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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Anélise elementar (AE)

Os dados listados na tabela 3 foram determinados por ICP-OES. As
porcentagens de silicio, calcio e fosforo foram utilizadas para a comparacgéo entre
as quantidades de silica mesoporosa e de fosfato de célcio formadas; as razbes
atdmicas Si:Ca:P adicionada e encontrada para a comparacgao entre a variagcdo das
quantidades dos reagentes adicionadas na sintese e as encontradas
experimentalmente; e a razdo atdbmica Ca:P encontrada dos materiais para

verificacdo se esta razdo esta de acordo com o esperado para hidroxiapatita.

Tabela 3 — Analise Quimica dos materiais em porcentagem e razdes atdbmicas Si : Ca : P tedrica e
experimental e razao atbmica Ca : P.

_ Sj Ca P Razé_o _Atémica Razéo Atdmica R?zé}o
Material %) | (%) | (%) Ad|_C|onada Engontrada Atdmica
Si:Ca:P Si:Ca:P Ca:P
SBA-15 38 - - - - -
SBA-15/HAP_1| 40 4,1 2 10:1,0:0,6 |1,00:0,10:0,05 2,05
SBA-15/HAP_ 2| 25 12 6,1 10:1,0:0,6 |1,00:0,48:0,24 1,97
HAP - 35 18 -:10:0,6 -:1,00:0,51 1,94

As razdes atdmicas adicionadas foram calculadas de acordo com as massas
dos reagentes utilizadas na sintese. Na SBA-15/HAP_1, SBA-15/HAP_2 e na
HAP, os reagentes TEOS, CaCl, e Na,HPO,, precursores de silicio, calcio e
fosforo respectivamente, foram adicionadas na seguinte razdo atbmica Si:Ca:P -
1,0:1,0:0,6, que corresponde a razdo Ca:P de 1,66. Segundo a literatura, a razéo
Ca:P esperada para a hidroxiapatita pode variar entre 1,5 e 1,7, enquanto pela
metodologia descrita por Diaz, 2006, similar a metodologia aqui utilizada, a razdo
atdmica Ca:P esperada é de 1,9. A metodologia de preparacdo da HAP sintetizada

para efeitos comparativos, foi realizada segundo metodologia de de Araujo, 2004,
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em condigdes similares as utilizadas na impregnacdo da hidroxiapatita nos

materiais sintetizados, a razdo Ca:P encontrada nesse caso foi de 1,94.

De acordo com os dados da tabela 3, para a SBA-15/HAP_1 foi
encontrada a razdo atomica Si:Ca:P de 1,00:0,10:0,05. Comparando-se com a
razfes atdbmica Si:Ca:P adicionadas de 1,0:1,0:0,6, utilizada na sintese, observou-
se uma grande diminuicdo relativa nos teores de calcio e fosforo
(aproximadamente 10 vezes) em relacdo ao teor de silicio. A diminuicdo dos
teores pode ser explicada pela provavel formacéo de sais soluveis, como cloretos,
fosfatos e silicatos durante a sintese do material, e que posteriormente, foram

solubilizados e descartados durante as etapas de lavagem do material.

Na SBA-15/HAP_2 foi encontrada uma razdo atdbmica Si:Ca:P de
1,00:0,48:0,24. Comparando-se com a razdo atdmica adicionada Si:Ca:P de
1,0:1,0:0,6, utilizada na sintese, observou-se também, uma diminuicdo relativa
dos teores de célcio (aproximadamente 2 vezes) e fosforo se comparado ao teor de
silicio. Assim como na SBA-15/HAP_1, a diminuicdo dos teores pode ser
explicada pela provavel formacdo de sais solUveis, como cloretos, fosfatos e
silicatos, durante a sintese do material e que foram posteriormente solubilizados e

descartados durante as etapas de lavagem do material.

As guantidades de silicio, calcio e fosforo (em porcentagem) na tabela 3
para 0s materiais, mostraram que houve maior quantidade de hidroxiapatita
formada por quantidade de material mesoporoso na amostra SBA-15/HAP_2 do
que em SBA-15/HAP_1. Isso se deve provavelmente ao método de preparacdo da
SBA-15/HAP_1, que ¢ realizada em duas etapas, buscando a precipitacdo da
hidroxiapatita prioritariamente nos mesoporos. No caso da SBA-15/HAP_1, a
precipitacdo de hidroxiapatita predominantemente nos mesoporos pode ocorrer
devido ao potencial positivo criado pela presenca dos ions célcio principalmente

NOS mesoporos.

A razdo atbmica Ca:P de 2,05 encontrada para a SBA-15/HAP_1 mostrou
uma quantidade de ions céalcio pouco acima do valor esperado para a
hidroxiapatita estequiométrica. Segundo Elliott, 1994, apatitas ricas em célcio,

isto &, com razdo Ca:P superior a 1,7 podem ser misturas de hidroxiapatita com
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Ca(OH), ou ainda apatita adsorvendo ions calcio e uma quantidade equivalente de
ions negativos. Porém, esses tipos de apatitas sdo formados em metodologias em
que sdo utilizadas temperaturas de 1000 °C em periodos de 10 dias, metodologia
diferente a utilizada na sintese dos materiais. Portanto, essa quantidade de calcio
acima do esperado para a hidroxiapatita, pode ser explicada pelo aprisionamento
de ions calcio na matriz de silica, que deve ter ocorrido devido ao método de
obtencdo da SBA-15/HAP_1, que se baseia na incorporacdo de uma solucdo do
precursor CaCl, na primeira etapa da sintese juntamente com o copolimero P-123
e posteriormente 0 TEOS é adicionado. Provavelmente, durante a condensacéo do
TEOS e formacgdo das ligacbes siloxano (O-Si-O), ions calcio podem ter
intercalado e formado ligacGes e/ou interacfes com o silicio na matriz de silica.
Bang, 2011 j& apresentou os possiveis efeitos das substituicdes de silicatos (SiO,*
) em grupos funcionais, tais como hidroxilas (OH") e fosfatos (PO,*), onde pode
ocorrer a incorporago de SiO,* em PO, e a perda de uma OH™ para compensar a
carga negativa extra. Esse fato evidencia a grande complexidade das liga¢Ges que
podem ser formadas e possiveis modificacbes estruturais causadas nos sistemas
Si0,—Ca0—P,0s.

A razdo Ca:P de 1,97 da SBA-15/HAP_2 ndo apresenta diferenca
estatistica significativa da razdo atdbmica Ca:P de 1,94 obtida para a HAP,
sintetizada segundo metodologia descrita por Aradjo, 2007, na qual foram
utilizados os mesmos precursores e condi¢fes de sintese da hidroxiapatita
similares e nem para a razdo Ca:P de 1,9 descrita por Diaz, 2006. Com a incerteza
do ICP-OES de aproximadamente 5%, a razdo atbmica Ca:P também esta proxima

ao 1,7 para a hidroxiapatita descrito na literatura.

Com as razbes Ca:P encontradas pela analise elementar, sugere-se que
houve formacdo bem sucedida de um fosfato de calcio com razfes atdmicas Ca:P
similares a hidroxiapatita em ambos os materiais, mesmo que a formacdo de
outros fosfatos de calcio diferentes da hidroxiapatita, e outras espécies nao

possam ser descartadas.
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6.2. Andlise termogravimétrica (ATG)

Os perfis das analises termogravimétricas dos materiais ndo calcinados
estdo mostrados na figura 16 e estes mostram a decomposicdo do copolimero P-
123 do interior dos mesoporos dos materiais e possiveis espécies formadas
durante a etapa de calcinagdo. Os eixos das ordenadas no lado esquerdo
representam a perda de massa em porcentagem e 0 eixo das abscissas representa a

faixa de aquecimento em °C.

As faixas de temperatura, as perdas de massa e 0s eventos associados estao
mostrados na tabela 4.

O copolimero P-123 utilizado como direcionador de estrutura na sintese

dos materiais possui ponto de ebulicéo de 250 °C.
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Figura 16 — Perfis termogravimétricos dos materiais n&o calcinados.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012256/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012256/CA

67

Tabela 4 — Faixas de temperatura (°C), perdas de massa (%) associadas e eventos relacionados
obtidos pela ATG.

Faixa de Perda de massa
Amostra Evento temperatura
o (%)
()
Desorc¢do de agua 25-115 3,6
Decomposicéao do copolimero 150 - 350 39,7
SBA-15 Condensacéo de grupos silanol
e/ou residuos inorganicos 266 - 500 6.7
Total 25 - 600 51,0
Desorc¢do de agua 25-115 2,8
Decomposicéao do copolimero 250 — 400 12,6
SBA-15/HAP_1| Condensagéo de grupos silanol
e/ou residuos inorganicos 450 - 500 10
Total 25 - 600 18,6
Desorcéo de agua 25-115 9,4
Condensacéo de grupos silanol i
SBA-15/HAP_2 e/ou residuos inorganicos 300 - 500 35
Total 25 - 600 15,4

Os trés materiais apresentaram de 30 a 115 °C pequenas perdas de massa
de aproximadamente 3,6; 2,8 e 9,4 % respectivamente, associadas a eliminacgdo da
agua adsorvida na superficie das particulas, entre as particulas e no interior dos

mesoporos dos materiais.

Observou-se que a SBA-15/HAP_2, se comparado aos outros materiais,
apresentou maior perda de massa associada a agua adsorvida. Provavelmente
porque durante a sua sintese, utilizou-se a SBA-15 ja calcinada como suporte para
precipitacdo da hidroxiapatita, o que confere maior area superficial ao material,
devido aos mesoporos desobstruidos, e consequente area para a adsorcdo de
moléculas de agua. Além disso, 0s espacos entre as particulas da SBA-15 e
principalmente da hidroxiapatita formada, que possui particulas menores
(discutido no item 6.6 — MEV e 6.7 — MET), podem ter levado a uma maior
adsorcdo de agua na SBA-15/HAP_2.

Na SBA-15, na faixa de 150 a 350 °C houve grande perda de
aproximadamente 40 % de massa, associada a decomposicdo e dessorcdo do
copolimero P-123 utilizado na sintese do material. O resultado esta de acordo com

a temperatura de decomposi¢do de 250 °C do copolimero puro. (Pei, 2005) Por
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ultimo, houve uma perda de 6,7 % da massa até os 600 °C, que pode estar
associada a &gua formada durante a condensacdo de grupos silanol (Si-OH)
presentes nas superficies dos mesoporos e/ou remocgdo de residuos organicos.
(Kruk, 2006)

J& a SBA-15/HAP_1 apresentou perda entre 250 a 400 °C de
aproximadamente 13 % de massa, associada & decomposi¢do e dessor¢do do
copolimero P-123. Por ultimo, houve uma perda até os 600 °C de 1 % que pode
ser associada a agua formada durante a condensacdo de grupos silanois (Si-OH)
presentes nas superficies dos poros e/ou remocdo de residuos organicos. (Kruk,
2006)

Na sintese da SBA-15/HAP_2, foi utilizada a SBA-15 ja sintetizada e
calcinada como suporte, e os precursores da hidroxiapatita foram adicionados
posteriormente; portanto, como a SBA-15 ja havia sido calcinada e o copolimero
P-123 removido, ndo esta presente o pico associado a decomposicdo do
copolimero P-123. Na amostra ndo ha presenca de outros picos na faixa de 115 a
600 °C, apenas uma pequena perda de aproximadamente 3,5 % associada a agua
formada durante a condensacdo de grupos silandis (Si-OH) e/ou remocdo de
residuos organicos. (Kruk, 2006)

A SBA-15 apresentou maior perda percentual de massa associada ao
copolimero P-123 que a SBA-15/HAP_1 devido a maior propor¢cdo massa P-
123/massa amostra nesse material, j& que na SBA-15/HAP_1 conta-se a massa da
provavel hidroxiapatita e/ou de possiveis outras espécies formadas na massa total

do material utilizado para a analise.

Observando-se o gréafico, nota-se que na SBA-15/HAP_1, a decomposi¢éo
e dessor¢do do copolimero P-123 ocorre numa faixa de temperatura maior que na
SBA-15. Na SBA-15/HAP_1, a decomposi¢do ocorreu entre 250-400 °C,
enquanto na SBA-15 ou no copolimero puro, a decomposi¢do ocorre em 150-350
°C e 250 °C respectivamente. Essa diferenca talvez se deva a presenca de
hidroxiapatita precipitada bloqueando 0s mesoporos na SBA-15/HAP_1
(discutido no item 6.4 — fisissorcdo de N,), o que pode dificultar e tardar a

dessorcao do copolimero P-123 para o exterior dos mesoporos.
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Outro aspecto que vale a pena ser ressaltado é a menor perda associada a
agua formada durante a condensacdo de grupos silanois (Si-OH) e/ou residuos
organicos na SBA-15/HAP_1. Esse fato pode ser devido a menor quantidade de
grupos silanol presentes nesse material, causado pelo grafting* dos grupos silanol
presentes nos mesoporos por grupos funcionais da hidroxiapatita (discutido no
item 6.5 — V).

Na literatura, o perfil termogravimétrico da hidroxiapatita ndo apresenta
picos em até 600 °C, apenas a dessorcdo de agua. A termodecomposicdo da
hidroxiapatita, caracterizada pela sua desidroxilacdo, comeca em temperaturas a
partir de 800 °C. (Locard, 1993 e Wang, 2004)

Portanto, os resultados termogravimétricos dos materiais indicam que a
temperatura de calcinagdo de 500 °C € suficiente para a decomposi¢do do
copolimero P-123 e consequente desobstrucdo dos poros para a incorporacdo da

hidroxiapatita.

6.3. Difracdo de raios-x (DRX)

Os difratogramas de raios-X de baixo angulo (SADRX) dos materiais
calcinados estdo mostrados na figura 17 e fornecem informac6es sobre a estrutura
dos materiais. Os picos estdo indexados com suas respectivas reflexdes e assim,
nessa faixa de 26 de 0 a 10, pode-se discutir acerca da estrutura mesoporosa

materiais.

4 Grafting, definicdo segundo thefreedictionary.com, o procedimento de implantar/transplantar.
(tradugdo livre). A palavra coordenagao também pode ser utilizada para esse tipo der evento.
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Figura 17 — Difratogramas de 26 = 0 - 10 dos materiais calcinados.

O difratograma da amostra SBA-15 apresentou 1 pico bem definido e dois
picos menos intensos em baixo angulo (26 no intervalo de 0 a 10)
correspondendo aos planos atdmicos (100), (110) e (200) nos angulos 0,87; 1,46;
e 1,68 respectivamente. A reflexdo d (100) é a mais intensa com distancia
interplanar estimada de 102 A e parametro de célula de 117 A. Segundo Zhao,
1998 e 2000, que j& sintetizou a SBA-15 em condigdes similares as utilizadas
nesse trabalho, o difratograma & caracteristico de sistemas mesoporosos

bidimensionais altamente ordenados com grupo espacial p6mm.

O difratograma da SBA-15/HAP_1 apresentou um pico bem definido
correspondendo ao plano atémico (100) no angulo de 0,85 e ao contrario do que
ocorre com a SBA-15 e a SBA-15/HAP_2, ndo apresenta as reflexfes d (110) e d
(200). A reflexdo d (100) é menos intensa e possui maior alargamento que a SBA-
15 e a SBA-15/HAP_2, com distancia interplanar de 103,5 e parametro de célula
de 119 A. A auséncia dos planos de difracdo d (110) e d (200), o aumento do

valor do parametro de células e o alargamento da reflexdo d (100) indicam que a
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estrutura da SBA-15/HAP_1 possui menor grau de organizagdo da mesoestrutura,
provavelmente causado pela precipitacdo de hidroxiapatita no interior dos
mesoporos, e possiveis deformacdes na rede cristalina, causados pela presenca de

jons calcio, conforme discutido no item 6.1 — AE.

Observou-se também, a diminuicdo da intensidade do pico (100), o que
estd associado a diminuicdo da proporcdo de material mesoporoso no material,

causada pela provavel formacdo de hidroxiapatita e bloqueio dos mesoporos.

Assim como o difratograma da SBA-15, que serviu como suporte para a
sintese da hidroxiapatita, a SBA-15/HAP_2 apresentou 1 pico bem definido e dois
picos menos intensos, correspondendo aos planos atbmicos (100), (110) e (200)
nos angulos 0,87; 1,48; e 1,70 respectivamente. H4 um pequeno deslocamento dos
picos (110) e (200) se comparado a SBA-15, que pode ter ocorrido devido a
precipitagdo de hidroxiapatita no interior dos mesoporos. A reflexdo d (100) ¢é a
mais intensa com distancia interplanar estimada de 102 A e parametro de célula de
117 A. Segundo Zhao, 1998, 2000, o difratograma é caracteristico de sistemas
mesoporosos bidimensionais hexagonais altamente ordenados no grupo espacial

pémm.

No difratograma da SBA-15/HAP_2, observa-se que a estrutura
mesoporosa original da SBA-15 utilizada como suporte foi mantida, mesmo que
tenha sido observado um pequeno deslocamento, causado provavelmente pela
precipitacdo de hidroxiapatita, que pode causar uma pequena desestabilizacdo da
estrutura dos mesoporos. A diminuicdo da intensidade do pico (100), o que esta
ligado a diminuicdo da quantidade de material mesoporoso na amostra, devido a

provavel formacdo de hidroxiapatita, assim como ocorreu na SBA-15/HAP_1.

Portanto, ficou demonstrado a formagé&o da estrutura mesoporosa em SBA-
15 e SBA-15/HAP_1 e a manutencdo da estrutura mesoporosa da SBA-
15/HAP_2, mesmo ap0s a metodologia de incorporacdo da hidroxiapatita. Na
SBA-15/HAP_1, a falta de dois picos demonstrou que houve uma diminui¢do da
organizagdo da mesoestrutura, mas também é um indicio que ocorreu

efetivamente a precipitacdo de hidroxiapatita nos mesoporos.
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Os difratogramas de raios-X de amplo angulo (WADRX) dos materiais séo
mostrados na figura 18. Os picos estdo indexados com suas respectivas reflexdes e
assim, nessa faixa 26 de 10 a 80, pode-se discutir acerca da formacéo da estrutura

da hidroxiapatita formada/presente nos materiais.

SBA-15/HAP_2 ™

——SBA1S

Intensidade (u.a.)

2 teta (grau)

Figura 18 — Difratogramas de 26 = 10 - 80 dos materiais calcinados.

O difratograma da amostra SBA-15 apresenta um Unico pico largo em
entre 206 = 17 - 30, que, segundo Verstraete (2004) corresponde a silica amorfa

presente na matriz da silica mesoporosa.

Os difratogramas da SBA-15/HAP_1 e SBA-15/HAP_2 comparados ao
difratograma da hidroxiapatita da JCPDS 9-432, mostraram que 0s picos dos
materiais correspondem aos picos da hidroxiapatita. Os picos estdo indexados
com seus respectivos planos de reflexdo. Esse fato afirma que realmente ocorreu a

formacé&o da hidroxiapatita, ratificando as razdes Ca:P obtidas no item 6.1 — AE.

A SBA-15/HAP_2 apresentou picos mais intensos que a SBA-15/HAP_1,

0 que significa que ha maior quantidade de hidroxiapatita na amostra,
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corroborando os dados observados na tabela 3 do item 6.1 — AE. Outro aspecto
que deve ser ressaltado é o alargamento dos picos que correspondem a
hidroxiapatita em SBA-15/HAP_2 se comparado a SBA-15/HAP_1, o que é

caracteristico de particulas com dimensdes menores.

Portanto, os dados da analise elementar e os difratogramas de SBA -
15/HAP_1 e SBA-15/HAP_2 confirmam que o fosfato de célcio formado foi a
hidroxiapatita tanto na SBA-15/HAP_1 quanto na SBA-15/HAP_2.

6.4. Fisissorcao de nitrogénio

As isotermas de adsorcdo-desorcdo de N, para avaliacdo das texturas e

estrutura dos materiais estdo mostradas na figura 19.
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Figura 19 — Isotermas de adsorgdo-desorcao de N2 dos materiais calcinados.

A isoterma de adsorcdo-desorcdo de N, da SBA-15 de acordo com a
classificacdo da IUPAC, corresponde a uma isoterma do tipo IV, com histerese do
tipo H1 com ponto de inflexdo em pressdes relativas (P/Py) entre 0,6-0,8. Segundo
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Zhao, 1998 e 2000, é caracteristico de uma estrutura mesoporosa altamente

ordenada hexagonal com canais cilindricos e contribuicdo de microporos.

A SBA-15/HAP_1 apresenta uma isoterma do tipo IV com histerese do
tipo H3 com ponto de inflexdo em pressdes relativas (P/Po) entre 0,7-1,0. Porém
ao contrario das isotermas da SBA-15, ndo apresenta platd em altas razdes P/Py.
Normalmente, essas isotermas caracterizam agregados de particulas em forma de
pratos (plate-like particles) e com poros ndo-rigidos em forma de fendas (slit-
shaped pores). (Rouquerol, 1999) Portanto, esse material demonstra um
comportamento diferente ao observado na SBA-15, mas usualmente observado na
literatura para a hidroxiapatita (EI-Shafei, 2004), o que sugere que 0S mesoporos
devem estar preenchidos com hidroxiapatita, corroborando o que foi observado
nos item 6.3 — DRX, porém com a manutencdo da estrutura regular e organizada

da silica.

Observou-se a diminuig¢do no volume de N, adsorvido na SBA-15/HAP_1
se comparado a SBA-15, o0 que sugere que ocorreu precipitacdo de hidroxiapatita
no interior dos mesoporos, ja que o blogueio diminui a area superficial e torna

dificil o acesso do gas aos poros.

Ja a SBA-15/HAP_2 apresenta uma isoterma do tipo 1V com histereses do
tipo H1 e do tipo H3. A histerese H1 aparece em pressdes relativas (P/Py) entre
0,6-0,8, caracteristica de materiais mesoporosos com contribuicdo de microporos
e canais cilindricos hexagonais e bidimensionais de simetria p66mm tipico da
SBA-15 (Zhao, 1998, 2000). A histerese H3 aparece em pressdes relativas mais
altas (P/Py) entre 0,9-1,0 e é caracteristica de agregados de particulas em forma de
pratos (plate-like particles) e com poros ndo-rigidos em forma de fendas (slit-
shaped pores) (Rouquerol, 1999). Portanto, a isoterma com dois tipos diferentes
de histerese demonstra que provavelmente ao mesmo tempo em que houve a
manutencdo dos mesoporos associados a SBA-15 utilizada como suporte para a
incorporagdo da hidroxiapatita, h&d também a presenca de particulas que
provavelmente sdo os agregados de hidroxiapatita formados, corroborando o que

foi observado nos item 6.3 - DRX.
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Assim como na SBA-15/HAP_1, observou-se uma diminui¢do no volume
de N; adsorvido na SBA-15/HAP_2 se comparado a SBA-15, o que sugere que
ocorreu precipitacdo de hidroxiapatita, mesmo que apenas parcialmente, no

interior dos mesoporos, ja que o bloqueio torna dificil o acesso do gas aos poros.

Os valores das areas especificas BET, volumes de poro e diametros de
poro medios e predominantes calculados por BJH dos materiais SBA-15, SBA-
15/HAP_1 e SBA-15/HAP_2 calcinados estdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — Propriedades texturais dos materiais calcinados.

Area Diametro de poro | Diametro de poro | Volume de
Material especifica, meédio, predominante, poro,
m> g—l A cm? g—l
SBA-15 876 60 96 1,11
SBA-15/HAP 1 234 154 105 0,97
SBA-15/HAP 2 372 95 109 0,87

A SBA-15 apresentou uma érea especifica grande de 876 m?/g, com
volume de poro de 1,11 cm®g e didmetro de poro médio e diametro de poro
predominante de 60 A e 96 A respectivamente. Os resultados sdo similares ao
descrito por Zhao, 1998 e 2000. A diferenca observada entre o didmetro de poro
médio e predominante é devido a contribuicdo dos microporos presentes na
estrutura da SBA-15, como observado na figura 20 — distribuicdo de tamanho de

poros pelo método BJH.

Na SBA-15/HAP_1, os resultados sdo bem distintos aos encontrados para
a SBA-15. Observou-se uma grande reducdo da area especifica superficial para
234 m?lg, causada n3o s6 pela menor proporcdo SBA-15 no material, mas pela
precipitacdo de hidroxiapatita no interior dos mesoporos da SBA-15/HAP_1,
blogueando-os. Um calculo aproximado considerando a proporgdo de
hidroxiapatita e SBA-15 baseado na andlise elementar mostrou que realmente
ocorreu a diminuicdo da area especifica em comparacao a area da SBA-15 pura. A
diminuicdo do volume de poro para 0,97 cm®/g e aumento do tamanho médio de

poro para 154 A, somadas a diminuicio da éarea especifica, indicam a grande
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mudanga de comportamento da SBA-15/HAP_1 frente a SBA-15, confirmando as

informagdes obtidas pela isoterma na figura 19.

Assim como a SBA-15/HAP_1, a SBA-15/HAP_2 apresentou uma
diminuicdo na 4rea especifica para 372 m?/g e alteracdes no volume de poro para
0,87 cm®/g, menor que a SBA-15, e aumento dos tamanhos de poro médio e
predominante para 95 A e 109 A respectivamente, valores maiores que para SBA-
15. A diminuicdo das areas especifica causada nao so pela menor propor¢cdo SBA-
15 no material somada a diminuicdo do volume de N, adsorvido de poros da
SBA-15/HAP_2 sugere que houve a precipitacdo de hidroxiapatita no interior dos
mesoporosos, provavelmente realizando um bloqueio apenas parcial. Assim como
na SBA-15/HAP_1, um calculo aproximado considerando a proporcdo de
hidroxiapatita e SBA-15 baseado na analise elementar mostrou que realmente
ocorreu a diminuicdo da area especifica em comparacdo a area da SBA-15 pura.
Esse fato somado a diminui¢cdo do volume de N, adsorvido em SBA-15/HAP_2
observado na figura 19 — isoterma da SBA-15/HAP_2, corroboram que ocorreu a
precipitacdo de hidroxiapatita, mesmo que apenas parcialmente, no interior dos

MesopOoros.

A distribuicdo de tamanhos de poros da SBA-15, SBA-15/HAP_1 e SBA-

15/HAP_2 calcinadas sdo mostradas na figura 20.

0,045 -
—&— SBA-15

—e— SBA-15/HAP_1
—4A— SBA-15/HAP_2

0,040 -
0,035 -
0,030 ]
0,025 -
0,020 -
0,015 -
0,010 -

0,005 4

Volume de poro (cm®g™)

0,000 -

-0,005 . T . T . T .
0 100 200 300 400

Diametro de poro (A)

Figura 20 — Distribui¢cdo de tamanho de poros por BJH dos materiais calcinados.
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A distribuicdo de poros da SBA-15 feita pelo método BJH mostra uma
faixa de tamanho de poro estreita em 96 A. Além disso, em diametros menores
(abaixo de 50 A), observou-se a presenca de microporos, explicando o didmetro
de poro médio de 60 A apresentado na tabela 5 — propriedades texturais da SBA-
15.

A distribuicdo de poros pelo método BJH da SBA-15/HAP_1 mostra uma
faixa de tamanho de poro ampla e pouco intensa entre 70-150 A, com didmetro de
poro predominante e pouco intenso em 105 A. A distribuicdo de poros estreita em
96 A observada na SBA-15 praticamente despareceu, assim como 0 pico abaixo
de 50 A, associado aos microporos, confirmando que 0S mesoporos e até 0s
microporos da SBA-15 foram completamente preenchidos e bloqueados pela

hidroxiapatita.

Na SBA-15/HAP_2, observou-se uma distribuicdo de poro com pico
estreito em 109 A, que pode ser devido aos mesmos mesoporos observados na
SBA-15, porém com menor intensidade se comparado a SBA-15. A menor
intensidade e o quase desaparecimento do pico associado aos microporos (menor
que 50 A) corroboram que houve um bloqueio parcial dos mesoporos da SBA-15

causados pela precipitacdo de hidroxiapatita.

Portanto, ficou demonstrado o sucesso na incorporacdo de hidroxiapatita
pelas duas metodologias, sendo que na SBA-15/HAP_1, a incorporacao levou a
um bloqueio quase total dos mesoporos, enquanto na SBA-15/HAP_2, esse
bloqueio dos mesoporos foi parcial.

6.5. Infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

Os espectros na regido do infravermelho dos materiais estdo mostrados na
figura 21 e permitem visualizar as bandas dos grupos funcionais associados a

hidroxiapatita e a silica presentes nos materiais.
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Figura 21 — Espectros da regido do infravermelho e aproximag&o no numero de onda 966 cm™.

Na SBA-15, h4 uma banda bem intensa em nimero de onda de 1083 cm™,
que corresponde ao estiramento assimétrico atribuivel aos grupos Si-O-Si. As
bandas em nimeros de onda 800 e 465 cm™ correspondem ao estiramento
simétrico de Si-O-Si. Em 966 cm™, a banda de absorcdo corresponde ao
estiramento dos grupos Si-OH (grupos silanol) presentes no interior dos

mesoporos. (Zhao, 2006)

A SBA-15/HAP_1 apresenta duas bandas em 565 e 602 cm™ e a SBA-
15/HAP_2 apresenta duas bandas em 563 e 604 cm™ (linhas tracejadas em azul)
que s&o as bandas atribuiveis & deformacéo dos grupos P-O dos fosfatos (PO4>),
caracteristicos da hidroxiapatita. (Liu, 2002) Além das bandas correspondentes a
hidroxiapatita, foram encontradas as bandas em 800 e 465 cm™, que s&o
atribuiveis ao estiramento simétrico de Si-O-Si, porém com menor intensidade do

ue como aparecem para a SBA-15.

A banda em 960 cm™ atribuida ao estiramento dos grupos silanol (Si-OH)
presentes nos mesoporos da SBA-15, praticamente desparece em SBA-15/HAP_1
e tem sua intensidade bastante diminuida em SBA-15/HAP_2. Segundo Shi

(2008), esse fato se deve a coordenacdo da parede dos mesoporos com grupos da
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hidroxiapatita. Portanto, somado ao observado no item 6.4 — fisissor¢éo de N, fica
claro que ocorreu grande precipitacdo de hidroxiapatita no interior dos mesoporos
de SBA-15/HAP_1, blogueando praticamente todos os mesoporos da SBA-15, e
precipitacdo de hidroxiapatita em menor escala em SBA-15/HAP_2, substituindo

apenas parte dos grupos silanol e bloqueando parcialmente 0s mesoporos.

Na analise, observa-se também que na SBA-15/HAP_1 e na SBA-
15/HAP_2, ha bandas nos comprimentos de onda entre 1000 e 1200 cm™ que s&o
atribuiveis ao estiramento dos grupos P-O dos fosfatos (PO4>) da hidroxiapatita.
Contudo, nessa faixa, ha também os estiramentos assimétricos que podem ser
atribuidos aos grupos Si-O-Si e Si-O da matriz, que estdo presentes na SBA-15.
Portanto, as bandas ficam sobrepostas e ndo € possivel fazer a distingdo entre os

materiais apenas por essas bandas. (Liu, 2002 e Zhao, 2006)

Na tabela 6 estdo apresentados os comprimentos de onda com o0s

respectivos grupos atribuidos presentes nos materiais encontrados na literatura.
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Compr. _ | Compr. _ | Compr.
M‘fﬂf deonda, | Grupo Mgtle de onda, Grupo M‘.atf de onda, Grupo
-ral Cm-l ria Cm—l ria Cm-l
e Si-O-Si e Si-O-Sie
457 Si-O-Si 465 PO43.- 455 PO43-
o Si-O-Sie
800 Si-O-Si 565 P-O 462 PO43-
966 Si-OH 602 P-O 563 P-O
1083 | Si-O-Si 630 O-H 604 P-O
1187 Si-O 804 Si-O-Si 800 Si-O-Si
1375- | C-He Si-
1565 OH 974 P-O 960 P-O
1637 O-H 1093 P-O 1089 P-O
SBA-| 1645 | sio-H | SBA- | 1105 P-O SBA- | 1190 P-O
15/HA —1 15/HA .
15 1716 - c=0 P 1 1446 - C-H e Si- P2 1405 C-H e Si-
1943 B - 1560 OH = OH
O-H e SiO- C-H e Si-
2854 ¢ C-H 1639 H 1457 OH
2931 1880 1635 | O-Hesio-
Cc=0 H
2001 1870 c=0
3463 O-H 2856 - 2856 -
2946 C-H 2964 C-H
3910 - . - o
3932 SiO-H 3930 SiO-H
6.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens obtidas pelo MEV da SBA-15, SBA-15/HAP_1, SBA-

15/HAP_2 estdo mostradas nas figuras 22, 24 e 26 respectivamente. Também foi

realizada a analise de EDS dos materiais para verificar a composi¢do quimica em

diferentes pontos das particulas, que estdo mostradas nas figuras 23, 25 e 27.

Os pontos escolhidos por amostragem para realizacdo do EDS nos trés

materiais confirmaram a presenca de silicio, célcio e fosforo em sua composicao

com certa homogeneidade. No EDS, observa-se a presenca de carbono, devido

principalmente ao filme de carbono utilizado na preparacdo da amostra, poréem,

residuos do copolimero P-123 ndo podem ser desconsiderados.
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x20,000 = 1pm

Figura 22 — Micrografias das particulas e agregados da SBA-15 feitas por MEV (a, b, c, d).

Com os aumentos de 3000 e 5000 vezes (a, b), é possivel observar que a
SBA-15 apresenta agregados de particulas em forma de fibras. As ampliacGes de
10000 e 20000 vezes (c, d) nesses agregados mostram que estas particulas em

forma de fibra possuem superficies lisas e regulares.
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Figura 23 — EDS da SBA-15.
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Os dois pontos escolhidos por amostragem para realizagdo do EDS
mostraram que hé apenas a presenca de silicio em sua composi¢do e do carbono

da fita utilizada na preparacdo da amostra.

Spum

QTGO Se— 1pm

Figura 24 — Micrografias das particulas e agregados da SBA-15/HAP_1 feitas por MEV (a, b, c, d).

Com o aumento de 3000 vezes (a), observa-se que agregados de SBA-
15/HAP_1 em forma de fibras, porém com diferencas em relacdo ao observado na
SBA-15. Com aumento de 5000 vezes (b), observa-se que as particulas em forma
de fibra sdo mais grossas que na SBA-15 conduzindo a formacdo de agregados
maiores. Pode-se ver também que a superficie das particulas, agora apresenta
diversas irregularidades e rugosidades, diferentemente da SBA-15. Com o
aumento de 10000 vezes (c), observa-se que a presenca das irregularidades parece
ser devido a presenca de outro material, que sdo provavelmente particulas de
hidroxiapatita saindo pela superficie agora irregular e rugosa das particulas

(indicados pelas setas amarelas).

A perda da estrutura lisa e regular da superficie da SBA-15/HAP_1 e a
presenca de irregularidades na morfologia observadas nas micrografias
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corroboram os dados obtidos nos itens 6.1 — AE, que demonstrou que ha ions
calcio na matriz de silica; 6.3 — DRX, que demonstrou a formacdo da
hidroxiapatita; e 6.4 — Fisissor¢do de N2, que demonstrou o bloqueio dos poros da

silica mesoporosa com a hidroxiaptita.
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Figura 25 — EDS da SBA-15/HAP_1.

Os trés pontos escolhidos por amostragem para realizacdo do EDS
confirmaram a presenca de silicio, célcio e fésforo em sua composicdo com

homogeneidade.
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Figura 26 — Micrografias das particulas e agregados da SBA-15/HAP_2 feitas por MEV (a, b, c, d).

Nas micrografias da SBA-15/HAP_2 com os aumentos de 3000 e 5000
vezes (a, b), observam-se particulas que parecem apresentar diversas
irregularidades em sua superficie. Porém, aproximando-se para maiores aumentos
de 10000 e 20000x (c, d), percebe-se a presenca das fibras com superficies lisas e
regulares, particulas de SBA-15 utilizadas como suporte para a precipitacdo da
hidroxiapatita, e as irregularidades sdo na verdade uma grande quantidade de
agregados de hidroxiapatita que parecem estar depositados sobre essas particulas.
Esse fato somado aos resultados obtidos nos itens 6.3 — DRX, que demonstrou
grande formacéo de hidroxiapatita; e 6.4 — Fisissor¢do de N,, que demonstrou a
manutencdo da estrutura da SBA-15 e que apenas parte da hidroxiapatita
blogueou os mesoporos, corrobora que houve precipitacdo de hidroxiapatita no
exterior dos mesoporos, algo que nao foi observado na SBA-15/HAP_1.

Portanto, conclui-se que além dos agregados depositados nas particulas de
SBA-15, a estrutura da SBA-15 ndo parece ter apresentado alteracbes com a
adicdo dos precursores da hidroxiapatita e 0 meio basico, corroborando os dados
obtidos nos itens 6.3 — DRX e 6.4 — Fisissorcao de Nj.
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Figura 27 — EDS da SBA-15/HAP_2.

Os trés pontos escolhidos por amostragem para realizacdo do EDS
mostraram a presenca de silicio, calcio e fdésforo em sua composicéo,
apresentando maiores concentragdes e maior heterogeneidade que na SBA-
15/HAP_1, corroborando os resultados da tabela 3 do item 6.1 — AE.

6.7. Microscopia eletronica de transmisséao (MET)

As imagens feitas por MET da SBA-15, SBA-15/HAP_1 e SBA-
15/HAP_2 para investigagdo da morfologia das particulas e da estrutura dos poros

estdo mostradas nas figuras 28, 29 e 30.
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Figura 28 — Micrografias das particulas da SBA-15 feitas por MET (a, b, c, d).

As micrografias (a, b, c e d) da SBA-15 mostram a estrutura altamente
ordenada e bem definida dos canais mesoporosos com orientagdo paralela.
Observa-se também a armacdo hexagonal dos mesoporos (b - indicada pelo
circulo amarelo). Os canais sdo as listras brancas menos densas, isto €, as que
permitem que o feixe de elétrons passe mais facilmente. As listras pretas sdo as
paredes de silica, que por serem mais densas, absorvem mais o feixe de elétrons.

A medicdo dos poros realizada nas micrografias mostrou tamanhos de poro
de aproximadamente 90 A, o que esta de acordo com os resultados da tabela 5 e

figura 20 do item 6.4 — Fisissor¢do de No.
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Figura 29 — Micrografias das particulas da SBA-15/HAP_1 feitas por MET (a, b, c, d).

A SBA-15/HAP_1 apresenta assim como a SBA-15, a formacdo da
estrutura dos canais ordenados (a, b, ¢ e d). Contudo, observam-se a estrutura dos
canais apresenta distor¢des comparando-se aos canais da SBA-15 (b, c e d). Além
das distor¢cOes presentes nos canais de silica, segundo Diaz, 2006 as diferencas de
contraste ndo uniformes ao longo do interior dos canais sugere a presenca de
hidroxiapatita depositada no interior dos mesoporos, corroborando o que foi

observado nos itens 6.3 — DRX e 6.4 — Fisissorcéo de Ny.

Pode-se ver também a presenca de nanoparticulas, que provavelmente sdo
de hidroxiapatita saindo dos mesoporos, assim como observado no item 6.6 —
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MEV, com dimensdes similares ao tamanho dos poros, de aproximadamente 10

nm (d — indicados com circulo amarelo).

Figura 30 — Micrografias das particulas da SBA-15/HAP_2 feitas por MET (a, b, ¢, d, e).
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Nas micrografias b e d, observa-se que a SBA-15/HAP_2 apresenta
preservada a estrutura altamente ordenada e bem definida dos canais da SBA-15
utilizada como suporte, assim como observado nos itens 6.3 — DRX, 6.4 —
Fisissorcdo de N, e 6.6 — MEV. Observam-se também diferencas de contraste ndo
uniformes principalmente na borda dos canais de silica, diferentemente do que
ocorre na parte mais interna dos canais, confirmando que houve a precipitacdo de
hidroxiapatita parcialmente no interior dos poros, corroborando o item 6.4 —

Fisissorcéo de No.

Pode-se ver também a presenca de agregados de nanoparticulas de
hidroxiapatita depositados na superficie da particula de SBA-15 com dimensdes
de aproximadamente 25 nm (a, b e ¢). Uma grande quantidade de agregados de
100-200 nm de particulas de hidroxiapatita com aproximadamente 25 nm néo

associados as particulas de SBA-15 também podem ser vistos (e).

Aparentemente, comparando-se a hidroxiapatita precipitada na SBA-
15/HAP_1 e na SBA-15/HAP_2, a formacdo dos nanoparticulas de hidroxiapatita
no interior dos mesoporos garante dimensdes menores, PoiS 0S MESOPOros

provavelmente limitam o crescimento das particulas de hidroxiapatita.

6.8. Difracdo alaser

Os tamanhos médios de particulas dos materiais em trés concentracdes
diferentes, 0,2; 0,5 e 1 mg/mL, foram medidas na suspensdo recém preparada,
banho de ultra-som por 5 minutos e sobrenadante ap6s 1 hora em repouso. Os

resultados estdo mostrados na figura 31.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012256/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012256/CA

90

Tamanho de Particulas
10000
8000
6000
M SBA-15

4000 WSBA-15/HAP 1

ISBA—IS/HAP_Z
2000
0

AS us DEC AS us DEC
0,2 mg/mL 0,5 mg/mL

Figura 31 — Tamanhos de particulas (nm) dos materiais em suspenséo.

O grafico apresenta resultados bastante heterogéneos nas diversas
concentracdes e metodos de medicdo, devido a presenca de dois tipos de
particulas (hidroxiapatita e silica) com tamanhos diferentes e a caracteristica de
formarem agregados em solucdo. Porém, nas trés condigdes testadas, os materiais
SBA-15, SBA-15/HAP_1 e SBA-15/HAP_2 apresentaram tamanhos médios de
particulas entre 2 e 4 um, corroborando os tamanhos de particulas observados nos
itens 6.6 — MEV e 6.7 - MET.

A presenca de agregados de hidroxiapatita, principalmente em SBA-
15/HAP_2, limita a utilizacdo da técnica, pois o grafico apresenta os tamanhos
médios de particulas, ja que leva a diferentes interacOes e agregacdes entre as
particulas. Os histogramas dos materiais (ndo apresentados) também néo

apresentaram resultados conclusivos.

Ja foi demonstrado que para a passagem pelos endotélios e captacdo
celular eficiente, as substancias devem possuir entre 10 e 1000 nm. Portanto, esses
tamanhos de particulas acima de 1000 nm podem atrapalhar a passagem pelas
barreiras biologica e no processo de endocitose pela célula durante o processo de
biodistribuig&o.
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6.9. Marcacao e estabilidade

A eficiéncia da marcacdo dos materiais com o radioisétopo *™Tc na
metodologia apresentada € mostrada na tabela 7. A marcacdo € considerada

eficiente em valores acima de 95%.

Tabela 7 — Eficiéncia da marcacdo das amostras

Amostra Marcacéo %

SBA-15 98,1
SBA-15/HAP_1 99,1
SBA-15/HAP_2 99,5

A metodologia permitiu grande eficiéncia na marcacdo dos materiais e,

portanto, foi utilizada como metodologia padrdo para marcacao.

A maior eficiéncia na marcacdo da SBA-15/HAP_1 e da SBA-15/HAP_2
se deve a presenca da hidroxiapatita na estrutura dos materiais, que ja demonstrou

alta capacidade de marcacdo com o ®™Tc. (Billinghurst, 1981)

A boa eficiéncia na marcacdo da SBA-15 provavelmente ocorre devido a
grande presenca dos grupos silanol (Si-OH), grupos doadores de par de elétrons,

gue provavelmente atuam como agente quelante das espécies **™Tc oxidadas.

A tabela 8 mostra a estabilidade da marcacdo dos trés materiais durante um
periodo de 8 horas. O estudo de estabilidade foi realizado de acordo com a

metodologia padrdo que apresentou maior eficiéncia na marcagao das amostras.

Tabela 8 — Estabilidade da marcac¢édo das amostras

Tempo (horas)

Amostra
0,5 1 2 4 8
SBA-15 99,0 97,6 97,1 98,6 99,2
SBA-15/HAP_1 99,8 99,8 99,8 99,6 99,4
SBA-15/HAP_2 99,9 99,9 99,9 99,9 99,8
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Observa-se que a estabilidade na marcagdo dos trés materiais apds as oito
horas foi estavel, com manutengdo da eficiéncia na marcacdo acima de 99%.
Ressalta-se que foi escolhido o tempo maximo de 8 horas, por ser o periodo que

um exame em Medicina Nuclear é normalmente realizado.

Na SBA-15, observa-se que h4 uma queda na eficiéncia da marcacéo e
posterior aumento. Esse fato ocorre, pois 0 **™Tc provavelmente se liga aos
grupos silanol presentes na estrutura da SBA-15, sugerindo que apés se desligar
do grupo silanol em algum ponto da particula, ele pode voltar a adsorver em outro

grupo silanol presente na estrutura da particula.

Assim, a marcacdo demonstrou ser eficaz e estavel para os trés materiais e

pode ser amplamente difundido e utilizado para outros materiais.

6.10. Cintilografia e biodistribuicéo

Os resultados da biodistribuicdo dos materiais marcados com o **™Tc¢ sdo
mostrados na figuras 32. Os resultados sdo apresentados em porcentagem da

marcacdo dose por 6rgao.

% Dose / Orgao

W 5BA-15

B SBA-15/HAP_1

M SBA-15/HAP_2

Figura 32 — Distribui¢cdo dos materiais marcados com o 99mTc por porcentagem dose / 6rgédo.
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As biodistribuicbes dos materiais mostraram resultados peculiares e
sustentam a utilizagdo dos materiais como radiofd&rmacos e/ou DDS.
Primeiramente, a SBA-15 e a SBA-15/HAP_1 apresentaram alto metabolismo
hepatico, resultado de acordo com o que foi publicado por Cho, 2009 e excre¢édo

renal.

Os resultados da SBA-15/HPA 2 apresentaram grande atracdo pelo rim,
provavelmente ndo s6 devido ao clearance. Esses resultados podem sustentar a
utilizacdo da SBA-15/HPA 2 para desordens renais, como a pielonefrite, por

exemplo.

Um aspecto que vale a pena ser ressaltado € alta acumulacdo renal da
SBA-15/HAP_2 se comparado a SBA-15/HAP_1, ja que ambas possuem a
hidroxiapatita em sua estrutura. 1sso pode ser explicado pelo modo como a
hidroxiapatita estd na estrutura dos dois materiais. A SBA-15/HAP_1 possui
hidroxiapatita predominantemente no interior dos mesoporos, enquanto a SBA-
15/HAP_2 possui hidroxiapatita em peqguena quantidade no interior dos
mesoporos e também no exterior dos mesoporos. Sugere-se que esse fato permite
maior solvatacdo da hidroxiapatita in vivo e conseqlente aumento da solubilidade
dos nanoparticulas de hidroxiapatita da SBA-15/HAP_2, que associado ao
tamanho de aproximadamente 25 nm impede o reconhecimento pelos sistemas
imune e hepatico, assim como sua livre difusdo pela cdpsula de Bowman,
refletindo diretamente numa maior reabsorcdo renal e consequente aumento do

tempo de circulacdo sanguinea.

Os trés compostos atravessaram a barreira hematoencefalica em
guantidades pequenas. Porém a SBA-15/HAP_2 apresentou uma quantidade na
ordem de 0,8%, que pode justificar seu uso em imagem de cabeca e pescoco, uma
vez que a maioria dos radiofarmacos utilizados com esse proposito apresenta

porcentagem na ordem de 0,6%.

A biodistribuicdo da SBA-15 e da SBA-15/HAP_1 marcadas com o

radiois6topo **™Tc ap6s 30 minutos e 1,5 hora é mostrada na figura 33.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012256/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012256/CA

94

Figura 33 — Imagens das biodistribui¢cdo obtidas por gama-camara dos materiais SBA-15 e SBA-
15/HAP_1 marcadas com 99mTc apds 30minutos e 1,5 hora apds injecéo intravenosa.

Nas 1imagens observa-se grande acumulacdo dos radiofarmacos
principalmente no figado e bexiga, Orgdos responsaveis pelo metabolismo e

excrecdo respectivamente.

Nas imagens da SBA-15, observa-se grande acumulagdo do radiofarmaco
nos rins, no figado, no pulméo e na bexiga tanto em 30 minutos quanto em 1,5
hora. Porém, as concentracbes do radiofarmaco nos pulmdes e no figado

diminuem, enquanto as concentragcdes nos rins e bexiga aumentam. Sugere-se,
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portanto, que os radiofarmacos sdo oxidados no pulmé&o, metabolizados no figado,
posteriormente excretados pelos rins, com acumulo na bexiga para posterior

eliminacao.

Nas imagens da SBA-15/HAP_1, observa-se grande acumulacdo do
radiofarmaco nos pulmdes e no figado, tanto em 30 minutos, quanto em 1,5 hora.

6.11. Microscopia Confocal

A microscopia confocal foi realizada para a SBA-15 conjugada com o
aptamero anti-MUC1 (SBA-15/Anti-MUC1) para a determinacdo da interacao
com as celulas MDA-MB 468. As micrografias estdo mostradas na figura 34.

Figura 34 — Micrografias das células: com o aptamero apenas (a); com o conjugado SBA-15/Anti-
MUC1 (b); e com o conjugado SBA-15/Anti-MUC1 em campo brilhante (c).
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A fluorescéncia foi testada utilizando-se as celulas MDA-MB 468
incubadas apenas em meio com soro e verificou-se que esse tipo de célula néo
apresentou nenhum tipo de auto-fluoresecéncia (ndo apresentado). O mesmo foi
realizado com as células incubadas apenas com a SBA-15, na auséncia de
aptameros, que também ndo apresentou fluorescéncia (ndo apresentado). Assim,
confirmou-se que qualquer fluorescéncia observada devia-se apenas aos

aptameros marcados com FITC.

As células incubadas apenas com o aptamero Anti-MUCL, na auséncia da
SBA-15, confirmaram que o aptdmero apresenta grande ligacdo a esse tipo de

celula (a).

As células incubadas com a SBA-15/Anti-MUCL1 (b) apresentaram maior
fluorescéncia do que as conjugadas com o aptdmero sozinho (a) em todos 0s
casos. Portanto, sugere-se que ou as particulas SBA-15/Anti-MUC1 ndo foram
efetivamente lavadas das células durante a preparagdo do material para a
microscopia, ou que elas realmente melhoraram o reconhecimento e ligacdo dos

aptameros na célula.

Entdo, foi realizada uma investigacdo detalhada e a SBA-15/Anti-MUC1
foi vista sob campo brilhante (bright Field) para observacdo da distribuicdo e da
quantidade de particulas ligadas a superficie celular (c). O nimero de particulas da
SBA-15/Anti-MUC1 associadas a monocamada celular foi maior do que quando a
particula ndo foi conjugada com o aptdmero, sugerindo que o aumento na ligacao
do complexo SBA-15/Anti-MUC1 ndo foi devido a interacdes ndo especificas ou
ma lavagem e sim pelo reconhecimento especifico da SBA-15/Anti-MUCL1 pelas

proteinas MUCL1 presentes na superficie das células.

Portanto, a conjugacdo da silica mesoporosa SBA-15 com o0 aptamero
Anti-MUC1 foi realizada com sucesso e pode ser utilizada para a entrega
especifica de agentes bioativos, dentre eles, radiofarmacos e antineoplasicos, para

tumores, em que ocorra a superexpressao da glicoproteina MUCL.
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6.12. Citotoxicidade

Os resultados dos testes de citotoxicidade da SBA-15/Anti-MUC1 nas
células HCT-8, MDAMB-435, SF-295 sdo apresentados na tabela 9. A amostra
foi classificada em: sem atividade (SA), pouca atividade (PA, inibicdo do
crescimento celular — 10 a 50%), atividade moderada (Mo, inibicdo do
crescimento celular — 50 a 75%) e muita atividade (MA, inibi¢cdo do crescimento
celular — 75 a 100%).

Tabela 9 — Porcentagem de inibigcdo do crescimento celular nas trés linhagens celulares testadas
na concentracdo de 5 pg / mL na amostra SBA-15/Anti-MUCL1.

Inibicdo Celular (%) e Classificacdo
HCT-8 MDAMB-435 SF-295
SBA-15/Anti-MUC1 11,22 / PA NA 9,20/ PA
DOX (Controle Positivo) | 97,30 /HA | 96,94 /HA | 87,67 /HA

Amostra

Os resultados dos testes de citotoxicidade demonstraram que a silica
mesoporosa impregnada com o aptdmero (SBA-15/Anti-MUC1) ndo apresenta

citotoxicidade significativa nos trés tipos de células tumorais testadas.

Os resultados sustentam a seguranca na utilizagdo da amostra como DDS e
demonstrou que o complexo SBA-15/Anti-MUC1 néo interfere no mecanismo de
reproducéo celular e nem prejudica a funcéo celular. E importante ressaltar que os
testes de citotoxicidade com a SBA-15/Anti-MUC1 marcada com o *™Tc ndo
foram realizados devido a problemas técnicos relacionados ao transporte e

execucdo dos testes com o material radioativo.
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