato (TEOS). As vias de sintese utilizadas para SBA-16 séo
realizadas através dos copolimeros tribloco anfifilicos ndao-iénicos. Estas rotas
sao relativamente novas e tém mostrado uma alta flexibilidade na adaptacao a

condigbes de sintese e mesoestrutura do modelo cristal liquido.

1.2.4 O agente direcionador de estrutura Pluronic F-127

O pluronic F-127 (P127) é um surfactante n&o ibénico composto de
copolimeros polioxietileno-polioxipropileno em uma faixa de concentragcéo de
20-30%. Sa&o graos brancos, moles, inodoros e insipidos, sendo que
designacao “F” refere-se a sua forma de floco. Em baixa concentragdo (10-
15%) ocorre formagao de micelas isoladas, mas em alta concentragao formam-
se micelas agregados constituidas por um centro hidrofobico com cadeias
hidrofilicas de polioxietileno na parte externa das micelas (Figura 8).

X
IO

Figura 8. Formacao de micelas isoladas e micelas agregadas. Adaptado de ESCOBAR-
CHAVEZ e NAIK, 2006 apud LIMA, 2010.

O P127 em solucao aquosa é estavel em presenga de acidos, alcalis e
ions metalicos. E comercialmente disponivel como copolimero tri-bloco de
polioxietileno- polioxipropileno de formula geral EO106PO70EO106 (Figura 9),
com massa molar média de 13000g/mol, contendo aproximadamente 70% de
oxido de etileno, que é responsavel pelo carater hidrofilico (ESCOBAR-
CHAVEZ, LOPEZ-CERVANTES e NAIK, 2006).
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Figura 9. Estrutura quimica do Pluronic F127

Com o aumento da temperatura ocorre uma desidratacdo parcial das
cadeias de 6xido de etileno e uma redugao do volume da coroa hidrofilica,
consequentemente a repulsédo entre elas. Por meio disso o raio do nucleo da
micela aumenta como mostrado na Figura 10. Isso molda os grandes

mesoporos em fungcdo do aumento da temperatura.

PO

T>80°C

3-4nm

4

Figura 10. Representacdo esquematica da desidratagdo da micela com o aumento da
temperatura. Adaptado de GALARNEAU, CAMBON e DI RENZO, 2003 apud LIMA, 2010.

1.2.5 Sinteses de SBA-16

O SBA-16 pode ser sintetizado sob condi¢cdes acidas e com diferentes
teores de surfactante EO106PO70EO106 diluido (3-5%), a temperatura
controlada. Depois de reagir por 20 horas e envelhecido a uma temperatura de
80°C durante 2 dias, forma-se um SBA-16 de qualidade. Altas concentracdes
do copolimero resultam na formagcdo do gel de silica, enquanto baixas
concentragdes formam uma silica amorfa (ZHAO, 1998). O primeiro relatério
por Zhao et al. (1998) descreve uma preparagao tipica de 4,0g de Pluronic
F127 dissolvidos em 30g de agua e 120g de solugcdo de 2M de HCI, com
agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida, 8,50g de ortossilicato de
tetraetilo (TEOS) s&o adicionados a esta solugao, com agitagao, durante 20h. A
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mistura €, em seguida, envelhecida a 80°C por 24h sem agitagdo. O produto
solido é recuperado, lavado e seco ao ar, a temperatura ambiente. Os
rendimentos sdo ~ 98 % (baseado em silicio), o que esta de acordo com a
sintese descritas acima. A calcinagdo € realizada com aumento gradual da
temperatura desde a temperatura ambiente até 500°C por 8 horas ou a 500°C
durante 6 horas (ZHAO, 1998).

No entanto, Cheng et al. (2004) demonstraram que a SBA-16 pode ser
preparada, mesmo apdés uma hora de agitacdo sob condigbes altamente
acidas. Li et al . (2006) mostraram que a mistura do copolimero Pluronic P127
e o surfactante sulfonato de sédio (SDS) proporcionou amostras de SBA-16
com mesoporos pequenos. Uma abordagem semelhante também foi usado por
Mesa et al. (2005) que, em vez de misturar com SDS, usou brometo de
cetiltrimetilaménio (CTMABr) como co-surfactante. Verificou-se que a presenca
de CTMABFr cationico pode regular a forma de micelas e a sua interagdo com
os precursores da silica na sintese SBA-16. Além disso, o CTABr ajuda a
controlar a morfologia e regular a forma mesoestruturada de SBA-16 (MESA,
2005; CHEN, 2005; LIN, 2008). Ja Kleitz et al. (2006) foram capazes de obter o
SBA-16 sob uma variagao das composicées de TEOS e Pluronic P127, em um
pH baixo, utilizando n-butanol como aditivo orgéanico.

Dessa forma, a morfologia e o tamanho e distribuigdo dos poros da
particula sdo determinados principalmente pela regularidade e o grau de
cobertura das micelas dos precursores de silica, pelo grau de policondensagéo
(acidez e temperatura), e pelos movimentos brownianos (temperatura) no
momento da precipitacdo. A regularidade do arranjo estrutural e as
propriedades de porosidade do silicato de mesoporoso também estéo
relacionadas com os mesmos parametros (MESA, 2008).

1.2.6 Remogao do surfactante

A porosidade s6 pode ser obtida apés a remocédo do surfactante do
composto inorganico-organico sintetizado, assim como demonstrado na Figura
11. Diferentes métodos de remocéao influenciam nas caracteristicas do SBA-16.
O método mais comum para remover o pluronic € a calcinacdo devido a

facilidade de operagcdo e completa eliminagdo. Os surfactantes organicos
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podem ser totalmente decompostos ou oxidado sob fluxo de oxigénio ou ar
(WANG, 2007).

mesoporos
4-14 nm

microporos

Figura 11. llustragdo da estrutura do mesoporoso SBA-15 apds o tratamento térmico

por calcinagdo. Adaptado de Greccol, 2013.

Para estudar o tratamento térmico eficiente duas etapas de calcinagao
foram adotadas por Mobil, sendo a primeira sob fluxo de nitrogénio por 1 hora
para decompor o surfactante, e a segunda etapa sob fluxo de ar ou oxigénio
por 5 horas (KRESGE, 1992). Este procedimento complicado foi simplificado, o
primeiro passo de calcinagao feito sob fluxo de nitrogénio pode ser substituido
por uma baixa taxa de aquecimento, como exemplo uma taxa de 1-2°C/min até
550°C e mantendo esta temperatura durante 4-6 horas. Dessa forma € possivel
remover completamente os modelos de copolimero de polioxietileno-
polioxipropileno. Para que isso ocorra, as temperaturas de calcinagdo devem
ser menores do que a temperatura de equilibrio dos materiais, e maior do que
350°C para remover totalmente os tensioativos do tipo P127. Altas
temperaturas de calcinagcdo levam a menores areas de superficie, volume dos
poros e concentragdes de grupos de hidroxila na superficie das silicas.

A extracdo sob refluxo em meio etanol acido € um método também
adotado para remover surfactantes e obter porosidades nos materiais (ZHAO,
1998; KRUK, 2000). O etanol pode ser usado como um agente de extragao
organico. Uma pequena quantidade de acido cloridrico é adicionada no agente
de extragcdo para melhorar a ligagao cruzada de estruturas e para minimizar os
efeitos sobre as mesoestruturas (WANG, 2007). Com o auxilio do acido
sulfurico, os copolimeros também pode ser removido resultando em canais de
poros e estruturas adequadas. (YANG, 2003; YANG, 2005; GRUDZIEN, 2006a)
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e com canais de poros e estruturas adequados. Além disso, novos
procedimentos, incluindo o microondas (GALLIS, 2001; TIAN, 2002), foto-
calcinagao (HOZUMI, 2000) bem como extragdo com fluido super critico
(HUANG, 2005), também foram aplicados e demostraram ser benéficos para

alguns mesoporosos.

1.3 LIBERAGAO MODIFICADA

A liberacdo modificada de bioativos visa manter a concentracdo do
principio ativo liberado na faixa terapéutica para que a faixa téxica e a sub-
terapéutica n&o sejam alcangadas. Diferente dos principios ativos
convencionais, os sistemas de liberacdo modificada, permanece na circulagio
sanguinea o que torna a administragdo mais segura, eficiente e com uma
toxicidade menor (DE AZEVEDO, 2002; MANADA, PINA, VEIGA, 2002). Tal
tipo de liberagéo foi definido conceitualmente por Baker (1987), no qual ele
caracteriza em um sistema que o principio ativo € liberado com cinética de
razao exponencial equilibrada, capaz de prover algum controle terapéutico,
seja da forma temporal, espacial ou ambos.

Dessa maneira, os estudos conduzidos para o desenvolvimento de
novos sistemas de liberagdo sustentada tem como objetivo estudar a eficacia
terapéutica e a menor toxicidade das drogas, assim como a distribuicdo do
bioativo e o aumento da permanéncia de farmaco no organismo (CABRAL,
2004).

A tecnologia de liberacdo modificada oferecem inumeras vantagens
quando comparados a outros de dosagem convencionais, tais como: liberag&o
progressiva e controlada com uma eficiéncia terapéutica maior, protegcao dos
farmacos em relagdo a instabilidade e degradacdo do principio ativo, maior
especificidade da droga, doses menores devido ao controle da liberagdo e
diminuicdo da toxicidade. Tal tecnologia envolve aspectos multidisciplinares
diversos e pode contribuir para evolugado dos tratamentos de doencgas, e até a
prevengao da saude (ZHOA e CHONG, 2004).

Na Figura 12 ilustra o perfil de concentracdo plasmatica da droga
administrada oralmente em comparacdo com um sistema de liberacio

controlada. O primeiro exemplo mostrado na Figura 12 (a) € um farmaco que é
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liberado de forma sustentada. Na Figura 12 (b) pode-se observar um tipo de
liberagdo convencional, onde apds a administragdo da droga, ocorre um efeito
maximo na corrente sanguinea seguido de uma queda apds sua excre¢gao ou
metabolizacdo. Essas oscilagbes dos niveis do principio ativo pode tornar a
droga toxica ou ineficiente em sua agdo. Enquanto que a liberagdo controlada
na Figura 12 (a) observa-se um nivel desejado alcangado por um tempo

prolongado sem chegar a niveis toxicos no plasma (LANGER, 1990).

00 A = Liberagao controlada
B = Terapia Convenciacnal f

nivel toxico

nivel desejavel

nivel ineficaz

Nivel plasmatico do material ativo ng/cm3

0 ' 1 > L A J
700 12:00 17:00 22: 300 $.00
Tempo

Figura 12. Niveis plasmaticos do principio ativo de um sistema convencional,
comparado com um sistema de liberagdo sustentada. Adaptado de DASH & CUDWORTH I,
1998.

Os estudos desses sistemas vem sendo desenvolvidos a partir de uma
matriz inerte para terapias orais, transdérmicas e de implantes. Diversos
materiais podem atuar como dispositivos de liberacdo tais como vidros,
ceramicas e polimeros. Para uma incorporagao eficaz da droga no sistema é
necessario que esses materiais sejam homogéneos quimicamente com uma
estrutura porosa ordenada.

As familias dos mesoporosos apresentam poros estreitos e
homogéneos. Tais materiais sdo matrizes com enorme potencial para serem
usados nesses tipos de sistemas, devido a sua estrutura ordenada, a sua
elevada area superficial, tamanho e volume dos poros. Dessa forma, os

materiais mesoporosos se apresentam como proeminentes na incorporagéo de
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ativos farmacéuticos, proteinas e outras moléculas biologicas. Alguns exemplos
sao a liberagdo de beta bloqueadores, antibioticos, hormbnios entre outros
(HATMANN, 2005).

Ainda na mesma direcao, diversos tamanhos de moléculas podem ser
adentrada nos mesoporosos por um meétodo de incorporacéo e liberadas por
um mecanismo de difusdo controlado (HUMPHREY, 2005). Estes materiais
absorvem facilmente as moléculas por um mecanismo simples de difusdo que
nao altera a estrutura quimica dos poros do silicato, o qual também promove
uma forma de controle da liberagdo (VALLET-REGI, 2007B). De acordo com
Popovici et al. (2011), a liberagdo da droga a partir dos poros dos mesoporosos
estdo relacionadas em duas etapas: a primeira, o solvente difunde-se nos
poros da silica mesoporosa para dissolver o principio ativo, e em seguida, as
moléculas s&o dissolvidas e liberadas para fora dos poros.

Diversas pesquisas sobre os tipos de drogas e mesoporosos vem sendo
estudadas para analise da incorporagcdo e da liberagdo sustentada. Alguns
pesquisadores estdo utilizando as silicas para armazenamento e liberagao de
principios ativos por fotocontrole (FUJIWARA, 2003). Vallet-Regi et al (2004),
incorporaram a gentamicina em mesoporosos do tipo SBA-15 e avaliaram as
diferencas entre os materiais, em forma de po6 e disco, do perfil de liberacao
pelo método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados
desse estudo apresentaram taxas de liberacdo similares. Ja Salonen, et al
(2005), avaliaram a absorgédo e o comportamento de cinco tipos de drogas,
quanto ao carater acido/base e lipofilicidade, na liberagao prolongada a partir
de uma matriz de silica mesoporosa estavel.

No entanto, o tamanho do farmaco e diametro dos poros sao
determinantes para a difusdo da droga pela matriz mesoporosa (VALLET-
REGI, 2007b). Alguns fatores devem ser considerados para o uso de matrizes
mesoporosas como meio de um sistema de liberagdo sustentada. Um fator
relevante é a relagdo quimica entre o bioativo e os grupamentos silandis da
superficie da parede porosa. Modificagdes quimicas dos grupos silanois dos
silicatos de mesoporosos podem melhorar a adsor¢do e o confinamento da
droga nos poros e permitir uma liberagdo mais eficaz (VALLET- REGI, 2007b).
Vallet et al. (2003) demonstraram que a SBA-15 um controle eficaz da taxa de
liberacdo de antibidticos, alcancados apds a funcionalizagdo da superficie
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porosa com hidrocarbonetos de cadeia longa.

O outro fator importante para a incorporagdo da droga dentro da
estrutura porosa das silicas € as caracteristicas da porosidade. Pois, a
estrutura porosa servira de abrigo para as moléculas adsorvidas, as quais
devem estar compativeis com a porosidade. De acordo com autores (VALLET-
REGI, 2003) o tamanho dos poros podem ser variados utilizando diferentes
métodos de sinteses. Estes métodos, foram utilizados para investigagéo o perfil
de liberacdo do ibuprofeno. Observou-se que a quantidade de ibuprofeno
incorporada aumentou nos mesopososo com tamanho de poros maiores.
Sugere-se que a variagdo do tamanho do poro afeta a incorporacéo de
principios ativos em silicas mesoporosas (VALLET-REGI, 2003).

No entanto, Vallet et al. (2008), comparou a liberagdo sustentada de
alendronato a partir mesoporosos do tipo MCM-41 (d=3nm) e SBA-15 (d=9 nm)
com diferentes diametros de poros. Observou-se uma maior incorporagao nos
mesoporosos do tipo MCM-41 com tamanho de poros menores, um fato
intrigante pois o didmetro de poros SBA-15 possui um tamanho de poros maior
do que o MCM-41. No entanto, o MCM-41 apresentou uma area de superficie
40% maior do que o tipo SBA-15, o que sugere um contato superficial da droga
com o MCM-41 aumentado. Além disso, é possivel que o alendronato tenham
maiores interagdes quimicas com a parede dos mesosporosos do tipo MCM-
41 (VALLET-REGI, 2008).

De acordo com o referencial tedérico apresentado, este trabalho
procurou-se obter diversas porosidades, usando teores diferentes das fontes
de silica, TEOS e silicato de sddio, com temperaturas dos tratamentos térmicos
variadas, e assim, correlacionar com o perfil de liberagdo da molécula indole-3-

carbinol.
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2. JUSTIFICATIVAS

O tratamento oncolégico pode levar a diversas complicagdes, inclusive a
morte do paciente. Nos Uultimos anos, extensas pesquisas vem sendo
realizadas com intuito de minimizar os riscos e contornar as barreira fisiolégicas
imposta pelas células cancerigenas. Os sistemas terapéuticos com
nanotecnologia sdo meétodos de tratamento emergente para o cancer e outras
doencas inflamatérias (HAREESH, 2010). Para aplicagdo na area da saude, os
mesoporosos sdo de grande interesse, pois agem como reservatorios para os
principios ativos, e promovem, por exemplo, a protecdo dessas moléculas
durante a absorgdo pelo organismo, 0 que evita sua degradagdo ou
metabolizacdo indesejada, além da manutencdo da dose dentro de uma faixa
terapéutica eficiente, com menos efeitos colaterais (RIEHEMANN, 2009;
HUANG, 2010).

Essas estruturas porosas podem ser alteradas quimicamente para
melhorar a interagdo da droga com a silica e assim, aumentar a especificidade
da droga e formar um sistema de liberacdo modificado (SLOWING, 2006;
LIONG, 2008). Além disso, os derivados de plantas ativos associados aos
Mesoporosos sao promissores para minimizar as barreiras fisiologicas e efeitos
colaterais do cancer, dentre eles encontra-se o indol-3-carbinol.

Considerando a inexisténcia de trabalhos com mesoporosos
impregnados com indol-3-carbinol e a necessidade da evolugdo dos métodos
do tratamento oncoldgico, o aumento da eficiéncia, diminuicdo dos efeitos
colaterais dos tratamentos atualmente existentes, a protegdo e a entrega de
fitoquimicos para as células neoplasicas, este trabalho propéem o estudo da
influéncia da morfologia de nanoparticulas mesoporosas de silicatos na
liberagdo do anticancerigeno indol-3-carbinol.
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho visa o estudo de estruturas
mesoporosas de oxido silicio para desenvolvimento de produtos capazes de
controlar a liberagdo do anticancerigeno indol-3-carbinol. Com este trabalho
pretende-se elucidar comportamentos dos produtos resultante destes
compositos nanoestruturados, buscando a caracterizagado e correlagao entre a
nanoestrutura do dispositivo final e a liberagdo do principio ativo testado. Assim

assume objetivos parciais tais como:

* Estudar as condi¢cbes de sintese de pds mesoporosos visando
obtencgao de diferentes morfologias;

* Estudar as condi¢des de impregnagao;

 Estudar a liberagcdo do ativo indol-3-carbinol em matrizes
mesoporosas em etanol.

* Correlacionar as caracteristicas estruturais, e morfolégicas dos
materiais mesoporosos obtidos com a capacidade de
impregnagao do principio ativo escolhido e o controle das taxas

de liberagéo.



25

4. METODOLOGIA

O desenvolvimento do presente trabalho envolveu inicialmente a sintese
da silica mesoporosa. Procurou-se variar as condi¢gdes de sintese de modo a
obter produtos com diferentes caracteristicas porosimétricas tipicas de um
arranjo SBA-16. Foram avaliadas condigbes 6timas de remogao do surfactante
bem como diferentes metodologias de impregnagao do principio ativo 13C. Esse
materiais foram caracterizados e analisados por uma série de técnicas que
forneceram informacdes a respeito de suas texturas, estruturas e propriedades.
E por fim, estudou-se as liberacdo dos I3C a partir de diferentes matrizes
mesoporosas. A metodologia desenvolvida durante o estudo para se atingir os
objetivos deste trabalho pode ser subdividida, sumariamente, nas etapas

descritas a seguir.

4.1 Reagentes

Na Tabela 2 estao listados os reagentes e solventes que foram utilizados
neste trabalho:

Tabela 2. Lista de reagentes e solventes

Reagentes Marca
Acetato de sédio Vetec
Acido acético Vetec
Acido cloridrico Hcl 37%, Sigma Aldrich
Cloreto de sodio Vetec
Etanol 95% Vetec
Pluronic 127 BASF
| Agua deionizada
TEOS BASF
Silicato de sédio BASF

Indole-3-carbinol Sigma Aldrich
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4.2 Preparacgao das particulas mesoporosas

Para a sintese dos mesoporosos de silicato foi adaptado um
procedimento de autores (Liu et al, 2007), no qual 2,0 g de pluronic (P127) e
3,38g de etanol foram dissolvidos em 56 ml de solugdo tampado de &acido
acético (Hac) e acetato de sdédio (Naac) (pH 4,4, Hac:0,52 mol/L, de Naag:0,27
mol/L) a 25°C, sob agitagéo vigorosa. O silicato de sédio (20% de SiO 2,6% de
Na,O) foi adicionado a solugao anterior e agitado durante 10 minutos a 25°C,
em seguida o TEOS foi adicionado a solug&o. A mistura da reagéo foi agitada a
40°C durante 20 horas e envelhecida a 90°C, em condi¢des estaticas por mais
24 horas. O material obtido foi lavado com H,O e centrifugado, apds a lavagem
o surfactante foi extraido sob agitagdo por meio de uma solug¢do composta de
200ml de etanol e 1,5g de HCI (37% em peso) por 24h, e por calcinagbes a
550°C e 450°C por 4 horas e a 350°C por 10 horas. A razdo molar dos géis
obtidos foi de 100Si02:1,02P127:85,2acido acético:44,5 acetato so6dio:215,7
etanol : 8921 H,O0.

Diversas amostras foram preparadas variando os teores de silicato de
sédio e TEOS. A nomenclatura das amostras obtidas neste trabalho foram
denominadas referente ao percentual de TEOS (T) e silicato de sédio, onde T
foi igual ao percentual de 0, 12, 50, 88 e 100, sendo que os valores de silicato
foram variando da mesma maneira que o TEOS. Para melhor visualizacdo do
tipo de amostra apenas o T foi considerado. Na Tabela 3 encontram-se a
nomenclatura das amostras que foram calcinadas a temperatura de 350°C e

um tempo de10 horas definidos no estudo da remocgao do surfactante item 3.4.

Tabela 3. Nomenclatura dos mesoporosos estudados.

AMOSTRAS %TEOS %Si
TO 0% 100%
T12 12% 88%
T50 50% 50%
T88 88% 12%
T100 100% 0%

T- TEOS
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4.4 Estudo da remoc¢ao do surfactante

Para verificar a forma mais eficiente da retirada do surfactante foi feito
uma revisao bibliografica. A metodologia empregada foi a revisdo sistematica,
que se baseia em estudos primarios, utilizando métodos previamente definidos
e explicitos para identificar, selecionar e avaliar criticamente pesquisas
consideradas relevantes (MULROW, 1994).

A lIdentificagcdo dos artigos foi feita através da busca bibliografica nos
bancos de dados informatizados Pubmed de 1998 a 2015.

As palavras-chaves utilizadas na identificagdo dos artigos foram:
"Mesoporous materials; mesoporous silica; SBA-16-type mesoporous silica;
Morphology; Porosity; Surfactant degradation. Os critérios de inclusdo para a
selecdo dos artigos foram: artigos originais de pesquisa sobre a sintese dos
mesoporosos, assim como a temperatura e tempo de calcinagao utilizados,
publicados em inglés e portugués e estudos apresentados em dissertagdes e
teses. Os critérios de exclusao foram: artigos que nao obtiveram uma
metodologia clara em relagcédo a temperatura e tempo de calcinagao.

A Tabela referente a reviséo bibliografica se encontra no Anexo 1. Apds
a revisao, os mesoporosos foram calcinados em diversas temperaturas de
acordo com a Tabela 4, afim de se obter uma estrutura livre do surfactante e
verificar possiveis alteragcbdes na estrutura porosa. Todos os materiais foram

calcinados em mufla sem o uso de fluxo de ar.

Tabela 4- Temperatura e tempo de calcinagao utilizado nos tratamento térmico.

Temperatura Tempo ‘
350°C 10 horas

450°C 4 horas

550°C 4 horas

800°C 2 horas

A sintese das particulas mesoporosas e os tratamentos térmicos
utilizados para a remogao do surfactante estdo apresentados no orgonograma
da Figura 13.
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l Etanol 95% ]l Pluronic 127 ]l Solugéo tampao ’

00%)

TEOS e/ou Silicato de sédio (0, 12, 50, 88 e ’

.|

Aquecimento a 40°C sob agitagdo por 24h

Envelhecimento a 90°C por 20h ’

T

Lavagem em HCl/etanol sob refluxo 24h

]
Centrifugagéo e secagem a 40°C ’
]

I Tratamentos térmicos ’

800°C 550°C | 450°C 350°C

Figura 13. Orgonograma da metodologia de sintese e tratamento do térmico dos materiais
mesoporosos

4.3 Impregnacgao das particulas mesoporosas com Indol-3-carbinol

Para a impregnacdo das particulas mesoporosas, ensaios de
incorporagao foram realizados, usou-se 10mg de indol para cada amostra
sintetizada e calcinada a 350°C por 10 horas. Na Tabela 5 encontram-se o
tempo de agitagdo mecanica dos mesoporosos, com 0%, 50%, 88% e 100% de
TEQOS, incorporados com I3C.

Tabela 5. Oxidos de silicios de mesoporosos calcinadas & 350°C por 10 horas e

impregnadas sob agitagdo mecanica por 45 horas.

Amostra Tempo de agitacao

TO 45 horas
T12 45 horas
T50 45 horas
T88 45 horas
T100 45 horas

O Indol-3-carbinol (I3C) foi misturado com os materiais obtidos, por
ultrassom durante 5 minutos e agitagdo magnética por 45 horas. As amostras
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foram pesadas, em 50mg, as quais foram colocadas em contato com 2,5ml de
uma solugéo indol-3-carbinol/etanol em uma concentragcao de 4mg/ml. Apos o
término da agitagcdo as solugdes foram lavadas com 25ml de etanol para
retirada do excesso do I13C da superficie dos mesoporosos. As amostras foram
separadas por centrifugagdo e seca em temperatura ambiente por 24h. O
sobrenadante foi coletado e analisado por espectroscopia no ultravioleta visivel
(UV/Vis), com objetivo de verificar o quanto sobrou do I13C n&o impregnado.
Para isso foi necessario obter uma curva de calibragao referente a absorbancia
do 13C no UV/Vis. Os valores da curva de calibragao foram encontrados a partir
da diluicdo de uma solugao indol-3-carbinol/etanol em uma concentracédo de
2mg/L, os resultados da curva estao descritos nos resultados e discussao.

Apos as medicdes da curva de calibragao foi possivel obter por UV/Vis a
absorbancia referente a concentracdo do indol-3-carbinol. Dessa forma, o
sobrenadante foi quantificado e analisado. A equacéo (4) utilizada para estimar
a quantidade de I13C, a partir do resultados da coleta do sobrenadante, foi a da
diluicao:

Mi.Vi=Mf.Vf 4)
onde Mi é a massa inicial , Vi o volume inicial, Mf a massa final e Vf o volume
final.

O método de impregnagédo encontra-se resumido no organograma da

Figura 14 abaixo:

l Mesoporoso ’ l Solugao Indol/Etanol

I Sonificagao por 5 minutos ’
|

Agitagcdo em temperatura ambiente
por 45 horas

]
Centrifugagéo e secagem a ’

temperatura ambiente

]

Coleta de 0,5ml do sobrenadante ’

Analise no UV-vis ’

Figura 14. Orgonograma da metodologia de impregnacao dos materiais mesoporosos com
indol-3-carbinol
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4.5 Caracterizagcao das amostras

Varias técnicas de caracterizagbes foram empregadas para analisar os
materiais mesoporosos sintetizados, impregnados e aplicados nos ensaios de
liberagdo. Esses materiais foram examinados com relagdo a organizagédo das
estruturas, volume dos poros, area superficial, os tipos de grupos funcionais na
superficie, bem como a quantidade dos mesmos. Para tanto, foram usadas as
seguintes técnicas: espectroscopias de absor¢éo na regido do infravermelho,
calorimetria exploratéria diferencial, difracdo de raios X, adsorgao/dessorcao de
nitrogénio, ressonancia paramagnética  eletrbnica, potencial zeta,
espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/Vis), microscopias eletrbnicas de

varredura e transmissao.

4.5.1 Espectroscopia de Absorcado na Regiao do Infravermelho por transformada
de FOURIER (FTIR)

As amostras foram analisadas por espectroscopia de absorgéo na regido
espectral 400 & 4500 cm™, pelo equipamento de espectrofotdmetro de
infravermelho por transformada de Fourier FT, marca SHIMADZU, modelo IR-
PRESTIGE-21. Tal analise visou identificar qualitativamente as bandas de
absorgao referentes aos grupos inorgénicos e organicos presentes referentes a
cadeia estrutural do mesoporoso puro e impregnado. Os espectros foram
obtidos a partir de pastilhas feitas com 100mg de um agente dispersante, o
Brometo de sodio (KBr), e amostras com 2% em peso da quantidade do KBr. A
pastilha com a composigao citada acima foi obtida por meio de uma Prensa
Carver hidraulica.

4.5.2 Analises térmicas

As amostras foram estudadas por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC). A analise por DSC foi empregada com o intuito de verificar a quantidade
de energia envolvida nos eventos térmicos durante um programa controlado de
temperatura a qual as amostras foram submetidas, bem como, identificar as
ocorréncias de natureza endotérmicas ou exotérmicas envolvidas na presenca

do P127 nas amostras estudadas. Para isto, foi utilizado o equipamento de
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DSC-60 da marca Shimadzu. Nas analises, foram pesadas cerca de 3,5mg de
material em panela de aluminio a qual foi tampada. Uma panela vazia foi
utilizada como referéncia. A amostra foi aquecida até uma temperatura de
350°C, sob uma razéo de aquecimento de 20°C.min™", sob atmosfera inerte de

nitrogénio a 20 mL.min™",

4.5.3 Difragao a raios X

A estrutura cristalografica das silicas mesoporosas foi caracterizada pela
técnica de difragcao de raios X. O equipamento utilizado foi o Rigaku D/max-RB
difratrémetro com Cu Ka radiacdo (A=1,5418 A), em varredura 26 igual 10° a
80° em passos de 0,02°minuto. O objetivo dessa técnica visou identificar a
cristalinidade das amostras apo6s calcinagao por diferentes temperaturas dos
tratamentos térmicos dos mesoporosos obtidos.

Além disso, obteve-se o arranjo simétrico das matrizes mesoporosas por
difragdo de raios X a angulos rasantes. As medidas foram feitas no
equipamento, D8 Discover difratrdmetro com Cu Ka radiacdo (A=1,5418 A), e
realizadas no departamento de fisica Universidade Federal de Vigosa.
Considerando os valores de espacamento interplanar dos planos
cristalograficos do indice miller (hkl) para materiais mesoporosos a incidéncia
dos angulos rasantes foram de 20 igual a 0,2 —4.

Os valores de espagamento interplanar (d) podem ser obtidos a partir da
equacao (5) de Bragg:

d= A/sen26 (5)

Onde 6 é o angulo de incidéncia; d é a distancia interplanar e A € o
comprimento de onda incidente.

Usando valores da distancia interplanar € possivel obter o parametro de
célula unitaria a° que no caso da mesoestrutura cubica é calculado por

(Equagao 6)

a®=d(110) x V> (6)
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O calculo de espessura da parede de poros das amostras, pode ser
obtido através da equacgéo 7:

a’=D,+h (7)

onde D, é o diametro de poros e h a espessura da parede dos poros.

4.5.4 Adsorcgao e Dessorgao de Nitrogénio

Os parametros texturais como area especifica, diametro médio de poro e
volume de poro foram obtidos através de experimentos da adsorgdo e
dessorgcdo de nitrogénio a -196,14 °C, em um equipamento ASAP 2020C
(Accelerated Surface Area and Porosimetry System) fabricado pela
Micromeritics.

Os resultados foram obtidos no Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia-UNB. Antes de serem analisadas, 0,3g das amostras foram secas por
12 horas a 300°C sob vacuo. O calculo da area especifica (composigéao da area
de microporos com a area externa) foi realizado a partir da isotermas de
adsor¢cao de nitrogénio utilizando-se o método de Brunauer-Emmett-Teller
(BET) na faixa de presséao relativa de P/PO de 0,01 a 0,20. A isoterma de
dessor¢cao de nitrogénio e aplicou-se o método de Barrett-Joyner-Halenda
(BJH) para determinar a area do mesoporosos.

As isotermas de adsorcao de nitrogénio sao classificadas em 6 tipos, de |
a VI, dos quais foram propostas por Brunauer, Emmett e Teller e Pierce
(GREGG, 1982 apud BALZER, 2014). A Figura 15 apresenta as seis clasess
de classificacdo das isotermas.
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Figura 15. Classificacdo das isotermas de adsor¢ao e dessorcao de nitrogénio.

As isotérmicas do tipo | é definido a partir de pressdes baixas e
correspondem ao um mecanismo de adsor¢do em microporos € Sao
caracteristicos de solidos microporosos e com areas despreziveis. O volume de
microporos pode ser relacionado com a altura do patamar, pois esse esta
interligado com o preenchimento completo dos microporos (BALZER, 2014).

As isotermas Il e lll sdo caracteristicas da adsor¢do em multicamadas,
essa observacao pode ocorrer em soélidos n&o porosos, solidos macro porosos
ou materiais com mesoporos.

As isotermas IV e V apresentam patamares bem definidos indicam a
condensacgao capilar, esse patamar corresponde ao enchimento de todos os
poros com o adsorvido no estado liquido.

E a isoterma VI ocorre em superficies uniformes n&o porosas, indicando
uma adsor¢do camada a camada. E a altura do degrau corresponde a
capacidade da monocamada em cada camada adsorvida (BALZER, 2014).

Ademais, as isotermas do tipo IV e V sdo caracteristicas de possuirem
histereses. Isso ocorre quando as isotermas de adsor¢cdo e dessor¢cao nao
coincidem, devido a pressbes de saturacdo ndo serem iguais para a
condensacgao e para a evaporagao no interior dos poros. A Figura 16 apresenta
os 4 tipos de histereses (BALZER, 2014).
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Figura 16. Tipos de histerese. Adaptado por BLAZER, 2014.

Histerese tipo H1: E caracterizada por dois ramos da isoterma, quase
paralelos. Geralmente € associada a materiais porosos constituidos por
aglomerados rigidos de particulas esféricas de tamanho uniforme.

Histerese tipo H2: Ocorre quando somente o ramo de dessorgao é
praticamente vertical. Associa em poros com gargalo estreito e corpo largo.

Histerese tipo H3: Caracterizada por dois ramos assintéticos
relativamente vertical P/P, = 1. E associada a agregados ndo rigidos de
particulas em forma de placa, originando poros em fenda.

Histerese tipo H4: E representada por dois ramos praticamente

horizontais e paralelos.

4.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias por microscopia eletronica de varredura visou avaliar
morfologicamente as amostras sintetizadas com diferentes teores de TEOS e
silicato de sodio. As amostras foram depositadas sobre uma fita adesiva de
carbono fixado no porta-amostra e depois metalizada com platina. As imagens
obtidas e ampliadas na escala de 200, 1000 e 5000nm, foram medidas pelo
microscoépio da marca Quanta FEG 250, no laboratério de microscopia da
Faculdade de Celiandia da Universidade de Brasilia.

4.5.6 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A microscopia eletrénica das amostras obtidas com diversos teores de
TEOS (0% a 100%), utilizou-se o microscopio eletrénico de transmissdo da
marca JEOL JEM-2100, instalado no Laboratério Multiusuario de Microscopia
de Alta Resolugdo (LabMic) da Universidade Federal de Goias (UFG),
operando a 200 kV. Para a medida, o p6 da amostra foi disperso sobre uma
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grade de cobre coberta com membrana de carbono.

4.5.7 Potencial zeta das particulas.

Para a analise através do equipamento Malvern Zeta Sizer Nano,
realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia do CEM 4 na Universidade de
Brasilia. As amostras com 0%,12%, 50%, 88% e 100% de TEOS foram diluidas
em agua deionizada numa concentracdo de 0,001mg/ml. Analisou-se as
solugdes coletadas com uma seringa e transferida para cubeta, a cada medida,
o pH do meio foi alterado a fim de verificar a correlacdo do meio acido/base

com a carga e tamanho hidrodinamico dos mesoporosos estudados.

4.5.8 Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os espectros de EPR foram obtidos com objetivo de analisar campo de
elétrons promovido pelos poros gerando pontes de defeito, das amostras puras
e impregnadas. Os dados foram coletados no Laboratério de Fisica da
Universidade Brasilia, no espectrofotometro de ressonéncia paramagnética
eletrénica, modelo Bruker EMX PremiumX equipado com o ressoador ER
4102ST. As condicbes operacionais foram estabelecidas na banda X
(frequéncia de 9,5 GHz) com um poténcia de microondas de 50mW, no

intervalo de campomagneético de 0 a 5 Gauss, em temperatura ambiente.

4.5.9 Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/Vis)

Os ensaios de liberagao foram realizados utilizando um espectrofotdmetro
da marca Hitachi, modelo U-3900H spectrophotometer. A amostra foi pesado
em 3,5mg e imersos dentro de uma cubeta de quartzo de 10mm, foi colocado 3
mililitros de etanol 95% e medida na regido de absorbancia de 200 a 321 nm
em um ciclo de intervalos de 15 em 15 minutos por 25 horas sob temperatura
controlada de 25° C. A quantidade de indol-3-cabrinol também foram medidas
pelo UV-vis nas mesmas condigdes ja descritas. Apds a lavagem e secagem
dos compostos impregnados foram coletados 0,5ml do sobrenadante e
misturado com 2,5 ml de etanol. A concentracdo do sobrenadante foi estimada
pela equagéao (4), a partir da curva de calibragdo apresentada nos resultados e
discussdes item 4 .4.
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5. Apresentagao do resultados e discussoes segue a seguinte forma:

Inicialmente sdo mostrados estudos sobre remog¢ao do surfactante com o
objetivo de determinar o tempo e temperatura ideal para remogao completa do
surfactante. Na sequéncia sao apresentados resultados sobre a caracterizacao
da estrutura porosa formada mostrando sua morfologia e carga de superficie,
correlacionando o método de sintese, calcinagdo e a variagdo das estruturas
empregados nos silicatos de mesoporoso com a estrutura porosa obtida. Por
fim, sdo mostrados os ensaios de liberagdo do ativo indol-3-carbinol de
diferentes amostras. Serdo apresentadas uma correlagcdo das caracteristicas

da matriz mesoporosa com a liberagao do ativo.

5.1. Estudo da remogao do surfactante

Afim de se avaliar os diferentes processos de remocado do surfactante
adotado, foram realizadas medidas de espectroscopia no infravermelho de
amostras de SBA-16 tratadas sob diferentes métodos de eliminacdo do
surfactante.

A Figura 17, apresenta o espectro do infravermelho registrados em
400cm-1 a 4500 cm™ do P127. Podemos observar na Figura bandas de
absorgdo centradas em 3500 cm™ e 2900 cm™, relativas ao estiramento
simétrico de O-H (alcool) e C-H (carbono sp?) (WU et al., 2012),
respectivamente. A banda de absorgéo referente a deformagéo da ligagédo C—H
de grupos CH; encontra-se centrada em 1460 cm™. E ainda, observa-se
também na Figura 17 com a banda de absorcdo em torno de 1103 cm™ relativa
as deformagéao da ligagdo de grupos C-O (éter). Na Figura 17 (b) e (c) estao
representados a estrutura quimica do P127 e os grupamentos funcionais,
respectivamente.

Essas vibragbes intensas foram usadas como referéncia na analise
qualitativa da presenca do composto P127 nos materiais mesoporosos obtidos.
Foram estudados dois métodos de remocgéo do surfactante, a saber extragao

com etanol/HCI sob refluxo calcinados e nao calcinados.
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Figura 17 . (a) Espectro de infravermelho do pluronic 127. (b) Estrutura quimica do
P127. (c) Grupos funcionais do P127

Pode-se observar que o procedimento de remogao do surfactante é
determinante na obtencdo de pds mesoporoso com auséncia de P127 nos
produtos finais. A Figura 18 compara os espectros obtidos nas mesmas
condi¢cbes das amostras preparadas com dois passos distintos de remocao do
surfactante, a saber, lavagem com refluxo em etanol e calcinagdo a 350°C por
4 horas. E verificado que no espectro de infravermelho da amostra submetida a
extracdo etanodlica sob refluxo a presenca da banda de absorgdo em 2900cm™
relativa ao estiramento C-H das por¢des etéricas etandlicas e propandlica do
surfactante. Para calcinagdo de 4 horas na temperatura a 350°C observa-se
também a contribuicdo de absorcéo relativa a presenga do surfactante P127.
Pode-se sugerir que a presencga desta banda de absorgéo € devida ao P127

remanescente nas amostras finais.
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Figura 18 . Espectro de infravermelho das amostras removidas com extragdo sob refluxo

em meio HCL/etanol e calcinadas a 350°C por 4 horas.

Adicionalmente, analises de calorimetria exploratéria por DSC foram feitas
para verificar as ocorréncias endotérmicas ou exotérmicas relacionadas com a
presenca ou auséncia do P127. As amostras e o sufarctante foram aquecidos
até uma temperatura de 350°C.

Na Figura 19 encontram-se as curvas de calorimetria exploratoria
diferencial do surfactante P127 comparando as amostras preparadas com
diferetens teores de TEOS (0% a 100%) submetidos ao método de refluxo HCI/
etanol para a remogao do surfactante. A evolugéo térmica do P127 mostrada
na Figura é composta de dois fendbmenos térmicos o primeiro, de natureza
endotérmica centrado em T=56°C, e o segundo, de natureza exotérmica
centrado em T=153°C, associados, respectivamente a fusdo e a decomposicao
do pluronic.
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Figura 19. Curvas de DSC do pluronic e das amostras lavadas sob refluxo em meio etanol/Hcl
sob uma razao de aquecimento de 20°C.min'1, em atmosfera inerte de nitrogénio a 20 mL.min'1,

até uma temperatura de 350°C.

Conforme ja descrito por Couderc et al. (2001) nas amostras preparadas
com diferente teores de TEOS submetidas a processo de remocédo do
surfactante na Figura 19 é verificado os mesmos eventos térmicos, o primeiro
em torno de 56°C de natureza endotérmica e o segundo em torno de 150°C. A
presenca desses picos pode indicar a presenca do surfactante remanescente
nas amostras finais. Estando de acordo com os resultados obtidos por
infravermelho. Pode-se notar que os picos de fusdo e de decomposicdo do
pluronic quando misturados nas amostra, ocorrem em temperaturas superiores
mesmos eventos térmicos do P127 puro. Este efeito pode estar relacionado ao
isolamento térmico conferido pela estrutura silicosa em torno das moléculas do
surfactante. Observa-se ainda que o teor de TEOS utilizado na preparacéo,
nao exerce influéncia sobre o processo de remocgao do surfactante.

A partir do momento que se constatou que apenas lavagem sob refluxo ou
apenas calcinacdo nao eram eficientes para completa remoc¢ao do surfactante,
partiu-se para associagado da lavagem sob refluxo em conjunto ao processo de
calcinacdo. A Tabela 6 abaixo mostra a temperatura de calcinagao e o tempo
testados associados a lavagem com refluxo.



40

Tabela 6. Tratamentos térmicos aplicados na remogao do surfactante.

Temperatura Tempo

350°C 4h
350°C 10h
450°C 4h
550°C 4h

Pode-se observar na Figura 20, que o tempo e temperatura de
calcinagao, estido correlacionadas a presenca da banda de absor¢cdo em
2900cm™, que é relativa ao estiramento simétrico associados a ligagdo C-H.
Os procedimentos de calcinacéo realizados a 350°C por 10 horas, 450°C e
550°C por 4 horas, mostrados na Figura 20, revelam a auséncia da banda de
absorcao relativa ao P127. A auséncia de absor¢do em 2900cm-1 e também
em 1460 e 1103 cm™ mostraram que n&o foram identificados bandas relativas
ao P127 residual nas amostras tratadas com método de lavagem em refluxo
associados a calcinacdo. E importante ressaltar que a auséncia de composto
deste tipo € essencial para aplicagbes biotecnoldgicas, pois torna o material
menos toxico, além de tornar-lo mais eficiente para a incorporagdo de

moléculas e para sua e liberagéo sustentada (CABRAL, 2004).
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Figura 20. Espectros de absorgéo na regido do infravermelho de amostras T100

submetidas a diferentes métodos de remocéao do surfactante.

Pode-se observar também na Figura 20 as absorgbes relativas aos
modos vibracionais dos grupamentos silicosos em 3443, 1600, 1110 e 812 cm’
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', As absorcdes em 3443 e 1600 cm™ sdo devidos aos modos vibracionais de
estiramento simétrico e deformagédo axial das ligagbes &Si-OH,
respectivamente. A absorcdo em 1110 cm” é devida ao estiramento
assimétrico das ligagées v(ass) Si-O-Si e confirma que o processo de
condensacgao do precursor TEOS foi completo. As absorg¢des principais devidas
aos grupamentos siloxanos e suas atribuigbes mais frequentes sdo mostrados
na Tabela 7 (BARROS et al., 2015).

Tabela 7. Identificagdo espectrofotométrica de grupos funcionais

Bandas principais Atribuicoes
~3550-3100 cm™ v(s) H-O-H, v(s) Si-OH
~1640 cm™ 5 Si-OH
~1080-1160 cm™ v(ass) Si-O-Si
~810 cm” v(s) Si-O-Si

Além da remocdo do surfactante um outro parametro que deve-se
controlar no preparo de 6xidos meosporosos aplicados na liberacdo sustentada
de principios ativos, é a cristalinidade. O controle da cristalinidade garante a
intensidade dos poros. O tratamento térmico favorece a coalescéncia dos graos
e o fechamento dos poros. Amostras submetidas a diferentes tratamentos de
remocgao do surfactante, a saber: refluxo com HCl/etanol e calcinagéo a 350°C,
450°C e 550°C foram avaliadas por diafratometria de raios x e adsorgédo e
dessorcdo de nitrogénio visando a correlagdo entre a temperatura de
tratamento térmico e as caracteristica porosimétricas relevantes.

A Figura 21 mostram os difratogramas para amostras submetidas a
refluxo HCl/etanol e tratadas termicamente a 350°C, 450°C e 550°C. Pode-se
observar que as amostras tratadas termicamente a 450°C e 550°C apresentam
picos de difragdo mais intensos em 20 igual 22°, 27°, 32° e 45°. A amostra
calcinada a 550°C possui picos adicionais 29°, 34° e 40°. Os picos de difracédo
observados estdo indexados na Figura 21 e podem ser atribuidos as difragdes
referentes a fase de cristobalita. Porém, no difratograma da amostra, tratada
sob refluxo em meio HCl/etanol e tratada sob refluxo em meio HCI/ etanol e
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tratada termicamente a 350°C por 10h, ndo se observa as contribuicbes

relativas as difracdes do oxido silicio.
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Figura 21. Difratogramas de raios X de amostra T100 submetidas a lavagem sob

refluxo HCl/etanol e tratadas termicamente em diferentes temperaturas.

No entanto, segundo autores (ZHAO,1998) altas temperaturas de
calcinagdo podem afetar ndo somente a estrutura cristalina do oxido de silicio,
conforme discutido acima, bem como a alterar também a porosidade e a fase
dos materiais resultantes. Assim, para avaliar a porosidade das amostras
realizou-se as analises de adsorgdo e dessorgdo de nitrogénio medidas na
faixa de pressao relativa de P/P0 de 0,01 a 0,20.

A Figura 22 (a), (b) e (c) mostram as isotermas de adsorgéo/dessorcao de
nitrogénio para amostras tratadas com diferentes procedimentos de
tratamentos térmicos do surfactante. A Figura 22 (a) (b) e (c) mostram as
isotermas de adsor¢do de nitrogénio tratadas termicamente a 350°C, 450°C e
550°C, respectivamente. De acordo com a IUPAC os formatos das isotermas
podem ser usadas para classificar a porosidade de materiais. A isoterma da
amostra tratada termicamente a 350°C, mostrada na Figura 22 (a), pode ser
classificada como tipica de materiais mesoporosos, com poros variando de 2 a
50nm. Neste tipo de isoterma a curva de histerese apresenta a curva de
dessor¢cdo paralela ao eixo das ordenadas o que esta associado ao
ordenamento homogéneo da rede porosa. A isoterma da amostra tratada
termicamente & 450°C pode ser observada na Figura 22 (b). E verificado um
aumento da quantidade absorvida de nitrogénio em relagdo a presséo relativa
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(P/Py). Segundo a IUPAC este perfil de isoterma pode ser caracteristicas de
materiais macro porosos ou nao porosos do tipo lll. Enquanto que a isoterma
da amostra tratada termicamente a 550°C, mostrada na Figura 22 (c), pode ser
classificada como tipica de materiais ndo porosos do tipo I, com auséncia

completa de ciclo de histerese.
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Figura 22. Isotermas de adsorgao/dessorgao das amostras calcinadas em diferentes
temperaturas. (a) 305°C, (b) 450°C e (c) 550°C.

Os resultados calculados a partir das curvas de isotermas utilizando-se o
método de Brunauer-Emmett-Teller (BET), podem ser vistos na Tabela 8.
Observa-se que temperaturas mais elevadas de calcinagdo resultam na
diminuicao tanto da area de superficie, como do volume e raios de poro. As
amostras submetidas a tratamentos térmicos a 350°C, a area de superficie e
volume dos poros foram de 643,5 m2/g e 1,04cc/g. Enquanto que calcinagdes
em temperaturas de 450°C e 550°C a area de superficie foi de 535,5m2/g e

256m2/g e volume de 0,73cc/g e 0,18cc/g, respectivamente.
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Tabela 8 Resultados do Bet em relagao a temperatura e fechamento dos poros.

Tratamento Area de superficie (m*/g) Volume poro(cc/g) Raio do poro (A)
térmico
BJH BJH Bet BJH BJH BJH BJH
adsorcao dessorgéo adsorcao dessor¢édo  adsorcao dessorcéo
350°C.10h 8417 757,5 643,5 1,04 1,03 55 49
450°C.4h 313,8 322,2 5355 0,73 0,72 15,2 23,6
550°C.4h 152,1 134,6 256,8 0,18 0,17 15,2 16,5

Os resultados BET para as amostras tratadas em diferentes temperaturas
mostram que temperaturas mais elevadas de calcinacdo ha uma contragao na
estrutura porosa formando uma estrutura mais densificada, e resultando em
uma area, volume e raio de poros menores quando calcinados a temperatura
superior de 450°C.

Segundo estudos, diversos fatores podem alterar a estrutura porosa dos
silicatos de mesoporos, tais como: concentracdo de TEOS, pH, tempo e
temperatura de agitagao, envelhecimento e calcinagao (ZHAO, 1998a; ZHAO,
1998b; ZHAO, 2010).

A partir dos resultados do estudo da remogédo do P127, o método de
eliminacao do surfactante foi definido em uma primeira extracdo do P127 sob
refluxo em meio HCl/etanol, e posteriormente calcinado a uma temperatura de
350°C por 10 horas.

A fim de se confirmar se o processo de remogao do surfactante escolhido,
a saber lavagem sob refluxo em HCl/etanol e calcinagdo a 350°C por 10 horas,
foram realizados medidas de absorgédo de infravermelho e difracdo de raios X,
para a série completa de amostras preparadas com diferentes teores de TEOS
(0, 12, 50, 88 e 100%) conforme apresentado nas Figuras 23 e 24,
respectivamente. Como pode-se observar as curvas de absorcgao infravermelho
ndo apresentam a contribuicdo relativas ao surfactante em 2900cm™ e os
difratogramas ndo mostram picos de difragdo de siloxano cristalino. Conforme
observado na Figura 24 as amostras tratadas termicamente a 350°C por 10
horas apresentaram um pico alargado na varredura de 20 igual a 22° relativas
ao oxido de silicio amorfo cristalino finais. Estes resultados indicam que
independentemente do teor de TEOS usados no preparo das amostras, o
processo de remocido do surfactante adotado € eficiente n&o resultando em
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surfactante remanescente nem formagao de monocristais de 6xido de silicio

com a manutencao da porosidade.
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Figura 23. Curvas de espectroscopia no infravermelho das amostras estudados tratadas

termicamente a 350°C por 10 horas.
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Figura 24. Difratogramas de raios X das fontes de silica calcinada em a 350°C por 10 horas.

Para verificar os parametros texturais como area especifica, diametro

meédio de poro e volume de poro foram obtidos através de experimentos de

adsorgao/dessorgao de nitrogénio. O calculo da area especifica foi realizado a
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partir da isotermas de adsorcdo de N? utilizando-se 0 método nas mesmas
condicdes descritas.

Na Figura 25 (a), (b), (c), (d) e (e) encontram-se as curvas de isotermas
adsorgao/dessorgao de nitrogénio das amostras com teores de TEOS nos
intervalos de 0%, 12%, 50%, 85% e 100% usados nas sinteses dos materiais,
respectivamente.

As isotermas de adsorgdo de nitrogénio das amostras sdo caracterizadas
de acordo com a IUPAC como uma isoterma do tipo IV, a qual é tipica de
materiais porosos na faixa de mesoporos, compreendidos entre 2 e 50 nm (20-
500A). Observa-se uma histerese tipica desses materiais, os quais apresentam
uma curva de dessorcao paralelo aos valores da ordenada, classificados como
H2, visto em regido de pressao relativamente alta (P/Po = 0,5-1), que é um
indicativo da homogeneidade da rede porosa em relagdo ao arranjo de poros
(GOBIN, 2006). Verifica-se que o perfil das isotermas nao foi alterado pela
variagdo das fontes de silica, preservando as caracteristicas estruturais da

matriz mesoporosa.
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Figura 25. Curvas de isotermas dos materiais mesoporosos calcinados a 350C por 10

horas.

A partir desses resultados obtidos pelo material de BET é possivel

confirmar a presenca da formacdo de um material mesoestruturado como foi
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previamente esperado.

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados do BET das amostras com
variagdes percentuais das fontes de silica, a saber TEOS e silicato de sddio,
calcinadas a 350°C por 10 horas. Pode-se observar na tabela g que a area de
superficie dos mesoporosos variou em 770 m?/g, 726 m?g, 643 m?/g, 590 m?/g
e 581m%g na presenga de 100%, 88%, 50%,12% e 0% de TEOS,

respectivamente.

Tabela 9. Resultados da adsorgéo/dessorcdo das amostras calcinadas a 350C por 10 horas.

Amostras Area de superficie (m*/g) Volume do poro(cc/g) Raio do poro (A)
Bet BJH BJH BJH BJH
adsorgao dessorgéao adsorgao dessorgéo
T100 770,7 1,06 1,05 49 42,8
T88 726,3 1,02 1,0 48,7 42,9
T50 643,5 1,04 1,03 55 49
T12 590 1,09 1,08 62,7 56,4
TO 581,7 1,1 1,08 64 63

A Figura 26 mostra a curva da concentragao de TEOS em fungao da area

de superficie. Nota-se que ha um aumento na area de superficie quando os

percentuais de TEOS s&do maiores.

area de superficie (m2/g)
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v

T T T T T
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Raio do poro (nm)

T T
0% 12%

% TEOS

88%

curva da éarea de superficie em Figura 27. curva do raio dos poros em fungéo
das concentragdes de 0%, 12%, 50%, 88% e
100% de TEOS.

Figura 26.
fungéo das concentragbes de 0%, 12%, 50%,
88% e 100% de TEOS.

No entanto, em relagdo ao tamanho do raio do poros os resultados
apresentaram uma relagao inversa a concentracao de TEOS descrita acima.
Na Figura 27 mostra a distribuicdo de tamanho do raio dos poros das
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amostras calcinadas a 350°C por 10 horas. Para as amostras TO, T12 e T50 o
tamanho do pico maximo encontra-se em torno de 6,5 nm, enquanto que as
amostras T88 e T100 apresentam o pico em 4,8 nm. Esses resultados
corroboram com alguns estudos (LI, 2006; LIU, 2007) que apontam que as
diferentes concentragcbes de TEOS influenciam na estrutura porosa de
materiais mesoporosos.

Apoés as anadlises de BET e difracdo de raios X a angulos rasantes,
descritas a seguir, pode-se obter os valores do parédmetro de célula unitaria a’
e diametro dos poros, respectivamente. O calculo de espessura da parede de
poros das amostras, pode ser obtido através da equagéao (10).

Para os valores encontrados da espessura da parede dos poros dos
materiais estudados, observa-se diferentes resultados relacionados com as
concentragbes de TEOS e silicato de sodio usados nas sinteses das silicas
mesoporosas. Na Tabela 10 estdo representados os valores do didmetro dos
poros calculado pelo método BJH e a espessura da parede dos poros das
amostras com 0%, 12%, 50%, 88% e 100% de TEOS. Percebe-se que quanto

maior o teor de TEOS o didmetro e espessura dos poros diminuem.

Tabela 10 Valores do didmetro e espessura da parede dos poros das amostras

calcinadas a 350°C por 10 horas.

Amostras Didmetro dos poros (nm) Espessura da parede dos
poros (nm)
T0 12,7 4,5
T12 11,9 3,4
T50 10,4 1,95
T88 9,1 0,65
T100 9,1 0,65

Cheng et al. (2003) apresentaram a espessura de parede na ordem de
8,5-9,1 nm denominando a espessura de parede de poros do SBA-16 como
ultra-grossa, quando comparadas a sistemas hexagonais, tal como o SBA-15,
que apresenta valores da ordem de 5,5 nm. Na Tabela 10 pode-se observar
que a parede dos poros possuem uma espessura fina diferentemente dos
resultados apresentados na literatura.

A partir dos estudos realizados nesse trabalho descritos acima, foi
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possivel obter um material poroso, livre do surfactante com potencial para o
carregamento de componentes bioativos e para servir de veiculo para a

entrega de drogas com uma liberagdo sustentada.

5.2 Do ordenamento, morfologia e carga de superficie dos poros.

Para avaliar e estudar as caracteristicas porosimétricas e de superficie
dos materiais obtidos pela metodologia de remog&o do surfactante definida,
foram realizadas também medidas de difracdo de raios X a angulos rasantes.

As analises de difragcado de raios X a angulos rasantes foram conduzidas
com 20 entre 0,2°-4° graus, a fim de detectar o ordenamento do arranjo
periddico dos poros, e suas caracteristica como distancia entre poros e
tamanho da parede dos poros.

A Figura 28 mostra a curva de raios x angulo rasantes com 20 entre 0,2°-
4° graus para amostras preparadas com diferentes teores de TEOS, a saber
0%, 12%, 50%, 88% e 100%. Pode-se observar a presenga de um pico de
difragcéo 20 igual 0,47° correspondente ao plano (110). Essa reflexao indica que
o ordenamento dos poros apresenta uma estrutura cubica de corpo centrado,
de grupo espacial Im3m (GRUDZIEN, 2006b; BALLEM, 2010). A partir da
distancia interplanar obtida pela equagédo de Bragg (8) de 3,42nm pode-se
determinar o parametro de célula unitaria a° de 8,45nm, encontrado pela

equacao (9).
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Figura 28. Curva de difratogramas de raios X a baixo angulo das amostras calcinadas a
350°C por 10 horas.

Observa-se na micrografia de transmissao de alta resolugdo que esses
valores estdo de acordo com os obtidos por MET mostrados na figura 29.
Ademais, os materiais obtidos possuem tamanho de poros bem definidos e
elevada area superficial, sendo essas caracteristicas evidenciadas pelas

analises descritas anteriormente nesse trabalho.

Figura 29. Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo dos silicatos de

mesoporosos em uma escala de 10 nanémetros.

A Figura 30 representa as andlises de EDS realizada nas amostras pela
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microscopia eletrbnica de transmissdo. Observa-se uma alta concentragéao de
silicio encontrado nas amostras o que confirma a composi¢cao dos silicatos de

mesoporosos sintetizados e estudados.

250

200

Figura 30. Grafico referente a composicdo dos silicatos estudos por microscopia

eletronica de transmisséo.

Nas Figuras 31 (a), (b) e (c) econtram-se as imagens de MEV estudadas
em uma escala de 5000nm. Pode-se observar um tamanho e forma das
particulas de tamanhos variados, sugerindo que n&o ha uniformidade nos
mesoporosos obtidos. De acordo com Figuras 31 (a), (b) e (c) das imagens de
MEV o tamanho das amostras com 0%, 50% e 100% de TEOS foram de
aproximadamente 3000 nm, 2000 nm e 1500 nm, respectivamente. Sugere-se
que a concentragdo de TEOS e silicato influenciam no tamanho dos
mesoporosos, corroborado por Liu et al. 2007.

Figura 31. Imagem de microscopia eletronica de varredura da amostras TO, T50 e T100.

A Figura 32 (a) e (b) mostram as imagens das amostras TO, T88 e na

Figura 32 (c) a amostra T100 em uma escala de 200nm e 100nm,
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respectivamente. Podemos observar que o material apresentou morfologia
homogénea, com a presenga de agregados esféricos. Esses resultados estao
de acordo com as microscopia de varreadura eletronica realizadas por Shah et
al. (2014) e Barros et al. (2015).

Figura 32. Imagem de microscopia eletronica de varredura das amostras TO, T88 e T100.

Os mesoporosos foram analisadas quanto a carga superficial em fungéo
da alteracdo do pH. As amostras foram diluidas em agua deionizada a
concentragdo de 0,001mg/ml e medidas no equipamento Marevan zeta size
Nano.

A Figura 33 mostra a variagao da carga de acordo com o valor de pH. Em
todos os materiais calcinados a 350°C por 10 h, pode-se observar que quanto
maior o pH menor a carga dos mesoporosos nao tendo diferenga significativa

entre as amostras.
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Figura 33. Curvas das cargas de superficies das amostras com 0%, 12%, 50% e 100%
de TEOS calcinadas a 350°C por 10 horas.
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A carga sobre a superficie das nanoparticulas podem desempenhar um
papel importante na sua biodistribuicdo (HUANG, 2011). Neste trabalho, como
discutido, as amostras apresentaram cargas de superficie negativas em um pH
acima de 2,5. Esses materiais podem sofrer modificagdes quimicas que
alteram sua carga de superficie para uma carga positiva 0 que aumenta a
endocitose dos mesoporosos impregnados (VALLET- REGI, 2007b). Dessa
maneira, € possivel uma maior interacdo dos silicatos de mesoporosos com
células cancerigenas devido suas caracteristicas anidnicas desses tipos de
células (ZHAO, 2010).

5.3 Estudo da impregnacgao

Esse estudo visou confirmar a presengca de indol 13C nas matrizes
mesoporosas, as amostras foram avaliadas de forma qualitativa a partir dos
resultados obtidos de infravermelho e EPR

Na Figura 34 (a), encontra-se o espectro na regido infravermelho do I3C
registrados em 400cm-1 a 4500cm-1, medidas no modo absorgdo com auxilio
de pastilhas de KBr. Podemos observar na Figura 34, as bandas de absorgéo
que séo relativas aos grupos funcionais do I3C presentes na regido 3390 cm™,
3050 cm™, 2370 cm™, 1600 cm™', 1580-1486 cm-1, 1300-1200 cm™, 920 cm™ e
720 cm™, as absorgdes estdo atribuidas na Figura 34 (b) (BILLES et al., 2009).
A banda de absorcdo na regido de 3390 cm™, relaciona-se ao grupo de ligacdo
N-H associado em aminas secundarias e as vibracdo de 3050 cm™ & relativa a
deformagédo das ligagbes C-H dos anéis aromaticos e serdo usadas para

identificar o I3C nas amostras impregnadas.
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Figura 34. curva de espectrometria de infravermelho do fitoquimico indol-3-carbinol (a). Bandas

de absorcao dos espectro de infravermelho (b). Estrutura quimica do indole-3-carbinol (c).

A partir de amostras com diferentes teores de TEOS impregnados com
I3C, segundo método de impregnacéo descrito na metodologia, mediram-se a
absorbancia na regido de infravermelho registrados em 400cm-1 a 4500cm-1,
foram nas mesma condi¢cdes descritas acima.

A Figura 35 representam os espectros de infravermelho das amostras
com 0, 12 e 50% de TEOS sem impregnar (a), (b) e (c) e impregnadas (d), (e) e
(f), respectivamente. Verifica-se a presenga de uma banda de absor¢gao, menos
intensa, referente ao 1I3C nas amostras TO e T12. Essa vibragdo na regiao de
infravermelho registrado em torno de 2950 cm-1, na Figura 35 (d), (e) e (f)
atribuida aos anéis aromaticos C-H do 13C.
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Figura 35. curva de espectrometria de infravermelho da amostra T0350°C pura em comparacgao

com a amostra TOag45h impregnada com indol-3-carbinol.

Ja os espectros de infravermelho na Figura 35 (f) da amostra T50, revela

uma banda de absor¢cdo adicional referente a deformacdo angular de N-H,

centrado na regido de absorcdo 2360 cm™.
A Figura 36 apresenta trés bandas de absorgdo que sao caracteristicas

do fitoquimico I3C. Nota-se a presenga dos anéis aromaticos da ligagao C=C

centrado em 1600cm-1 e as deformagdes angulares de N-H e C-O em torno de

1444 cm™ e 1368 cm™, respectivamente.
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Figura 36. curva de espectrometria de infravermelho da amostra T88 pura em comparagao com

a amostra T88 impregnada com indol-3-carbinol.

Na Figura 37 observa-se as bandas de absor¢do do I3C na amostra T100
na regido do espectro de infravermelho registrados em 1600cm-1, 1444 cm™ e
744 cm™, que sdo atribuidas aos anéis aromaticos da ligagdo C=C e as

deformagdes angulares de N-H e CH,, respectivamente.
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Figura 37. Curva de espectrometria de infravermelho da amostra T100 pura em comparagéo

com a amostra T100 impregnada com indol-3-carbinol.

Os espectros das amostras apresentadas acima revelaram bandas de
absor¢cao com menor frequéncia e/ou intensidade. No entanto, é importante a
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realizacao de diferentes técnicas para confirmar a presengca de compostos
incorporados nas matrizes mesoporosas (GOBIN, 2006). Dessa forma,
medidas de ressonancia paramagnética eletrobnica foram realizadas para
verificar as interagdes e eficiéncia de impregnacédo dos materiais estudados.

As medidas de EPR das amostras calcinadas a 350°C por 10h e
impregnadas em forma de pd, foram feitas utilizando uma poténcia de
microondas de 50 mW com uma frequéncia de 9,5 GHz. Os espectros de EPR
das amostras estudadas estdo representados na Figura 38 e foram registradas
em um intervalo de campo magnético de -500 até 6500 Gauss.
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Figura 38. Espectros de ressonancia paramagnética eletronica das amostras T0O, T12, T88 e
T100 calcinadas a 350°C por 10 horas e calcinadas e impregnadas com 13C sob agitagao por
45 horas.

Na Figura 38 (a) mostra o espectro de EPR do material TO em
comparagao com a amostra impregnada TO impregnada. Pode-se observar que
amostra TO impregnada apresenta um ponto de defeito de baixa intensidade
centrada no campo magnético entre 2200 G e 3500 G. Os espectros de EPR

das amostras, T12, confrontada com a amostra, T12 impregnada, estédo
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mostrados na Figura 38 (b). Nota-se no mesoporoso puro e calcinado, o ponto
de defeito com intensidades semelhantes a amostra T12 impregnada, porém
com deslocamento de Gauss de 1600 G a 2700G para 3600G.

Na Figura 38 (c) e (d) apresenta os espectros de EPR das amostras T88 e
T100 sem I3C calcinadas a 350°C em comparagao com os materiais T88 e
T100 impregnados, respectivamente. Observa-se que a posigao das linhas dos
espectros de T88 e T100 foram parecidos e estdo centrados entre 2000G e
3500G. Porém, com intensidades dos pontos de defeitos diferentes, sendo que
a amostra com 100% de TEOS revelou um pico do ponto de defeito mais
intenso. Verifica-se que as amostras impregnadas causaram uma supressao
dos pontos de defeitos das amostras em impregnagao.

Assim, como discutido e observado no estudo da impregnacéo, as
medidas de espectrometria de infravermelho e ressonancia paramagnética
eletrbnica sugerem a adsorg&o do I3C no interior dos silicatos de mesoporoso
ou algum tipo de interagdo entre os grupos silandis da superficie da silica e os
grupos funcionais da molécula de I3C.

A partir dos resultados encontrados, a fim de estimar a quantidade de 13C
impregnado nas amostras foi efetuada pelo método de analise indireta. O
sobrenadante foi coletado e analisado por UV-Vis com objetivo de quantificar o
quanto sobrou do I3C ndo impregnado. Para calcular a concentragdo foram
utilizados os valores de absorbancia e a curva de calibragcdo para o I13C, que
serdo apresentados a seguir no estudo de liberacdo. As formulas utilizadas
para estimar a impregnacao estao apresentadas na Equagéao (11).

Na Tabela 11 encontra-se os resultados valores estimados para a
concentracdo do sobrenadante, do I3C impregnado e o percentual de
impregnacgao das amostras. Pode-se observar que as amostras T100, T88 e TO
apresentaram valores percentuais similares em torno de 24%, 30% e 26%, e
maiores do que as amostras T50 e T12 com 17% e 10% de impregnagéo,
respectivamente. De acordo com estes resultados, ndo foi possivel
correlacionar a quantidade impregnada com a porosidade dos mesoporosos
estudados.
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Tabela 11. Estimativa da massa total de indol-3-carbinol contida no mesoporoso.

Amostra Concentragao do Concentracao de 13C nas % impregnado
sobrenadante (mg) amostras (mg)
T100 7,5 2,5 24%
T88 6,9 3,1 30%
T50 8,3 1,7 17%
T12 8,9 1,1 10%
TO 7.4 2,6 26%

5.4. Ensaio de liberagcao

Os ensaios de liberacdo do fitoquimico a partir das silicas elaboradas
foram realizadas ap6s a medida da curva de calibracao do I3C. Obteve-se a
curva de calibracdo partindo de diluigdes de uma solugdo estoque de
concentragédo 0,002 mg/L em etanol, apresentada na Figura 39. O coeficiente
angular expresso na curva de calibragao foi de 52,62 e o coeficiente linear foi
de 0, 0067. O coeficiente de correlagdo (r2 ) apresentou valor de 0,9884.

Levando a construgao da relagao abaixo:

CONCENTRACAO (mg/ml) = 0,0067 + Absorbancia / 52,62

. - y =52,62x - 0,0067
Curva de calibragao R2 = 0,98838

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025
Concentragao

Figura 39 - Mostra a curva de calibracdo obtida a partir de diluigdes seriadas da solucéo

estoque de I13C em concentragao conhecida de 0,001 mg/ ml.

Apos a curva de calibragdo foram realizados os calculos descritos na
metodologia para encontrar os percentuais de liberagdo das amostras. Os
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materiais obtidos TO, T12, T50, T88 e T100 foram medidos na regidao de
absorbancia a 279,5 nm pelo espectrofotbmetro UV-Vis, em intervalos de
tempo de 15 minutos por 45 horas.

A Figura 40 mostra o perfil de liberagdo das amostras impregnadas com
I3C. Pode-se observar na Figura 40 que as amostras T0, T12, T50, T88 e T100
atingiram sua liberagdo maxima de 4%, 5,5%, 6%, 4,5% e 5% no periodo de
2, 5, 8, 13 e 24 horas, respectivamente. O comportamento apresentado pelas
amostras TO e T12 pode ser atribuido a liberagdo as moléculas de I13C
adsorvidas na superficie externa das particulas do material mesoporoso, dessa
forma n&o sendo incorporado totalmente nos poros, ocasionando o fenébmeno
conhecido como burst release (liberagcado repentina ou abrupta) (SALONEN,
2005).

De acordo com alguns estudos a primeira fase de liberagdo corresponde
a liberagcado das moléculas dispostas na superficie externa das nanoparticulas,
enquanto que a segunda fase de liberagao corresponde a liberagdo sustentada
das moléculas que adentraram aos poros (POPOVICI et. al., 2011). Verifica-se
que o tempo de liberagdo esta diretamente ligada as caracteristicas da
estrutura porosa obtidas no materiais estudados apresentados anteriormente

na Tabela 9.
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Figura 40. Ensaios de liberagdo de amostras impregnadas com diferentes porosidades.
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As amostras T50, T88 e T100 podem ser relacionadas com uma maior
facilidade de difusdo do I3C, alguns trabalhos descrevem a liberagdo de
compositos ativos por matrizes do tipo SBA-15 (KRUK et al., 2000), presentes
nas paredes da silica na forma de canais interconectados entre si criando
caminhos mais longos para a difusdo do 13C (DOADRIO, 2004; MATOS et al.,
2001).

Em outra diregcdo, pode-se observar que a elevada area superficial das
amostras T88 e T100 tiveram aumento exponencial da liberagdo do I13C que
difere das amostras TO e T12, o que corrobora com Vallet et al. (2008), que
comparou a liberagcédo sustentada de alendronato a partir mesoporosos do tipo
MCM-41 e SBA-15. O MCM-41 apresentou uma area de superficie maior do
que o tipo SBA-15 com uma liberagao controlada mais eficiente.

Os perfis de liberacdo obtidos para as amostras avaliadas nao foram
semelhantes, diferengas podem ser atribuidas a area superficial da silica do
tipo SBA-16. Nota-se na Figura 40 que quanto maior a porosidade, maior a
sustentacdo em horas do I3C liberado pelas matrizes mesoporosas. Deste
modo, a impregnacéo do I13C em silica do tipo SBA-16 originou um sistema de
liberacdo modificada. Este sistema de difusdo modificada para essa formulacao
I3C/mesoporoso, além de possibilitar a reducdo dos efeitos colaterais no
tratamento do cancer pode fornecer maior protecdo a molécula incorporada
(SLOWING, 2006; LIONG, 2008; RIEHEMANN, 2009; HUANG, 2010).
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que foi possivel obter silicas
mesoporosas com uma estrutura de diferentes porosidades. A estratégia
adotada para a sintese dos materiais com variadas areas de superficie e
didametro dos poros foi influenciada pelos teores de 0%,12%, 50%, 88% e 100%
de TEOS e silicato de soédio. A porosidade pode ser obtida apds a
desobstrucdo dos poros pela remogao do surfactante, através dos tratamento
térmicos empregados a saber, 550°C e 450°C e 350°C. A temperatura que
apresentou maior vantagem em relacdo a remocdo do surfactante e a
porosidade foi a calcinacdo a 350°C por 10 horas. Além disso, a superficie
especifica de BET (SBET) e o volume total de poros por unidade de massa da
amostra diminuiram com tratamentos térmicos com temperaturas superior a
450°C.

A variacdo da porosidade dos mesoporosos foi obtida com diferentes
teores de TEOS e silicato de sodio, os quais mostraram ser eficazes na
obtencdo de diferentes areas de superficie e didmetro dos poros.
Posteriormente, através do método de impregnagao por ultrassom e agitagcao
magneética, observou-se a incorporagdo do indol-3-carbinol nas amostras
confirmado pela presengca de bandas de absor¢cdo e diminuigdo de pontes
defeito, pelos métodos de espectrometria de infravermelho e ressonancia
paramagnética eletronica, respectivamente.

Ademais, as diferentes porosidades puderam ser correlacionadas com a
liberagdo do ativo indol-3-carbinol. Verificou-se com o aumento dos teores
TEOS na sintese do mesoporoso, uma area de superficie maior, com um
tempo de liberagdo do bioativo I3C por periodo prolongado de 24 horas. No
entanto, sdo necessarios estudos futuros com funcionalizacdo das silicas
mesoporosos para aumentar o carregamento do 13C nas matrizes estudadas, e
melhor compreensao e/ou otimizacao da liberagao controlada.

Pode-se concluir que os mesoporosos de corpo centrado cubico estudados,
mostraram-se promissores para avangos dos tratamentos para o cancer entre
outras patologias. Este material é capaz de induzir um dose reposta na faixa
terapéutica de drogas e superar as barreiras do organismo e diminuir os efeitos

colaterais.
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7. Perspectivas futuras

A fim de dar continuidade ao presente trabalho com objetivo de aprimorar o
métodos de impregnacado e sistemas liberacdo modificados pretende-se

realizar as seguintes técnicas de analises e procedimentos:

-Analise de CHN para quantificar diretamente o carregamento do indol-3-

carbinol nas matrizes impregnadas;

-Funcionalizagdo do mesoporoso a fim de aumentar o carregamento do indol-3-

carbinol nas matrizes;

-Analise de microscopia confocal para avaliar as interagdes dos mesoporosos

puro e impregnado em células cancerigenas;

-Incoporagdo de outros fitoquimico e/ou nutrientes, tais com vitaminas,

mineirais e fitoterapicos nas matrizes mesoporosas;



8. ANEXO 1

Revisdo bibliografica da sintese do SBA-16.
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Autor Ano | Tipo Lavagem Calcinagao Area e poro
Jian Liu 2007 | SBA-16 | 200 mL of etanole | Sem calcinagéo 517-624 m°/g
1.5 g of HCI (37
wt%) por 24 h 10-16nm
Gracielle 2012 | SBA-16 | Sem lavagem 550-C sob fluxo de 550 m°/g
Ferreira nitrogénio por 5 horas
Andrade
Tae-Wan 2012 | SBA-16 | Lavagem com Calcinado a 550°C
Kim etanol e seco a
100°C
Jeann Diniz | 2010 | SBA-16 | 1,6150g do 323 mL | 350°C com uma taxa de | 775 m°/g
Ferreira de etanol e 6,46 mL | aquecimento de 3°C/
Lima de acido cloridrico minuto e sob fluxo de ar | 7,81nm
de 70C e agitado - | durante 4 horas.
24h
Jeann Diniz | 2010 [ SBA-16 | Sem lavagem 550°C com uma taxa de | 620 m“/g
Ferreira aquecimento de
Lima 3°C/minuto e sob fluxo 6,56 nm
de ar durante 4 horas
Monica 2005 | SBA-16 | Sem lavagem 500°C por 3 horas 908 m*“/g
Mesa
6 nm
Wesley J. J. | 2006 | SBA-16 | 3 lavagens com 25g | 550°C por 6 horas com | 989 m“/g
Stevens de H,O um taxa de
aquecimento de 7 nm
1°C/minuto
Tae-Wan 2004 | SBA-16 | Sem lavagem 500°C por 4 horas 819 m?/g
Kim

6,7 nm
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