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RESUMO

A forma mais comum, e também uma das mais convenientes, de administracdo de farmacos é
via oral. Porém, nem todo farmaco pode ser administrado dessa forma, ja que podem
apresentar baixa solubilidade ou até mesmo sofrer degradacdo, como as enzimas e peptideos;
existem ainda alguns farmacos que causam efeitos colaterais muito intensos, como 0s
anticancer. Buscando desenvolver métodos de liberagdo controlada que pudessem proteger o
farmaco de possiveis degradacoes, e que ainda fizessem sua liberacdo de forma controlada,
pesquisadores desenvolveram sistemas de liberagcdo controlada (SLC) que, por definicdo, séo
sistemas nos quais o agente ativo € liberado independentemente de fatores externos e com
uma cinética bem estabelecida. No método convencional de administracdo sdo necessarias
diversas doses espacadas ao longo do dia, ocorrendo momentos com alta e baixa concentracao
do farmaco. Nos sistemas de liberacdo controlada esta concentracdo permanece guase
constante por um longo periodo, diminuindo a quantidade de doses necessarias para O
tratamento e evitando situagOes de baixas e altas dosagens. Com isso, sd0 minimizados 0s
efeitos adversos, além de proporcionar um melhor aproveitamento da substancia pelo
organismo com a possibilidade ainda da liberacdo ser localizada. Existem varios materiais que
podem ser utilizados como SLC; dentre eles, destacam-se 0s nanomateriais mesoporosos que
possuem: grande area superficial e volume de poros; diametro de poros, tamanho e forma de
particulas controlaveis; estabilidade quimica e biocompatibilidade. O tamanho e organizacdo
dos poros podem ser controlados através de direcionadores de estrutura diversos. A emodina é
uma antraquinona encontrada em varias plantas e apresenta varias atividades biolégicas como
vasorrelaxamento, imunossupressao, hepatoprotecdo e anti-tumorais. Além disso, &
largamente utilizada como laxativo. Apesar da ampla gama de atividades, a emodina
apresenta baixa solubilidade, o que prejudica sua biodisponibilidade por via oral. A silica
SBA-16 produzida neste trabalho possui 526 m2g™* de area superficial e poros com 5 nm de
diametro, a matriz foi capaz de incorporar 2,83 mg g™ de emodina e liberou cerca de 27% do
farmaco impregnado.Foram também realizadas caracterizac6es por espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS); espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR);
microscopia eletrénica de varredura (MEV), e adsorcao-dessorcéo de N?a 77 K utilizando a
técnica de BET.
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ABSTRACT

The most common, and also convenient, way of drug administration is oral. However, not all
drugs can be administered orally because some present low solubility or even suffer
degradation, as do the enzymes and peptides; some drugs can even cause intense side effects,
like the anticancer drugs. Controlled release drug delivery systems are a method that could
protect the drug from possible degradation, and that could release the drug in a controlled
way, researchers developed controlled release systems drug delivery systems (DDS) which,
by definition, are systems in which the active agent is liberated regardless of external factors
and with well established kinetics. In the conventional way of drug administration, various
doses are necessary throughout the day, which lead to moments of high drug concentration in
the organism as moments with low concentration. With DDS, the drug concentration remains
almost constant for long periods, reducing the number of necessary doses for the treatment
and avoiding situations of low and high dosages. Doing that, the systems of controlled release
minimize the adverse effects and provide a better use of the substance by the organism with
the possibility to do localized releases. There are several materials that can be used as DDS
and, among them, the mesoporous nanomaterials stand out as they have: large surface areas
and pore volume; the diameter of pores, size and shape of the controlled particles; chemical
stability and biocompatibility. The size and organization of pores can be controlled through
diverse structural templates. Emodin is an anthraquinone found in various plants and has
several biological activities like vasorelaxation, immunosuppression, hepatoprotection and
anti-tumoral. In addition, this compound is largely used as a laxative. Despite the large
spectrum of activities, emodin presents low solubility which hampers its oral bioavailability.
The synthesized SBA-16 silica has 526 m2g™ of surface area and 5,0 nm of pore size, the
matrix were cable to incorporate 2,83 mg g™ of emodin and released about 27% of it. It was
also made characterization by small angle X-ray scattering (SAXS); absortion spectroscopy in
infrared region (FTIR); scanning electronic microscopic (SEM) and adsorption-desorption of
N?at 77 K using BET technics.

. ]
Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Comparacao dos perfis de liberagao imediata ou convencional (-) e libera¢do controlada (-
- =) de Um fArmaco NO OFZANISIMO. ...cccuuieiieeeiieecteeeeeerteeeteeesteeesateesbeeesateestaeeseeesnseesseeesssessnseeesnseeans 15
Figura 2 — Representacdo da liberagao de farmaco por difusdo em um (a) sistema monolitico e (b)

I a=] 0 F W T =T oV 1o o (o RO PRSPPSO 17
Figura 3 — Representacdo de um sistema de liberagdo controlada por osmose (SADAHIRA, 2007). ... 18

Figura 4 — Sistema de liberagao controlada por desintegracao da matriz.........cccceeeecvveeeecieeeeecieeeeenns 18
Figura 5 — Comparacao de distribuicao de didmetros de poros dos materiais micro, meso e

(0 F=Tol foT o ToT 0 o 3PP PPPPPPR 19
Figura 6 — Representacdo das estruturas dos materiais do tipo MCM. (a) MCM-41; (b) MCM-48;
Y@1Y 0 SRS 20

Figura 7 - llustra¢Oes de agregados micelares: (A) esférica, (B) cilindrica, (C) planar, (D) reversa, (E)
fase bicontinua (ou clbica), (F) lIPOSSOMAS. ......uiiiiiiiieeieiee ettt evae e e e eabae e e e nres 22
Figura 8 — Comparacdo entre os sistemas de cristal liquido moldante (a) e mecanismo cooperativo de
cristal liquido MOIAANTE (D). .oevee ettt e e et e e st e e aae e eaae e sareeans 22
Figura 9 — Representacdo das interagdes entre surfactantes e precursor inorganico. As interagdes
eletrostdticas estdo representadas em a-d; as interagGes por ligacdo de hidrogénio em e-f; onde (S)
surfactante; (1) precursor inorganico; (X) contra-ions. Os simbolos (" ° ") representam os carateres

cationico, neutro e anidnico, reSPECLIVAMENTE. .......cccciiiiiiciiee e e e e e e e eareee s 24
Figura 10 — Representagdes das estruturas presentes Na SiliCa......c.ccvveeiecieeeiiciiie e 25
Figura 11 — Comparagdo entre os sistemas (a) hexagonal e (b) cUbico......c.ccccvvvevceieiiiecciieeciee e, 26
Figura 12 - Representacdo esquematica da sintese de SBA-16. ........cccceeeeciieeeecieeeeccieee et 27
Figura 13 - Estrutura quimica da @mMOdiNg .......c.eevieiriiiiiniieiiie ettt ettt sabee s 29

Figura 14 - Isotermas de adsor¢ao-dessor¢do de N, a 77K da amostra de silica mesoporosa SBA-16.
Distribuicdo de tamanho de poros inserida N0 grafico. .......ccceeecuiiiiicciiii e 39
Figura 15 — Espectro vibracional de absorgao na regido do Infravermelho por transformada de
Fourier. Em destaque temos as bandas referentes a ligagdes C-H, indicando a remogao do

LU - [o1 7= 1 TSRS 41
Figura 16 - DRX da amostra de SiliCa SBA-16........cceeriuiierieeriiieeiieeeieeenreesieesiteesreessireesireesbeeesaseesanes 42
Figura 17 - Micrografias da silica SBA-16. Nos detalhes algumas particulas com formato hexagonais.

............................................................................................................................................................... 43
Figura 18 — Cromatografia liquida de uma solugao padrdo de emodina. ......cccccevceieniieniieennieenieennne. 44
Figura 19 - Curva de Calibragcao utilizando metanol como solvente........cccccoevveeriiiiniiinieninieenieenee 48
Figura 20 - Liberagdo de emodina impregnada em silica mesoporosa SBA-16 .........cccccceeeveeeeeciveeeens 50

. ]
Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Gradiente de eluigdo das fases mdveis: agua com 1% de acido acético (A) e acetonitrila

(oo o T b 7o [ Yol o Lo = Yot <y oo N (= ) RS 38
Tabela 2 - Valores obtidos através das analises de adsorgao de Ny .....coccveieeciieeeccciee e 40
Tabela 3 -- Dados de desvio padrdo e precisdo da curva analitica. .......ccccceeeeecieeiecciee e 45
Tabela 4 - Dados de Precisao € EXatid@0.....ciiiccuiiiiiiiiiei ittt ee e s e e 46

Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

LISTADE ABREVIAC}@ES

BET - Brunauer-Emmett-Teller

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CD - Concentracdo Determinada

CT — Concentracdo Tedrica

CTAB — Brometo de Cetiltrimetilamonio

DAD - Detector de Arranjo de Diodo

Dp - Diametro de poros

DP — Desvio Padréo

DPR — Desvio Padréo Relativo

DRX - Difracdo de raios X

E — Exatiddo

FTIR — Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
LD — Limite de Deteccao

LQ — Limite de Quantificacdo

LSS — Lauril Sulfato de Sédio

M41S - Mobil 41: Synthesis

MCM - Mobil Composition of Matter

TEQOS - Tetraetilortossilicato

. ]
Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

TGA — Analise Termogravimétrica

MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura
SBA - Santa Barbara Amorphous

S-BET — Area especifica

SLC - Sistema de Liberacdo Controlada

Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

INDICE
{1 oY [¥Tot- o PSPPSR 13
P SV T Lo I 211 o] [T} < = i ot 1SRRI 15
2.1 Sistemas de Liberagao Controlada de FArMaCOoS.......cccceecviiieiiiieeeiiieee e ceiiee e cieee e svee e s svee e 15
2.2 Mecanismos de Liberagao Controlada......cccecveiiiicieieiiiiee ettt sveee e esee e e e e e e s e 16
2.3 MAEFIZES PAra SLES ..oviiiiiiiiiiitie ettt 18
A Y =Y (=T AT TEN Y/ T=E0] oo 0 1] o1 19
2.5 Sintese de Materiais IMESOPOI0OSOS. ..uiiiiuiieeiiiieeeeeireeeeetteeeeetteeesetreeeesbteeeesbaeeeessbeeesennreeesenssees 21
2.6 Interagdes entre direcionadores de estrutura e precursor inOrganico. ........cccceeeecveeeeeecveeeeennnee 23
D A [Tor= Y/ [T oY o To T o 1-Y- [ USRS 24
DY [Tor= Y 27 X TSP PR 26
2.9 EMIOAING. c ettt ettt b et s h ettt et e e bt e sh e e s he e s be e bt e be e beenbeesheeeateeneen 28
30 o] 1=] 4 Y7o L3RR 30
I 0] oY1 8 A e N =] -1 U URP 30
R I 0] o (=18 Ao 1 XY o 1= § T ole LSRR 30
e Y N o oY= T 0 [T 1 - | FS PRSPPI 31
4.1 MateriaisS € REAGENTES ..cueeiiiieiiii ettt ettt e e et ee e e e e s s s s tb e e e e e s e sesasbtbaeeeeeesessnsnsneaes 31
L I AV = =T = O PSP PP OPRT PP 31
4.1 2 REAGENEES i, 31
B.2 IMBEOUOS ..ottt ettt ettt s bttt ettt e b e e h e b e st st s bt bt e bt e s b e e sreesaeeeaneeneens 33
4.2.1 Método de Sintese de Silica MesSoporosa SBA-16.........cccceeeieiieieeeiieeeciiee e eeeee e ssveee e 33
4.2.2 Validagdo da metodologia analitiCa ........ccceeeieiieeiiciiie e 33
4.2.3 Método de impregnacdo de emodina em SiliCa........ccccoeciiiiiiciie e 34
4.2.4 Determinacdo da solubilidade de emodina no meio de liberagdo .......ccccceeeeevieeeecieeecennnee. 34
4.2.5 Quantificacdo da emodina na silica MEeSOPOroSsa.......ccceecueiieiiciieeeeeiiee et 35
4.2.6 Liberagdo do fArmaco iN VILIO ......cocciiei et 35
/e N =Yl a1 or I ol or- =Tt ] 4 L= Lo JR PRSPPSO 36
4.3.1 Isotermas de adsor¢do — dessorcdo de Nitrogénio @ 77 K....ocvveeeeciieeecciiee e 36

4.3.2 Espectroscopia Vibracional de Absor¢do na Regido do Infravermelho por Transformada de

FOUIIBE (FTIR) e itieee ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e bt e e e eebaeeeeebaeeaeessaeeeessaeeaassssasassaeasassaeasanssneananes 36
4.3.3 Difratometria de RAIOS X (DRX) vuveiiivueiiiiiiiieiiiieieceereee e eeieee e eetee e e eetee e e eereeeeeeateeeesnsbeeeeennrens 36
4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........coouieiiieeiiee et eciee et esvreesveeeevee s 37
4.3.5 Analise Termogravimetrica ( TGA) ...ueeeceeeeiie et ectee et etee e te e s eve e e sreesraeesabeesbeeesaneeens 37

Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

4.3.6 Cromatografia Liquida de Alta Efici@ncia (CLAE) ........ceiiecieeeeeeee ettt e 37

5 RESUItAOS € DISCUSSE0 .uveeuieiriiiiiieieestiesite sttt ettt et e sttt st et e st e sbeesaee st e eabeebeeseesmeesneeenreenseens 39
oI Y {[or= 1Y, [T oY o ToT o 1Y- [ USSP 39
5.1.1 Isotermas de adsorgdo — dessor¢do de Nitrog€nio @ 77 K....ccuveeveecieeeinciiee i scieee e 39

5.1.2 Espectroscopia Vibracional de Absor¢cao na Regido do Infravermelho por Transformada de

FOUTIEI (FTIR). uttreeeieeeeieeeiteee et e ettt e e e e eeettbe e e e e e ees e babaeereeeeeeasasabeaeeeeeeesasnsaseeeseeeeesnsnsareneeeseennn 40
5.1.3 Espalhamento de Raios-X & BaiXo ANGUIO (SAXS).....cveueuieirieeeeeieeeeeeieseeresseseeeeesesssessesessnenas 42
5.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)......o.cuiiiieeceieciiecee et ee e 43

5.2 Validagdo da metodologia @analitiCa ......cccueeeeeiiieiiiiiee et 44
5.2.0 SelEtiIVIAAE ...t e bbb esbe e e s b e sanes 44
5.2.2 LINEAMITATE ... ettt sttt b e s bt st sttt e b e b e b e e sbe e saeeeareereens 44
5.2.3 PrecisS@0 € EXAtiO@0 ..eeoueeiuieiiiiiieieeeeee ettt sttt ettt re e 45
5.2.4 Limites de Deteccdo € QUaNntifiCaga0 ........eeeeciiiieeiiiie et e 47

5.3 Silica Mesoporosa impregnada com EMOdiNg .......c.eeiiieiiiiiiiiiie et 48
5.3.1 Impregnacgao e quantificagdo de Emodina na silica. .....ccceevvvieeiiiiiieiccec e, 48
5.3.2 Solubilidade da emodina no meio de [Iberagdo........cccecuveieiiciiiiiciie e 49
5.3.3 Taxa de Liberagdo da EMOdiNg.........ueieeiiiiiieiiiiee ettt ettt e e e arae e e nae e e e 49

B CONCIUSDES. ...ttt ettt ettt ettt b e s a e et e bt et e e bt e sb e e s ae e eae e e abe e beeebeesabesabeeabeebeebeenbeesneeenbeenteens 51
7 REFEIBNCIAS ...ttt ettt e bt e s bt e s at e e a b e et e e be e eb e e eat e eab e et e e be e bt e ebeesaeeeateeteen 52

. ]
Disserta¢do de Mestrado - Jessé Marques daSilva



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

1 Introdugéo

Atualmente os métodos de administragdo de farmacos sdo em geral por via oral,
topica, transmucosal (bucal, sublingual, nasal, vaginal, ocular e retal) e por inalacdo. Porém,
alguns farmacos, como enzimas, peptideos, vacinas entre outros, ndo podem ser administrados
por essas rotas por possivel acdo enziméatica ou baixa absorcdo pelo sistema circulatorio
devido as dimensdes ou propriedades fisico-quimicas do farmaco (AMERICAN ACADEMY
OF PEDIATRICS, 1997). Ha também farmacos que causam efeitos colaterais em
concentragOes terapéuticas, a exemplo podemos citar os farmacos anti-cancer, que causam
nauseas, fraqueza, dores de cabeca, entre outras adversidades que dificultam a continuidade
do tratamento.

Visando maneiras de evitar esses problemas, desenvolveu-se novos métodos de
liberacdo de farmacos que pudessem proteger o fArmaco de possiveis degradagdes e que ainda
fizessem a liberagcdo de forma constante e controlada, denominados Sistemas de Liberagéo
Controlada (SLC). Por definicdo, sdo sistemas nos quais o agente ativo é liberado com uma
cinética bem estabelecida (BAKER, 1987). Os SLC se baseiam em uma matriz capaz de
incorporar certa quantidade de farmaco e libera-lo de forma controlada.

Materiais mesoporosos possuem poros com tamanho entre 2 e 50 nm e apresentam
estrutura organizada, grande area superficial e distribui¢do de tamanho de poros regular, o que
confere a estes materiais caracteristicas apropriadas a diversas aplicacdes, incluindo sistema
de liberacdo controlada de farmacos. A silica mesoporosa € uma boa opgao para este tipo de
sistema ja que apresenta biocompatibilidade, possibilidade de preencher os poros com um
farmaco, para posterior liberacédo e possibilidade de fazer modificacdes quimicas na superficie
de suas paredes (SLOWING et al., 2008).

A emodina é uma antraquinona com ampla distribuicdo na natureza, em plantas como
rubarbo e babosa e também alguns fungos. Este composto apresenta atividades anti-
carcinogénica, vasorelaxante, hepatoprotetiva, entre outras (SRINIVAS et al., 2007; PAN,
WANG, J. e HUANG, N. 2007). Apesar das atividades bioldgicas apresentadas, a emodina
possui baixa solubilidade em &gua e pode causar efeitos colaterais adversos, como laxativo,
motivo pelo qual é largamente utilizado na medicina popular.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um SLC utilizando silica mesoporosa como

matriz carreadora. O farmaco utilizado para esse estudo foi a emodina, substancia abundante

. ______________ ____________ ____________ ______________________________________]
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no reino vegetal que apresenta importantes atividades bioldgicas.

. ______________ ____________ ____________ ______________________________________]
Dissertacdo de Mestrado - Jessé Marques daSilva 14



Sintese E Caracterizag¢io De Silica Mesoporosa e Estudo De Liberag¢do Controlada De Emodina Como
Substancia Bioativa.

2 Reviséo Bibliogréafica

2.1 Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos

Nos métodos convencionais de liberacdo de farmacos (comprimidos, capsulas,
injecdes) o organismo recebe uma dose elevada do principio ativo devido a liberacdo
imediata, conforme ocorre o metabolismo o nivel desse farmaco decresce devido a eliminagéo
pelo organismo ou transformacdo quimica do mesmo nos processos metabolicos. Passado
algum tempo ap6s a administracdo, a concentracdo desse farmaco no organismo ja ndo é a
mesma e ndo apresentara atividade terapéutica, sendo necessario administrar outra dose, o que
provoca a brusca elevacao da concentracdo, a um nivel agora maior que o da primeira dose, ja
que ainda restava um pouco do farmaco no organismo. Esse tipo de administracdo de
farmacos provoca grande oscilacdo na concentracdo do principio ativo, podendo alternar entre
doses ndo eficientes e tdxicas. Para contornar essa situacdo pode-se criar um dispositivo que
armazene o farmaco e depois o libere de forma a manter sua concentragdo constante dentro da
faixa terapéutica independente de fatores externos (DASH e CUDWORTH., 1998; LANGER,
1990).

Figura 1 - Comparacgdo dos perfis de liberagdao imediata ou convencional (-) e liberagdao controlada

(- - -) de um farmaco no organismo.

A
Concentragao

de farmaco
no organismo

Nivel Téxico

Nivel Terapéutico

Fonte: adaptado de Dash e Cudworth (1998)

. ______________ ____________ ____________ ______________________________________]
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Os SLCs sdo objetos de pesquisa amplamente investigados, ha diversas publicacdes
cientificas, e isso se justifica quando observamos as vantagens que esse tipo de sistema
oferece a biomedicina, como desenvolver novos tratametos para doencgas utilizando diversos
farmacos, melhorando a eficacia e seguranca, ou até mesmo permitindo o uso de farmacos
que ndo sdo viaveis. Esses sistemas podem também melhorar a biodisponibilidade, diminuir a
dose e 0 nimero de administragdes necessarias ao paciente, reduzindo problemas relacionados
a super/sub-dosagens, tornando o tratamento mais efetivo e menos agressivo ao paciente
(LANGER, 1990; ZHANG et al, 2013).

Apesar das diversas vantagens, ha alguns problemas que devem receber a devida
atencdo quando se trata de SLC. Dependendo da natureza fisico-quimica da matriz usada
como carreador pode haver uma demora no inicio da liberacdo do farmaco, por exemplo, se a
matriz for do tipo reservatério, para ocorrer a liberacdo do farmaco é necessario ocorrer a
dissolucdo das paredes da matriz, o que leva certo tempo até o farmaco entrar de fato na
corrente sanguinea. Outro problema é a dificuldade de interrupcdo da administracdo, caso o
paciente apresente algum sintoma de intolerancia ao farmaco, além de ser mais dificil fazer
uma adaptacdo posoldgica para cada individuo. Em relacdo a viabilidade econdmica do
tratamento, o uso de SLCs torna o custo da dose maior caso comparado a administracdo
convencional, mas a longo prazo considerando diversas doses, o tratamento fica mais viavel,
ja que o nimero de doses utilizando os SLCs € bem menor (LYRA et al., 2007).

Um SLC ¢ baseado em uma matriz particulada que serve como transportador do
farmaco, sendo que este pode estar retido ou disperso na matriz, que tanto pode ser uma
nanoparticula como uma nanocapsula, sendo entdo divididos em sistemas reservatorio
(sistema com o farmaco encapsulado) e monolitico (0 farmaco esta disperso na matriz)
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.2 Mecanismos de Liberac@o Controlada

Ha trés mecanismos distintos para realizar a liberagdo controlada do farmaco: difuséo,
ativacdo do solvente e reacdo quimica. No mecanismo de difusdo a matriz pode ser tanto do
tipo reservatério como monolitico. Nas matrizes monoliticas, o farmaco € liberado através dos

poros que a matriz apresenta, sendo que a taxa de liberacdo depende fortemente do tipo de
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matriz utilizado. Nos sistemas de resevatorio o farmaco atravessa a parede polimérica da
matriz, portanto a natureza quimica da parede, assim como sua expessura também
influenciam a taxa de liberagdo, Figura 2 (GUTOWSKA et al., 1997).

Figura 2 — Representac¢ao da liberagdo de farmaco por difusdo em um (a) sistema monolitico e (b)

sistema reservatorio

a . a
" @P® &

b) e
7 N /
\A\ ,//' 4y
Membrana  m—m
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Fonte: adaptado de Sadahira (2007)

Nos sistemas por ativacdo do solvente a liberagdo pode ocorrer por dois mecanismos:
osmose ou absorcao de agua. Nos sistemas de liberacdo controlada por osmose, a matriz deve
ser um reservatorio, ou seja, uma nanocapsula com um orificio por onde o farmaco pode ser
liberado, as paredes da particula devem ser compostas por uma membrana semipermeavel. Ao
ser administrado, esse sistema entra em meio aquoso e a 4gua comeca penetrar a particula,
aumentando a pressdo interna da particula e expulsando o farmaco através do orificio (Figura
3). Nos sitemas controlados por absorcdo de agua, o farmaco esta disperso numa matriz de
material hidrofilico, ao absorver dgua a particula permite a saida do farmaco, portanto a taxa
de liberagéo esta diretamente associada a quantidade de dgua absorvida (GUTOWSKA et al.,
1997).
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Figura 3 — Representagdo de um sistema de liberagdo controlada por osmose (SADAHIRA, 2007).

Orificio de liberacio

e .+ Liberacio do farmaco
osmofica :

—

Membrana Entrada de igua

semipermeavel

Fonte: adaptado de Sadahira (2007)

Os sistemas de liberacdo controlados por reacdo quimica podem ocorrer também de
duas maneiras: por desintegracao da matriz, representado na Figura 4, e por quebra de ligacéo,
guando o farmaco esta ligado covalentemente a matriz. (HAMADI, AZADI e RAFIEI, 2008).

Figura 4 — Sistema de liberagao controlada por desintegracao da matriz
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Fonte: adaptado de Fredenberg (2011)

2.3 Matrizes Para SLCs

A matriz a ser utilizada em um sistema de liberacdo controlada deve atender alguns
requisitos para que seja considerada viavel. A matriz deve apresentar biocompatibilidade, ter
a capacidade de encapsular ou incorporar o farmaco, deve ser capaz de atingir o tecido alvo e
fazer a liberacdo de forma controlada. (SLOWING et al., 2008).

A literatura apresenta uma grande variedade de nanomateriais utilizados como

sistemas de liberagdo controlada de farmacos. Dentre eles, pode-se citar 0s lipossomos
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(HOSTA-RIGAU et al., 2010), copolimeros em bloco (YANG et al., 2010), dendrimeros
(SHEN et al., 2010), nanocompositos (PANVZYK, WARZOCHA e CAMP., 2010),
bioceramicas (BARO et al., 2002) e nanoparticulas porosas (SLOWING et al., 2008). Estes
ultimos, similarmente as particulas que propostas neste trabalho, apresentam como vantagens
a grande area superficial; volume dos poros; didmetro dos poros controlaveis, tamanho e
forma de particulas controlaveis; estabilidade quimica; duas superficies de facil
funcionalizacdo (dentro ou fora dos poros), dentre outras propriedades (SLOWING et al.,
2008).

2.4 Materiais Mesoporosos

Materiais porosos atraem muita atencdo dos cientistas e da industria devido a grande
variedade de aplicacfes que esses materiais possuem, como por exemplo em tecnologias de
adsorcdo, catalise, separacdo molecular, sensores, etc. Podemos classificar esses materiais
dividindo-os quanto ao tamanho de seus poros (SING et al., 1985), os materiais microporosos
sdo aqueles com didmetro de poros menor que 2nm (zeolitas), mesoporosos com diametro
entre 2 e 50nm (silicas M41S, SBA) e macroporosos aqueles com poros maiores que 50nm

(ceramicas) (Figura 5).

Figura 5 — Comparagao de distribuicio de diametros de poros dos materiais micro, meso e

macroporosos.
Microporosos Mesoporosos Macroporosos
Zeolitas Silica Mesoporosa Vidros Porosos
| 1 L >_
1 1 I
0 z 50

Diamentro de poro (nm)

Fonte: adaptado de Soller-lllia et al.(2002)
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Os materiais microporosos apresentam grande uniformidade nos poros e estreita
distribuicdo de didmetro de poros, porém o tamanho dos poros é muito pequeno (menor que
2nm) o que torna seu uso limitado, sendo vidvel apenas para moléculas pequenas (LIU et al.,
2013). Ja os materiais macroporosos possuem poros grandes o suficiente para comportar
macromoléculas, porém a distribuicdo de tamanho de poros € muito larga, o que dificulta a
padronizacdo do sistema.

No ano de 1990, surgiu um novo campo de pesquisa de materiais, 0s materiais
mesoporosos, com sintese semelhante as zedlitas (material microporoso) mas apresentando
poros maiores, esses materiais agora possibilitavam a entrada de moléculas mais volumosas
no interior dos poros, além de apresentar grande area superficial (BECK et al., 1992).

Em 1992 pesquisadores da Mobil Oil Corporation - Mobil Research and Development
Corporation, desenvolveram uma série de nanoparticulas de silica mesoporosa que
denominaram M41S — Mobil 41 Synthesis (BECK et al. 1992). O diferencial desses materiais
foi o uso de surfactantes como molde estrutural, permitindo o controle do tamanho e
organizacao dos poros. Esses materiais apresentam grande area superficial, podendo superar
1000 m2 g, poros organizados e uma distribuicéo de didmetros de poros estreita (LEBEAU et
al, 2005).

Os materiais da classe M41S sdo classificados de acordo com a organizagdo dos poros
na estrutura, cada arranjo foi batizado com o nome MCM-n — Mobil Composition of Matter,
seguido do numero referente a estrutura. Temos entdo trés estruturas distintas, nomeadas
MCM-41, MCM-48 e MCM-50, essas estruturas apresentam o arranjo hexagonal, cubico e
lamelar, respectivamente (HOFFMNN et al., 2006). Uma representacdo dessas estruturas é
apresentada na Figura 6.

Figura 6 — Representacdo das estruturas dos materiais do tipo MCM. (a) MCM-41; (b) MCM-48;
MCM-50.

(b) (c)

Fonte: adaptado de Chew, Ahmad e Bhatia (2010).
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Os materiais classificados como pertencentes a familia M41S sdo formados em meio
alcalino. Se um material mesoporoso de silica for sintetizado em meio &cido, este é
denominado como SBA — Santa Barbara Amorphous. (CHEW, AHMAD e BHATIA, 2010).

Os materiais denominados SBA recebem este nome em referéncia a cidade (Santa
Barbara) onde foram desenvolvidos, por pesquisadores da Universidade da Califérnia. Além
de utilizar o meio &cido em sua sintese, a diferenca destes materiais em relagcdo aos do tipo
M41S é o uso de copolimeros de bloco triplo como direcionadores de estrutura, mesmo assim,
tanto 0 uso como a estrutura quimica desses copolimeros é semelhante aos surfactantes
utilizados na sintese dos materiais M41S. (SUN et al., 2009).

Os materiais SBA apresentam poros com didmetros entre 2 e 30 nm e elevadas areas
superficiais. Os arranjos porosos desses materiais sdo semelhantes aos obtidos com o0s
materiais da familia M41S, por exemplo, tanto a SBA-15 quanto MCM-41 apresentam
estrutura hexagonal, e os materiais SBA-16 e MCM-48 possuem estrutura cubica (CHEN et
al., 2010).

2.5 Sintese de Materiais Mesoporosos.

Para obtencdo dos materiais mesoporosos, utilizam-se direcionadores de estrutura a
fim de obter a estrutura de poros desejada. Esses direcionadores sdo moléculas que
apresentam tanto uma regido hidrofébica como uma regido hidrofilica, ou seja, sdo moléculas
anfifilicas. A baixas concentracbes as moléculas encontram-se isoladas na solugdo, mas
guando a concentracdo aumenta, as moléculas em solucdo comecam a se agregar, formando
estruturas chamadas micelas, essa agregacgdo ocorre justamente devido a propriedade anfifilica
da molécula. Essas micelas podem apresentar diferentes microestruturas, como apresentado
na Figura 7 (RANGEL-YAGUIi, PESSOA-JR e BLANKSCHTEIN, 2004).
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Figura 7 - llustragoes de agregados micelares: (A) esférica, (B) cilindrica, (C) planar, (D) reversa, (E)

fase bicontinua (ou cubica), (F) lipossomas.

Fonte: adaptado de Soller-lllia (2002).

Essa microestrutura recebe o nome de mesofase, e quando o precursor inorganico é
adicionado, este comeca a polimerizar em torno da mesofase, formando ent&o a estrutura do
material. Os poros sdo formados apds a remocdo do surfactante de seu interior, que pode ser

feita por extracdo Soxhlet ou tratamento térmico.

Figura 8 — Comparacdo entre os sistemas de cristal liquido moldante (a) e mecanismo cooperativo de

cristal liquido moldante (b).

Arranjo Solido mesoestruturado
hexagonal | silica e surfactante

AT
'__,l" )
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v
» Remocio
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e
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(TEOS)

., ",
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Fonte: adaptado de Beck et al (1992).

Sabe-se que sd@o o0s agentes direcionadores de estrutura 0s responsaveis pela
organizagdo dos poros, mas o mecanismo pelo qual ocorre a formagdo da estrutura ndo é
muito claro. Ha dois mecanismos propostas para sistemas idnicos, 0 primeiro € 0 mecanismo
do cristal liqguido moldante, onde primeiro ha a formacgdo das micelas e mesofase, para entéo

adicionar o precursor inorganico, polimerizando sobre a estrutura j& montada. O segundo € o
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mecanismo cooperativo de cristal liquido moldante, onde a partir da formacéo das primeiras
micelas ocorre a polimerizagdo do precursor inorganico favorecendo a formacdo das

estruturas. Os mecanismos sao apresentados na Figura 8 (SLOWING et al., 2008).

2.6 Interacdes entre direcionadores de estrutura e precursor inorganico.

As interagdes entre precursor inorganico e surfactantes estdo apresentadas na Figura 9,
onde (S) representa o surfactante, (I) o precursor inorganico e (X) representa os contra-ions,
que podem ser presentes ou ndo. Os simbolos (*° °) representam os caréteres catidnico, neutro
e anidnico, respectivamente.

Em meio alcalino, a silica adquire carater anidnico (I") e em meios acidos (pH < 2 por
ser o ponto isoelétrico da silica) a carga positiva se torna predominante (17). Portanto,
interacdes representadas por S'I” indicam o uso de surfactante catidnico e precursor
inorganico anidnico e as interacdes representadas por S1* indicam o uso de surfactante
anionico e precursor inorganico cationico.

Nos casos onde tanto o surfactante quanto o precursor inorganico possuem o0 mesmo
carater i6nico € necessario a presenca de um contra-ion para balancear as cargas. Em casos
onde ambos possuem carater anionico o uso de um cation metalico (X*) ira balancear as
cargas negativas, como na representacdo S"X'I". Ja nos casos em que as cargas do surfactante
e precursor inorganico forem positivas as cargas podem ser equilibradas pelo uso de um anion
(X)), como por exemplo, um haleto, formando um sistema representado por S*XI". Essas
interacdes entre surfactantes e precursores inorganicos sdo apenas eletrostaticas.

Quando o surfactante é neutro (S°) e a reagdo ocorre em meio neutro, a interacéo sera
do tipo S°1° ja em condicBes é4cidas, a interacdo que ocorre é S°XI°, em ambos casos, as

interacOes sdo forcas de atracdo fracas, como ligacdo de hidrogénio. (HUO et al., 1994).
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Figura 9 — Representacado das intera¢Oes entre surfactantes e precursor inorganico. As interagées

eletrostaticas estdo representadas em a-d; as interagbes por ligacdo de hidrogénio em e-f; onde (S)
. A e , . 0 - . en e

surfactante; (1) precursor inorganico; (X) contra-ions. Os simbolos (* ° ) representam os carateres catidnico,

neutro e anidnico, respectivamente.

a)

Fonte: adaptado de Hoffmann et al. (2006).

2.7 Silica Mesoporosa

Dentre os materiais mesoporosos, a silica € um dos materiais que mais se destacam. A
estrutura do material é formada por unidades tetraedricas de SiO,4 unidas entre si por grupos
siloxanos (Si-O-Si) e a superficie possui ainda grupos silandis (Si-OH). Estruturalmente as

paredes sdo consideradas amorfas, ja que a Unica organizacdo existente esta na geometria
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tetraédrica do SiO,, apesar disso, 0s poros presentes na estrutura apresentam regularidade em
sua distribuicdo, cada tipo de material apresenta diferentes estruturas organizacionais, por
exemplo, a estrutura MCM-41 apresenta organizacdo dos poros em arranjo hexagonal e a
MCM-50 apreseta estrutura lamelar.

Na Figura 10 estdo representados 0s possiveis grupos presentes na superficie da silica.
Os grupos silanois sao responsaveis pelas propriedades funcionais da silica, como reatividade
e ligacbes de hidrogénio. Esses grupos podem estar presentes de trés maneiras: isolados,
vicinais e geminais. Nos silandis isolados e vicinais ha apenas um grupo OH ligado em cada
atomo de silicio, enquanto que nos casos de silandis geminados, um mesmo atomo de silicio

esta ligado a dois grupos OH.

Figura 10 — Representagdes das estruturas presentes na silica.

H. H. H H
.-""f ‘\‘ f’ \\‘ .--"""l /.r'
1 1 1 i
| |
Si Si Si Sj
e ‘xo/ xo/ . “\\O,z xo/
Grupo Silanol Vicinal Grupo Silanol Isolado
T H
|
O O O
< sT s S O
“'“‘“-\Df-" "\\O/’
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Fonte: adaptado de Edge et al. (2001).

As propriedades que a silica mesoporosa apresenta fazem este material ser apropriado
a diversas areas tecnologicas, como por exemplo, catalises, uso em CLAE, armazenamento de
gases, pode ser utilizado como descontaminante de agua retirando diversas impurezas como
metais pesados, aléem de retencdo e liberacdo de farmacos. Por ser um material atdxico,
biocompativel, ter tamanho de poros regulaveis, estrutura organizada, grande area superficial

e grupos silandis na superficie, & um material muito adequado ao uso em armazenamento e
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liberagdo controlada de farmacos. (UKMAR e PLANINSEK, 2010; MARTINS et al., 2013;
RENUKA, PRAVEEN e ANAS, 2013).

2.8 Silica SBA-16

Zhao e colaboradores (1998a, 1998b) sintetizaram uma série de silicas mesoporosas do
tipo SBA (Santa Barbara) utilizando copolimero de bloco triplo (Pluronic F127) como
direcionador de estrutura. Esse tipo de surfactante é interessante devido a seu baixo custo,
atoxicidade e féacil remocdo. As sinteses que utilizam este tipo de surfactante geralmente
ocorrem em solucbes de baixo pH (pH~2), onde a interacdo ocorre atraves do mecanismo
S’H*X1* ( sendo S°H o surfactante ligado a um fon hidronio, X um fon cloreto e I* é a silica
protonada) (STEVENS et al., 2006).

Silicas do tipo SBA apresentam tamanho de poros grande (20-300 A), paredes dos
poros expessas e alta estabilidade (SUN et al., 2009). Entre as silicas desse tipo, a SBA-16 é
considerada de interesse devido ao seu arranjo cubico dos poros correspondente ao grupo

espacial Im3m.

Figura 11 — Comparagao entre os sistemas (a) hexagonal e (b) cubico.

Fonte: adaptado de Lopes dos Santos et al. (2013).

SBA-16 pode ser sintetizada sob condi¢des &cidas numa faixa estreita de concentragdo
de surfactante Pluronic F127 (3%~5%) em temperatura ambiente. Concentra¢Ges maiores do
copolimero levam a formacéo de silica gel, enquanto que em concentragdo menores obtem-se

silica amorfa (ZHAO., 1998b). Atualmente os materiais SBA-16 sdo sintetizados em sua
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maioria utilizando Pluronic F127, ha alguns artigos que relatam o uso de misturas de
copolimeros (KIM et al., 2004) de P123 e F127 ou surfactantes oligoméricos ndo ionicos
(WANG L. et al., 2004). Posteriormente, Mesa et al (2005) utilizaram F127 como surfactante
e brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) como co-surfactante. Eles propuseram que a
presenca do CTAB na forma catiénica pode regular a forma das micelas e sua interagcdo com
os precursores de silica durante a sintese. Além disso foi proposto que CTAB ajuda a
controlar a morfologia e formato da meso-estrutura da SBA-16 (LIN et al 2008; CHEN et al
2005).

A principal rota sintética para obtecdo de silica SBA-16 é através do método de
gabarito utilizando surfactantes ao invés de uma reacdo ndo controlada. A auto-montagem
organico-inorganico é guiada por ligacGes fracas ndo covalentes, como ligacGes de
hidrogénio, forcas de van der Waals e ligacbes eletrovalentes entre o surfactante de
copolimero de bloco triplo e espécies inorgénicas. Ocorre entdo a hidrdlise do precursor
inorganico tetraetilortossilicato (TEOS) formando a silica polimerizada na superficie do
surfactante formando um compdsito organico/inorganico mesoestruturado. De modo geral,
moléculas anfifilicas tendem a formar uma fase liquido-cristalina em solucBes aquosas
(BECK et al., 1992; KRESGE et al., 1992). A formacéo dessa fase depende fortemente das
condicBes na solucdo. Essa fase é chamada de mesoestrutura e ha importantes parametros que
influenciam em sua formacé&o, como temperatura, concentracdo ou pH da solucdo (Figura 12).

Figura 12 - Representagdo esquematica da sintese de SBA-16.

+ | adsorgio Hidrélise

Surfactant (F127) + TEOS ] { Agregacao
Coloidal

organico/inorgéanico q
. mesoestruturado n

Compésito

SBA-16

Fonte: adaptado de Rivera-Munhoz e Huirache-Acufia (2010).
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A porosidade s6 é obtida com a remocéo do surfactante, e ha diferentes formas de
fazer essa remocéo, como utilizar solventes organicos ou acidos, mas a forma mais utilizada e
que garante remocdo total € a calcinacdo. Os surfactantes sdo totalmente decompostos em
atmosferas de oxigénio ou ar (WAN, Y e ZHAO, D. 2007). A rampa de aquecimento deve ser
lenta o suficiente para evitar o colapso da estrutura, em média 1-2°C min™ até em torno de
550°C, mantendo a essa temperatura por cerca de 5h. A calcinacdo pode alterar a estrutura do
material, sendo que altas temperaturas levam a diminui¢do do tamanho e volume dos poros e

grupos silanois da superficie.

2.9 Emodina

Emodina (3-metil-1,6,8-trihidroxiantraquinona, Figura 13) € uma antraquinona
encontrada em algumas plantas como, Ruibarbo (Rheum officinale B.), Babosa (Aloe
barbadensis M.) e também nas folhas de Sene (Cassia angustifolia) (HUANG et al., 2007,
SRINIVAS et al., 2007). Apresenta vérias atividades biologicas como vasorelaxamento,
imunossupressao, hepatoprotecédo e anti-tumoral (SRINIVAS et al., 2007; PAN, WANG, J. e
HUANG, N. 2007) além de ser largamente utilizada como laxativo. Sua atividade antitumoral
tem-se mostrado promissora, pois sua acdo esta ligada a inibicdo da proliferacéo, interrupcéo
do ciclo celular, apoptose das células cancerosas e previne a metastase (CHEN et al., 2010;
FU, HAN e HUANG, 2007; HSU et al., 2010).

Chen e colegas (2010) realizaram um teste de viabilidade celular utilizando células
HL-60 na presenca de 3 antraquinonas estruturalmente relacionadas: emodina; crisofanol e
fisciona. Cada compostos foi testado em duas concentragdes, 40 e 80 p.mol.I™". Apés 12 horas
apenas o teste com emodina apresentou um decaimento significativo da quantidade de células,
ficando abaixo de 40% em relagdo & quantidade inicial, os outros dois compostos mantiveram
a contagem de células acima dos 80% para ambas concentracoes.

Apesar das atividades que a emodina apresenta, a biodisponibilidade oral € muito
baixa devido a sua baixa solubilidade em agua, como a maioria das antraquinonas. Apesar de
sua baixa solubilidade em &gua, € solivel em etanol e solucBes aquosas alcalinas.
Similarmente aos fendis, apresenta carater acido (em acetonitrila) pKa: 5,70 e 7,94. (WANG

et al.,2012). Propriedades que devem ser levadas em consideracdo quando estuda-se a
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emodina em solugdes aquosas.

Considerando as informagdes citadas acima, é interessante o desenvolvimento de
materiais que facam a liberacdo da emodina de forma controlada, a fim de melhorar a
biodisponibilidade, acdo anti-tumoral e minimizacdo de efeitos indesejados (laxativo). A
silica SBA-16 tem caracteristicas que atendem 0s requisitos necessarios para o estudo de
liberacdo desse farmaco, como tamanho de poros, tamanho de particulas e volume dos poros.

Figura 13 - Estrutura quimica da emodina

OH ) OH

HsC OH
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral
. Desenvolver nanomateriais contendo moléculas bioativas (sistemas para

liberacdo controlada), visando aplicac@es bioldgicas.

3.2 Objetivos Especificos

. Sintese e caracteriza¢do de nanoparticulas de silica mesoporosa (matriz);

. Impregnacdo de emodina nas nanoparticulas e estudo da liberagéo.
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4 Parte Experimental

4.1 Materiais e Reagentes

Aqui serdo apresentados os materias utilizados e técnicas realizadas neste trabalho.

4.1.1 Materiais

Banho ultratermostatizado Marconi — MA 184
Balanca analitica AY 220 - Shimadzu
Agitador magnetico Labnet — PC-420D

Banho ultratermostatizado — Huber D77656
Mufla Marconi — 385/3

Dissolutor Dissolution Tester Logen Scientific
Estufa Fanem -515

Centrifuga Sigma- 2-5

Ultrassom Limp Sonic

4.1.2 Reagentes

Agua Milli-Q (Sistema Millipore)

Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB) 98% — Sigma Aldrich
Pluronic F127 — Sigma Aldrich

Tetraetilortossilicato 98% — Sigma Aldrich

Acido Cloridrico P.A. 37% — Vetec

Emodina 95% — Sigma Aldrich

Lauril Sulfato de Sodio — Vetec

Metanol HPLC/UV 99,9% — Vetec

Acetonitrila HPLC/UV 99,9% — J. J. Baker

Acido Acético HPLC/UV 99,9% — (Vetec)
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Fosfato de S6dio Monobéasico Monohidratado
Fosfato de Sodio Bibasico Anidro P.A. 99,8% - Synth
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4.2 Métodos

4.2.1 Método de Sintese de Silica Mesoporosa SBA-16

Em um sistema de refluxo com aquecimento controlado por banho termostatizado,
primeiro dilui-se 0,63 g de Pluronic F127 e 0,073 g de CTAB em 71,5 mL de uma solugdo 2
mol L™ de HCI sob agitacdo vigorosa (~900 rpm) e 40°C. Apés a diluicdo total dos
surfactantes adicionou-se 2,083 g de precursor de silica (TEOS), a temperatura é mantida em
40 °C por 2 h e entdo elevada a 80 °C onde é mantida por mais 6 h (SUN et al., 2009). O
produto final é entdo separado da dispersdo via centrifugacdo a 4500 rpm por 20 min, lavado
com agua deionizada 3 vezes, repetindo a centrifugacdo a cada lavagem, seco em estufa por
24 h, pulverizado e entdo calcinado a 500 °C por 5 h com uma taxa de aquecimento de 1 °C

min™, a fim de eliminar todo o surfactante.

4.2.2 Validacao da metodologia analitica

Para validar a metodologia analitica do sistema de liberacdo controlada de emodina
foram escolhidos os parametros seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacéo,
repetibilidade, precisdo intermediaria e exatiddo. A validacdo foi realizada num equipamento
de CLAE, utilizando as condigdes apresentadas em 4.8.6.

Para construir a curva de calibracdo ¢é preciso identificar o comprimento de onda de
méaxima absorcao especifica do fa&rmaco, para tal utilizou-se uma solugdo metanolica de 20 ug
mL™ que teve sua absorco analisada numa faixa de comprimentos de onda de 200 a 800 nm,
sendo 0 maximo especifico registrado em 440 nm.

A seletividade € um pardmetro necessario para identificar e quantificar exclusivamente
o analito de interesse, caso contrario, todos os outros parametros, linearidade, precisdo e

exatiddo, sdo comprometidos, prejudicando o resultado. Foi utilizado um detector de arranjo
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de diodos (DAD), com a seletividade em 440nm.

Para a linearidade foi utilizada a média de 3 curvas analiticas, com concentracfes entre
100 e 6.10° pg mL™ Os resultados foram tratados matematicamente para definir o
coeficiente angular, equacéo de reta e desvio padrao.

Os limites de deteccdo e quantificagcdo (LD e LQ respectivamente) foram avaliados
considerando o desvio padrdo em razdo do coeficiente angular, obtidos no tratamento da
linearidade. Foram utilizadas as seguintes equacoes:

LD = DPa x 3/IC (equacdo 1)

LQ = DPa x 10/IC (equacéo 2)

4.2.3 Método de impregnacao de emodina em silica

Para realizar a impregnacdo, foi utilizado 1,52 g de silica e 100 mL de solugédo
metanélica de emodina 600 pg mL™. A solucdo e silica foram mantidas em agitacéo durante
15h, apds esse tempo a mistura foi filtrada e seca. A silica filtrada foi levada seca em estufa a
60 °C durante 24 h, afim de eliminar o metanol.

4.2.4 Determinacdo da solubilidade de emodina no meio de liberacéo

Para determinar a solubilidade méxima da emodina no meio de liberacdo, foi
preparada uma solucdo com tampao fosfato pH 8 e lauril sulfato de s6dio 1% (LSS 1%),
utilizou-se nesse estudo o pH 8 para facilitar a solubilizacdo da emodina, que é insolGvel em
solugBes &cidas. Um excesso de emodina foi adicionado nessa solucdo e agitado com
ultrassom, apo6s 24h de repouso uma aliquota do sobrenadante foi recolhida e analisada em
CLAE, fornecendo entdo a concentracdo através da equacdo de uma reta. A equacao foi
obtida a partir da media de trés curvas analiticas que foram construidas utilizando 5 solucdes
padrdo de emodina no meio de liberacdo, nas concentragdes: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12 e 6,25

pug/mL.
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4.2.5 Quantificacdo da emodina na silica mesoporosa.

A quantidade impregnada foi determinada através da diferenca de concentracdo da
solucdo antes e ap0s a impregnacao, adquiridas com o uso de CLAE. Para isso utilizou-se a
equacao de reta obtida a partir da média de trés curvas analiticas. As curvas foram construidas
utilizando solucdes nas concentracdes: 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg ml™ de padrdo

de emodina em metanol.

4.2.6 Liberacdo do farmaco in vitro

Para realizar o ensaio de liberacdo de emodina da matriz de silica mesoporosa,
utilizou-se um dissolutor de comprimidos (Logen Scientific), onde 3 cubas continham 1,18
mg de emodina livre, e outras 3 cubas continham 425 mg de silica contendo o equivalente a
1,18 mg de emodina impregnada. O volume utilizado nas cubas do dissolutor foi 200 mL, o
equivalente a 2x o volume de saturacdo da solucdo em pH 8 LSS 1% de forma a garantir uma
concentracdo suficiente para realizar a . As solugdes foram mantidas em 37 °C e sob agitacédo
de 100 rpm. A cada tempo preé-determinado, uma aliquota de 10 mL de cada cuba foi coletada
para posteriormente ser analisada por CLAE. O mesmo volume de meio foi adicionado para
manter o volume constante apds cada coleta de aliquota. A diluicdo do meio foi considerada

nos célculos das concentragdes.
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4.3 Técnicas de caracterizacao

4.3.1 Isotermas de adsorc¢éo — dessor¢ao de Nitrogénio a 77 K

As isotermas de adsorcdo-dessorcdo a 77 K foram realizadas em um analisador de
superficie especifica e porosidade 2020 da Micromeritcs. As analises de superficie especifica
(S-BET) e didmetro de poros (Dp) foram determinados através do método de Brunauer-

Emmett-Teller (BET). A amostra foi previamente desgaseificadas a 150 °C por 15 h.

4.3.2 Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

Essa técnica foi utilizada para verificar a eliminagdo de residuos de surfactantes da
sintese do interior da matriz de silica e para verificar a impregnacdo da emodina nessa silica.
As analises foram realizadas em um espectrofotdmetro Nicolet iS5 da Thermo Scientific,
foram realizados 100 scans com resolucdo de 4 cm™ entre a faixa de 4000 a 400 cm *
empregando pastilhas de KBr. As andlises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia

Farmacéutica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (LTF-UFMS).

4.3.3 Difratometria de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um equipamento Bruker D8 Advance,
com radiacdo CuKa (A = 1,5418 A), fenda de 0,4 mm, operando em voltagem de 40 KV,
corrente de 40 mA, com incremento de 0,01° (em 20) e velocidade de goniémetro de 1° min™.
A amostra foi varrida na faixa de 20 de 0,7 a 5°. As analises foram realizadas no Instituto de

Ciéncias Ambientais Quimicas e Farmacéuticas da Universidade Federal de S&o Paulo,
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Campus de Diadema. S&o Paulo (UNIFESP - Diadema).

4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias foram obtidas através da técnica de microscopia eletrénica de
varredura realizadas no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
campus de Campo Grande, utilizando um microscépio Jeol JSM-6380 LV operando com 15 e
30 kV. As amostras foram metalizadas com ouro durante 5 minutos, corrente de 30 mA e

vacuo de 200 mTorr no equipamento Denton Vacuum Desk I11.

4.3.5 Analise Termogravimétrica ( TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas no equipamento TGA Q50 V20.10
Build 36 da TA Instruments, utilizando os parametros: razdo de aquecimento de 10° C por
minuto, fluxo de ar de 60 mL min™ na amostra e 40 mL min™ de gés N, na balanca, método
rampa, com isoterma de 80 °C na qual permaneceu por 10 minutos e em seguida até 900° C.
As analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul.

4.3.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Tanto a impregnacdo como a liberacdo foram acompanhadas de analises em CLAE,
foi utilizado um equipamento Shimadzu UFLC SPD-M20A, com uma coluna Onyx C18
monolitica com dimensdes de 10,0 x 3,0 mm. Foram utilizadas duas fases mdveis: 4gua com
1% de acido acético (A) e acetonitrila com 1% de &cido acético (B), sendo o método de
eluicdo utilizado foi de gradiente (detalhes na Tabela 1). O volume de injecdo foi 20 pL e o
fluxo de 1,4 ml min™. O tempo de retencdo da emodina foi de 4,2 min. O detector foi um
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DAD com o comprimento selecionado em 440 nm.

Tabela 1 - Gradiente de eluigao das fases mdveis: agua com 1% de acido acético (A) e acetonitrila

com 1% de acido acético (B)

Tempo (min) Concentragdo de B (%)

Fonte: Autoria propria.
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5 Resultados e Discussao
5.1 Silica Mesoporosa

Abaixo sdo apresentados os resultados referentes a caracterizacdo da silica SBA-16

5.1.1 Isotermas de adsorcéo — dessorcao de Nitrogénio a 77 K

Essa técnica fornece informacdes a respeito da area superficial, didmetro e volume dos
poros. A Figura 16 apresenta a isoterma de adsorc¢ao-dessor¢do de Nitrogénio na matriz de
silica SBA-16. A distribuicdo de diametro de poros, Tabela 2, foi obtida utilizando os valores
de dessorc¢do atraves de uma correlacdo polinomial entre pressdo relativa e didmetro de poro,
deduzido através do modelo de Broekhoff-de Boer (BOISSIERE C. et al., 2003).

Figura 14 - Isotermas de adsor¢ao-dessor¢ao de N, a 77K da amostra de silica mesoporosa SBA-16.

Distribuicdo de tamanho de poros inserida no grafico.

240

1 ©  Adsorcao
220 ® Dessorgao j

200 +

~—
E/ 180
25
_8 o
S )
S 160 3 or
(%] «©
2 4 ° B 15
O 140 o o® Mf\%,
g 0° © g: 10}
o ° 3
> 120
° 5
100 %10
T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Presséo Relativa (P/P )

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 2 - Valores obtidos através das analises de adsor¢ao de N,

Material S-BET (mz gl) Dp (nm) Vp (Cm3 gl)

551 3,4 0,386

(SUN et al., 2009)

Fonte: Autoria Prépria

De acordo com a IUPAC a isoterma apresentada € do tipo IV, caracteristica de
materiais mesoposorosos, com poros entre 2 e 50 nm. Além disso, as isotermas apresentam
uma histerese, que ocorre devido a diferencas no mecanismo de adsorcdo e dessorcdo. O
nitrogénio, ao condensar preenche 0s poros, mas no processo de dessorcdo, quando ele
evapora, tem a influéncia de interacGes superficiais entre 0 N, e a silica, formando um
menisco e dificultando a saida do géas do interior dos poros. Essa histerese é classificada como
do tipo H2, também chamada de “tinteiro” em comparagdo as canetas tinteiro. E tipica de
materiais com poros clbicos, como € o caso da silica sintetizada (GREGG e SING, 1982).

A Figura 16 apresenta a distribuicdo de didmetros de poros da silica SBA-16,
mostrando que a matriz de silica possui poros com diametro de 5,0 nm e o pico de

distribuicdo de tamanhos de poros apresenta 1 nm de largura a meia altura.

5.1.2 Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR).

Ambos 0s espectros apresentaram bandas largas nas regides de absorcdo em 3400 e
1637 cm’ que sdo referentes a estiramento (v O-H) e deformacdo (8§ H-O-H),

respectivamente, de moléculas de agua, adsorvidas na superficie da silica.
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Figura 15 — Espectro vibracional de absor¢ao na regidao do Infravermelho por transformada de

Fourier. Em destaque temos as bandas referentes a liga¢cdes C-H, indicando a remogao do surfactante.
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Fonte: Autoria prépria.

As outras bandas atribuidas a silica podem ser verificadas em 1085 cm™, 800 cm™ e
962 cm™, sendo referentes, respectivamente, aos estiramentos simétrico e assimétrico do
grupo siloxano (v Si-O-Si) e deformacéo do grupo silanol (Si-OH).

O espectro da silica ndo calcinada apresenta bandas referentes aos modos vibracionais
da silica e da molécula de surfactante, que foram atribuidas a deformacédo (& C-H) dos grupos
CH, nas regides de 1470 cm™ e 1345 cm™ ¢ estiramento (v C-H) em 2976 cm™, 2920 cm™ e
2864 cm™ (SOLOMONS e FRUHLE, 2001). Como essas bandas ndo aparecem na silica
calcinada, conclue-se que o surfactante foi devidamente removido da matriz de silica,

liberando os poros para posterior impregnacao da emodina.
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5.1.3 Espalhamento de Raios-X & Baixo Angulo (SAXS).

O espalhamento de Raios-X & baixo angulo (SAXS) fornece informac&o a respeito do
arranjo poroso e a distancia entre os centros dos poros. O SAXS da amostra apresenta apenas
0 pico em q = 0,79 A (26 = 1,1°) referente & distancia interplanar 110, ha também um halo no

intervaloq=1,5aq=2,0A.

Figura 16 - DRX da amostra de silica SBA-16
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Fonte: Autoria prépria.

Sun e colegas (2009) variaram os parametros da sintese de silica mesoporosa SBA-16,
como razao molar entre 0s reagentes e tempo de sintese afim de obter uma silica com padrao
cubico de poros hum menor tempo de sintese. Em seus resultados observou trés picos bem
definidos (110), (200) e (211) tipicos de um padrdo cubico. Além disso, 0s autores
demostraram por DRX e TEM que a variacdo dos parametros de sintese pode resultar em

arranjo poroso cubico menos organizado, como observado neste trabalho.
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5.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de miscroscopia eletrénica de varredura (MEV) sdo apresentadas na
Figura 19 e fornece dados sobre o tamanho e forma das particulas. As imagens exibem
particulas pouco agregadas, a maioria esféricas e algumas hexagonais, com diametros
variando entre 0,5 e 1,5 pum. Os resultados de MEV estdo de acordo com os resultados da
literatura (SUN et al., 2009).

Figura 17 - Micrografias da silica SBA-16. Nos detalhes algumas particulas com formato hexagonais.
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Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Validagéo da metodologia analitica

5.2.1 Seletividade

O método desenvolvido para analise mostrou seletividade para a emodina, nédo

apresentando nenhum interferente no tempo de retengdo de 4,2 min ou proximo a sua base.

Figura 18 — Cromatografia liquida de uma solugdo padrao de emodina.
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Fonte: Autoria prépria.

5.2.2 Linearidade

A equacao de regressao linear foi construida através de trés curvas analiticas sendo Y
= 26002,52189 * X. O coeficiente de linearidade foi R = 0,9997 0 que mostra que o0 método é
adequado para a faixa de concentracdo trabalhada ja que € superior ao valor determinado pela
ANVISA, de 0,99 (BRASIL, 2003). A curva analitica € apresentada na Figura 21.

Os dados de desvio padrdo e precisdo estdo todos de acordo com a ANVISA, que

determina que o valor maximo seja de 5%, portanto a metodologia tem boa precisdo. Os
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dados podem ser observados na Tabela-2.

Tabela 3 -- Dados de desvio padrao e precisdao da curva analitica.

Média das Desvio Padrao Precisdo (%)

Concentragao Areas
(ng/mL)

22323 638,3 2,86
0,78125

42337 433,7 1,02
1,5625

78393 366 0,47
3,125

158662 1512,5 0,95
6,25

367630 12456,4 3,39
12,5

655520 14481,5 2,21
25

Fonte: Autoria prépria.

5.2.3 Precisdo e Exatidao

Avaliou-se a repetibilidade (precisdo intra-dia) do experimento através da compara¢do
dos resultados obtidos num curto espaco de tempo utilizando a mesma instrumentacéo e
mesmo operador. Para tal é necessario a realizacdo de no minimo nove analises, utilizando
trés concentracdes diferentes e trés repeticdes para cada uma (BRASIL, 2003). A
repetibilidade intermediaria (precisdo inter-dia) € verificada através da média entre 0s
resultados obtidos no mesmo laboratério, nas mesmas condi¢des e analista, mas em dias
diferentes, a fim de verificar se o laboratério fornece resultados confiaveis em dias diferentes.

A exatiddo (E(%)) é obtida a partir das mesmas analises e indica a proximidade do

valor de concentracdo determinada (CD) no experimento com o valor de concentragdo tedrico
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(CT). A ANVISA recomenda uma exatidao entre 95 e 105% (BRASIL, 2003).

Tabela 4 - Dados de Precisdo e Exatidao.

CD (ug/ml) CD (ug/ml) Inter-corrida
CT (ng/ml) Dia 1 Dia 2

1.647 1.430
1,56 1,607 1,481

1,629 1,604

1,628 + 0,016 1,505 + 0,072 1,566 + 0,061
Média + DP

1,02 484 301
%DPR

104,37 96,50 100,43
E (%)

14214 11,096
12,5 13,517 11,519

14,683 11,904

14138+ 0,479 11,506+ 0,330 12822+ 1.315
Média + DP

3.38 287 10.26
%DPR

113,10 92,05 102,57
E (%)

50,900 48,307
S0 48,881 50,246

49,890 53,979

49,893+ 0,828 50,844+ 2,354 50,369+ 0,475
Média + DP

165 4,63 0,94
%DPR

99,78 101,68 100,73
E (%)

Fonte: Autoria prépria.
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5.2.4 Limites de Deteccao e Quantificagdo

Os limites de Deteccdo e Quantificagdo indicam as concentragdes minimas que
conseguimos detectar e quantificar o analito em uma amostra com precisdo e exatiddo
aceitaveis para os parametros exigidos (BRASIL, 2003). Para se determinar esses valores,
utilizou-se dados da curva analitica e as equacdes 1 e 2. Os valores obtidos foram: 0,02 pg ml°
! para LD e 0,07 pg ml™ para LQ.
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5.3 Silica Mesoporosa impregnada com Emodina

Aqui séo apresentados os resultados referentes a impregnacéo e liberacdo da emodina na silica
SBA-16

5.3.1 Impregnacao e quantificacdo de Emodina na silica.

A impregnacdo da emodina na silica foi realizada durante 24 h, nas quais a silica e
uma solucdo metandlica saturada de emodina foram mantidas juntas em agitacdo. Para
quantificar a massa de emodina impregnada na silica verificou-se a diferenca de concentracdo
da solucdo antes e depois da impregnacéo, sendo que essa diferenca é justamente a quantidade
impregnada. Para tal, foi necessario a criagdo de uma curva de calibracdo, Figura 21. Foram
construidas 3 curvas que apresentam linearidade na faixa de concentragdo escolhida, através
da equacdo da reta, determinada através dessa curva analitica, pode-se determinar a

concentracdo de emodina na silica, sendo 2,83 mg g™.

Figura 19 - Curva de Calibragdo utilizando metanol como solvente

3000000 —

= Y =Bx
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2500000 = R =0,99969
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1000000 /
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Fonte: Autoria prépria.
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5.3.2 Solubilidade da emodina no meio de liberacéo

E necessario fazer esse teste para evitar que a liberagdo seja comprometida pela
saturacdo do meio. A concentracdo de saturacdo (ou solubilidade) foi determinada através da
adicdo de um excesso de emodina no meio de liberacdo, agitando a solugcdo com ultrassom
por 30 min e mantida em repouso por 24 h. Parte do sobrenadante foi coletado e levado a
andlise cromatogréfica sendo previamente filtrado para evitar a passagem de emodina néo
solubilizada.

A partir dessa analise podemos determinar a concentracdo através da equacdo de reta
obtida na curva analitica. O valor obtido foi de 11,8 ug mL™.0 volume utilizado como meio

de liberacdo foi de 200 mL, 2x maior que 0 volume de saturagéo.

5.3.3 Taxa de Liberacdo da Emodina

Na figura 22 é apresentado o perfil de solubilizacdo da emodina livre e liberacdo da
emodina impregnada na silica. Houve uma rapida solubilizacdo da emodina livre, com mais
de 75% solubilizado na coleta da primeira aliquota, em 1 h de experimento. Ap6s 48 h do

inicio da liberagdo toda a emodina foi solubilizada.

A liberacdo da emodina impregnada na silica foi muito baixa, pouco acima dos 25%
no fim da liberacdo, sendo que dentro da primeira hora ja havia mais de 20% da emodina em
solucdo. Essa rapida liberacdo no inicio pode ser atribuida a emodina impregnada na
superficie das particulas de silica, e o leve aumento na liberacdo no restante do experimento

deve ser devido a emodina saindo dos poros.
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Figura 20 - Libera¢dao de emodina impregnada em silica mesoporosa SBA-16

T T T T T T T T T T T
|| —=— Emodina |
904 | —@— Silica + Emodina .

100

80 i 4

70 _ !{\E/E\; / -

60 — -

Emodina Liberada (%)
g
|
|

40 4
30 L i
1 o6 — -+
20 ¢4 J -4 + 4
| 1 |
10 4 i
0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Fonte: Fonte: Autoria prépria.
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6 Conclustes

Atraveés da técnica de isotermas de adsorcdo/dessorcao de N, pode-se observar que a
matriz de silica mesoporosa SBA-16 apresenta uma histerese caracteristica de materiais
porosos com arranjo cubico. A distribuicdo de tamanho de poros mostrou-se bastante estreita,
sendo ideal para sistemas de liberacdo controlada.

As imagens micrograficas mostraram que as particulas sdo bastante regulares quanto
ao formato, esféricas, baixa agregacdo e o tamanho das particulas é relativamente pequeno se
comparado a outras silicas SBA-16, provavelmente devido ao tempo de sintese reduzido

A impregnacdo da emodina foi realizada com sucesso. Tanto a impregna¢do como a
liberacdo foram confirmadas e quantificadas através de CLAE.

A matriz realizou uma liberacdo inicialmente rapida, porém pouca quantidade de

farmaco foi liberada, necessitando de adequacgdes para uma possivel aplicacao.
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