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RESUMO
A Doenga de Alzheimer (DA) atinge cerca de 5% da populacdo de idosos do planeta e

segundo projecdes esse valor tende a aumentar substancialmente até 2050. A DA ¢ um tipo de
deméncia que se caracteriza pela perda sindptica e morte neuronal em varias regides cerebrais.
Apesar de existirem compostos que apresentam potencial farmacoldgico contra a DA, ainda
ha alguns obstaculos a serem vencidos: efeitos colaterais e insolubilidade no meio biologico.
Como proposta de solucdo para o problema da insolubilidade apresentam-se os materiais
nanoestruturados que podem ser utilizados como suporte para compostos organicos.
Destacam-se nesse meio de aplicagdes biologicas as nanoparticulas de silica (SiO,NPs), cuja
excelente biocompatibilidade e estabilidade quimica as tornam otimas candidatas para
atuarem como suporte para compostos organicos. Este trabalho apresenta o estudo da sintese
de SiO,NPs através do método de Stober modificado, bem como suas caracterizagoes,
avaliacdo da estabilidade coloidal e testes da influéncia das SiO,NPs na atividade enzimatica
da proteina acetilcolinesterase (AChE). As particulas sintetizadas apresentaram tamanhos que
vao de 60 até aproximadamente 300 nm, e baixa dispersividade. Os testes enzimaticos foram
feitos com as NPs que apresentaram tamanho de ~150 nm e uma boa estabilidade coloidal,
avaliada qualitativamente. A atividade enzimatica na presenga das SiO,NPs pura revelou o
valor de 0,1330 mg/mL como sendo a concentracio maxima antes de as SiO,NPS
apresentarem interferéncia na atividade enzimatica. Nos testes na presenca das SiO.-
RM78NPs — onde 2,2% da massa do compdsito corresponde ao RM78 — comparado ao grupo
controle, ndo houve inibicdo da atividade enzimatica como era esperado. Futuros estudos
deverdo ser realizados visando melhor entender a influénciadas SiO,NPs nos testes

enzimaticos.

Palavra chave: doenca de Alzheimer; nanoparticulas de silica; acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) reaches about 5% of global elder population and
projections says this number tends to grow substantially until 2050. AD is a kind of dementia
characterized by synaptic lost and neuronal death in several brain regions. Although there are
compounds that present potential pharmacological activity against AD, there are some
barriers to overcome: collateral effects and biological insolubility. Proposed as a solution for
the insolubility issue there are nanostructured materials that can be used as organic
compounds support. Heading the biological applications silica nanoparticles (SiO,NPs),
whose excellent biocompatibility and chemical stability makes it a great deal for organic
compound support. This work presents the study of synthesis of SiO,NPs through a modified
Stober method, as well the characterizations, colloidal stability and the SiO,NPs influence
over the acetylcholinesterase (AChE) enzymatic activity analysis. The so synthesized particles
presented sizes within the range of 60 to 300 nm and low dispersivity. The enzymatic tests
were performed with the NPs that presented a size of ~150 nm and good colloidal stability,
qualitatively analyzed. The enzymatic activity in the presence of SiO,NPSs revealed 0,1330
mg/mL as the maximum concentration before the SiO,NPs shows interference over the
enzymatic activity. The tests in the presence of SiO,-RM78NPs — where 2,2% from the
composite mass corresponds to RM78 — compared to the control group, there was no
inhibition on the enzymatic activity as expected. Future studies shall be performed intended to

better understand the SiO,NPs influence over the enzymatic tests.

Key-words: Alzheimer’s disease; silica nanopartiles; acetylcholinesterase.
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1. INTRODUCAO

A Doenga de Alzheimer (DA) atinge cerca de 5% das pessoas com idade entre 65 e 74
anos e essa populacdo de idosos ao redor do mundo tem crescido substancialmente nos
ultimos anos [1,2]. H& projecdes demograficas prevendo que por volta de 2050 a populacao
de idosos serda de aproximadamente dois bilhdes de pessoas e, em vista disso ¢ de grande
importancia estudar essa patologia [2]. A DA ¢ a causa de 60 — 70 % dos casos de deméncia,
age cronicamente e torna-se mais grave com o passar do tempo [3]. Estima-se que existam
mais de 26 milhdes de pessoas acometidas pela DA. Em média, a expectativa de vida dos
pacientes ¢ de 8 a 10 anos [1,3].

A DA caracteriza-se histopatologicamente pela grande perda sinaptica e morte
neuronal em diversas regides encefalicas. As principais sdo: cortex cerebral, cerebelo e
hipocampo [4]. Essas regides apresentam problemas funcionais devido a producdo do
peptideo B-Amiloide (BA), que por ser insoluvel (intra e extracelular) acaba se tornando um
problema por se acumular e impedir o desenvolvimento correto das funcgdes celulares [5].A
presenca do BA compromete o funcionamento do sistema colinérgico, responsavel pela
sintese do neurotransmissor acetilcolina (ACh). A concentragdo de ACh ¢ reduzida devido ao
aumento na taxa de hidrolise (atividade colinesterasica) realizada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE). Juntamente com a presenga do PA essa redugdo na concentragao
da ACh manifesta-se principalmente pelas conhecidas perda de memoria e dificuldade de
adquirir novas memorias [6].

Atualmente existem alguns compostos que potencialmente possuem atividade
anticolinesterdsica que podem melhorar a situacdo cognitiva de uma pessoa acometida pela
DA. Apesar disso, esses compostos também apresentam alguns efeitos colaterais, como por
exemplo: alta hepatotoxicidade, desconfortos gastrointestinais, nduseas, dentre outros. A
intensidade dos efeitos colaterais intensifica-se conforme a tolerancia de cada paciente,
conforme afirma Engelhardt, Eliasz, et al. (2005) [7,8]. Dessa maneira ¢ necessaria a busca
por novos compostos que sejam simultaneamente eficazes no tratamento e que apresentem
pouco (ou nenhum) efeito adverso. A principio a eficacia de novos compostos ¢ avaliada em
testes in vitro, de modo que o composto apresentado neste trabalho serd estudado dessa
maneira. Entretanto o composto em questdo nao apresenta a solubilidade requerida para ser
estudado, sendo assim, nao ¢ possivel avaliar diretamente sua possivel atividade

anticolinesterasica.
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Como proposta para resolver o problema apresentado no pardgrafo anterior tem-se os
materiais nanoparticulados. Com o rdpido avanco da medicina e da nanotecnologia, tornou-se
possivel incorporar componentes bioldgicos a nanomateriais dando origem a novos métodos
de diagnodsticos e tratamentos de patologias [9]. Uma das propostas para o tratamento da DA
estd no emprego de nanoparticulas (NPs) como suporte para compostos com potencial para o
tratamento da DA. Em relagdo as NPs, diversas composi¢des sdo exploradas na literatura e as
principais sdo: TiO,, SiO, e ZnO [10]. As particulas de SiO, apresentam boa
biocompatibilidade e em escala nanométrica também apresentam boa estabilidade térmica,
grande éarea superficial e uma boa estabilidade coloidal em meio aquoso [11,12]. A
estabilidade quimica das nanoparticulas de silica (SiO,NPs) ¢ tal que ¢ possivel modificar sua
superficie com diversos grupos funcionais de modo a torna-la multifuncional. Além disso, as
SiO,NPs ainda podem servir como suporte para compostos organicos € moléculas bioativas
[11].

Napierskaet al. 2009estudaram a toxicidade de SiO,NPs amorfas monodispersas com
tamanhos variando de 16 at¢ 355 nm. Foi detectada uma citotoxicidade fortemente
dependente do tamanho das NPs. As particulas menores apresentaram uma toxicidade
significativamente maior e afetaram as células expostas mais rapidamente [12]. Yuet al.
também examinaram a citotoxicidade das SiO,NPs amorfas e verificaram que com o didmetro
variando no intervalo de 30 a 48 nm houve maior citotoxicidade do que quando as dimensdes
variavam entre 118 e 535 nm [13]. De maneira semelhante, Nabeshiet et al. 2010 estudaram a
dependéncia da citotoxicidade com o tamanho das amostras de SiO,NPs amorfas nas faixas de
70, 100 e 300 nm. Os testes revelaram que as menores particulas apresentaram maior
citotoxicidade e inibiram a proliferacao celular [14].

Como exemplo da aplicabilidade biomédica direta e indireta das SiO,NPs, ha o caso
de particulas nanométricas de 6xido de ferro recobertas com SiO, e Tioflavina T (ThT), onde
o ThT é um corante fluorescente ndo toxico que se liga ao BA relatado por Tsolakis,
Apostolos C., et al., 2017. O trabalho ainda confirma o potencial de seu composito para
algumas aplicagdes: mapeamento magnético, mapeamento por fluorescéncia edrug
delivery[15]. Também foi relatado que SiO,NPsfuncionalizadas podem atuar tanto na
detec¢do quanto na remog¢do de ions Cu*. Esses ions exercem influéncia na patogénese de
doencas como a Sindrome de Menkes, Doenca de Wilson e DA [16]. Y. Zhang et al.
2010conseguiram carregar SiO,NPs com o composto Telmisartan. A adsor¢ao foi confirmada

por estudo de adsor¢dao de nitrogénio [17]. Yang, Lecong et al. 2016 demonstraram o bom
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desempenho das SiO,NPscontendo clioquinol (um quelante de metal)em inibir a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas ROS sao resultado da presenga de ions metélicos

que ajudam na formacao de agregados BA — um dos principais indicativos da DA [18].

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sintese da silica

A silica tem proeminente posicdo na pesquisa cientifica devido a suas diversas
aplicacdes. Stoberetal. em 1968 relataram um método pioneiro para a sintese de particulas
nanométricas [19]. O método baseia-se numa solugdo contendo um silicato (geralmente o
tetraetilortossilicao, TEOS — Si(OR),), alcool e um catalisador (acido ou bésico). As reagdes
se ddo pelo surgimento de um grande nimero de particulas primarias através de nucleagdo
num periodo chamado periodo de indu¢do, onde a solugdo se encontra supersaturada. Essas
particulas primarias se agregam para formar particulas estdveis. Apos o periodo de inducao
qualquer particula primaria formada serd consumida no processo de crescimento das
particulas estaveis. Isso resulta em particulas altamente monodispersas e esféricas [20].

As reacdes que regem esse processo sdo a hidrolise e a condensacdo. No processo de
hidrdlise, acontece a substituicdo de um grupo etoxi por uma hidroxila no silicato, como

indicado na Figura 1:

Figura 1 — Representacdo da hidrolise (condensag@o) durante o processo de sintese das particulas de silica.

—_—
-

=5i—0R *+ H,O Si—0OH + ROH

Fonte — Paik, Un Gyu, et al., 2011 [21].

Imediatamente o produto intermediario formado, Si(OR);OH, sofre condensagdo. A
condensag¢ao pode ser de dois tipos (Figura 2):

1) Alcoodlica: o intermediario Si(OR);OH reage com uma molécula de TEOS
formando pontes siloxano e alcool;

2) Aquosa: o intermediario Si(OR);OH reage com outra molécula de Si(OR),OH

formando pontes siloxano e agua;

Figura 2 — Tipos de condensag@o que ocorrem durante a sintese das particulas de silica. Condensagio gerando

alcool (em cima); condensacdo gerando agua (em baixo).
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Fonte — Paik, Un Gyu, et al., 2001 [21].

2.2. A doenca de Alzheimer

2.2.1. Breve fisiologia e anatomia do Encéfalo
O sistema nervoso produz e regula todos os aspectos funcionais do corpo humano,
checando constantemente o meio interno e externo do corpo [22]. No que concerne a
segmentacdo, o sistema nervoso pode ser dividido em: Sistema Nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Periférico (SNP). O SNC ¢ aquele que se localiza dentro da cavidade
craniana e do canal vertebral — o encéfalo e a medula espinhal, respectivamente. J4 o SNP ¢

aquele que se localiza fora daquele sistema — nervos e terminagdes nervosas [23].

Figura 3 — Anatomia encefalica simplifica.
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Fonte — Machado, A.. Neuroanatomia Funcional. 2° Ed.. Livraria Atheneu Editora. 2° Ed., 1993 [23].
O encéfalo pode ser dividido como apresentado na Figura 3.0 cértex cerebral consiste

de uma fina camada de substincia cinzenta que varia de 1,5 a 3 mm de espessura. Essa

camada, apesar da pouca espessura, contém 70% de todos os neurdnios do cérebro [24].
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Os neurdnios que exercem funcdes semelhantes encontram-se reunidos em areas
corticais: motora, sensorial e associativa. A associacdo das mais diversas areas corticais
constitui a base para numerosas fun¢des do cérebro, como por exemplo, o raciocinio logico e
criatividade [24].

O cerebelo é outra importante regido encefilica. E responsavel principalmente pelo
processamento de informagdes vindas do aparelho vestibular e ¢ considerado como parte do
sistema motor. Ele coordena os movimentos harmoniosos, intencionais e sinérgicos. Essa

coordenacdo ¢ realizada com o auxilio do telencéfalo, como indicado na Figura 4 [24,25]

Figura 4 — Principais regides do encéfalo e suas subdivisdes.
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Fonte — Machado, A.. Neuroanatomia Funcional. 2° Ed.. Livraria Atheneu Editora. 2° Ed., 1993.[23].

O hipocampo — que ¢ parte do sistema limbico — possui importantes fungdes psiquicas
relacionadas com o comportamento ¢ memoria. Além disso, os estimulos provenientes do
sistema limbico influenciam diversas fun¢des organicas subordinadas ao sistema nervoso
auténomo (ex.: aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca) [24,23].

O tronco encefalico localiza-se entre a medula e o diencéfalo, na parte anterior ao
cerebelo conectando a medula espinal com outras estruturas encefélicas. Na sua constituicao
estdo corpos de neurdnios agrupados em nucleos e fibras nervosas agrupadas em feixes
denominados tratos, fasciculos e lemniscos. No tronco encefalico estdo importantes centros de

controle respiratdrio e cardiaco [26]
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2.2.2. A sinapse
Sinapse ¢ o local onde as terminagdes axOnicas se aproximam para a troca de
informacodes. Esse espago que separa as terminacdes dos neuronios chama-se fenda sinaptica.
As sinapses podem ser de dois tipos: elétrica ou quimica, assim como estd esquematizado na
Figura 5. No caso elétrico a comunicag@o entre as células ocorre basicamente através da troca

de ions na fenda sinaptica.

Figura 5 — Os diferentes tipos de sinapses. A: sinapse elétrica; B: sinapse quimica.
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Fonte — Fonte - MOYES, C. D.; SCHULTE, P. M. Principios de Fisiologia Animal. 2.ed. Porto Alegre: Artmed,
2010. 792p [27].

Quando a sinapse € quimica — o que constitui a maioria das sinapses interneuronais — a
comunicagdo entre os elementos ocorre através da liberagdo de substancias quimicas, os
chamados neurotransmissores [22]. No neurdnio pré-sindptico o neurotransmissor ¢
sintetizado. Ele ¢ liberado na fenda sinaptica e se difunde até o neurdnio pos-sinaptico onde a
informacdo ¢ entregue. Assim que o neurotransmissor ¢ liberado novamente na fenda
sinaptica ele ¢ hidrolisado e seu produto ¢ reutilizado no neurdnio pré-sindptico para sintetizar
0 neurotransmissor novamente, dando inicio a um novo ciclo. Os neurotransmissores mais
conhecidos cuja manutengdo se baseia nesse ciclo de sintese-hidrolise sdo: serotonina,
dopamina, noradrenalina, adrenalina e a ACh [28,29].

No caso da ACh seu ciclo envolve duas enzimas: colina-acetiltransferase (ChAT) e a
AChE. No neur6nio pré-sinaptico a ChAT catalisa a sintese de ACh. Apds a informagdo ser
passada para o neurdnio pos-sinaptico, ao ser liberada na fenda sinéptica novamente, a ACh ¢é
hidrolisada pela AChE. Dos produtos dessa hidrolise — colina e acetato — a colina ¢
transportada novamente para o neurénio pré-sinaptico de modo a ser reutilizada numa nova

sintese, reiniciando seu ciclo [30].

2.2.3. Etiologia e fisiopatologia da DA
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Inicialmente a DA afeta a memoria de curto prazo (regido do hipocampo) e se estende
para as areas corticais de associa¢do [31]. A principio, pode-se diferenciar a DA de duas
maneiras: a DA Familiar (DAF) e a DA Esporadica (DAE). No grupo da DAF estao pessoas
acometidas pela doenca antes dos 65 anos de idade. J4 no grupo da DAE encontram-se
pessoas acometidas pela doenca apos os 65 anos de idade. As caracteristicas patologicas
cerebrais incluem atrofia cortical, extensas perdas neuronais e depositos fibrilares intra e
extracelulares. Os depdsitos intracelulares sdo os chamados emaranhados neurofibrilares e os
depositos extracelulares sdo conhecidos como placas senis [32,33].

O actimulo do peptideo BA (também conhecido como placas senis) € resultado de uma
falha na hidrdlise da Proteina Precursora Amildide (APP) que é uma glicoproteina presente
nas membranas neurais [5]. Ela pode ser hidrolisada por duas rotas distintas: a rota nao-
amiloidogénica e a rota amiloidogénica. Essas rotas diferem no que concerne a qual enzima
ir4 realizar a hidrolise e em que regido da proteina a hidrdlise vai ocorrer. Na rota ndo-
amiloidogénica o produto da quebra ¢ soluvel e o organismo consegue lidar com o produto da
hidrodlise. Porém na rota amiloidogénica (que ocorre em neuronios disfuncionais) o produto
dessa hidrdlise passa por um segundo processo de hidrolise gerando o peptideo BA. Como o
BA ¢ insoluivel no meio bioldgico ele comega a se acumular no meio extracelular dando
origem as placas senis — a chamada teoria da cascata amildide [34]. A presenga das placas
senis compromete o funcionamento do sistema colinérgico, de modo a desequilibrar a taxa de
sintese/hidrolise da ACh, levando a diminui¢do de sua concentragdo na fenda sinaptica [6].
Além disso, o aumento na concentragdo de PA leva ao desequilibrio nos processos de
(des)fosforilagdo da proteina Tau no interior da celular neuronal. Essa proteina ¢ responsavel
pela estabilidade dos microtiibulos do citoesqueleto das células neuronais. A proteina Tau
entdo sofre uma hiperfosforilagdo, o que faz com que ela perca sua afinidade com os
microtubulos e se acumule no corpo dos neurdnios. Isso desestabiliza o citoesqueleto
neuronal e prejudica ainda mais a transmissao neuronal [32]. Por fim, além da presenca das
placas senis no meio extracelular apresentarem alta toxicidade para as sinapses, a redu¢ao na
concentracdo da ACh e a hiperfosforilagcdo da proteina Tau acabam por comprometer a

atividade neuronal [35, 6].

2.2.4. Sintomas da DA
Em termos dos processos atdmico/moleculares citados anteriormente, os resultados
sao em geral a atrofia de regides corticais onde se acumulam os BA. Essas sdo as regides

relacionadas com a memoria, aprendizado e a emocao [34].

25



Portanto problemas de cogni¢do (perda de memoria recente, problemas para adquirir
novos conhecimentos, dificuldade de julgamento e organizacdo), depressdo, desorientagdao
espacial, problemas na comunicagdo, prejuizo das tarefas motoras, etc sdao fortes indicios de

que a DA esta em curso [36].

2.3. Teste enzimatico

Para se estudar a atividade enzimatica da AChE emprega-se o método de Ellman. Este
método faz uso de um substrato de acetiltiocolina (AcSCh). Entdo se prepara um sistema de
reacdo contendo AChE, AcSCh e DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzodico)), tampao
fosfato e is0o-OMPA. A hidrélise da AcSCh realizada pela AChE gera como produto a
tiocolina. Em seguida o grupo tiol (-SH) presente na tiocolina reage com o DTNB formando
como produto o dcido 2-nitro-tiobenzoico (TNB), de coloragdao amarela. Portanto, o
desempenho da AChE em hidrolisar AcSCh ¢ medido de maneira indireta de acordo com a
coloracdo amarela da solu¢do — que se deve ao TNB formado — em unidades de uMol de
AcSCh/h/mg de proteina.Essa coloragao ¢ medida através da leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda 412 nm [37].

Apesar de ser rapido, preciso e barato, o teste de Ellman possui algumas limitagdes. O
DTNB ¢ sensivel a luz, os grupos tiol (SH) podem interferir nas medidas e pode ndo ser
possivel medir atividades enzimaticas muito baixas. Com o intuito de eliminar algumas das
limitagdes do método de Ellman, Dingova, Dominika et. al. 2014 propuseram a separacao das
duas reacdes que regem o ensaio de Ellman em duas etapas distintas [37]. Na primeira etapa a
AcSCh ¢ hidrolizada pela AChE produzindo tiocolina (sem a presenca do DTNB). A segunda
etapa consiste dos seguintes procedimentos: a) interromper a atividade da AChE através da
adicao ao meio de reacao de um composto com atividade anticolinesterasica conhecida e b) na
geragao do TNB através da reacdo da tiocolina — formada na primeira etapa — com o DTNB

adicionado ao meio de reagdo. O esquema de reacdo esta apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema do teste enzimatico utilizado. A esquerda o procedimento padrio do método de Ellman. A

direita o procedimento realizado conforme a alteragdo proposta por Dingova ¢ Dominika.
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Fonte — Dingova, Dominika et. al. 2014 [38].

A capacidade do composto RM78 de inibir a enzima AChE serd investigada através

desse método. A estrutura molecular do RM78 esta representada na Figura 7.

Figura 7 — Estrutura molecular do composto RM78.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo a sintese, caracterizacdo e aplicagdo de

SiO,NPs como suporte para o composto RM78 e investigacdo de sua atividade

anticolinesterasica.

3.2. Objetivos especificos

Sintese de NPs monodispersas de SiO, e Si0,-NH,;

Caracterizagdo das propriedades morfoldgicas, quimicas e Opticas dos
nanomateriais por MEV, DLS, UV-Vis, FTIR, P{, TG e estudo qualitativo de
sua estabilidade coloidal,

Avaliacdo da influéncia das SiO,NPs sobre a atividade enzimatica da AChE;
Estudo quantitativo da adsor¢do do composto RM78 na superficie da silica;

Estudo da influéncia do composito Si0,-RM78 sobre a atividade enzimatica da

AChE.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de Stober modificado a partir dos
seguintes reagentes: Tetraetilortossilicato (TEOS) da marca Fluka com 98% de pureza, etanol
(EtOH) da marca Dindmica Quimica Contemporanea Ldta. com 99,5% de pureza, hidroxido
de amonio (NH,OH) da marca Dinamica Quimica Contemporanea Ldta (o grau de pureza
varia de 28 a 30%) e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). Ja o farmaco utilizado — RM78,
sintetizado no Laboratério de Bioquimica Geral e de Microorganismos da UFMS[38] —€ um
novo composto que faz parte da familia de compostos que apresentam amplo perfil
farmacologico de grande interesse industrial, farmac€utico e bioldgico. Dentre suas
propriedades conhecidas pode-se mencionar: antioxidante, antiviral, antifingica e diversas

outras [39,40].

4.2. Sintese das nanoparticulas

4.2.1. Sintese padrao
A rota sintética utilizada para a obtencdo das particulas de silica foi a mesma

empregada na literatura [41]. O fluxograma esta apresentado na Figura 8 em maior detalhe.

Figura 8— Descrigdo do procedimento padrao empregado para a sintese das NPs e seus valores (em Mol)

utilizados na sintese.
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|

Secagem;
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Fonte — Proprio autor.

29



4.2.2.0timizacio das condicdes de sintese

Com o intuito de conhecer a influéncia dos reagentes no resultado da sintese e também

para se obter a amostra mais adequada para o presente trabalho, foram realizadas sinteses com

diferentes volumes dos reagentes (os demais parametros da sintese como temperatura,

pressdo,dentre outros, foram mantidos constantes). Variou-se o volume de um reagente por

vez, mantendo-se os demais constantes.

Foram realizadas sinteses com variagcdes: TEOS (1,140; 1,344; 1,550; 1,756 mMol),
EtOH (0,136; 0,171; 0,205; 0,239 Mol) e NH,OH (0,0118; 0,0130; 0,0143; 0,0155 Mol),

como ilustrado em maiores detalhes no fluxograma da Figura 9.

Figura 9 — Procedimentos para as sinteses de otimizagdo dos pardmetros de reago. a) variacdo de EtOH; b)

variagdo de TEOS; c¢) variagao de NH,OH.
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Fonte — Proprio autor.

4.2.3. Sintese das Nanoparticulas

Foram sintetizadas amostras de SiO,NPspura eSiO,-NH,NPs. As SiO,-NH,NPs

|  +xuLdenmon |

24h de agitagdo
magnética

v

Centrifugacio;
Lavagem com Etanol;
48h de secagem a temperatura

ambiente

também foram realizadas segundo reportado em [41]. Na Figura 10 estd o fluxograma dos

procedimentos para a sintese de cada uma das amostras de NPs.

Figura 10 — Mol de reagentes ¢ tempos empregados na sintese das SiO,NPs (& esquerda) ¢ das SiO,-NH,NPs (a

direita).
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Fonte — Proprio autor.

4.3. Métodos de Caracteriza¢ao

4.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura fornece imagens constituidas pela contagem
de elétrons gerados pela interagdo deum feixe de elétrons e a amostra. Os elétrons de baixa
energia (< 50 eV; elétrons secundarios) influenciam na alta resolu¢do da imagem formada. Ja
os elétrons retroespalhados (> 50 eV) por serem gerados muito proximos a superficie
fornecem informacdes a respeito da topografia da amostra [42]

As imagens de MEV foram obtidas através de um equipamento da marca Jeol JSM-
6380 LV operando com 20 kV no Laboratério Multiusuario do Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (MULTILAM). As SiO,NPs e SiO,-NH,NPs
foram suspensas em alcool isopropilico via ultrassom por 5 minutos e em seguida recobertas
com uma fina camada de Au via sputtering por 5 minutos em vacuo de 200 mTorr em um
equipamento Denton Vacuum Desk III. As SiO,-RM78NPs foram suspensas em dagua
deionizada via ultrassom durante 5 minutos e em seguida foram recobertas com uma fina
camada de Au sob as mesmas condi¢des que as SiO,NPs e SiO,-NH,NPs. As amostras foram
analisadas em suporte de silicio e as ampliacdes utilizadas nas imagens foram de 10K, 20K,
30K, 50K. Para cada uma das amostras as contagens foram realizadas a partir de 4 imagens
geradas por MEV e a quantidade de didmetros contada foi em média de 150.

4.3.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
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As andlises de DLS foram feitas de modo a se encontrar o valor do diametro médio
das particulas. Isso ¢ feito através da determinagdo do didmetro hidrodinamico das particulas
em suspensao pelo espalhamento da luz decorrido do movimento Browniano das particulas.
Essa técnica também fornece informacdes a respeito da distribuicdo de tamanhos das
particulas através do indice de polidispersividade (Pdl), que se refere a variedade do tamanhos
da amostra relativo a sua distribui¢do por intensidade. Os valores de Pdl variam entre 0 e 1 e
quanto menor for esse valor mais monodispersa sera a amostra[43]. As medidas foram
realizadas em um equipamento Zetasizer Nano ZS da marca Malvern no Instituo de Quimica
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. O ensaio foi realizado em trés varreduras

com cada uma possuindo duragdo de 1 min.

4.3.3. Espectroscopia na regido do Ultravioleta e do Visivel (UV-Vis)

As absor¢des na regido do ultravioleta e no visivel dependem da estrutura eletronica
de uma molécula e, devido a sobreposicdo com subniveis rotacionais e vibracionais, seu
aspecto ¢ de uma banda larga. O centro da banda de absor¢do corresponde ao comprimento de
onda da radiagdo cuja energia € igual a necessaria para promover uma transi¢ao eletronica na
molécula.

O processo se inicia quando a luz passa através da amostra e uma parte promove a
transicao eletronica (absor¢do), onde a outra parte ¢ transmitida. A luz transmitida pode ser
expressa tanto como transmitancia quanto como absorbancia. A transmitancia ¢ dada pela
relacdo entre as intensidades de luz incidente e transmitida: T = I/, e a absorbancia relaciona-
se com a transmitancia pela seguinte relagdo matematica: A = log (1/T) = -log (T). Porém a
maneira mais comum de avaliar o espectro de UV-Vis ¢ através da lei de Lambert-Beer que
relaciona o caminho que a luz percorre na amostra (b), a concentracao (c) e a absortividade (g,
uma propriedade da amostra) com a absorbancia pela seguinte equacao [44]:

A =bce = log (I,/)

As medidas foram feitas no Laboratorio de Optica e Fotonica (LOF) da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul em um equipamento PerkinElmer modelo Lambda 265

utilizando comprimento de onda no intervalo de 200 a 900 nm.

4.3.4. Espectroscopia Vibracional de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)
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A técnica de FTIR ¢ empregada para a identificacdo de grupos funcionais. Quando um
material ¢ exposto a radiacdo infravermelha e a frequéncia da radiacdo incidente torna-se
igual a frequéncia de vibracao da molécula, transi¢cdes vibracionais/rotacionais podem ocorrer
no material. A faixa do espectro eletromagnético empregada na técnica corresponde a do
infravermelho médio — 2,5 até 25 um. O espectro de infravermelho apresenta no eixo da
abscissa a posicao de seus picos/bandas localizados por seu valor de numero de onda (v),
obtido a partir do comprimento de onda da radiacdo utilizada pela seguinte relagdo
matematica:
em unidades de cm™’ [44]. As medidas foram realizadas por refletancia total atenuada (ATR —
Attenuated Total Reflection) com 10 varreduras num equipamento Spectrum 100 da marca
PerkinElmer, do Laboratério de Optica e Fotonica (LOF) da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul.

4.3.5.Potencial Zeta (P()

O potencial Zeta (P{) mede o potencial no plano de cisalhamento entre a superficie das
particulas e o meio circundante (no caso agua). As medidas foram realizadas através da
introducdo de uma suspensdao da amostra dispersa em agua em uma cuba contendo dois
eletrodos, onde as particulas com carga tendem a se mover na dire¢do do eletrodo com carga
oposta. No entanto, a viscosidade do meio se opde a esse movimento e, entdo, quando essas
forgas se equilibram a velocidade das particulas (mobilidade eletroforética) ¢ constante.
Logo,a partir da medida da mobilidade eletroforética, pode-se obtém o valor do potencial
[45].As medidas foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano ZS da marca Malvern,

no Instituo de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.3.6. Analise Termogravimétrica (TG)

A técnica fornece informacgdes acerca da composicdo e estabilidade térmica. Os
métodos termogravimétricos podem ser divididos em: isotérmico, quase-isotérmico e
dindmico. No método isotérmico a variagao de massa da amostra ¢ registrada em funcao do
tempo em dada temperatura fixa. Para o método quase-isotérmico no momento em que a
amostra comeca a perder massa a temperatura ¢ mantida constante até que a massa se
estabilize e quando isso ocorre o aquecimento ¢ retomado. Esse procedimento se repete em
cada etapa da decomposi¢ao térmica. No procedimento de termogravimetria dindmico a perda
de massa da amostra ¢ registrada continuamente a medida que a temperatura aumenta a uma

razdo constante ou linear [46]. No presente trabalho o método empregado foi o dindmico. As
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medidas foram realizadas em atmosfera de ar sintético, com um aumento de temperatura de
10 °C por minuto até 900 °C em um aparelho 74 Instruments e modelo TGA Q50, no Instituo

de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.4. Estudo da Estabilidade Coloidal

De modo a testar a atividade do compésito SiO,-RM78 ¢ bastante importante que as
SiO,NPs sejam soliveis em meio aquoso e apresentem uma boa estabilidade coloidal — no
minimo 5h (tempo de realizagdo do teste de atividade enzimatica). Satisfeitas essas condigoes,
o teste enzimdtico poderd ser realizado da maneira correta. Para investigar a estabilidade
coloidal das amostras em agua de maneira qualitativa, um béquer de 50 mL contendo 10 mL
de agua deionizada foi utilizado. Em seguida, 40 mg de amostra foram pesadas e adicionadas
ao béquer com agua. O béquer contendo a solugdo foi sonicado por 15 minutos e em seguida
foi submetido a 30 minutos de agitacdo magnética. Terminadas as etapas de homogeneizacao,
a solucado foi deixada em repouso durante Sh. O esquema segue apresentado na Figura 11. Ao
termino das 5 h, cada amostra foi fotografada e avaliada qualitativamente quanto aos

precipitados formados e quanto a turbidez da solugao.

Figura 11 — O volume de dgua, massa de amostra e os tempos empregados no procedimento para o estudo da

estabilidade coloidal das amostras.

10 mL de agua deionizada
+

40 mg de S10;

15 minutos de
ultrassom
30 minutos de
agitacdo magnética

Deixada em repouso durante 5h

Fonte — Proprio autor.

4.5. Preparacao dos homogenatos encefalicos
O encéfalo foi removido e lavado com tampao Tris HCI para evitar a contaminacao

por AChE sanguinea. O cerebelo, estriado, hipocampo e cortex foram cada um removidos e
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transferidos para tubos de ensaio com tampao Tris HCI e homogeneizados em Potter de vidro.
O processo de centrifugacdo dos homogenatos foi constituido de um ciclo de 15 minutos a

2500 RPM. Os sobrenadantes foram utilizados para os testes enzimaticos.

4.6. Procedimento para a adsor¢io doRM78 nas SiO,NPs

O método de adsor¢do empregado foi semelhante ao proposto por Shen, Jianan, et al.
2011 [47]. Foram separados 5 mg de SiO,NPs que, em seguida, foram suspensas em 0,0856
Mol de EtOH num béquer de 10 mL. O béquer contendo a solucao alcoolica de SiO,NPsfoi
mantido sob agitagdo magnética durante 5 minutos. Transcorrido esse periodo, 1 mg de RM78
foi adicionado a solucdo, obtendo-se uma solu¢do a 0,2 mg/mL de RM78. A nova solugdo foi
mantida em agitagdo magnética durante 24h e, em seguida, centrifugada a 8000 RPM durante
30 minutos. O sobrenadante foi separado e guardado para posterior estudo e a amostra
decantada foi mantida na capela a temperatura ambiente para secagem durante 3 dias. O

fluxograma do procedimento est4 representado na Figura 12.

Figura 12: Procedimento para a adsor¢do do composto RM78 na superficie das SiO,NPS. O procedimento foi

baseado no modelo proposto por Shen, Jianan, et al. 2011.

0,0856 Mol de EtOH
+

5 mg de Si0,

5 minutos de
agitacdo magnetica

\4
1 mg de RM78

24h de agitacéo
magnética

v

Centrifugacio;
1 ciclo de 30 min. a 8000 RPM;
Secagem a temperatura ambiente
por 72h

Fonte - Proprio autor

4.7. Quantificacao da atividade enzimatica
Nos homogenatos obtidos, além da AChE, pode haver a presenga da
butirilcolinesterase (BChE) nos homogenatos. Essa proteina também tem a capacidade de

hidrolisar o substrato de AcCSh, o que levaria a informagdes imprecisas a respeito da
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atividade da AChE, visto que ndo ¢ possivel distinguir a atividade das enzimas. Entdo se faz
uso do composto 1s0-OMPA de modo a inibir a atividade da BChE.

Inicialmente o procedimento envolve a preparagao do “branco”: uma solugdo contendo
tampao fosfato (TFK), 4gua, iso-OMPA e amostra da enzima AChE. Esta solu¢do foi sujeita a
uma incubac¢do de 30 minutos. Em seguida ¢ adicionada a essa solucdo o substrato de AcSCh
e a nova solugdo ¢ levada para incubacdo por 10 minutos. Apds essas etapas adiciona-se
Noestigmina ¢ DTNB. A Neostigmina ¢ o composto anticolinesterdsico empregado para
finalizar a primeira etapa do teste. O DTNB ¢ adicionado para que a tiocolina formada passe
por mais uma rea¢do de modo a formar o anion amarelo 5-tio-2-nitrobenzoéico (TNB). A
concentragdo desse anion ¢ diretamente proporcional a atividade da AChE. A leitura dos
dados fornecidos pelos testes foi realizada em uma Leitora Automatica de Microplacas de 96

Pogos TP-READER-BASIC no INBIO, UFMS.

4.8. Analise estatistica

4.8.1. Contagem e estimativa do tamanho médio das particulas
Foi feita a estimativa do tamanho individual de varias particulas através do softaware
ImageJ. Com esses valores foi construido um histograma no qual uma Gaussiana foi fitada de
modo a se obter o valor do didmetro médio das particulas (dy) e seu desvio padrio (o); feito
com o auxilio do software Origin Lab 8.5. Conhecendo esses valores, foi possivel obter o
valor da dispersao da distribuicdo de tamanhos, dado pela razdo dy/c (também conhecido
como coeficiente de variacdo, c,). Esse procedimento foi feito para todas as amostras com

base em 4 imagens geradas por MEV como mencionado na se¢do 4.3.1.

4.8.2. Analise estatistica dos testes enzimaticos
Os resultados obtidos através dos ensaios enzimaticos in vitro foram analisados
através da andlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) seguido pelo teste post hoc de
Dunnett. A analise de variancia compara as médias de diferentes grupos independentes (no
caso as diferentes concentragdes de SiO,NPs e Si0,-RM78NPs empregadas) com a média do

grupo controle (sistema de reagdo sem as NPs).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na PARTE I, sao apresentados os resultados que servem de base para a escolha da
sintese que fornece a amostra mais adequada para ser empregada no auxilio do estudo da
atividade enzimatica. As amostras foram obtidas a partir da variagdo de parametros
esquematizada na Figura 9. Na PARTE II, apds a escolha da sintese mais adequada —

representada na Figura 10 —, sdo apresentados os resultados das demais etapas.

PARTE I

5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
Estdo apresentados na Tabela 1 os volumes das sinteses realizadas com o intuito de

otimizar as condi¢des de sintese.

Tabela 1:A otimizagdo dos pardmetros de sintese foi feita através da realizagdo de diversas sinteses. Na tabela

estdo a identificacdo das amostras e a quantidade (em Mol) dos reagentes para cada sintese realizada.

NOME DA AMOSTRA EtOH (Mol) TEOS (10° Mol) NH,OH (Mol)
am08 0,137 1,550 0,014
am10 0,171 1,550 0,014
am12 0,205 1,55 0,014
am14 0,239 1,550 0,014
am280 0,205 1,143 0,014
am330 0,205 1348 0,014
am380 0,205 1,348 0,014
am430 0,205 1,757 0,014
am470 0,205 1,348 0,012
am520 0,205 1,348 0,013
am570 0,205 1,348 0,014
am620 0,205 1,348 0,015

Fonte — Proprio autor.

5.1.1. Estudo da influéncia da variacao de EtOH no resultado da sintese
Como pode ser visto na Figura 13, as particulas sintetizadas com diferentes
concentragdes de EtOH — mantendo-se o numero de Mols dos demais reagentes constantes —

apresentam natureza nanométrica e geometria esférica.
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Figura 13 — MEV das particulas sintetizadas com diferentes volumes de EtOH. A: amostra am08 (0,136 Mol
EtOH; B: amostra am10 (0,171 Mol EtOH); C: amostra am12 (0,205 Mol EtOH); D: amostra am14 (0,239 Mol
EtOH).

T

Z8kU X509, 888 6.3 L f

Fonte - MULTILAM, UFMS.

Contudo, como pode ser observado nos histogramas da Figura 14, o tamanho das NPs
variou. Segundo Ismail Ibrahim et al. 2010, isso se deve ao fato de que para diferentes
volumes de EtOH para o mesmo volume de TEOS, significa também uma variagdo de
concentragdo de TEOS [48]. Conforme o volume de EtOH aumenta isso leva a uma
diminui¢ao na concentragdo de TEOS. Dessa maneira os processos de hidrélise e condensagao
acontecem mais lentamente, tal que o periodo de nucleagdao ¢ maior e ocorre a formagao de
mais nucleos, de modo que as particulas formadas sdo menores [20].A Tabela 2 apresenta os

diametros médios ao lado de seus respectivos valores de sigma.

Figura 14 — Histogramas das particulas sintetizadas com diferentes volumes de EtOH. Onde dy= diametro
médio. A: amostra am08 (0,136 Mol EtOH); B: amostra am10 (0,171 Mol EtOH); C:amostra am12 (0,205 Mol
EtOH); D: amostra am14 (0,239 Mol EtOH).
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Tabela 2: Diametro médio das particulas sintetizadas com diferentes volumes de EtOH bem como seus

respectivos valores de dispersédo (c,).

AMOSTRA DIAMETRO MEDIO DISPERSAO (%)
(nm)
am08 1592 + 11,4 7,1
am10 159,6 + 15,1 9.4
am12 132,7 £ 12,6 9,4
am14 1142 £ 82 7,1

Fonte — Proprio autor.

5.1.2. Estudo da variacido da concentracio de TEOS
Nesta etapa, foram preparadas amostras utilizando 04 valores diferentes de Mols de
TEOS. A Figura 15 revela que em sua maior parte as particulas conservam sua geometria

esférica. As particulas sdo novamente nanométricas, apesar de que nem todas apresentam

uniformidade na sua geometria.

Figura 15 — MEV das particulas sintetizadas com diferentes volumes de TEOS. A: amostra am280 (1,140 mMol
TEOS; B: amostra am330 (1,344 mMol TEOS); C: amostra am380 (1,550 mMol TEOS); D: amostra am430
(1,756 mMol TEOS).
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O aumento no volume de TEOS (e por consequéncia na sua concentracao) leva a um
aumento na velocidade dos processos de hidrélise e condensagdo, uma redugdo no periodo de
nucleacao e¢ a formag¢do de um nimero menor de nucleos. Os nacleos formados entdo se
aglomeram para a formacdo de particulas maiores e mais estdveis, assim aumentando o
tamanho final das particulas [19]. Os histogramas estdo apresentados na Figura 16. A partir
das contagens realizadas para a amostra am430, esta apresentou uma distribuicdo bimodal.
Uma possivel explicagdo para a distribuicdo bimodal apresentada ¢ que quando a silica atinge
certo tamanho no periodo de indugdo, o TEOS presente na rea¢do torna-se um excesso para o
reagente limitante o que leva a uma rapida hidrdlise do silicato. Dessa maneira, devido ao
excesso de silicato, as reagdes de hidrdlise produzem novos nucleos entre as particulas de
silica j& formadas, levando a distribui¢do bimodal apresentada [49]. Os valores de c, estao

apresentados na Tabela 3.

Figura 16 — Histogramas das particulas sintetizadas com diferentes volumes de TEOS. Onde dy = didmetro
médio. A: amostra am280 (1,140 mMol TEOS); B: amostra am330 (1,344 mMol TEOS); C:amostra am380
(1,550 mMol TEOS); D: amostra am430 (1,756 mMol TEOS).
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Tabela 3: Diametro médio das particulas sintetizadas com diferentes volumes de TEOS bem como seus

respectivos valores de disperséo (c,).

AMOSTRA DIAMETRO MEDIO DISPERSAO (%)
(nm)
am280 138,0+ 11,5 8,3
am330 128,7 £ 20,3 15,7
am380 198,0 + 20,7 10,4
am430 170,3+ 16,3 2133+ 16,0 9,5//6,9

Fonte — Préprio autor.

5.1.3. Estudo da varia¢ao da concentracio de NH,OH
Na Figura 17 pode ser observado que novamente a natureza nanométrica das particulas
¢ conservada ao variar os volumes de NH,OH. Contudo em algumas imagens de microscopia
as particulas parecem se fundir perdendo parte de sua geometria esférica.

Figura 17 — MEV das particulas sintetizadas com diferentes volumes de NH,OH. A: amostra am470 (0,0118 Mol
NH,OH); B: amostra am520 (0,0130 Mol NH,OH); C: amostra am570 (0,0143 Mol NH,OH); D: amostra am620
(0,0155 Mol NH,OH).
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O histograma apresentado na Figura 18 revela particulas menores. Pode-se atribuir a
este fato razoes semelhantes aquelas da variacao de Mols de TEOS. Conforme a concentragao
de NH,OH (catalisador) aumenta, a taxa de hidrolise e condensa¢do aumenta, o periodo de
nucleacdo diminui e ocorre a formagdo de um nimero pequeno de nucleos. Entdo esses
nicleos se aglomeram para formar particulas maiores e estaveis [20]. Para a distribuicao
bimodal apresentada pela amostra am520, pode ter acontecido que os Mols de TEOS
utilizados — em conjunto com os Mols de NH,OHempregados para esta amostra — tenha se
tornado insuficiente tanto para predominantemente reduzir o periodo de nuclea¢do (formando
particulas menores) quanto para predominantemente aumentar o periodo de nucleacdo
(formando particulas maiores). Dessa maneira as duas possibilidades coexistiram de modo a
gerar dois grupos de particulas com diametro médio diferente[49]. Os valores de sigma para

cada uma das sinteses estdo na Tabela 4.

Figura 18 — Histogramas das particulas sintetizadas com diferentes volumes de NH,OH. Onde dy= didmetro
médio. A: amostra am470 (0,0118 MoINH,OH); B: amostra am520 (,0130 MoINH,OH); C:amostra am570
(0,0143 MoINH,OH); D: amostra am620 (0,0155 MoINH,OH).
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Tabela 4: Didmetro médio das particulas sintetizadas com diferentes volumes de NH,OH bem como seus

respectivos valores de dispersdo (c.,).

AMOSTRA DIAMETRO MEDIO DISPERSAO (%)
(nm)
am470 60,5 +4,1 6,7
am520 1224+11,7 191,0+6,9 9,5//3,6
am570 193,2 £ 14,1 7,2
am620 113,1 £6.,9 6,1

Fonte — Proprio autor.

5.2. Analise qualitativa da estabilidade coloidal

Das diversas particulas de SiO,obtidas através da variagdo do volume dos reagentes,
foram selecionas particulas de trés tamanhos diferentes levando-se em conta o intervalo de
tamanhos adequado para aplicagdes biologicas segundo estd relatado em[14]. Foram
selecionadas as amostras am08, am570 e am620, que apresentaram tamanhos de 159,2, 1932,
113,1, nm e valores de dispersdo 7,1, 7,2 e 6,1%, respectivamente. Estas foram sujeitas ao
procedimento descrito na se¢do 4.4. Estudo da estabilidade coloidal e,apds Sh, as solugdes se

apresentaram como pode ser visto na Figura 19.
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Figura 19 — Comparagio (qualitativa) da estabilidade coloidal das amostras. A esquerda a amostra am08, no

centro estd a amostra am570 e a direita esta amostra am620.

Fonte — Proprio autor.

Pode ser observado que os béqueres contendo as amostras am570 e am620 apresentam
uma turbidez menor do que aquela do béquer com solugdo preparada a partir da amostra
am08. Dessa maneira, do ponto de vista qualitativo, pode-se inferir que a am08 apresenta uma
estabilidade coloidal mais duradoura, como ¢ requerido para os testes biologicos.

A seguir, na Parte II, serdo apresentados os resultados das sinteses feitas sob as
mesmas condigdes da am08, que foi a escolhida como mais adequada para o presente trabalho

baseada em seu didmetro médio e estabilidade coloidal.
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PARTE 11

5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Visto que as SiO,NPs utilizadas na Parte II do trabalho constituem a mesma amostra
de silica pura apresentada na Parte I, sua imagem de MEV e seu histograma ja foram
apresentados na secdo 5.1.1. Estudo da influéncia da variagdo de EtOH através das Figuras

12 e 13. Sendo assim, serdo apresentadas nesta se¢do as imagens de MEV e os respectivos

histogramas das SiO,-NH,NPs e Si0,-RM78NPs.

5.3.1. Silica aminofuncionalizada (SiO,-NH,)

Esta representada na Figura 20 a imagem de MEV das SiO,-NH,NPs (am08-aptes)
juntamente com seu histograma. A microscopia revela particulas nanométricas, de geometria
esférica — como era esperado. O histograma mostra um didmetro médio de 157,1 + 18,6 nm.
Pode ser observado que o tamanho médio das SiO,NPs e SiO,-NH,NPs sdo muito
semelhantes. A dispersdo percentual que se encontra a partir desses dados ¢ de 11,8 %, um

valor um pouco acima daquele obtido para a silica pura.

Figura 20 — Microscopia das SiO,NPs.Ao lado seu histograma contendo a normalizagdo (gaussiana) que fornece
o diametro médio das particulas.
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Fonte — MEV: MULTILAM; histograma: proprio autor.

5.3.2. Silica contendoRM78 (SiO,-RM78)

A Figura 21 representa a imagem de MEV das SiO,-RM78NPs (am08-rm78)
juntamente com seu histograma. As amostras foram suspensas em agua deionizada como
preparacdo para analise de microscopia. Pode ser visto pela Figura 21que as particulas
conservaram sua geometria esférica. O tamanho médio (147,2 + 9,6 nm) se manteve proximo

(dentro da margem de erro) do valor das NPs de SiO, (159,2 = 11,4 nm), bem como a
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dispersividade que se mostrou um pouco menor — agora 6,5%. Nas imagens, as particulas se
mostram mais aglomeradas quando comparadas as imagens obtidas para a silica pura, no
entanto, isso reflete o0 método de preparagao das mesmas para as analises de MEV. Visando

identificar efeitos de aglomeracdo, as amostras foram analisadas por DLS.

Figura 21 — Microscopia das SiO,-RM78NPs. Ao lado seu histograma contendo a normalizagdo (gaussiana) que

fornece o didmetro médio das particulas.
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Fonte — MEV: MULTILAM; histograma: proprio autor.

5.4. Medidas de DLS

5.4.1. DLS da silica pura (SiO.)

A Figura 22 representa os resultados da andlise de DLS da amostra de silica pura
(am08).A curva de distribuicdo possui o tamanho médio no valor de 134,9 nm com um desvio
padrdo de 36,6 nm. As medidas de DLS e MEV apesar de serem diferentes em valores ainda
se encontram dentro da margem de erro apresentada. Além disso, por DLS ¢ analisado o
tamanho hidrodinamico, levando em consideragdo também a presenca de moléculas organicas
ligadas na superficie das particulas.

Figura 22 - DLS das SiO,NPs. As medidas (feitas em triplicata) confirmaram a natureza nanométrica das

particulas bem como seu baixo indice de dispersdo. A técnica serve como complemento as medidas de MEV.
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Z-Average (d.nm): 210,6 Peak 1: 1349 100,0 36,57
Pdl: 0,404 Peak 2: 1768 0,0 667,95
Intercept: 0,924 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good
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5.4.2. DLS da silica aminofuncionalizada (SiO,-NH,)
A Figura 23apresenta os resultados da analise de DLS das SiO,-NH,NPs (am08-aptes).
O tamanho registrado pela medida de DLS foi de 128,5 nm com um desvio padrao de 37,79
nm. O valor obtido via DLS ¢ diferente daquele obtido via MEV, dado que o experimento de
DLS determina o tamanho médio fazendo uma contagem maior de particulas e além disso,
também inclui na medida a presenga de grupos organicos na superficie das particulas (o que
as analises de MEV ndo levam em conta). Apesar disso, os valores fornecidos pelas duas

técnicas encontram-se na mesma faixa de tamanhos;em torno de 150 nm.

Figura 23 - DLS das SiO,-NH,NPs.As medidas (feitas em triplicata) confirmam a natureza nanométrica das

particulas bem como sua baixa dispersividade. A técnica serve como um complemento as medidas de MEV.
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Size (d.n... % Number: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 1913 Peak 1: 128,5 100,0 37,79
Pdl: 0,333 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good
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Fonte — INQI, UFMS.

5.4.3. DLS da silica com RM78 (SiO,-RM78)

A Figura 24 apresenta os resultados da analise de DLS das SiO,-RM78NPs (am08-
rm78). As medidas de DLS forneceram um tamanho médio de nanoparticula de 127,0 nm
com um desvio padrdo de 40,1 nm. Novamente, o tamanho médio fornecido pela medida de
DLS difere daquela fornecida por MEV, o que se da pela mesma razdo que anteriormente —
uma contagem maior feita pelo experimento de DLS. Contudo, mais uma vez o tamanho

obtido por ambas as técnicas se encontra na mesma faixa de tamanho — em torno de 150 nm.

Figura 24 —DLS das SiO,-RM78NPs. As medidas (realizadas em triplicata) confirmam sua natureza nanométrica

e seu baixo indice de dispersdo. A técnica serve como um complemento as medidas de MEV.
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Size (d.n... % Number: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 176,5 Peak 1: 127,0 100,0 40,09
Pdl: 0,226 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,920 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good
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Fonte — INQL, UFMS.

5.5. Estudo qualitativo da estabilidade coloidal das NPs

5.5.1. Estudo da estabilidade das SiO,NPs
Para as SiO,NPs, a estabilidade coloidal foi estabelecida pelas analises qualitativas

apresentadas na secdo 5.2. Andlise qualitativa da estabilidade coloidal da PARTE 1.

5.5.2 Estudo da estabilidade das SiO,-NH,NPs
No caso das particulas de SiO,-NH,, a estabilidade coloidal foi consideravelmente
baixa, ocorrendo a precipitagdo das NPs dentro de alguns minutos, como mostra a Figura 25.

Sendo assim, apenas as NPs de SiO, puras foram utilizadas como suporte para a RM78.

Figura 25 — Estudo da estabilidade coloidal. Solugdo a 4 mg/mL de SiO,-NH,NPs em agua deionizada apos

aproximadamente 2h.
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Fonte — Proprio autor.

5.6. Espectrometria no UV-Vis do composito SiOQ,-RM78

A Figura 26 apresenta as curvas absorcdo x comprimento de onda de solu¢des com

diferentes concentracdes de RM78 (a esquerda). Para todas as concentracdes, os valores dos

maximos de absor¢ao correspondentes ao pico encontrado em 281,8 nm foram utilizados para

preparacdo da curva de calibragdo apresentada também na Figura 26 (a direita).

Figura 26 — Absor¢ao em 281,8 nm da RM78 (esquerda); Curva de calibragdo construida a partir dos dados de
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Fonte — Laboratorio de Optica e Foténica, UFMS.

A Figura 27 apresenta a curva de espectroscopia no UV-Vis do sobrenadante obtido

ap6s impregnagao da silica com o composto RM78.Em 281,8 nm, a absor¢do do sobrenadante
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tem um valor de 0,55906 u.a. Substituido esse valor na equagdo da curva de calibracao,
encontra-se a concentragdo de RM78 no sobrenadante de 0,08330 mg/mL. Comparando esse
valor com a concentragao inicial(0,2 mg/mL)da solucao feita para a adsor¢ao (Caicarms = Co —
Coobrenadane), 0 Valor adsorvido nas SiO,NPs foi de 0,1167 mg/mL.Levando-se em conta a massa
de SiO,NPs utilizada (5 mg) e a massa de RM78 impregnada, conclui-se que a massa do
compdsito Si0,-RM78 ¢ de 5,1167 mg. Fazendo a divisdo da massa de RM78 impregnada
pela massa do composito e multiplicando por 100, encontra-se a porcentagem de RM78 em

massa de composito:

Figura 27 — Absor¢ao apresentada pelo sobrenadante da solugdo para adsorcdo de RM78 na superficie das

SiO,NPs.
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Fonte — Laboratério de Optica e Foténica, UFMS.

5.7. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

5.7.1. Silica pura (SiO,)
A Figura 28 apresenta a espectroscopia no infravermelho das SiO,NPs (am08). Na
imagem, estdo apresentadas as vibragdes correspondentes aos grupos silanol e siloxano que

confirmam a presenga do silicio; 795, 950 e 1072 cm™ [41, 50,51]. Também estdo presentes as

51



vibragdes referentes a dgua adsorvida na amostra (1632 ¢ ~3300 cm™) e a algum residuo

organico provenientes da sintese das nanoparticulas [52,53]

Figura 28— FTIR das SiO,NPs e seus picos de absor¢ao caracteristicos.
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5.7.2. Silica carregada com RM78 (SiO,-RM78)

A Figura 29 apresenta a espectroscopia no infravermelho de ambas as amostras. Pode
ser observado que o espectro das Si0,-RM78NPs (am08-RM78 — linha tracejada) apresenta
pouca diferenga com relagdo ao espectro das SiO,NPs. A pouca diferenga entre os espectros
pode ser atribuida a pouca quantidade de RM78 adsorvida na silica. O valor de cerca de 2%
de RM78 que constitui o compdsito torna-se relativamente ainda menor quando observada
através da pequena quantidade de SiO,-RM78NPs empregada para a espectroscopia. Dessa
maneira torna-se bastante dificil observar a presenca do composto através desta técnica de

caracterizacao.

Figura 29 — Comparagdo das medidas de FTIR das SiO,NPs ¢ SiO,-RM78NPs. A linha preta representando as
SiO,NPs e a linha tracejada representando as SiO,-RM78NPs.
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5.8. Potencial Zeta

5.8.1. PC das SiO,NPs
A Figura 30 representa a medida de P{ das SiO,NPs (am08). O valor da carga
superficial obtido foi de -32,5 mV. Isso se deve as hidroxilas (-OH) dos grupos silanol
presentes na superficie das nanoparticulas [54]. Vale salientar que este alto valor de P reflete
a grande estabilidade coloidal das amostras, ja que valores maiores ou iguais a = 30 mV tém

sido reportados como Otimos para preparacao de solugdes coloidais estaveis [55].

Figura 30 — Medida de P{ das SiO,NPs. As medidas foram realizadas em triplicata.
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -325 Peak 1: -32,5 100,0 4,49
Zeta Deviation (mV): 4 49 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0193 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result quality
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Fonte — INQI, UFMS.

5.8.2. Potencial Zeta das SiO,-RM78NPs
A Figura 31 representa a medida de P{ das SiO,-RM78NPs (am08-rm78). O valor

Figura 31 — Medida de PC das SiO,-RM78NPs. As medidas foram feitas em triplicata.

sua densidade de carga negativa [55].

obtido foi de -24,2 mV. Isso se deve a presenca do farmaco na superficie da silica. Dada a
estrutura da RM78 (anéis e amidas), ela tende a apresentar uma densidade de carga menos

negativa que a da silica, visto que a silica possui grupos silanol em sua superficie, tornando

54



Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -24.3 Peak 1: -24.3
Zeta Deviation (mV): 4,08 Peak 2: 0,00
Conductivity (mS/cm): 0.0583 Peak 3: 0,00

Result quality

Area (%)
100,0
0,0

0.0

St Dev (mV)
4,08

0,00
0.00

Zeta Potential Distribution

600000
500000
400000

300000

Total Counts

200000

100000

Q

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 25 §i02 + RM78 1 Record 30: Si02+RM78 2

Record 31: SiO2+RM78 3

Fonte — INQI, UFMS.

5.9. Termogravimetria

5.9.1. Analise térmica das SiO,NPs

A Figura 32representa a termogravimetria das SiO,NPs (am08). O grafico revela uma

perda de massa acentuada até aproximadamente 120 °C correspondente a evaporagdo da dgua

[56]. Em seguida, pouco depois dos 200 °C ocorre a perda de dgua que estd ligada mais

internamente aos grupos silanois da amostra [57]. A degradagdo de compostos organicos

remanescentes da sintese ocorre até aproximadamente os 500 °C [58]. Acima dos 500 °C, até

cerca de 570 °C ocorre a perda de dgua formada pela condensagdo dos grupos silandis [53].

Figura 32 — Termogravimetria das SiO,NPs. Na imagem estdo destacadas as se¢des em que ha perda de massa

bem como a perda de massa total até 950 °C.
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5.9.2. Analise térmica das SiO,-RM78NPs

A Figura 33apresenta a termogravimetria da Si0,-RM78 (am08-RM78). O grafico
apresenta perdas de massa idénticas aquelas da silica pura, em 120 °C, 200 °C e até proximo
de 500 °C. Entretanto, ha um decréscimo de massa além daqueles presentes na
termogravimetria da silica pura; ele se estende em torno do intervalo de 300 até 360°C, onde
se atribui a degradagdo do composto incorporado na amostra. A partir de 360 °C a degradagao
dos compostos organicos (remanescentes da sintese) se estende a uma taxa aproximadamente
linear até proximo aos 500 °C [58]. Apo6s a marca dos 500 °C até aproximadamente 540 °C a

perda de massa se deve a agua formada pela condensacao dos grupos silanois [59].

Figura 33 — Termogravimetria das SiO,-RM78NPs. Na imagem estao destacadas se¢des em que ha perda de

massa bem como a perda de massa total até 950 °C.
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Da se¢do de espectroscopia no UV-Vis foi obtida a informagdo de que 0,1167 mg de
RM78foram adsorvidos nas nanoparticulas e que esse valor corresponde a 2,2% da massa
total do composito. A termogravimetria do composito SiO,-RM78apresenta uma maior perda
de massa em relagdo aquela apresentada pelas SiO,NPs. Essa perda de aproximadamente 2%

condiz com a massa do composto que foi adsorvida nas SiO,NPs.

5.10. Estudo da atividade enzimatica

Os testes foram realizados de modo a estudar a influéncia das SiO,NPs sobre atividade
da enzima AChE. Isso deve ser feito para garantir que posteriormente, caso haja, serdo
observadas diferencas na atividade enzimatica apenas devido a presenca do composto RM78.
As concentracdes de SiO,NPs empregadas foram: 0,0600, 0,1330, 0,2000 e 0,2660 mg/mL,
tanto para as SiO,NPs quanto para as SiO,-RM78NPs conforme consta no grafico apresentado
na Figura 34.

Esperava-se que ndo houvesse inibi¢ao da atividade enzimaética nos testes realizados
na presenca apenas das SiO,NPs, de modo que uma possivel inibi¢do apresentada pelo
composto pudesse ser atribuida a ele. No entanto as SiO,NPs apresentaram atividade inibitéria

mesmo a baixas concentragdes. Foi observada uma inibi¢do da atividade da AChE pelas
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SiO,NPs a partir da concentracdo de 0,1330 mg/mL. Ja nos testes realizados na presenca das

S10,-RM78NPs nao houve inibigdo em comparagdao com o controle.

Figura 34 — Atividade da enzima AChE sobre as quatro regides encefalicas (cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e estriado), reunidas como uma tinica amostra na presenga de SiO,NPs (SP) ou SiO,-RM78NPs
(SC).0s dados foram analisados através da analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo

teste post hoc de Dunnett, onde os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.
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Fonte — INBIO, UFMS.

pmol de AcSCh/h/mg de proteina

Algumas hipdteses podem ser levantadas de modo a esclarecer os resultados. As
SiO,NPs podem realmente apresentar atividade inibitéria sobre a AChE. Ha também a
hipotese de que as SiO,NPs estejam se ligando ao cromo6foro (TNB) e influenciando a leitura.
Como o TNB ¢ o indicativo de que a AChE hidrolisou o substrato, a ligacdo do TNB com as
SiO,NPs reduz a quantidade de TNB identificada pelo aparelho, o que indica de maneira
incorreta que a AChE foi inibida.

As diferentes concentragdes de SiO,-RM78NPs ndo apresentaram diferenga estatistica
na inibi¢do da AChE em relagdo ao grupo controle. E possivel que o composto RM78 de fato
apresenta atividade anticolinesterasica, porém devido ao fato de estar ligado as SiO,NPs nao
consegue se ligar ao sitio catalitico da enzima, permitindo assim que a AChE hidrolise o
substrato normalmente.Ainda hé a hipdtese de que se as SiO,NPs sejam realmente capazes de
se ligar ao TNB, a presenca do RM78 na superficie das particulas esteja impedindo que isso

aconteca, fornecendo entdo o resultado observado.

6. CONCLUSAO
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Foram sintetizadas particulas nanométricas, esféricas e monodispersas de silica através
do método de Stober modificado. Inicialmente,foi investigada a influéncia da variagdo molar
dos reagentes empregados na sintese. Cada uma das variagdes realizadas influenciou o
tamanho final e a forma das particulas resultantes. Apesar disso todas as sinteses realizadas
mantiveram uma baixa dispers@o no tamanho médio das particulas. O estudo qualitativo da
estabilidade coloidal revelou que a amostra feita com 0,137 Mol de EtOH (am08) apresenta
melhor estabilidade.

Novas amostras foram feitas com base na sintese com 0,137 Mol de EtOH. As
particulas foram caracterizadas e as andlises de MEV e DLS confirmaram a natureza
nanométrica das particulas e baixa dispersdo do tamanho médio é confirmada pelo valor de
PdI fornecido pelo DLS. A espectroscopia no UV-Vis forneceu dados para se concluir que
2,2% da massa do compdsito corresponde ao composto RM78. As medidas de potencial Zeta
mostraram que houve uma reducdo na carga de superficie, o que corrobora a presenca do
RM78 na silica. A andlise de TG mostra que as SiO,-RM78NPs perdem cerca de 2% a mais
de massa que as SiO,NPs, no mesmo intervalo de temperatura. Sendo assim, as técnicas de
UV-Vis, potencial Zeta e TG mostram que houvea adsor¢cdo do composto RM78 na superficie
das SiO,NPs. Entretanto, ndo foi possivel observar a presenca do RM78 através da técnica de
FTIR, possivelmente, por estar em uma concentracdo muito baixa visto o limite de detecgao
da técnica. Pelo exposto, o método utilizado para adsorver o RM78 na superficie da silica
mostrou-se viavel.

A atividade enzimatica da AChE foi estudada na presenca das SiO,NPs e das SiO.-
RM78NPs. Foi observada uma inibigdo da atividade da AChE pelas SiO,NPs a partir da
concentracao de 0,1330 mg/mL. Pode-se atribuir a esses resultados uma inibicao direta devido
as Si0,NPs na atividade da AChE, ou a ligacao do TNB com as SiO,NPs.

Na presenca das SiO,-RM78NPs, a atividade enzimatica ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que,
estando adsorvido o RM78, este impeca que o TNB se ligue as SiO,NPs, deixando o TNB
livre, assim como ocorre no grupo controle. Ainda ndo se descarta a hipdtese de que o
composto RM78 tenha a capacidade de inibir a AChE. E possivel que, caso o RM78 se

desligasse das NPs, o mesmo se ligaria no sitio catalitico da enzima inibindo sua atividade.
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