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Materiais mesoporosos apresentam um arranjo de poros ordenados e uma
distribuicdo de poros muito estreita aliada a altas &reas superficiais, que s&o
caracteristicas estruturais interessantes para adsorcédo e liberagdo de moléculas
bioativas. Outra caracteristica relevante desses sélidos € a presenca dos grupos
hidroxilas livres nas paredes dos poros que podem reagir com grupos organicos
funcionais. Os solidos mesoporosos tém sidos sintetizados pelo uso de esceficas
moléculas atuando como direcionadores na polimerizacdo. Neste contexto, o
presente trabalho descreve a sintese de hidroxiapatita mesoporosa utilizando
caseina como um novo direcionador. As matrizes mesoporosas foram
funcionalizadas  covalentemente com  aminopropil-,  propiletilenodiamino-,
propildietilenotriaminotrimetoxissilano. Os fosfatos precursores e derivados das
reacOes de silanizacdo foram caracterizados pelas técnicas de adsocdo de N,
analise elementar, difracdo de Raios-X, espectroscopia na regido do infravermelho,
RMN CP/MAS de *!P e *C, termogravimetria e microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os solidos precursores e modifcados foram aplicados para estudos de
emissdo da soroalbumina bovina (BSA) em solugdo aquosa. BSA foi escolhida
como molécula modelo. As isotermas obtidas através da adsorcdo de N
demonstraram que as caracteristicas estruturais da hidroxipatita mesoporosa
podem ser controladas modificando parametros, tais como temperatura de
calcinacdo, pH de sintese e concentracdo do surfactante. Estas isotermas também
indicam que a caseina € um promissor biosurfactante na sintese de fosfatos de
célcio mesoporosos, obtendo areas superficiais de 106 m%.g™, cujo valor é superior
aos dados disponiveis na literatura. Os resultados comprovaram que a extracao do
surfactante foi realizada durante o processo de lavagem dos soélidos, este fato
credencia a caseina como um excelente biosurfactante na sintese de materiais
mesoestruturados. A modificacdo superficial da hidroxiapatita mesoporosa com 0s
agentes sililantes nitrogenados diminuiu consideravelmente a cinética de liberagao
da BSA. Os solidos organicamente funcionalizados apresentaram uma taxa de
liberacdo mais lenta, que diminuindo a medida que a cadeia organica do agente
sililante aumentou. Isto mostra que 0s grupos organicos presentes neste solido
agem como uma barreira temporaria que evita a rapida liberacdo da BSA. As
isotermas de liberacdo de BSA mostraram perfis de liberagdo em duas etapas, uma
liberacdo rapida inicial seguida por uma mais lenta, o que caracteriza que estes
materiais se adequaram ao modelo de liberagéo através do mecanismo de difusdo
proposto por Higuchi.
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Mesoporous materials present a highly ordered porous arrangement with
narrow pore size distribution and high specific surface area, which are interesting
features for adsorption and release of bioactive molecules. Another important feature
of these solids is the presence of free hydroxyl groups on the pore walls that can
react with functional organic moieties. Mesoporous solids have been synthesized by
using specific molecules as templates which had to controlled polymerization in
reactions. Thus, the present thesis describes the synthesis of mesoporous
hydroxyapatite by using casein as a novel template. The mesoporous solids were
functionalized with 3-aminepropyl-, 3-propylethylenediamine-, 3-
propyldiethylenetriaminetrimethoxysilanes. The precursor and the modified
phosphates derived from the silanization reactions were characterized by N
adsorption, elemental analysis, X-ray diffraction, infrared spectroscopy, solid state
3p and *C NMR, thermogravimetry and scanning electron microscopy (SEM). Both
regular and mesoporous hydroxyapatites were studied on their ability to uptake and
release bobine soroalbumine (BSA) from agueous solutions. BSA was chosem as
model guest compound. The nitrogen adsorption isotherms showed that structural
aspects of the mesoporous hydroxyapatite are controlled by tuning experimental
parameters, such as the calcination temperature, surfactant concentration, and pH.
These isotherms also showed that casein is a promising biotemplate for synthesizing
mesoporous calcium phosphates with improved values of specific surface area, such
as 106 m? g*, which are higher than those found in the literature for analogous
materials. Additionally, the template extraction was carried out during the washing
process with water only, which avoided the need of spending time and energy with
the calcinations step, and confirmed casein as an excellent template/surfactant in the
synthesis of mesostructured materials. The BSA release kinetics decreased
considerably as the silane amount increased on the silica surface. The
organofunctionalized solids showed a lower BSA release rate, which decreased as
the organic length chain increased. Thus, the amount of the organic groups, which
contains nitrogen basic centers and interacts with BSA, controls the release process.
The isotherms for releasing BSA showed a two step profile, with a fast release at the
beginning, followed by a slower release rate, which fit the diffusion model proposed
by Higuchi.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas trés décadas, tem havido um crescimento rapido na area
de administracdo de medicamentos, na busca de novos sistemas de liberacdo
controlada de drogas, uma vez que sistema de liberagédo controlada oferece algumas
vantagens sobre os métodos convencionais que liberam o agente ativo em curto
periodo de tempo. Algumas delas sdo: manutencao de niveis constantes do farmaco
no organismo, implicando em uma maior eficiéncia na utilizagdo do agente;
aplicacdo do agente diretamente no sitio de acéo, produzindo altas concentracdes
localizadas e evitando efeitos colaterais sistémicos, ja que o medicamento &, na
maior parte, liberado localmente; menos frequéncia de administracdo do agente
ativo, aumentando o conforto do paciente e a eficacia do tratamento (LINARES e
BRIKGI, 2006). Nos ultimos anos, diversos materiais, naturais e sintéticos tém sido
testados como sistemas carreadores de drogas, incluindo polimeros naturais
(colageno, albumina, gelatina, agarose, alginato, carragenina, acido hialurénico,
dextrana, quitosana, ciclodextrinas); plastico (poliéster, poliamidas, polianidrido,
polimeros acrilicos) (OLIVEIRA e LIMA, 2006); silica (MANZANO et al, 2008);
nanotubos de carbono (HILDER e HIL, 2008); zedlitas (HORCAJADA et al, 2006) e
cimentos de fosfatos de calcio (SUDO et al, 2008; SOUZA et al, 2008; YU et al,
2009; ANDERSON et al, 2005). Cada um deles apresenta caracteristicas préprias
gue os tornam adequados para 0 uso em determinadas regides do corpo ou
determinadas drogas.

Em geral, um substrato potencial a ser usado como carreador de droga tem

que ter a habilidade para incorporar uma droga, reté-la em um local designado e
especifico, e liberad-la progressivamente com o tempo dentro de tecidos
circunvizinhos. Sao vantagens adicionais se estes materiais forem biodegradaveis
(GINEBRA et al, 2006). Fosfatos de célcio sdo excelentes candidatos para serem
utilizados como dispositivos de liberacdo controlada, pois apresentam boa
biocompatibilidade e propriedades osteocondutoras aliada a possibilidade de serem
sintetizados em baixas temperaturas. Sistemas de liberacdo de farmacos a base de
fosfatos de calcio estdo sendo muito investigados, principalmente no que se diz
respeito a sua liberagdo in vitro com compostos tais como horménios de
crescimento, antibidticos, antiinflamatorios e quimioterapicos (HEYMANN e
2



1. Introducédo Oberto Grangeiro da Silva

PASSUTI, 1999). Em sistemas de liberacdo controlada de drogas envolvendo
fosfatos de célcio, apesar de apresentarem boa biocompatibilidade, a porosidade
dessas matrizes € altamente heterogénea, o que torna um grande desvantagem,
uma vez que nao garante uma distribuicdo homogénea da droga através da matriz,
afetando assim a taxa de liberacdo (GINEBRA et al, 2006). Portanto, a necessidade
de suprir essa desvantagem tem conduzido a melhoras nesse campo através da
utilizacdo de materiais mesoporosos, quimicamente homogéneos, que possuem

porosidade bem definida.

Desde a descoberta de materiais como silica mesoporosa ordenada em 1992,
a sintese e aplicacbes de solidos mesoporosos tem recebido atencdo intensiva,
devido a sua estrutura altamente ordenada, variados tamanhos de poros e alta area
superficial. Na udltima década, os materiais mesoporosos tém encontrado muitas
aplicacbes, sobretudo nas areas de separagdo, catdlise, sensores e dispositivos
(TAGUCHI e SCHUTH, 2005), entretanto devido a estrutura mesoporosa estavel e
propriedades superficiais bem definidas, materiais mesoporosos parecem ideais
para encapsulamento de drogas farmacéuticas, proteinas e outras moléculas
biogénicas. Nos Ultimos anos, o emprego de materiais mMesoporosos para
encapsulacdo e ainda liberacdo de uma variedade de moléculas de interesse
farmacéutico vem sendo estudado (HARTMANN, 2005; YIU et al, 2005).

O aumento da area superficial resultado da nanoporosidade pode contribuir
na capacidade de uma matriz mesoporosa no carregamento de drogas (FAN et al,
2007). Areas superficiais elevadas e grandes volumes de poros geralmente tém sido
exigidos para a utilizacdo em adsorventes, e, além disso, o controle do tamanho dos
poros aumenta a possibilidade de utilizar os compostos mesoestruturados para a
adsorcdao seletiva de biomoléculas de tamanho nanémetrico (IKAWA et al, 2008).

Aliadas as propriedades estruturais e texturais encontradas nos materiais
mesoporosos, ainda é possivel funcionalizar sua superficie, tornando-o mais
eficiente e seletivo como matriz carreadora de drogas, uma vez que ancoramento de
grupos funcionais amina sobre matrizes mesoporosas causam mudancas no
tamanho dos poros e a interacdo entre drogas e substrato, resultando em menor
carregamento de drogas e taxa de liberagéo lenta, o que € desejavel (WANG, 2009).

Fosfatos de célcio mesoporosos apresentam uma arranjo de poros ordenados

e uma distribuicdo de poros muito estreita, propriedades que ndo ocorrem com 0S

3
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fosfatos de calcio convencionais, unem a versatilidade dos materiais mesoporosos,
que sdo objetos de um numeros crescente de estudos em aplicacdes distintas, a
interessantes propriedades biolégicas dos fosfatos de calcio convencionais.
Entretanto, existem poucos relatos sobre a sintese de fosfatos de calcio
mesoestruturados. A falta de publicacdes a cerca da sintese de fosfatos de célcio
puro mesoporosos foi atribuida por FAN et al, (2007) a dificuldade de sintetizar
oxidos mesoporosos que nao sejam a base de silica, principalmente as espécies de
fosfato de calcio, devido a dificuldade de controle eficiente sobre a cristalizacdo, uma
vez que os ions célcio e fosfato mostram uma tendéncia de interagir fortemente
entre si e, em seguida, ndo conseguem interagir com as moléculas de surfactante, o
que dificulta a preparacdo de fosfato de calcio puro mesoestruturado sem
subprodutos como outras fases de fosfato de calcio (IKAWA et al, 2008). Assim
sendo, devido a problemas de processamento, um método confidvel para a sintese
de materiais mesoporosos de fosfato de calcio de alta area superficial ndo foi ainda
estabelecido (ZHANG et al, 2008), apesar do fato de que na natureza, a
biomineralizacdo de fosfatos de calcio na presenca de biosurfactantes (lipidios,
acucares, proteinas e aminoacidos) é comum (SCHMIDT et al, 2006). Um exemplo
desta biomineralizacdo de fosfatos de calcio é o leite, onde fragmentos de fosfato de
calcio coloidal interagem com a caseina (proteina do leite). A caseina por ter
atividade anfipatica por possuir regides hidrofobicas e hidrofilicas (DE KRUIF e
GRINBERG, 2002) e apresentar alta afinidade por fosfato de calcio (LITTLE e HOLT,
2004) apresenta-se como um promissor biosurfactante na sintese de fosfatos de
calcio mesoporosos.

Nessa direcdo, o propésito deste trabalho de pesquisa € sintetizar
hidroxipatita com porosidade controlada utilizado caseina como agente direcionador
de estrutura, modifica-la organicamente visando melhorar as propriedades finais
desses solidos principalmente no que diz respeito a biocombatilidade e sua

capacidade como carregadora de farmacos
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1.1. OBJETIVOS

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo geral a obtencdo
hidroxiapatita com porosidade controlada na forma pura, utilizado caseina como
agente direcionador de estrutura, modifica-la organicamente com grupos
nitrogenados visando melhorar as propriedades finais desses sélidos, principalmente

no tocante a biocombatilidade e sua capacidade como carregadora de farmacos.

Os objetivos especificos séo:

% Sintetizar hidroxiapatitas (Cai0(PO4)s.(OH)2) mesoporosa e ndo mesoporosa
puras e modificadas organicamente com agentes sililantes nitrogenados 3-
aminopropiltrimetoxissilano;  3-propiletilenodiaminotrimetoxissilano e  3-
propildietilenotriaminotrimetoxissilano;

% Avaliar parametros como: pH, concentracdo do surfactante, temperatura e
atmosfera de calcinacdo, taxa de aquecimento na sintese das hidroxipatitas
mesoporosas;

% Caracterizar os compostos obtidos pelas técnicas de adsor¢édo-dessorgéo de
N,, espectroscopia na regido do infravermelho, andlise elementar,
termogravimetria, difracdo de Raios-X, RMN do estado sélido de 3P e *C e
microscopia eletrénica de varredura (MEV);

+ Avaliar a capacidade adsortiva da hidroxiapatita mesoporosa e sua fase néo
mesoporosa frente a soralbumina bovina (BSA) no tocante aos seguintes
parametros: pH, tempo, concentracao e forca idnica,

% Estudar a liberagdo da soro albumina bovina (BSA) em condi¢des

controladas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE DROGAS

Por definicdo, o termo “sistema de liberacdo de farmacos” refere-se a
tecnologia utilizada para otimizar a liberagdo de um farmaco, onde o principio ativo
deve ser liberado e/ou absorvido, melhorando a resposta terapéutica. Os
tratamentos convencionais utilizados para combater processos infecciosos
(solucdes, suspensdes, pilulas, entre outros) requerem uma administracdo por um
longo periodo de tempo, visando manter os niveis terapéuticos do farmaco no
organismo. Muitas vezes, tais niveis ndo sdo alcancados, pois o tratamento ndo
exibe resultados ou apresenta efeitos colaterais, devido a alta concentracdo do
farmaco. A manutencdo da concentracdo do medicamento na corrente sanguinea
dentro da faixa terapéutica do medicamento, leva a reducdo no numero de doses
requeridas e ao aumento na eficacia do tratamento, pois desta forma diminui a
possibilidade de alcancar niveis toxicos ou subterapéuticos (faixa ineficaz) (DASH, et
al, 1998).

Historicamente, as primeiras tentativas de se modificar a liberacdo de um
farmaco foram realizadas quando se revestiam pilulas para mascarar o sabor
desagradavel dos farmacos. Entre 1940 e 1950, surgiram 0s primeiros sistemas de
liberacdo modificada, representados por formas farmacéuticas que permitiam a
liberacdo de parte do farmaco no estbmago e parte no intestino (ou que evitavam a
liberacdo gastrica). Tais medicamentos eram sensiveis a variaveis fisiolégicas. Em
1952, surgiu uma das primeiras formas farmacéuticas de acdo prolongada, o
Spansule”, da empresa Smithkline Beecham (RATNER, 1996 citado por SOUZA,
2006). O medicamento consistia de uma capsula gelatinosa dura, contendo granulos
esféricos de coloracdes diferentes, correspondendo a revestimentos diferentes.
Usando revestimentos de espessuras diferentes, tempos de dissolugdo poderiam
variar, prolongando a acao do agente terapéutico. Estes revestimentos permitiram a
liberacdo inicial da dose terapéutica necessaria, seguida da liberacdo de doses
menores, por um periodo de 10 - 12 horas. Entretanto, a funcionalidade de tais
produtos depende do ambiente externo que varia muito de paciente para paciente.
Por esta razdo a partir da década de 60, muitos esfor¢cos foram realizados com o

7
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objetivo de desenvolver produtos que sao capazes de liberar drogas por cinéticas
reproduziveis e previsiveis. ldealmente, tais produtos ndo sdo significativamente
afetados pelo ambiente externo, de modo que a variabilidade de paciente para
paciente € reduzida (SOUZA, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, o campo de liberacdo controlada de drogas
experimentou um acelerado desenvolvimento, com diversas organizacdes a exemplo
da CRS, Controlled Release Society e jornais cientificos como o Advanced Drug
Release, especificamente dedicados a este tema. Varias técnicas vém sendo
desenvolvidas e aplicadas para se promover uma liberagdo controlada do farmaco,
com o objetivo de regular a sua velocidade de liberacdo, manter seu nivel
terapéutico constante por um maior periodo de tempo, além de direcionar sua agao
a um tecido especifico. O uso de sistemas de liberacdo controlada ja é uma
realidade. Atualmente existem disponiveis no mercado varios exemplos de
medicamentos, fertilizantes, aromas e principios ativos que utilizam este tipo de
mecanismo de liberacdo. Cada um deles apresenta perfis de liberacdo controlada
proprios adequados para cada uso ou determinadas drogas.

Cinco perfis de liberagdo controlada altamente desejaveis sdo mostrados
Figura 2.1 (HARRIS, 1992 citado por BAJPAI, et al, 2008).

Taxa

—

Tempo

Figura 2.1 - Tipos diferentes de perfis de liberacdo para drogas. Figura adaptada de
HARRIS, 1992 citado por BAJPAI et al, 2008.

Perfil I: Convencional e atrasado, onde a liberacdo ndo € constante.
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Perfil 1I: Liberacdo constante de ordem zero. Polimeros sintéticos ou matrizes
inorganicas ou organicas libertam as drogas a uma taxa constante e assim a
concentracdo de droga no fluxo sanguineo € mantida a um Otimo nivel de
terapéutico efetivo. Estes sdo frequentemente chamados de sistemas de liberacéo
de drogas de ordem zero e muitos foram ou estdo sendo comercializado para
liberacdo de um grande numero de drogas. Os perfis | e Il sdo agora comuns dentro
sistemas comerciais.

Perfil Ill: liberacdo atrasada seguida por uma liberacao significativa e por fim
uma liberacdo constante do agente ativo. Tais sistemas sdo muito Uteis para a
liberacé@o de agentes ativos a serem liberadas no periodo noturno.

Perfil 1V: demora na liberacdo seguida por um pulso da liberagédo de droga.
Isto permite liberar drogas em periodos noturnos ou que requerem pulsacdo em
lugar de liberacéo constante.

Perfil V: pulsos multiplos em periodos especificados intermediaria entre
liberacdo constante e demorada.

O sistema de liberacéo controlada de ordem zero, comumente encontrado em
varios sistemas de liberacdo, em comparagdo com 0s sistemas convencionais é

esquematizado na Figura 2.2.

Nivel toxico

T

Nivel efetivo

|

Nivel inefetivo

'

Nivel Plasmatico

+ + * + Tempo (dia)

Al A2 A3 Ad

Figura 2.2 - Concentracdo de uma droga modelo no sangue com (a) dosagem
tradicional da droga e (b) dosagem com liberacdo controlada. Figura adaptada de
GRAHAM,1979 citada por DASH e CUDWORTH,1998.
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Com sistemas convencionais tais como comprimidos ou inje¢fes, o nivel da
droga no sangue segue o perfil mostrado na Figura 2.2a, no qual a concentracéo
aumenta apds cada administracdo da droga e entdo diminui até a proxima
administracdo, proporcionando variacdes consideraveis na concentracdo do farmaco
no plasma sanguineo, podendo ndo haver efeito farmacologico ou ocasionar
intoxicacdo, pois ha uma faixa de concentracdo efetiva para a agdo no organismo.
Em sistemas com liberacdo controlada de drogas, projetado para administracdo por
um periodo maior, o nivel da droga no sangue segue um perfil mostrado na Figura
2.2b, permanecendo constante entre 0 maximo e minimo desejado por um longo
periodo de tempo e proporcionando uma pequena variagdo na concentragdo do
farmaco com o tempo, impossibilitando, dessa forma, inefetividade ou toxicidade.

As Tabelas 2.1 e 2.2 apresentam, respectivamente, vantagens e
desvantagens na utilizacdo dos sistemas para liberacdo controlada de farmacos
(SOUZA, 2006).

Tabela 2.1 - Vantagens potencias da utilizacdo do sistema de liberacdo controlada

de farmacos.

Vantagens Comentarios

Comodidade para o

paciente

medicamento.

Melhor  eficiéncia | Controlando a taxa de liberacdo do farmaco, as flutuacdes da

do tratamento concentragdo sanguinea sao reduzidas.

Dessa forma nao é responsabilidade do paciente a administracdo de

sua medicacdo evitando, assim, descuidos na administracdo do

Econdmico

Tratamento mais rapido e eficaz; Embora o custo inicial do sistema de
liberacdo controlada de farmacos seja mais elevado que as formas
convencionais, o custo médio do tratamento em periodos prolongados
€ menor. Com a menor frequéncia das doses, o beneficio terapéutico
€ aplicado e os efeitos colaterais reduzidos, o tempo dispensado
pelos profissionais da saude no atendimento, administracdo e

monitora¢ao dos pacientes fica reduzido.

Menor quantidade

de

utilizado

farmaco

Reducédo dos efeitos colaterais, pois o farmaco estaria sempre na
faixa terapéutica;

Reduc¢éo do acumulo de farmaco em tratamentos prolongados

10
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Tabela 2.2 - Desvantagens potencias da utilizagdo do sistema de liberagéo
controlada de farmacos.

Desvantagens

Risco de acumulacao, se a velocidade de eliminagéo é lenta;

Dificuldade de interromper o tratamento rapidamente no caso de intoxicacao grave
ou intolerancia;

Custos iniciais mais elevados que os das formas convencionais;

Variabilidade bioldgica relativa as velocidades de absorcdo, biotransformacdo ou
eliminacao gerando efeitos toxicos;

A cinética de liberacdo depende da integridade da forma farmacéutica.

2.1.1 Principais Mecanismos de Controle da Liberacd o de Farmacos

Existem varios mecanismos pelos quais a liberacdo de um farmaco pode ser
controlada em um medicamento. Ndo é raro que um medicamento ou dispositivo
apresente mais de um destes mecanismos. A classificacdo do sistema de liberacdo
controlada de farmacos segundo o mecanismo de liberacdo é feita tomando-se por
base o mecanismo principal. O tipo de mecanismo que controla a liberacdo do
farmaco determina também a sua classificacdo, podendo ser: sistemas de difusdo
controlada, sistemas controlados quimicamente, sistemas controlados por expansao

e contracdo, sistemas osmoticamente controlados, etc. (SIMO, 2003).

2.1.1.1 Difusao

A difusdo molecular através de polimeros e materiais ceramicos € um meio
eficiente, simples e seguro de alcancar a liberacdo controlada de uma variedade de
agentes ativos. Diz-se que um medicamento ou dispositivo age por difusdo quando
este fendmeno ocorre em alguma fase da liberagéo e representa um passo decisivo
na liberacao total do farmaco (SOUZA, 2006).

Os principais dispositivos que utilizam este fenbmeno como controladores da
liberacdo do farmaco sdo do tipo reservatorio ou matricial (BAJPAI, et al, 2008).

Sistemas de reservatério sdo dispositivos 0cos nos quais no seu interior (carogo) a

11
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droga é dissolvida, droga disolvida é rodeada por uma membrana polimérica. Uma
representacdo esquematica € mostrada em Figura 2.3.

tempo
Figura 2.3 — Liberacdo controlada de drogas a partir de um dispositivo de
reservatorio tipico: sistema implantavel ou oral (acima), sistema transdérmico
(abaixo). Figura adaptada de BAJPAI et al, 2008.

No sistema reservatorio € possivel identificar um nucleo diferenciado, que
pode ser uma droga solida, uma solucéo diluida, ou altamente concentrada dentro
de uma matriz. Neste caso, o farmaco encontra-se envolvido por um filme ou uma
membrana de um material controlador da taxa de liberagdo. A Unica estrutura que
efetivamente limita a liberacdo da droga € a camada de material que envolve o
reservatorio. Mudancas na natureza e espessura dessa camada promovem
alteracdes na velocidade de liberacdo da droga. A membrana que envolve o
reservatorio permite a difusdo da droga contida dentro do ndcleo para o meio
externo. Neste tipo de sistema a taxa de liberagdo € constante se houver uma
concentracdo constante do farmaco no interior do reservatério. O transporte da
droga acontece primeiro através de dissolucdo da droga na membrana seguido por
difusdo pela membrana e dessorcdo do farmaco pelo lado externo da membrana
(BAJPAI et al, 2008).

Em sistemas de matriz (nonolitico), a droga é uniformemente dispersa na
matriz. Uma desvantagem inerente dos sistemas de matriz € o comportamento de
liberacdo de primeira ordem, o qual sua taxa de liberacdo diminui continuamente. O
dispositivo de matriz (ou mondlito) € facilmente formulado e d4 uma taxa de
liberacdo inicial mais alta que um dispositivo de reservatorio podendo liberar o

farmaco a uma taxa quase constante. Um dispositivo de solucdo monolitico que

12
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contém a droga em solugéo dentro de uma matriz polimérica pode ser observado na

Figura 2.4 (BAJPAI et al, 2008).

Tempo

Figura 2.4 - Liberacdo de droga a partir de um sistema tipico de matriz para

liberacdo controlada. Figura adaptada de BAJPAI et al, 2008.

Alguns sistemas de liberacdo por difusédo controlada podem ser ativados

externamente para liberar mais drogas quando necessario, usando forcas, tais como

0 magnetismo. Em caso particular, nanopaticulas magnéticas estdo uniformemente

dispersas em uma matriz (Figura 2.5). Quando a matriz entra em contato com o

sistema biologico, ocorre a difusdo normal devido ao gradiente de concentracéo.

Entretanto, sob a exposicdo de um campo magnético externo oscilante, maior

guantidade de droga pode ser rapidamente liberada, devido a este aspecto tais

sistemas estdo sendo estudados na liberacdo de drogas em tumores cancerigenos

(SOUZA, 2008).

Oscilacdo dov
campo magnético

wr mme RO EEEA
\ magnética g -

Droga

Vibracdo das esferas magnéticas

Figura 2.5 — Sistema de liberagdo controlada utilizando um campo

oscilante. Fonte: SOUZA, 2008

magneético
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Em uma situagdo diferente, um campo magnético externo causa a
compressdo das particulas magnéticas embebidas em uma matriz, forcando mais
droga a sair da matriz (Figura 2.6) (LIU et al, 2006). A maior vantagem desse tipo de
liberacdo € a possibilidade de manipular a cinética de liberacdo da droga usando um

estimulo externo.

Na presencga de um campo
magnético externo

.
-

-

Cadeia polimérica

e

.' Particula magnética Agregacdo de particulas
magnéticas

Figura 2.6 — Mecanismo de configuracdo fechada de ferrogéis devido a agregacgéo

de nanoparticulas de magnetita sob acdo de um campo magnético, provocando a

diminuicao da porosidade do ferrogel. Fonte: SOUZA, 2008.
2.1.1.2 Erosao

Nestes sistemas, o polimero é degradado por rea¢cdes quimicas hidroliticas ou
interacBes enzimaticas. A medida que o polimero degrada, a droga € libertada. As
vantagens principais de tais sistemas biodegradaveis € a eliminacdo da necessidade
para remocao cirurgica do suporte, bem como tamanho pequeno e potencial baixo
custo. Por outro lado, todos os produtos biodegradaveis como também os
metabolitos ndo devem ser toxicos nem carcinogénico. Estas exigéncias ndo sao
satisfeitas facilmente devendo ser sujeito a uma escolha cuidadosa (BAJPAI et al,
2008). Estes sistemas sao classificados em duas categorias:

1. Sistemas de imobilizacdo fisica: também chamados erodiveis ou
biodegradaveis, nos quais o farmaco, fisicamente imobilizado pela rede do
material, é liberado apds a erosao desta.

2. Sistemas de imobilizagdo quimica: nos quais o farmaco esta quimicamente
ligado ao esqueleto polimérico (cadeia pendente) ou ele proprio é parte do
esqueleto polimérico. A liberacdo de farmaco destes sistemas €

principalmente governada pela cinética de degradacdo da ligacdo, sendo,
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portanto, especifica para cada sistema.
Na Figura 2.7 encontra-se a representacdo de uma liberacdo controlada

através do sistema de erosao.

Figura 2.7 - Degradacéo do microesferas de PLGA impregnadas com ibuprofeno por

erosao de volume (acima) e erosao superficial (abaixo). Fonte: KLOSE et al, 2008.

2.1.1.3 Expanséao

S&o sistemas monoliticos onde o farmaco se encontra dissolvido ou disperso
em um suporte polimérico hidrofilico, com ou sem ligacdes cruzadas, o qual se
expande sem se dissolver quando em contato com o meio aquoso. Estes sistemas
sdo denominados hidrogéis. Em meio aquoso, em apropriado pH e forca ibnica, os
grupos laterais ionizam e desenvolvem cargas fixas na rede polimérica, gerando
forcas repulsivas eletrostaticas, responsaveis pelo inchamento do hidrogel,
controlando desta maneira, a liberacdo do farmaco. Pequenas mudancas no pH
podem resultar em significantes mudancas no tamanho do poro da rede polimérica.
Grupos laterais de hidrogéis aniénicos sdo ionizados acima do pKa da rede
polimérica, resultando em inchamento do hidrogel em um pH alto devido a grande
forca osmotica de inchamento decorrente da presenca dos ions. O reverso é o caso
dos hidrogéis catidnicos, que incham em pH baixo. Diferenciados inchamentos de
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hidrogéis ibnicos em tampdes alcalinos ou acidos estdo apresentados na Figura 2.8
(BAJPAI et al, 2008).

A
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Figura 2.8 - Inchamento do hidrogel sensivel ao pH (a) anidnico e (b) catiénico.
Fonte: SOUZA, 2008.

O grau de expansao e, portanto a quantidade de farmaco liberada depende
do balanco hidrofilico/hidrofobico da matriz polimérica e do grau das ligacbes
cruzadas. A migracdo do farmaco para o meio aquoso de um sistema como este

implica em um processo de absorcéo de agua e dessorcéo do farmaco.

2.1.1.4 Osmose

As bombas osmoéticas sdo semelhantes aos dispositivos reservatorios, mas
contém um agente osmotico (por exemplo, o proprio farmaco na forma de sal), o
qual retira dgua do meio circundante através de uma membrana semipermeavel.
Uma pressao é gerada ao longo do dispositivo, o que for¢a a saida do farmaco (em

solucéo) do dispositivo, através de um orificio. JA que o volume do dispositivo
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permanece constante e ha um excesso de solido (solugdo saturada) dentro do
dispositivo, a taxa de liberacdo permanece constante, liberando um volume de
solucéo do farmaco igual ao volume de solvente absorvido (SOUZA, 2006).

Alguns dispositivos funcionam de maneira um pouco diferente. Sé&o

dispositivos monoliticos ativados osmoticamente (Figura 2.9).

Liberacdo
Orificio de do farmaco
Liberacdo .
osmatica \ _’..' r'd

J?:I' - "0:-' ed® "o e

(o 58 *000s® o ou e
itl"‘.-:::. e ge Bl
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Figura 2.9 — Liberacdo de farmacos do sistema osmoticamente controlado. Fonte:
SOUZA, 2006

Nestes dispositivos, a matriz € constituida por polimero intumescivel. As
moléculas poliméricas superficiais incham em contato com agua e chegam a romper-

se, formando poros, por onde o farmaco dissolvido pode difundir-se (SOUZA, 2006).

2.1.2 Cinética de Liberacao de Drogas

O perfil de liberacdo controlada é muito importante na concepc¢ao do sistema
de liberacao controlada de drogas. Compreender o processo de carreamento de um
medicamento ajuda a fornecer o mecanismo de liberacdo da droga, de modo a
otimizar a cinética de liberacdo. Geralmente acredita-se que o processo de liberacéo
do farmaco pode ser dividido em quatro etapas consecutivas: a matriz carreadora
intumescivel no meio de liberacdo impulsionada pela pressdo osmética decorrentes
de gradientes de concentracdo, dissolucdo do farmaco, difusdo continua da droga
através da matriz devido aos gradientes de concentracdo e difusdo, bem como
conectividade e transporte no meio de langamento. Uma ou mais destas etapas

pode controlar o processo de liberacdo da droga (LI et al, 2004). No entanto, para
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muitos sistemas de liberacdo controlada de drogas, o processo de liberacdo da
droga geralmente pode ser modelado com a equacao classica de difusdo de Fick
integrada com condicbes adequadas de fronteira ou com as expressdes
simplificadas de Higuchi.

Higuchi foi o primeiro a derivar uma equacao para descrever a liberacdo de
uma droga em uma matriz insolivel como a raiz quadrada de um processo

dependente do tempo com base na difusdo de Fickian (Equacéo (1))

Qi = [2DS&A-0.5 S5 x t°° = Kyt Equagio (1)
onde, Qt é a quantidade de droga liberada no tempo t, D é o coeficiente de difuséo,
S é a solubilidade do farmaco no meio de dissolucédo, € € a porosidade, A é 0
contetdo de drogas por centimetro cubico da matriz, e ky € a taxa de liberacdo
constante para o modelo de Higuchi. Em geral, o modelo de Higuchi é valido para os
sistemas em que a concentracdo da droga é muito maior do que sua solubilidade
(WANG, 2009).

Assim, se a cinética de liberacdo segue o modelo de Higuchi uma reta é

Y2 A maioria dos trabalhos envolvendo

esperada ao plotar o grafico de Q versus t
cinética de liberacdo de farmacos em materiais mesoporosos € frequentemente
descrita usando o modelo de Higuchi, mostrando um perfil de liberacdo em duas
etapas, uma liberacao rapida inicial seguida por uma liberacdo mais lenta (OGAWA
e PLEPIS, 2002).

Uma equacdo mais abrangente para descrever a cinética de liberacdo do
farmaco a partir de matrizes € geralmente explicada usando o modelo de

Korsmeyer-Peppas através da equacéao (2) (BAJPA, et al, 2003).

M;/ Me = K t" Equacéo (2)
onde M; e M., denotam a massa acumulada de droga liberada no tempo t e no tempo
infinito, respectivamente, k € uma constante de proporcionalidade e n € o indice de
liberacgéo, indicativo do mecanismo de liberagao da droga. Para n > 0,5 a difuséo de
Fickian ndo é observada, quando n = 0,5 representa 0 mecanismo de difusdo de
Fickian. O valor de n = 1, mecanismo de transporte da liberacdo de drogas sera de
ordem zero. Em geral, no caso de uma matriz em que a liberagdo € regida pela
difusdo da droga através da matriz, a cinética de liberacdo segue a relacdo
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convencional de Higuchi (n = 0,5). A maioria dos trabalhos sobre a cinética de
liberacdo de drogas em materiais mesoporosos é frequentemente descrita usando
relacdo de Higuchi e mostra um perfil de duas etapas de liberagdo composto por
uma exploséao inicial, seguido de liberacéo lenta (QU et al, 2006; DOADRIO et al,
2006; ANDERSSON et al, 2004; DOADRIO et al, 2004) como mostrado na Figura
2.10.

Quantidade de ibuprofeno (massa®)

w.
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Figura 2.10 — Raiz quadrada de Higuchi versus tempo para o estudo da liberac&o do

ibuprofeno a partir de materias microporosos e mesoporosos (o) MCM-41a; (V) c-

MCM-41a; (m) mSBA-3; (¢) uSBA-1 (e) uSBA -3. Figura adaptada de ANDERSSON

et al, 2004.

Em geral, fosfatos de célcio podem ser designados ao primeiro tipo de
dispositivos onde a liberacéo da droga liberada é controlada por difusdo. Embora os
fosfatos de calcio sejam reabsorviveis, a maioria dos fosfatos de calcio estudados
como liberadores de drogas, a taxa de degradacédo de matriz € muito mais baixa que
a taxa de liberacéo da droga. Por isso € possivel assumir que a liberacédo de droga €

principalmente controlada pelo processo de difusdo (GINEBRA et al, 2006).

2.2 HIDROXIAPATITA

Fosfatos de calcio, CaO-P,0s5-H,O, compreendem uma grande familia de

compostos com importantes aplicacdes bioldgicas (ELLIOT, 1994), e inUmeras
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utilizacbes tecnolégicas que vao desde revestimentos de implante, enxertos,
suportes e colas para a reparacdo o0ssea (MITRI et al, 2005; PINA et al, 2009;
PAITAl e DAHOTRE, 2009), e veiculos para a liberacdo controlada de drogas,
proteinas e genes (ANADA et al, 2009; LUONG et al, 2009). Além destas
importantes aplicagfes, os fosfatos de calcio também fornecem o suprimento de
fosfatos que sédo extensamente utilizados na producdo de fertilizantes, colunas
cromatograficas, industria de alimentos e na industria farmacéutica, em cremes
dentais (JINAWATH e SUJARIDWORAKUN, 2002). Na Tabela 2.3 sdo apresentados
alguns tipos de fosfatos de calcio (KAMITAKAHARA et al, 2008). Eles sao
classificados de acordo com a razdo molar Ca/P. Os fosfatos de calcio com razéo
molar Ca/P variando entre 0,5 e 2,0 podem ser sintetizados por diversos métodos,
sendo que os fosfatos hidratados séo sintetizados em temperatura ambiente e os
anidros a temperaturas moderadamente elevadas (JINAWATH e
SUJARIDWORAKUN, 2002).

Tabela 2.3 - Principais compostos de fosfato de calcio. Tabela adaptada de
KAMITAKAHARA et al, 2008.

Razao molar
Composto Formula Simbolo
Ca/P
Fosfato monocalcio
0,5 ) Ca(H2PO4)2.H20 MCPM
monohidratado
0,5 Fosfato monocalcio anidro Ca(H2PO,): MCPA
1,0 Fosfato dicalcio dihidratado CaHP0O4.2H,0 DCPD
1,0 Fosfato dicalcio anidro CaHPO4 DCPA
1,33 Fosfato octacalcio Cag(HPO4,)2(PO4)4.5H,0 OCP
1,5 Fosfato a-tricalcio Caz(POy): a-TCP
1,5 Fosfato [3-tricalcio Casz(POy): B-TCP
1,67 Hidroxiapatita Cayo(PO4)s(OH) Hap
2,0 Fosfato tetracalcio Cay(P0O,4).0 TerCP

P = fosfato; C = célcio; M = mono; A = anidro, D =di; T = tri; O = octa; Ter = tetra.

Dentre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita (Hap) € o principal componente
inorganico, consistindo com 70% em massa inorganica, dos tecidos duros (0ssos e
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dentes) em humanos e animais (PARK e LAKES, 1992 citado por KAMITAKAHARA
et al, 2008). A Hap sintética é um material biocompativel (que pode ser implantado
ou colocado em contato com tecidos ou 6rgdos do corpo humano que nao
provocam qualquer tipo de reacdo adversa do organismo por rejeicdo ou
contaminacgao), bioativo (apresenta resposta positiva em termos de aderéncia e
proliferacéo celular de diferentes tipos de células) e também osteocondutor (permite
a formacdo de ossos sobre a sua superficie, funcionando como suporte ou
superficie). No caso da hidroxiapatita natural, é composta por ions em
concentracdes diversas, tais como: Ca**, Mg?*, Na*, COs*, permitindo o controle
desses importantes ions nos liquidos corporais através da sua liberacdo ou
armazenamento (SALEH et al, 2004).

Todas estas caracteristicas, acima citadas, inerentes aos fosfatos de calcio
foram comprovadas através do trabalho de SUDO et al. (2008) utilizando blocos de
biocimento de hidroxiapatita impregnados com um coquetel de antibiéticos para o
tratamento de artroplastia de quadril infetado em sete pacientes, sendo 2 homens e
5 mulheres, com uma idade comum de 65 anos. Todos 0s pacientes receberam os

enxertos ceramicos impregnados com antibiéticos, conforme a Figura 2.11.

Figura 2.11 - Raio-X de um quadril com implantes de biocimento de hidroxiapatita
impregnada com antibioticos para o tratamento de artroplastia de quadril. Fonte:
SUDO et al, (2008).
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Apés uma revisdo foi comprovada que ndo havia nenhum evidéncia de
infeccdo periddica em 6 pacientes.

Devido ao interesse quimico e a suas propriedades fisicas, as hidroxiapatitas
sintéticas encontram varias aplicacbes, ndo s6 como biomaterial, mas também
como adsorvente para cromatografia na separagdo de proteinas e enzimas (SUEN
et al, 2004; JOHN e SCHMIDT, 1984), como suporte para liberacdo controlada de
drogas (YANG et al, 2008; SUDO et al. 2008; SANTOS et al, 2009; LEPRETRE et
al, 2009), como catalisador na sintese de bicombustiveis (TSUCHIDA et al, 2008),
como adsorvente na remogéao de cations divalentes dissolvidos em solucao (ZHU et
al, 2008; DA SILVA et al, 2006; ZHANG et al, 2010) e como sensores de umidade e
de CO, (NAGAI et al, 1988; WANG et al, 2009).

A composicdo mineral da Hap estequiométrica pode ser expressa como
Caip(PO4)s(OH),, com uma Ca/P = 1,67. Porém, outras composi¢cdes estaveis
podem ter esta razdo estendida para aproximadamente 1,5. Esses materiais sao
conhecidos como hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHap), cuja formula quimica
e Caip+x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2.xnH20, onde 0 < x < 1 e n = 0 - 2,5. Essas
hidroxiapatitas apresentam cristalinidade baixa e areas superficiais mais elevadas,
assemelhando-se mais com o tecido 6sseo humano (VILLORA et al, 2002). Ambos
0S compostos pertencem a uma série de minerais chamados apatitas.

As hidroxiapatitas podem sofrer substituices isomorfas (iso ou heteroidnica),
gue podem ser definidas como uma substituicdo de um ion por outro em uma rede
cristalina, mantendo a estrutura basica original (CHIANG et al, 1997). O ion de
célcio pode ser substituido parcialmente por cations monovalentes (Na*, KY),
divalentes (Sr?*, Ba®*, Pb?*) ou trivalentes (Y**). Entre as substituices anidnicas, as
mais significantivas sdo as de OH por COs%, F e CI, e de PO, por COs*, AsO,” e
VO,¥ . Algumas substituicdes ocorrem simultaneamente com outras para que se
mantenha o equilibrio de cargas na apatita, por exemplo, PO,> por COs* junto com
Ca®* por Na'. Os anions trivalentes do fosfato ndo podem aceitar vacancias,
provavelmente porque estes sdo bastante grandes e essas vacancias
desestabilizariam a rede. Por outro lado, os sitios do cétion podem aceitar
vacancias, até um maximo de dois sitios além dos dez existentes nas apatitas
estequiométricas (REY, 1998, DOROZHKIN, 1997).
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A aplicabilidade da hidroxiapatita no campo biomédico estd relacionada a
sua capacidade estrutural para agir como uma anfitrid para diferentes espécies
quimicas. Do ponto de vista biolégico, o flior € uma das impurezas mais
importantes da hidroxiapatita presente nos tecidos calcificados. O flior pode ser
incorporado a hidroxiapatita por substituicdo dos grupos OH’, tornando a estrutura
mais estavel e menos solluvel que a hidroxiapatita estequiométrica. A agédo do fluor
na protecdo de caries dentarias e no tratamento de osteoporose tem sido muito
pesquisada. Entretanto certos metais, como aluminio, ferro, cadmio e chumbo
podem substituir isomorficamente fons Ca** no osso, ocasionando certas patologias
nos 0ssos, com sintomas semelhantes ao da osteoporose (MATHEW e TAKAGI,
2001).

2.3 MATERIAIS POROSOS

Materiais porosos com geometrias regulares receberam recentemente muita
atencao, tanto em pesquisas cientificas como em aplicacdes praticas devido ao seu
grande potencial, tais como catélise, adsor¢do, separacdo, sensoriamento remoto,
uso medicinal, ecologia e nanotecnologia (FAJULA et al, 2005). De acordo com a
classificacdo feita pela IUPAC (MECCUSKER et al, 2001) sélidos porosos podem
ser arranjados em trés categorias principais, dependendo do diametro (d) dos
poros, em micro (d < 2 nm), meso (2 nm < d < 50 nm) e materiais macroporosos (d >
50 nm).

Um membro bem conhecido da classe dos microporosos sdo as zedlitas.
Estes sdo aluminossilicatos naturais ou sintéticos que apresentam elevada area
superficial e estreita distribuicdo de tamanho de poros, decorrentes do seu sistema
de poros cristalograficamente definido. Esses aluminossilicatos possuem sistemas
de microporos abertos e elevada estabilidade térmica (CIESLA e SCHUETH, 1999).
Essas propriedades sdo as responsaveis pela diversidade de aplicacbes destes
materiais, como adsorventes, catalisadores, suportes de catalisadores,
cragueamento de petroleo, etc. No entanto, apesar da grande quantidade de
trabalhos dedicados as zedlitas, suas dimensbes e acessibilidades dos poros
ficaram restritas a escala sub-nanométrica. Isso limitou a aplicacdo desses sistemas

de poros a moléculas pequenas. Durante a década passada, um importante esforco
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foi focado na obtencdo de materiais porosos com tamanho de poros maiores,
sobretudo, mesoporos como uma solucdo a limitagdo imposta pelos microporos das
zellitas (SOLER-LLIA et al, 2002).

2.3.1 Materiais Mesoporosos Ordenados

Em 1990, KURODA e colaboradores relataram a primeira preparacdo de
uma silica mesoporosa com tamanho e distribuicdo de poro uniforme a partir do
polissilicato lamelar kanemita. Inicialmente compdsitos organico-inorganicos foram
formados por intercalacdo do polissilicatos em camadas utilizando surfactantes. Em
seguida, com o tratamento térmico ocorre a transformacdo para a fase hexagonal
através da condensacdo dos grupos silandis. O material obtido foi designado FSM-
16 (Folded Sheet Materials) - material de folha dobrada (INAGAKI, et al, 1993), que

esta representado na Figura 2.12.

é#_j ; Si04 Tetraedros ; Surfactante

«  lons de Na cu H

Surfactante _

Kanemita

_ Agua interlamelar  Complexo silicato/surfactante
ot e =0 nio é mostrada Q4/03 =173

Figura 2.12 — O modelo das folhas dobradas de kanemita. Figura adaptada de
INAGAKI et al, 1993.

Um avanco significativo na investigacdo de materiais mesoporosos veio em
1992, quando os cientistas da Mobil Corporation descobriram e descreveram a
familia de materiais M41S (Mobil 41 Synthesis) de silicato/aluminosilicato com
estruturas de poros uniformes e excepcionalmente largos. Os materiais desta familia
apresentam alta area superficial especifica com diferentes arranjos de poros

conhecidos como fase hexagonal, P6mn (MCM-41), apresentando um sistema de
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poros unidirecional, fase cubica, la3d (MCM-48) e fase lamelar (MCM-50), que sofre
colapso quando é calcinada para remoc¢do do tensoativo (VINU et al, 2006). Na
Figura 2.13 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de transmissao
(MET) das estruturas do grupo de materiais mesoporosos pertencentes a familia
M41S: (a) MCM-50 (lamelar), (b) MCM-41 (hexagonal), e (c) MCM-48 (cubico).
Dentre as fases estaveis dos membros da familia M41S, o MCM (Mobil Composition
of Matter) - 41 é a mais estudada devido a facilidade de sintese quando comparada
com a MCM-48. Estes materiais apresentam altas areas superficiais (~1000 m%/g) e
distribuicdo uniforme de tamanho de poros, na faixa de mesoporos, variando de 2 a
10 nm (SOUZA, 2007).

(a)
Figura 2.13 - Imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) das
estruturas pertencentes a familia M41S: (a) MCM-50 (lamelar), (b) MCM-41
(hexagonal), e (c) MCM-48 (cubica). Destaque: desenho ilustrativo. A escala é a

mesma para todas as imagens. Figura adaptada de SOUZA, 2007.
Como ilustrado na Figura 2.14, os materiais mesoporosos da familia M41S

foram preparados através da utilizacdo de agentes direcionadores (templates),
responsaveis pela arquitetura do esqueleto inorganico.
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Micelas de surfactante

Formacdo

G ¥ Remogdo
da silica

do templete

Figura 2.14 - Conceito geral para a sintese de silica mesoporosa com templete

micelar. Figura adaptada de VINU et al, 2006.

Esses agentes sdo, em geral, moléculas volumosas contendo cabecas
polares e caudas apolares. Assim, quando preparadas em solucéo, formam micelas,
em torno das quais ocorre a condensacao do precursor inorganico para formacao da
estrutura mesoporosa. Finalmente, o direcionador € removido, por métodos
adequados, tais como calcinagéo, conduzindo a uma rede de silica mesoporosa.

Muitos estudos tém sido realizados para uma plena e total elucidacdo do
mecanismo de formacdo da mesofase. Dentre eles se destaca os trabalhos de
FIROUZI e colaboradores (FIROUZI et al, 1997), que sugeriram que a densidade de
carga das espécies inorganicas determina de que maneira o surfactante se associa
ao silicato. Assim, pode-se dizer que a densidade de carga determina a distancia
entre as cabecas polares do surfactante, o tipo de confinamento e a energia das
interacdes intermoleculares das espécies inorganicas. Desta maneira, as
mesoestruturas sdo formadas ajustando-se a densidade de cargas com a geometria
do surfactante e a concentracdo dos componentes. Tendo como base este modelo,
HUO e colaboradores (HUO et al, 1994) empregando diversas fontes inorganicas,
prepararam materiais mesoporosos e propuseram cinco caminhos diferentes de
sintese:

1) Rota S™I': E utilizando como direcionador um surfactante catiénico com a
fonte da estrutura para as espécies inorganicas carregadas negativamente.

2) Rota SI": E utilizando como direcionador um surfactante aniénico com a

fonte da estrutura para as espécies inorganicas carregadas positivamente.
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3) Rota S™ X I": O surfactante e a espécie inorganica estdo carregadas
positivamente na presenca de uma espécie de carga oposta que age como um
contra ion.

4) Rota S X' I O surfactante e a espécie inorganica estdo carregadas
negativamente na presenca de uma espécie carregada positivamente agindo como
um contra ion.

5) Rota S°I° O surfactante utilizado é no ibnico e o meio favorece para a
neutralidade da espécie inorganica onde a interacdo entre as mesmas sera por
pontes de hidrogénio ou dipolo.

A representacdo esquemética destes tipos de interagdo encontra-se na
Figura 2.15.

Figura 2.15 — Representacdo esquematica dos diferentes tipos de interacdo entre a

espécie inorganica e o surfactante. Fonte: HUO et al, 1994

De acordo com o tipo de direcionador e com o tipo de interacdo deste com a
fonte do material pode ser obtidos diferentes estruturas mesoporosas.

Desde a descoberta no inicio dos anos 90 dos materiais da familia M41S,
uma variedade de materiais mesoporosos e estratégias de sintese tém sido
desenvolvidas. Um exemplo desses materiais € a silica mesoporosa hexagonal
(HMS) sintetizada por TAVET e PINAVAIA em 1995 utilizando aminas neutras como
template, este mataterial possui uma estrutura hexagonal um pouco desordenada e
paredes mais espessas, 0 que lhe conferia maior estabilidade térmica sob
calcinacdo em ar, e um menor tamanho de cristalito, que permite mesoporosidade
textural complementares o que melhora o acesso aos mesoporos confinados na

estrutura (TAVET e PINAVAIA, 1995).
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Outro material mesoporoso sintetizado nesta década foi o MSU-1 (Michigan
State University), proposto inicialmente por BAGSHAW e colaboradores em 1995 foi
sintetizado usando 6xido de polietileno (PEO) como agente direcionador de estrutura
também possui uma estrutura desordenada em canais. Este material possui paredes
dos poros com grande espessura e pequeno tamanho de particula, devido a poros
formados por particulas relativamente pequenas (BAGSHAW et al, 1995).

Em 1998, uma nova familia de materiais a base de silica altamente
mesoporosa foi sintetizada por ZHAO e colaboradores em 1998, a qual foi chamada
SBA (acronismo dos &cidos Santa Barbara). Sua sintese foi realizada usando
copolimero tribloco ndo-idnico polioxido de etileno (PEO) e poliéxido de propileno
(PPO) como reagente direcionador da estrutura em meios altamente acidos (ZHAO
et al, 1998). Materiais mesoporosos da familia SBA apresentam maior estabilidade
hidrotérmica, em comparagdo com a de outros materiais mesoporosos uma vez que
apresentam poros grandes de paredes espessas altamente ordenadas. Uma
variedade de materiais SBA com diferentes fases podem ser encontrada na
literatura, como a SBA-1 (cubica), SBA-11 (cubica), SBA-12 (hexagonal 3D), SBA-14
(lamelar), SBA-15 (hexagonal 2D) e SBA-16 (estrutura cubica na forma de gaiola).
Dentre as fases estaveis dos membros da familia SBA, a fase SBA-15 recebe muita
atencado devido as suas caracteristicas desejaveis (MEYNEN et al, 2009)

Outros solidos mesoporosos foram sintetizados através de intercalacédo de
materiais lamelares, tais como hidroxidos duplos lamelares, fosfatos metalicos
(titAnio, zirconio) e argilas (CIESLA e SCHUTH, 1999). E mais recentemente,
Carbono Mesoporoso Ordenado (CMK-n) formado a partir do preenchimento dos
nanoespacos de uma matriz inorganica mesoporosa, geralmente zeolitas ou silicas
meso ou macroporosas, por um precursor de carbono (hidrocarbonetos, acucares e
outros) seguido pela remo¢do do molde rigido modelos através de calcinacdo ou
lixiviagdo quimica (VELOSO e RANGEL, 2009).

2.3.1.1 Métodos de sintese

Do ponto de vista da fabricagdo de materiais mesoporosos, diversos métodos
foram desenvolvidos. Entretanto, dois tipos de estratégias usadas na sintese de

materiais mesoporosos merecem atencdo: primeiro meétodo, conhecido como
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método do “Soft Template”, e o segundo o método conhecido como método do “Hard
Template” ou Método de Moldagem Sequencial (XIA et al, 2009).

2.3.1.1.1 Método do “Soft Template”

O Método do “soft template” baseia-se no direcionamento da estrutura
inorganica através da utilizacdo de surfactantes. E um método intuitivo e aborda
varios aspectos de outros mecanismos propostos. Ele é dividido em dois caminhos
ou rotas, nas quais ou a fase liquido-cristalina esta intacta antes da adicdo das
espécies inorganicas ou a adigdo das espécies inorganicas produz o ordenamento
das micelas de surfactantes diluidas (SOLER-ILLIA et al, 2002).

O primeiro deles, proposto por BECK e colaboradores em 1992 € conhecido
como direcionamento por cristal liquido (LTC). Neste método, usam-se como
agentes direcionadores de estrutura moléculas organicas (surfactantes) formadas
por uma parte hidrofébica, que consiste de compostos alifaticos ou hidrocarbonetos,
e outra parte hidrofilica, polar, que interage fortemente com a agua e séao
constituidos geralmente por grupos hidroxila, carboxilicos e i6nicos (NITSCHKE e
PASTORE, 2002). Quando a concentragdo de surfactante atinge a concentracao
micelar critica (CMC), as moléculas do tensoativo irdo formar agregados chamados,
micelas. As micelas sado formadas através do contato dessas moléculas com meio
aguoso, onde as partes hidrofébicas, devido a repulsdo com o solvente, voltam-se
para o centro e 0s grupos da cabeca, hidrofilicos, permanecem na superficie para
maximizar a interacdo com a agua ou outros contra-ions. Quando a concentracdo de
surfactante em solucdo aumenta, a repulsdo entre as micelas diminui e estas se
agrupam gerando micelas cilindricas. Apos a formacdo das micelas, as espécies
inorganicas, interagem com o grupo polar do surfactante e polimerizam ao longo da
estrutura micelar formando a mesoestrutura hibrida. Finalmente, o direcionador &
removido através de calcinacdo ou por extracdo com solvente, utilizando, por
exemplo, etanol. Como consequéncia da remocao do surfactante forma-se uma rede
de cavidades que haveria na estrutura da matriz que determinam as propriedades
fisico-quimicas dos materiais, tais como a espessura da parede, topologia, simetria,

estrutura da parede e sistema de distribuicdo de poros (VALLET-REGI et al, 2008).
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A Figura 2.16 mostra as etapas de formacdo de um sélido mesoporoso através da
sintese “Soft Template”.

Agregados Micelares i rﬂ“_'? NEXNPONN
dos cilindros

tipo cilindro »

i 2
Micela e
* &
L]
2%%P5 ", e
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Y e -
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Figura 2.16 - Esquema da formacédo da estrutura inorganica mesoporosa atraves da
rota LTC. Figura adaptada de CIESLA e SCHUTH, 1999.

De acordo com o segundo mecanismo, proposto por FIROUZI et al. (1995), a
interagdo dos anions silicato com a micela de surfactante induz a formacdo dos
cilindros e ao arranjo silicato/micela para formar a fase hexagonal. E a denominada
rota cooperativa. Antes da adicdo dos precursores inorganicos, moléculas do
surfactante estdo em equilibrio dinamico com seus agregados micelares esféricos
e/ou cilindricos. Quando da adi¢cdo da fonte de silica, anions silicato deslocam os
contra-ions originais do surfactante, como uma consequéncia direta da diminuicdo
da area ocupada pelas cabecas polares catibnicas do surfactante, devido a
diminuicdo da repulsdo entre as mesmas. Dessa forma, estruturas organico-
inorganicas sdo geradas e se organizam numa mesofase, a qual antecede a
polimerizacdo e formacdo da silica mesoporosa. Uma representacdo esquematica

da rota cooperativa é apresentada na Figura 2.17.
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Figura 2.17 - Representacdo do mecanismo cooperativo utilizando brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) como surfactante.

Existem varias discussfes sobre a exatiddo de uma ou outra rota. A primeira
rota do mecanismo LCT ainda é muito questionada por varios trabalhos na literatura
(COLEMAN e ATTARD, 2001; BOISSIERE et al, 2001), principalmente pelo fato
de que as concentracbes de surfactante empregadas estariam abaixo da
concentracdo micelar critica (CMC) necessaria para a formacdo das estruturas
suportes para os silicatos. Hoje, sabe-se que néo é necessario que haja uma fase
liquida cristalina pré-formada para a formacdo do MCM-41, mas os detalhes atuais
de formacédo do MCM-41 ainda n&o estdo completamente claros.

A rota cooperativa mostra-se mais adequada do que a primeira rota do
mecanismo LCT, principalmente porque ndo estd restrito a concentragdes
especificas do surfactante, além de que solucdes de silicato sdo sistemas
complexos de espécies oligoméricas e anions poliméricos, cuja composicdo e
concentracdo podem influenciar a fase de cristal liquido do direcionador (SOUZA,
2006).
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bY

A sintese através da rota “Soft Template” ndo esta limitada a sintese de
materiais a base de silicio com estrutura mesoporosa. Pode ser utilizada para a
sintese de novos materiais mesoporosos com elementos diferentes. SCHMIDT et al
(2006) relataram a sintese de fosfato de calcio mesoporoso utilizando mono-n-
dodecil fosfato ((Ci2H250P)(O)(OH),, MDP) como template e brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) como co-surfactante. Os autores observaram a formagéo
uma estrutura lamelar, com particulas na forma de bastonetes, com area de
superficie, tamanho de poro e volume poros de 90 m?g, 2,8 nm e 0,11 cm?/g,
respectivamente, formada por a combinacdo de vérias fases de fosfato de célcio,
incluindo apatita, brushita e fosfato octacalcio.

Seqguindo esta mesma abordagem, ZHANG et al (2008) relataram a
preparacdo um fosfato de calcio mesoestruturado utilizando acido fenilfosfonico
(PhP), que foi usado tanto como fonte de fésforo e template, dodecil sulfato de
sédio (SDS) foi incorporado para melhorar a estabilidade da estrutura porosa
resultante. O fosfato mesoporoso sintetizado apresentou tamanho dos poros, area
superficial e volume de poros de 1591 nm, 72 m? g* e 0,569 cm® g?,

respectivamente.
2.3.1.1.2 Método do “Hard Template” ou Moldagem Seq uencial

O meétodo da moldagem sequencial normalmente é utilizado para preparar
materiais de carbono ordenados, CMK-x, permitindo o controle preciso da
porosidade.

Nesse processo, 0 solido é formado ao redor da molécula do molde
(template), geralmente zedlitas e silicas meso e macroporosas, através de uma
ligacéo fisica entre 0 molde e o precursor de carbono (hidrocarbonetos, agucares e
outros). As cinco etapas basicas envolvidas no processo de moldagem séao:
preparacdo do molde inorganico; impregnacdo do molde com um precursor de
carbono; polimerizacdo do precursor; carbonizacdo do material organico e remocéao
do molde inorganico (VINU et al, 2006). Essas etapas séao ilustradas na Figura 2.18,

mas varias modificacdes podem ser realizadas em cada uma das etapas.
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Figura 2.18 - Método de moldagem empregada na obtencédo do carvdo mesoporoso

ordenado (CMK-3) a partir da silica mesoestruturada SBA-15. Etapa 1: impregnacao;
etapa 2: carbonizacdo. Fonte: VELOSO e RANGEL, 2009.

A etapa de impregnacao, também chamada infiltracdo, envolve a introducéo
do precursor de carbono na estrutura porosa do molde (ou matriz) e pode ser
realizada por duas rotas distintas: a rota gasosa e a liquida. Por sua vez, a
carbonizagao pode ocorrer em diferentes temperaturas, na faixa de 700-1000 €. O
controle dessas variaveis permite a obtencdo de materiais de carbono com
propriedades quimicas e texturais pré-determinadas, para diferentes aplicacbes
(VELOSO e RANGEL, 2009).

A rota gasosa é um método derivado do processo de deposicdo quimica a
vapor (CVD, Chemical Vapour Deposition), no qual o substrato € exposto a um ou
mais precursores, que reagem e/ou se decompdem na sua superficie, produzindo o
depdsito desejado. Nessa rota, sao utilizados hidrocarbonetos volateis (etileno,
propileno, benzeno e outros) como precursores de carbono. A degradacao térmica é
realizada na superficie quente do molde (substrato) resultando em uma deposicao
pirolitica do carbono; frequentemente sao formados subprodutos volateis
(principalmente hidrogénio). Na etapa final do processo, o molde € extraido por um
agente quimico adequado, geralmente acido fluoridrico, acido cloridrico ou hidréxido
de sddio (VELOSO e RANGEL, 2009).

Na rota liquida, os poros do molde sdo preenchidos com um precursor no
estado liquido, um polimero (resina fendlica e outros) ou pré-polimero (alcool

furfurilico, pirrol, sacarose e outros), que se polimeriza nos poros com a ajuda de um
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catalisador. A sacarose € mais frequentemente utilizada devido ao seu baixo custo e
pela possibilidade de se obter carbonos porosos com ordenamento estrutural e
propriedades texturais satisfatorias. Em seguida, o compdsito molde/precursor &
carbonizado. Por ultimo, o molde é removido, como na rota anterior (VELOSO e
RANGEL, 2009).

O material de carbono formado por esse processo resulta em uma réplica
inversa do molde (o esqueleto do molde inorganico correspondera a porosidade do

material), conforme Figura 2.19.

Estrutura da silica Estrutura do carbono

SBA-15 CMK-3

Figura 2.19 - Sintese dos materiais de carbono mesoporosos: (a) CMK-1 de MCM-
48, (b) CMK-3 do SBA-15. Figura adaptada de VINU et al, 2006.

Esse processo de replicacdo ndo somente define a porosidade do material
como também a morfologia e o tamanho das particulas. Nesse sentido, a escolha do
material inorganico utilizado como molde determinaréd as seguintes caracteristicas do
material obtido: o tamanho de poro, que estara condicionado as caracteristicas do
esqueleto do molde (espessura da parede); a morfologia, podendo ser sintetizados
materiais porosos com grande variedade de morfologias (esferas, capsulas,
cilindros, tubos, biomorfologias e outros) e, o tamanho de particula, sendo obtidos
materiais de carbono porosos com tamanho muito uniforme, desde 100 nm até
varios microns (VINU et al, 2006).

A sintese moldagem sequencial ndo esta limitada a sintese de materiais de

carbono com estrutura mesoporosa. Pode ser utilizada para a sintese de novos
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materiais mesoporosos com elementos diferentes do carbono. Um dos exemplos de
sucesso desta rota é a sintese de nitreto de carbono mesoporosos, que foi
recentemente relatada por VINU et al, (2005). Para sintese de nitreto de carbono
mesoporoso, a silica mesoporosa SBA-15, usada como template, foi impregnada
com uma mistura etilenodiamina e tetracloreto de carbono como fonte de carbono e
0 composito obtido foi entdo tratado termicamente em fluxo de nitrogénio. O nitreto
de carbono mesoporoso foi recuperado apos a dissolugcéo da estrutura de silica com
acido fluoridrico. A estrutura de nitreto de carbono mesoporoso exibiu uma estreita
distribuicdo de tamanho dos poros com area superficial especifica e volume de
poros de 505 m%.g * e 0,55 cm®g™, respectivamente.

FAN et al (2007) sintetizaram um cimento de fosfato de calcio nanoporoso
utilizando a rota “hard template”. Nesta sintese eles impregnaram SBA-15, que
serviu como template, com sacarose na presenca de acido sulftrico, a mistura
resultante foi seca e carbonizada a 1173 K em atmosfera de N, e, finalmente, para a
obtencdo do carbono mesoporoso (CMK-3) o template foi removido através do
tratamento com uma solucédo de HF 10%. Em um procedimento tipico 0s nanoporos
do CMK-3 foram preenchidos por fontes de calcio e fosforo. A remocéo do molde de
carbono foi realizada através de calcinacdo a 873 K em ar por 6h, o que levou a
formacao da biocéramica de fosfato de célcio mesoporoso com estutura de tamanho
dos poros, area superficial e volume de poros de aproximadamente 30 nm, 27 m°g™
e 0,27 cm°.g™, respectivamente.

XIA et al, (2009) sintetizaram uma hidroxiapatita de calcio policristalina
mesoporosa via rota “hard template”. Primeiramente, CMK-3 foi sintetizado pela
impregnacao de sacarose em SBA-15, a qual foi posteriormente carbonizada a 1173
K sob atmosfera de N, e, finalmente, para a obtencdo do carbono mesoporoso
(CMK-3), o template foi removido através do tratamento com uma solugcdo de NaOH
1 M. Em um segundo momento, propor¢des estequiométricas de célcio e fosforo
foram precipitadas em presenca de CMK-3 em pH de 10 - 11, e em seguida o
precipitado foi sinterizado a 873 K por 8 h em ar para remover o template de
carbono. Finalmente, foi obtida uma Hidroxiapatita, branca e macia, com tamanho
dos poros, area superficial e volume de poros de 2,73 nm, 42,43 m?’ gt e 0,12 cm® g’

! respectivamente.
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Além dos métodos de sintese Soft Template”, e “Hard Template” ou Método
de Moldagem Sequencial, acima descritos. S6lidos mesoporosos podem ser obtidos
através de intercalacdo de materiais lamelares, tais como hidréxidos duplos
lamelares, fosfatos e Oxidos metélicos (titdnio, zircbnio) e argilas (CIESLA e
SCHUTH, 1999). Nesse processo, moléculas ou ions séo intercalados em solidos
lamelares em condicbes hidrotermais, os quais esfoliam a estrutura lamelar
formando nanofolhas que por sua vez dao origem a nanotubos (MEYNEN et al,

2009). Essas etapas sao ilustradas na Figura 2.20.

Intercalacdo de ions

ou moléculas
Estrutura

lamelar 1

Seosessebs Intercalacio Seoooeo, Esfoliacio oo R°ta<;a° Onduiacao
9900060500 $oSies — - °

5550555008 SSeecs

Nanofollhas Nanotubos
Figura 2.20 - Esquema da formacédo da estrutura inorganica mesoporosa atraves da

intercalacdo de um solido lamelar por moléculas ou ions. Figura adaptada de
MEYNEN et al, 2009.

2.4 UTILIZACAO DE MATERIAIS MESOPOROSOS ORDENADOS N A
LIBERACAO DE DROGAS

Ao longo das ultimas trés décadas, tem havido um crescimento rapido na area
de administracdo de medicamentos, na busca de novos sistemas de liberacdo
controlada de drogas. Materiais naturais e sintéticos tém sido testados e se propdem
como componentes de novos dispositivos na liberacdo controlada de drogas e
muitos esfor¢os tém sido feito para sintetizar materiais com propriedades biologicas,
tecnologicas e mecéanicas com aplicacdo na liberagdo controlada de drogas
(CAVALLARO et al, 2004). Nos ultimos anos, diversos materiais foram utilizados
como sistemas carreadores de drogas, incluindo polimeros naturais (colageno,
albumina, gelatina, agarose, alginato, carragenina, acido hialurénico, dextran,
quitosana, ciclodextrinas); plastico (poliéster, poliamidas, polianidrido, polimeros
acrilicos) (OLIVEIRA e LIMA, 2006); silica (MANZANO et al, 2008); nanotubos de
carbono (HILDER e HIL, 2008); zedlitas (HORCAJADA et al, 2006) e cimentos de
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fosfatos de calcio (SUDO et al, 2008; SOUZA et al, 2008; YU et al, 2009;
ANDERSON et al, 2005). Cada um deles apresenta caracteristicas proprias que 0s
tornam adequados para o uso em determinadas regides do corpo ou determinadas
drogas.

Em geral, um substrato potencial a ser usado como carreador de droga tem
gue ter a habilidade para incorporar uma droga, reté-la em um local designado e
especifico, e liberad-la progressivamente com o tempo dentro de tecidos
circunvizinhos. Sao vantagens adicionais se estes materiais forem biodegradaveis
(GINEBRA et al, 2006). Em sistemas baseados em silica, as drogas sdo adsorvidas
em silica disponivel comercialmente. No entanto, mistura direta de silica-gel e
drogas resultam, muitas vezes, na dispersao heterogénea de drogas atravées do gel,
0 que pode afetar a taxa de liberacdo da droga entre diferentes amostras (TOURNE-
PETEILH et al, 2003). Estudos relatados nos ultimos anos tém mostrado que
algumas microesferas de quitosana reticuladas sao citotdxicas e podem
comprometer a biocompatibilidade de materiais com ligacbes cruzadas (LI et al,
2004). Em sistemas de liberacdo controlada de drogas envolvendo fosfatos de
calcio, apesar de apresentarem boa biocompatibilidade, a porosidade dessas
matrizes é altamente heterogénea, devido & composicdo quimica complexa, o que
apresenta como grande desvantagem a dificuldade de garantir distribuicdo
homogénea da droga através da matriz, afetando assim a taxa de liberacao
(GINEBRA et al, 2006). Portanto, a necessidade de suprir essa desvantagem tem
conduzido a melhoras nesse campo através da utilizacdo de materiais mesoporosos,

guimicamente homogéneos, que possuem porosidade bem definida.

2.4.1 Fatores que afetam a cinética de liberacdo de  drogas em materiais com

estrutura mesoporosa.

Desde a descoberta de materiais como silica mesoporosa ordenada em 1992,
sintese e aplicacbes de solidos mesoporosos tem recebido atencao intensiva, devido
a sua estrutura altamente ordenada, variados tamanhos de poros e alta area
superficial. Na dltima década, os materiais mesoporosos tém encontrado muitas
aplicacdes na separacéo, catalise, sensores e dispositivos (TAGUCHI et al, 2005).

Devido a estrutura mesoporosa estavel e propriedades superficiais bem definidas,
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materiais mesoporosos parecem ideais para encapsulamento de drogas
farmacéuticas, proteinas e outras moléculas biogénicas. Nos Ultimos anos, o
emprego de materiais mesoporosos para encapsulacao e ainda liberacdo de uma
variedade de moléculas de interesse farmacéutico vem sendo estudado
(HARTMANN, 2005; YIU et al, 2005). Tem sido demonstrado que drogas de massa
molecular pequena ou grande podem ser aprisionado dentro dos mesoporos por um
processo de impregnacdo e liberados atravées de um mecanismo de difusao
controlada.

Vérios fatores podem influenciar o carreamento de drogas ao longo de uma
matriz inorganica mesoporosa, dentre eles pode-se citar: a estrutura dos poros,
funcionalidade de superficie, morfologia, tamanho da molécula da droga e solvente
para o carreamento da droga. Maiores areas superficiais e tamanhos dos poros
favorecem o carreamento de drogas. Ancoramento de grupos funcionais amino
sobre matrizes mesoporosas causam mudangas no tamanho dos poros e a
interacdo entre drogas e substrato, resultando em menor carregamento de drogas e
taxa de liberacédo lenta (WANG, 2009).

2.4.1.1 Didametro dos poros versus tamanho da molécu  la da droga

A morfologia dos poros pode determinar o tipo de moléculas que podem caber
nele e, portanto, classifica a molécula a ser usada no processo de adsorcdo. A
superficie especifica € um parametro que também influencia as propriedades de
adsorcdo do material. Parece razoavel acreditar que o tamanho dos poros deve
afetar a quantidade da droga absorvida, bem como a facilidade na liberacdo desta
droga na matriz. Comparando materiais mesoporosos do tipo MCM-41 com
diferentes diametros de poros (2,5; 1,9; 1,6; 1,5 nm), a quantidade de ibuprofeno
adsorvida depende do tamanho dos poros da matriz. Conforme a Figura 2.21, o
diametro de poro tem uma forte influéncia na taxa de liberacdo das moléculas.
Materiais que apresentam maiores didmetros de poro liberam mais rapidamente as
moléculas, comparando-se a aqueles com menores diametros (HORCAJADA et al,
2004). Esta liberacdo muito rapida, dependendo do farmaco, pode ndo ser uma

caracteristica desejada (SLOWING et al, 2008). Entretanto, outra investigacao
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conduzida por ANDERSSON et al, (2004) também mostrou a conclusdo semelhante

para a estrutura de poros.

1 nr -
Isaproden

Figura 2.21 - Liberacdo controlada de lIbuprofeno em MCM-41 com diferentes
tamanhos de poros. Fonte: HORCAJADA et al, 2004.

HORCAJADA et al, (2004) realizaram uma investigagdo centrada sobre a
influéncia do tamanho dos poros da MCM-41 sobre a taxa de liberacdo de
ibuprofeno. Este estudo revelou que a taxa de liberacdo de ibuprofeno em uma
simulagdo com uma solugéo com Fluido Corporeo Simulado (SBF) diminuiu com a
diminui¢do do tamanho dos poros na faixa de 2,5 - 3,6 nm

IZQUIERDO-BARBA et al, (2005) investigaram MCM-48 e LP-la3d com
ibuprofeno e eritromicina para estudos de sistemas de liberacdo controlada. Os
resultados mostraram que os MCM-48 e LP-la3d sdo carreadores efetivos na
liberacdo controlada de drogas. A taxa de liberacdo de drogas diminuiu com a

diminuicdo do tamanho dos poros da matriz.

2.4.1.2 Natureza quimica das paredes dos poros — fu ncionalizacdo da

superficie .

MCM-41 como um dos materiais mesoporosos sintetizados mais importantes,
foi primeiramente utilizado como matriz para liberacdo controlada de drogas.
Matrizes de MCM-41 mostram mesoporos hexagonais e cilindricos. A estrutura da
parede dos poros consiste de uma rede desordenada de pontes de siloxano e
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grupos de silanol livres que poderiam agir como nudcleos hospedeiros para reagir
com espécies quimicas adequadas, comportando-se como uma matriz para a
adsorcdao e liberacéo controlada de moléculas orgénicas. Outros grupos de materiais
Mesoporosos com maior tamanho dos poros, como SBA incluindo SBA-15, SBA-16,
SBA-1, SBA-3, HMS e MSU também foram utilizados para liberagdo controlada de
droga (WANG, 2009). Na Figura 2.22 mostra algumas formas de funcionalizagéo de

superficie através do método pos — sintese utilizando usando organotrietoxisilanos.
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Figura 2.22 - Funcionalizagdo po6s - sintese de SBA-15 usando

organotrietoxisilanos. Fonte: HUMPHREY e WRIGHT, 2005.

Funcionalizacdo de matrizes mesoporosas com grupos organicos permitem
um controle preciso sobre as propriedades de superficie e tamanho dos poros dos
materiais mesoporosos para aplicacbes especificas (STEIN e MELDE, 2000).
Funcionalizacdo de materiais mesoporosos pode alterar o tamanho dos poros e as
propriedades hidrofilicas/hidrofobica da superficie. Varias investigagbes foram

conduzidas sobre o uso da silanizagdo para modificar os sélidos mesoporosos,
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MCM-41 (QU et al, 2006; ZENG et al, 2006, ZENG et al, 2005) e SBA-15 (DOADRIO
et al, 2006; SONG et al, 2005) para liberacdo controlada de drogas. SONG et al,
(2005), constataram que o tipo de agente sililante e 0 método de sintese utilizado
vao afetar as taxas de ancoramento e liberacdo de drogas ao estudar SBA-15
funcionalizada com grupos amino. Neste estudo foi funcionalizada a silica
mesoporosa SBA-15 com grupos amino através dos métodos pés-sintese (PS2),
sintese direta (OPS2) e SBA-15 pura calcinada (PS0). Ibuprofeno (IBU) e soro
albumina bovina (BSA) foram selecionados como drogas modelo para liberacdo com
SBA-15 modificado. Foi revelado que a capacidade de adsor¢cédo e comportamentos
de liberagdo destes modelos de farmacos foi altamente dependente das
propriedades de superficie dos diferentes materiais SBA-15. A taxa de liberacdo
controlada encontrada para o ibuprofeno a partir da SBA-15 funcionalizada pés—
sintese foi efetiva, quando comparada com a da SBA-15 pura e SBA-15
funcionalizada por sintese direta (Figura 2.23), devido a interacdo ib6nica entre
grupos carboxilico do ibuprofeno e grupos amina na superficie da SBA-15. No
entanto, a SBA-15 funcionalizada através do método de sintese direta foi mais
favoravel para a adsorcgdo e liberacdo da BSA, o que segundo os autores se deve ao
grande numero de interacdes eletrostaticas e hidrofilicas entre a BSA e a matriz de
SBA-15 funcionalizada (Figura 2.24).
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Figura 2.23 - Liberacdo in vitro de ibuprofeno por SBA-15 organicamente

funcionalizada com grupos amina preparado por diferentes métodos, PS0O, PS2, e
OPS2. Figura adaptada de SONG et al, 2005.
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Os resultados demonstram claramente que o método de pés-sintese é
adequado, uma vez que pode facilmente fornecer uma maior quantidade de grupos

funcionais que o método de sintese direta.

Figura 3.24 — Esquema representativo da interacdo de moléculas de ibuprofeno
(esquerda) sobre uma parede de um poro de SBA-15 organicamente funcionalizada
pelo método pos-sintese e, da interacdo de moléculas de BSA (esquerda) sobre
uma parede de um poro de SBA-15 organicamente funcionalizada pelo método
sintese direta. Fonte: SONG et al, 2005.

A modificagdo organica com o grupo aminopropil de dois materiais MCM-41
com diferentes tamanhos de poros foi realizado por MUNOZ et al, (2003) a fim de
controlar a taxa de liberacdo de ibuprofeno a partir da matriz de silica mesoporosa.
Foi constatado que o procedimento de funcionalizacdo é determinante, tanto na
adsorcao da droga bem como em seu perfil de liberacdo. Uma taxa mais lenta de
liberacdo tem sido observada por um método de duas etapas, calcinacdo e
funcionalizacdo. ZENG et al, (2005) realizaram um estudo semelhante utilizando
MCM-41 modificado por grupos organicos aminopropil como sistema de liberagcao
controlada de aspirina. Os resultados mostraram que as propriedades de liberacéo
deste sistema foram afetadas pela quantidade de grupos aminopropil na parede dos
poros e a estrutura ordenada de materiais mesoporosos.

DOADRIO et al. (2006), relataram a funcionalizacdo da SBA-15 para a
liberacédo controlada de medicamentos. Foram comparadas amostras calcinadas e
as amostras funcionalizadas com cadeias longas do grupo alquila como o
octiltrimetoxisilano e octadeciltrimetoxisilano em matérias para liberacdo. As

amostras foram carregadas com o antibiético macrolideo eritromicina e os testes de
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liberacdo foram realizados in vitro. Foi observado que a taxa de liberacdo diminui

com o aumento da populacéo de grupos hidrofébicos, -CH..

2.4.1.3 Area superficial

Estruturas mesoporosas que possuem a mesma simetria, mas areas
superficiais diferentes apresentam capacidades distintas de adsorcéo e liberacdo de
farmacos. Um estudo realizado por BALAS et al, (2006) com duas matrizes de silica
mesoporosas, MCM-41 de &area 1157 m?g™’ e SBA-15 de area 719 m’g?, na
liberacdo do alendronato. Os resultados mostraram que a quantidade de aledronato
adsorvida foi maior no MCM-41, que possui a maior area superficial. O mecanismo
de liberacéo foi o mesmo para os dois materiais, o transporte de difusdo atraveés dos
mesoporos. Apos 24 horas, 55 % do alendronato haviam sido liberados em ambas
as silicas.

ANDERSSON et al, (2004) preparam uma série de silicas mesoporosas
ordenados com diferentes tamanhos de poros, conectividade de poros e geometria
dos poros, incluindo MCM-41, SBA-3 e SBA-1, como matrizes de transporte de
sistemas de liberagdo controlada de drogas. Ibuprofeno foi usado como droga
modelo e os processos de liberagéo foram monitorados sob condi¢des de in vitro. O
grau de carregamento da droga foi dependente da area superficial especifica e do
diametro dos poros da matriz hospedeira. O processo de liberagdo encontrado foi
principalmente por difusédo controlada, mas claras diferencas foram observadas
entre os materiais estudados, o qual foi atribuido principalmente as diferencas na

conexao e da geometria dos poros dos materiais e a estabilidade aquosa da matriz.

2.5 FOSFATOS DE CALCIO MESOPOROSOS

Fosfatos de calcio, CaO-P,0s-H,0, devido a sua semelhanca quimica com o
componente mineral do osso e dos tecidos duros dos mamiferos, apresentam boa
biocompatibilidade e propriedades osteocondutora, 0 que 0s torna desejaveis como
materiais para implantes e como agentes de liberacdo controlada de drogas e
biomoléculas (DOROZHKIN e EPPLE, 2002). Muitos grupos de pesquisa tém
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relatado a adsorgcdo de biomoléculas sobre a superficie de fosfatos de calcio, no
entanto, as interagbes entre biomoléculas e a superficie de fosfato de célcio é
limitada devido a baixa area superficial encontrada nos fosfatos de célcio
convencionais (IKAWA et al, 2009).

O aumento da area superficial resultado da nanoporosidade pode contribuir
na capacidade de uma matriz fosfatica no carregamento de drogas (FAN et al,
2007). Areas de superficie elevada e grandes volumes de poros geralmente tém sido
exigidos para a utilizacdo em adsorventes, e, além disso, o controle do tamanho dos
poros aumenta a possibilidade de utilizar os compostos de fosfato de calcio para a
adsorcdo seletiva de biomoléculas de tamanho nanémetrico (IKAWA et al, 2008).
Fosfatos de calcio mesoporosos com um arranjo de poros ordenados e uma
distribuicdo de poros muito estreita, propriedades que ndo ocorrem com fosfatos de
calcio convencionais, unem a versatilidade dos materiais mesoporosos, que sao
objetos de um numeros crescente de estudo em aplica¢gfes distintas, a interessantes
propriedades dos fosfatos de calcio convencionais.

Atualmente, a maioria das pesquisas tém sido focadas no processo para obter
biomateriais com macroestrutura com varias morfologias (filmes, esferas, etc) ou
macroporos para o intercrescimento natural de ossos (DOROZHKIN e EPPLE,
2002). No entanto, existem poucos relatos sobre fosfatos de calcio com nano ou
mesoestruturas.

A falta de publicacbes a cerca da sintese de fosfatos de calcio puro
mesoporosos foi atribuida por FAN et al, (2007) a dificuldade de sintetizar éxidos
Mesoporosos que ndo sejam a base de silica, principalmente as espécies de fosfato
de célcio. Segundo os mesmos autores, a escassez de publicacfes esta relacionada
a dificuldade de controle eficiente sobre a cristalizacdo, uma vez que os ions calcio e
fosfato mostram uma tendéncia de interagir fortemente entre si e, em seguida, nao
conseguem interagir com as moléculas de surfactante, o que dificulta a preparacao
de fosfato de célcio puro mesoestruturado sem subprodutos como outras fases de
fosfato de calcio (brushita, monetita, fosfato tricalcico, apatita, e assim por diante)
(IKAWA et al, 2008).

Segundo SCHMIDT et al, (2006) existem trés desafios principais na sintese

de fosfatos de calcio mesoporosos: (1) producéo de particulas de tamanho nano ou
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micro, (2) formacdo de mesoporos ordenados e (3) gerar um material estdvel com
uma érea superficial relativamente alta apés remocao do template.

Apesar dessas dificuldades varios grupos de pesquisa tém reportado a
sintese de fosfatos de calcio mesostruturados, geralmente com areas superficiais
variando de 20 - 60 m?g’, preparados via rotas “soft template” utilizando
surfactantes aniénico (ZHANG et al, 2010), catidnico (YAO et al, 2003; PRELOT e
ZEMB, 2005; SCHMIDT et al ,2006) e neutro (IKAWA, 2008; IKAWA 2010; ZHAO e
MA, 2005) e via rota “hard template” utilizando CMK-3 como template (FAN et al;
2007; XIA et al, 2009). No entanto, devido a problemas de processamento, um
método confiavel para a sintese de materiais mesoporosos de fosfato de célcio de
alta area superficial ndo foi ainda estabelecido (ZHANG et al, 2008), apesar do fato
de que na natureza, a biomineralizacdo de fosfatos de célcio na presenca de
biosurfactantes (lipidios, acucares, proteinas e aminoacidos) é comum em sistemas
biolégicos (SCHMIDT et al, 2006). Um exemplo desta biomineralizacdo de fosfatos
de calcio é o leite, onde fragmentos de fosfato de calcio coloidal interagem com a
caseina (proteina do leite). A caseina por ter atividade anfipatica por possuir regioes
hidrofébicas e hidrofilicas (DE KRUIF e GRINBERG, 2002) e apresentar alta
afinidade por fosfato de calcio (LITTLE e HOLT, 2004) apresenta-se como um
promissor biosurfactante na sintese de fosfatos de calcio mesoporosos.

YAO et al, (2003) relataram a primeira sintese bem sucedida de hidroxiapatita
mesoporosa utilizando um surfactante catidbnico brometo de -cetiltrimetilaménio
(C19H42BrN, CTAB). Eles produziram bastonetes de Hidroxiaptita de 0,5 - 1 um de
comprimento e 50 - 100 nm de espessura. No entanto, a porosidade de seus
materiais era baixa. Eles relataram volumes de poros de 0,0113 cm®g, que
correspondem a fracbes de volume de poros de 0,0036 e area superficial de 14
m?/g.

KITAMURA et al, (2005) produziram um fosfato octacélcio de alta porosidade
(49 - 73%). No entanto, os seus materiais foram ndo homogéneos e compostos de
misturas de agregados de grandes particulas esféricas (diametro > 100 pm) e
cristais na forma de agulhas. Tamanho dos poros foi também nédo uniforme com
mesoporos e macroporos reduzindo a area superficial para um valor de 50 m?/g.

PRELOT e ZEMB (2005) utilizaram uma mistura de surfactantes cationicos;

(polioxietileno oleil éter fosfato) e (brometo de miristiltrimetilaménio) na sintese de
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uma hidroxiapatita mesoporosa e avaliaram a influéncia da calcinagdo na
estabilidade final da mesoestrutura desse material. Apos calcinagdo a 673 K, a area
superficial encontrada foi de cerca de 130 mg®.g™, entretanto a mesoestrutura
hexagonal sofreu colapso. Por outro lado, para as amostras calcinadas em maiores
temperaturas (723 K, 773 K e 873 K), as areas superficiais especificas encontradas
foram ainda menores, na faixa de 20 a 30 m%.g™. A diminuicdo da area superficial
especifica para este material foi atribuida ao colapso da estrutura do hibrido
surfactante-hidroxiapatita, uma vez que a hidroxiapatita €& estavel a estas
temperaturas.

SCHMIDT et al, (2006) relataram a sintese de fosfato de célcio mesoporoso
utiizando mono-n-dodecil fosfato ((C12H250P)(O)(OH),, MDP) como template e
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) como co-surfactante. Na sintese utilizando
apenas MDP observaram a formacdo uma estrutura lamelar, com particulas na
forma de bastonetes, formada por a combinacéo de varias fases de fosfato de calcio,
incluindo apatita, brushita e fosfato octacalcio. No entanto, esta estrutura em
camadas nao era estavel apos calcinacdo. A adicdo de CTAB na mistura reacional
promoveu a formagao de uma estrutura lamelar na forma de bastonete mais longa e
mais espessa com area de superficie, tamanho de poro e volume poros de 90 m?/g,
2,8 nm e 0,11 cm®/g, respectivamente. Segundo 0s mesmos autores 0 aumento da
estabilidade térmica do material apos a adicdo de CTAB se da ao fato que este co-
surfactante ajuda a dirigir a montagem de micelas e reforcar a estrutura
mesoporosa.

IKAWA et al, (2009) reportaram recentemente, com sucesso, a sintese de
fosfatos de céalcio mesoestruturado com diferentes razées molares Ca/P preparados
utiizando 4-dodecildietilenotriamina e acido N-Lauroil-L-glutamico como
surfactantes. Com base na investigacéo de isotermas de adsorcao-dessorcdo de N,
a area superficial BET, o volume de poros e o diametro dos poros foram,

respectivamente, 140 m%.g™, 0,47 cm®*gte 7,1 nm.

2.5 CASEINA

Caseina, uma proteina da familia de fosfoproteinas, formam o maior

componente protéico na maioria dos leites e representam aproximadamente 80% da
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proteina total no leite (FOX e BRODKORB, 2008). A principal funcdo das caseinas
no leite é o transporte eficiente de calcio, fosfato e de proteinas da glandula mamaria
para o recém-nascido (MULLER-BUSCHBAUM et al, 2007).

A caseina foi isolada pela primeira vez em 1883 por Hammersten por
precipitacdo isoelétrica em pH 4,6. Nesta época ele conclui que a caseina isoelétrica
era homogénea. Entretanto, mais tarde, com base nas diferencas de solubilidade em
sistemas aquosos, Vvarios autores sugeriram que a caseina isoelétrica é
heterogénea, o que foi confirmado em 1939 por Mellander através de estudos
eletroforéticos, que mostrou que a caseina isoelétrica € uma mistura de trés
proteinas, que chamou a-, - e K-caseina. Essas proteinas foram fracionadas por
Warner (1944) e por von Hipp, Groves, Custer e McMeekin (1952). Waugh e von
Hippel (1956) utilizaram CaCl, para determinar as fra¢cdes solUveis e insollveis da
caseina. A primeira fracdo, insoluvel, que representou 85% da caseina total,
continha a- e B-caseina (Figura 2.25), enquanto que a fracdo sollvel continha uma
proteina previamente desconhecida, que Waugh e von Hippel (1956) chamaram k-

caseina (FOX e BRODKORB, 2008).
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Residuo de prolina

A Caseing pCaseina

Figura 2.25 — Estrutura molecular da a- e B-caseina. Em destaque um residuo de
prolina. Figura adaptada de SZYK-WARSZYNSKA et al, 2009.

o-Caseina é uma mistura de duas proteinas, Os;-caseina e dasp-caseina
(ANNAN e MANSON, 1969). Os componentes da caseina, as;-, Os2-, B-, € K-caseina,
existem nas proporcdes aproximadamente de 4:1:4:1 por peso. (LIU e GUO, 2009).
Os1-, Osp-Caseinas constituem 40% e 10%, respectivamente, do teor de caseina do
leite e geralmente sdo chamados de as-caseinas. B-Caseina, composta por 38% do
conteudo total de caseina no leite (SAHU et al, 2008).

0s;-Caseina tem massa molecular (MM) de 23.000 Dalton. A cadeia €
constituida a partir de 199 aminoéacidos com 17 residuos de prolina, com didmetro
molecular de 9 nm. Tem duas regides hidrofébicas, contendo todos os residuos de
prolina, separados por uma regido polar, a qual contém todos 0s oito grupos
serilfosfato e é extremamente carregada. asp;-Caseina tem massa molecular (MM)
de 24.000 Dalton. A cadeia é constituida a partir de 207 residuos de amino&cidos e

10 residuos de prolina. As cargas negativas estdo concentradas proximo aos
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terminais de nitrogénio e as cargas positivas proximo dos terminais de carbono.
Ambas as caseinas podem ser precipitadas em niveis muito baixos de calcio. A
massa molecular da [B-caseina é de 24.000 Dalton. Tem 209 residuos de
aminoacidos e 35 residuos de prolina. A regido N-terminal é hidrofilica e altamente
carregada, e a regido C-terminal € uma regido hidrofébica. Esta proteina anfifilica
atua como uma molécula de detergente. E menos sensivel & precipitacdo com
calcio. Seu diametro molecular € de 7,5 nm. A massa molecular (MM) da k-caseina &
de 19.000 Dalton, apresentando 169 residuos de aminoacidos e 20 residuos de
prolina. Esta caseina é muito resistente a precipitagcdo com calcio e é responsavel
pela estabilizacdo de outras proteinas e agregados micelares (WALSTRA e
JENNESS, 1984 citado por SZYK-WARSZYNSKA et al, 2009).

os-Caseinas sdo as maiores proteinas de caseina, contendo 8 - 10 grupos
serilfosfato, enquanto a -caseina contém cerca de 5 residuos de serilfosfato, e é
mais hidrofébica que a as-caseina e k-caseina. Devido ao fato das as-caseinas e -
caseinas serem altamente fosforiladas, elas sdo muito sensiveis a concentragdo de
sais de célcio, ou seja, elas precipitam com excesso de ions Ca®". Ao contrario das
outras caseinas, k-caseinas sdo glicoproteinas, apresentado apenas um grupo
fosfoserina. Assim, elas sdo estaveis na presenca de ions célcio, e
consequentemente desempenham um papel importante na protecdo das outras
caseinas a precipitacdo e tornam mais estavel as estrututuras micelares
(PHADUNGATH, 2005 e FARRELL et al, 2004). A Figura 2.26 apresenta as
estruturas das moléculas de as- B- € K- caseina com relacdo a presenca e posicoes
dos grupos serilfosfato.

Em resumo, a caseina pode ser entendida como copolimeros em blocos,
constituida de blocos com altos niveis de residuos hidrofébicos ou hidrofilicos de
aminoacidos. Consequentemente, as caseinas exibem uma tendéncia forte de se
moldarem em micelas esféricas (NARAMBUENA et al, 2005).

No leite, a caseina existe como grandes particulas coloidais, 150 - 300 nm de
diametro, chamados “micelas de caseina”. Muitas das propriedades
tecnologicamente importantes de leite, por exemplo, cor branca, estabilidade ao
calor ou etanol e coagulacao por coalho, sdo devido as propriedades das micelas de
caseina (FOX e BRODKORB, 2008). As micelas de caseina receberam muita

atencdo em muitos campos, tais como alimentos, cosméticos e a medicina (LIU e
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GUO, 2009), e é por isso que houve um grande incentivo econémico e tecnolégico

para caracterizar suas propriedades e elucidar a sua estrutura.

& 4-caseina (8F)

— - SerPy-Glu-SerP yg- — - SerPgy-lle-SerPgg-SerPg;-SerPgg- -~ -SerPyg-
= SerP g -

a,-caseina (11 ou 12P)

- -SerPg-SerPy-SerP,g- — -SerPg- - -SerPgg-SerPs;-SerPgy-Glu-Glu-SerPg,- -
FEmm—————— 'Serp129'Thr'SErP131' — 'serp143‘ —

pcaseina (5P)

- -5erP,s-Leu-SerP,-SerP,g-SerP,q- -SerPys-

x-caseina (1P)

. Serpidg' """ T —

Figura 2.26 - Posi¢Bes dos residuos serilfosfato nas caseinas bovinas, indicando o
cluster do fosfoserila. Figura adaptado de PHADUNGATH, 2005.

2.5.1 Micelas de caseina

Embora a palavra “micela” ser geralmente usada para descrever 0s
agregados de moléculas anfipéticas, classificadas com sabdes. A palavra “micele”
ou “micela” (diminutivo do latim, mica, que significa miolo,) foi criada por Nageli e
Schwendener em 1877, para descrever agregados moleculares ou particulas
cristalinas de celulose, que consideravam serem o0s blocos de construcdo das
células vegetais. Para eles as micelas eram consideradas a primeira fase na
transicdo de moléculas sem vida para o protoplasma vivo, eles desenvolveram uma
teoria micelar da vida (STRICK, 2000 citado por FOX e BRODKORB, 2008).

Atualmente, os fisico-quimicos usam o termo “micela” para descrever
agregados de moléculas anfipaticas (por exemplo, tensoativos, detergentes, sabdes)
- caracterizadas por dois grupos moleculares com diferentes caracteristicas - uma

cabeca (geralmente polar) hidrofiica e uma cauda (geralmente carbonada)
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hidrofébica - que dinamicamente se associam espontaneamente em solugcdo aquosa
a partir de certa concentragdo micelar critica (CMC), formando grandes agregados
moleculares de dimensdes coloidais, as micelas.

Abaixo da CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma de
mondmeros; quando a concentracdo esta acima, porém préxima da CMC, existe um
equilibrio dindmico entre monémeros e micelas (MANIASSO, 2001) (Figura 2.27). A
CMC depende da estrutura do tensoativo (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e

das condicdes experimentais (for¢a idnica, contra-ions, temperatura, etc).

Forma micelar
esférica

~o ol oggge

Abaixo da CMC Acima da CMC
{mondmeros) {mondmero e micelas)

Figura 2.27 — Formacdo do agregado micelar. Figura adaptada de MANIASSO,
2001.

As propriedades gerais das micelas de caseina atualmente sdo bem
estabelecidas. As principais caracteristicas sdo resumidas na Tabela 2.4.

A natureza e a estrutura das micelas de caseina tém sido extensivamente
estudadas, mas sua exata estrutura ainda permanece em debate. Varios modelos
para a estrutura das micelas de caseina tém sido propostos nos ultimos 50 anos e
0s progressos tém sido regularmente revistos (OLIVEIRA e TIMM, 2007).

O modelo mais comumente aceito € o modelo de sub-micela proposto
inicialmente por Morr em 1967 e revisto por Slattery e Evard (1973), Schmidt (1980)
e Walstra (1984) (ROLLEMA, 1992 citado por PHADUNGATH, 2005). Este modelo
sugere que as micelas de caseina sao construidas de subunidades
aproximadamente esféricas, as sub-micelas. A composicdo das sub-micelas €&
variavel e o tamanho é na faixa de 12 - 15 nm de diametro, cada sub-micela tem 20 -
25 moléculas de caseina. As sub-micelas sdo mantidas juntas por interacdes

hidrofébicas entre as proteinas e por ligages de fosfato de calcio.
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Tabela 2.4 — Propriedades das micelas de caseina. Tabela adaptada de FOX e
BRODKORB, 2008.

Propriedades \Valor

Diametro 120 nm (variando de 50 — 500 nm)
Area superficial 8 x 10 cm?

Volume 2,1x10 **cm?®
Densidade (hidratado) 1,0632 g.cm™

Massa 22x10" g

Conteudo de agua 63 %

Hidratacéo 3,7 g de H,0.g* proteina
Voluminosidade 44 cm3.g*

Massa molecular (hidratada) 1,3 x 10° Da

Massa molecular (desidratada) 5 x 10® Da

Numero de peptideos 5 x10°

Numero de particulas por mL de leite 10— 10%

Superficie das micelas por mL de leite |5 x 10*cm?

Distancia livre significativa 240 nm

Concentracao micelar critica (CMC) 1mg.mL*

Ponto isoeletrdnico 4,6

Existem dois tipos principais de sub-micelas; um consistindo principalmente
em os- e B-caseinas, onde as regides hidrofébicas estédo dirigidas para o centro da
sub-micela, outro tipo consistindo de as- e k-caseinas, que é mais hidrofilico, devido
aos residuos de acUcares presentes na kK-caseina. As K-caseinas estéo localizadas
na extremidade das micelas com a parte hidrofilica do C-terminal saliente na
superficie das micelas para formar uma camada "peluda”, que vai evitar a agregacao
de novas sub-micelas por repulsdo eletrostatica. A camada peluda também é
considerada responsavel pela estabilidade das micelas contra floculagédo
(WALSTRA, 1999). A Figura 2.28 mostra a estrutura das micelas da caseina a partir

do modelo sub-micelas.
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Q Sub-micela

}’*"f_e C-terminal da x-caseina

Nanocluster de fosfato de calcio

50 nm

Figura 2.28 - A estrutura da micela de caseina através do modelo de sub-micelas,
mostrando os C-terminal das k-caseina projetadas na extremidade da micela.
Figura adaptada de WALSTRA, 1999.

Segundo HOST (1994), o fosfato de calcio esta na forma de nanoclusters
interagindo com os sitios da caseina e aglomerados de fosfoserina das as- e [-
caseinas sensiveis a calcio. Devido ao fato que as as;- € asp-caseinas tém mais
grupos serilfosfato, provavelmente, no caso da as;-caseina, elas sdo capazes de
entrelacar as estruturas de nanoclusters de fosfato de céalcio (Cag(PO4)s) em uma
rede tridimensional, constituindo um caminho previsto para o0 modelo de
polimerizacdo das sub-micelas. Este mecanismo proposto de formacdo das sub-
micelas sugere que o fosfato de calcio coloidal (Cag(PO4)s) desempenha um papel
integrador na micelas (HORNE, 2006), conforme ilustrado na Figura 2.29.

Estudos realizados por MCMAHON et al, (1998), usando técnicas de
espalhamento de raios-X e néutrons em micelas de caseina determinaram que o0s
nanoclusters de fosfato de calcio coloidal apresentam um raio de 2,3 nm, e estao
rodeados por 49 peptideos formando uma camada 1,6 nm de espessura.

Segundo TUINIER e KRUIF (2002), a estabilidade estérica das micelas de
caseina é gerada por uma camada externa relativamente esparsa de k-caseina em
forma de escova (Figura 2.28) a qual se constitui na fracdo hidrofilica da caseina,

que interage com a 4gua e impede a agregacao das micelas.
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Figura 2.29 - llustracdo da formacdo de redes no modelo de Holt. Alfa-caseina
(ambas as3;- € asp-caseinas) é mostrado como bifuncional, enquanto a [3-caseina &
monofuncional. Os nanoaglomerados de fosfato de célcio sdo desenhados contendo
4 sitios para facilitar a ilustracdo. A ligacdo alfa para diferentes nanoclusters atua
como ponte para permitir que a cadeia cresca. Na parte inferior direita, € ilustrado
um nanoaglomerado fechado e cercado por cadeias beta monofuncionais. Na
distribuicdo aleatoria das moléculas de caseina, isso é facilmente possivel. Observe
como a cadeia de nanoclusters € cercada por regides hidrofébicas pendentes (azul)
das caseinas. Fonte: HORNE, 2006.

Diferentemente das outras caseinas, a k-caseina é uma glicoproteina e
possui apenas um grupo fosfoserina (Figura 2.26), sendo, portanto, estavel na
presenca de ions de célcio e assumindo importante papel na estabilidade da micela
de caseina, pois, apesar do fosfato de calcio atuar como um agente estruturante, se
ndo houver K-caseina, a agregacao das sub-micelas continuara até a formacdo de
um gel ou de um precipitado (OLIVEIRA e TIMM, 2007).

O modelo de sub-micela produzido por Holt e melhorado por Tuinier e Kruif
mostra grande coeréncia com a microscopia eletrbnica de transmissao de
DALGLEISH et al. (2004) conforme Figura 2.30, as quais sugerem que a superficie
da micela de caseina € mais complexa que uma simples esfera rigida coberto por
“pélos” relativamente curtos. As micrografias parecem mostrar que a micela é
constituida de estruturas tubulares, presumivelmente de caseinas, que se projetam a

partir do volume da micela. Esses tubulos séo cerca de 20 nm de diametro, que &
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consistente com as dimensdes das nanoparticulas de fosfato de célcio/caseina
proposto por Holt. As micrografias parecem mostrar representagdes detalhadas da
superficie das particulas, com muitos detalhes, entretanto, ndo foram capazes de
mostrar os “pelos” de moléculas k-caseina na superficie, no entanto, € observado
gue ha um tipo bem definido de estruturas cilindricas ou tubulares entre 10 e 20 nm
de diametro, projetando-se na superficie da particula, conforme sugerido por
TUINIER e KRUIF (2002).

Figura 2.30 - Micrografia eletrénica de uma micela de caseina. Escala = 200 nm.
Fonte: DALGLEISH et al. (2004)
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES

Foram utilizados neste trabalho o0s seguintes reagentes, todos sem

purificacdo prévia:

Fosfato de amoénio (QEEL, PA) — (NH4),HPO4;

Cloreto de calcio (CROSS, PA) - CaCl,.2H,0;

Caseina (REAGEN);

Imidazol (MERK) — C3H4N3y;

Acido cloridrico (VETEC) — HCI;

Cloreto de amoénio (MERK) — NH,CI;

Acido fosférico (MERK) — H3POy;

Nitrato de prata (VETEC) — AgNOg;

3-aminopropiltrimetoxissilano (ALDRICH, 98%, PA) — CsH17;03NS:i;
3-propiletilenodiaminotrimetoxissilano (ALDRICH, 98%, PA) — CgH2,03N,Si;
3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano (ALDRICH, 98%, PA) — C1oH2703N3Si;
Dihidrogenofosfato de potassio (REAGEN) — KH,POy;

Hidrogenofosfato disédico (SIGMA ALDRICH) — NaHPO,4.2H,0;

Soro albumina bovina (SIGMA ALDRICH) — BSA;

NS N N N N N N N N N N R NN

3.2 SOLVENTES

Os seguintes solventes foram utilizados:

Xileno (MERCK) — CgH4(CHa)»

Alcool etilico (CHEMCO) — CH;CH,OH
Acetona (CHEMCO) — (CH3),CO

Eter etilico (CHEMCO) — (CH3CH,),0

Agua deionizada, obtida através de deionizador Permution

AN NEENEEN
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3.2.1 Purificacdo dos Solventes

A acetona, o alcool etilico e o éter etilico foram tratados com 6xido de calcio,
que foi calcinado previamente a 1173K por 12 h e, em seguida, refluxados,
destilados e armazenados em frascos apropriados. O xileno foi tratado com 6xido de
calcio, também calcinado a 1173K por 12 h e em seguida tratado com sodio metalico
por uma hora antes de ser refluxado e destilado. O xileno purificado foi conservado

em vidro escuro.
3.3 SINTESE DA HIDROXIAPATITA MESOPOROSA

A sintese da hidroxiapatita mesoporosa foi realizada partindo de solucdes de
iguais volumes contendo 0,033 mol de fosfato de aménio ((NH4):HPO,4) e 0,056 mol
de cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) numa razdo molar Ca/P = 1,67.

Em um procedimento tipico, inicialmente 250 cm?® de uma solucéo aquosa de
caseina de concentracdes 1 e 5 mg/cm™, foram preparadas com solucdes tampdes:
Imidazol/HCI pHs 7,0 e 8,0 e NH4CI/NH4OH pH 11,0. Essas suspensdes foram
adicionadas a um baldo de fundo redondo de trés bocas com capacidade de 1000
cm, conectado a dois funis de adicéo e na terceira boca a conexdo com o agitador

mecanico, conforme Figura 3.1.

5
%\N;ﬁ\ :&”

%
gt

Baldes de Adigdo

Figura 3.1 - Sistema utilizado para sintese das mesoestruturas hibridas Hap-CASxy.
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Inicialmente, 250 cm?® da solucdo de caseina foi agitada vigorosamente a uma
velocidade de 1400 rpm por 1 h, a temperatura ambiente, onde observou-se a
formacdo de uma suspensao espumosa, caracterizando a formacao de micelas. Em
seguida, a agitacao foi diminuida a 200 rpm e adicionou-se simultaneamente, gota-a-
gota, com vazéo de 2 cm®.min™, 250 cm® das solucdes aquosas de cloreto de calcio
(0,056 mol) e de fosfato de aménio (0,033 mol). Apdés a completa adicdo dessas
solugcbes, o precipitado formado foi envelhecido sob agitacdo e temperatura
ambiente por 15 h. Em seguida, o precipitado obtido foi filtrado e lavado
abundantemente com &gua deionizada durante 5 dias até o teste de cloreto,
verificado com a solucao de AgNO3 desse negativo. Finalmente, o produto foi seco a
373 + 10 K em estufa, por 24 horas, para eliminacdo da agua. Os solidos obtidos
foram denominados de HCxy, onde x representa a concentracdo de caseina ey o pH
de sintese.

ApoOs secos o0s hibridos mesoestruturados HCxy, foram calcinados a
temperaturas de 573, 773 e 873 K por 6 horas sob atmosferas de oxigénio e
nitrogénio com taxas de aquecimento 2, 10 e 25 K.min' para a retirada do
surfactante e obtencdo da estrutura mesoporosa.

Para efeito de comparacdo foi realizada uma sintese controle da
hidroxiapatita ndo mesoporosa (Hap) nas mesmas condicbes, sem 0 uso do

surfactante, a pH 11. O sélido obtido foi denominado Hap.
3.4 REACAO DE SILANIZACAO

As reacOes seguiram o meéetodo de silanizacdo heterogéneo em condi¢des
anidras (DA SILVA et al, 2007). Na etapa de funcionalizacdo, 2,0 g do sélido HCxy
gue apresentou maior area superficial especificas, previamente seco a 393 K sob
vacuo foi suspenso em 100 cm® de xileno, em um baldo de fundo redondo de trés
bocas com capacidade de 250 cm®, conectado com condensador de refluxo, com
um topper para entrada de N, e com agitador mecanico (Figura 3.2). Sob agitacéo
a temperatura de 373 K em atmosfera de N, adicionou-se 5 ml de um dos agente
sililantes: 3-aminopropiltrimetoxissilano (N); 3-propiletilenodiaminotrimetoxissilano
(NN) ou 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano (NNN). A suspensdo foi mantida

sob refluxo a 373 K durante 48 h, sendo, apos resfriada, filtrada e o solido obtido
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lavado com xileno, etanol, acetona e éter etilico, respectivamente e seco sob vacuo
por 48 h a 393 K. As diversas matrizes obtidas foram nomeadas como: HCxy-N;
HCxy-NN e HCxy-NNN.

Para efeito de comparacdo foi realizada uma reacdo controle com a
hidroxiapatita ndo mesoporosa (Hap) nas mesmas condi¢cdes. Os solidos obtidos

foram denominados Hap-N, Hap-NN e Hap-NNN.

ey ¥ = j
Agitador ——

) pr———
Agquecimento | @

Figura 3.2 - Sistema utilizado para modificacdo das hidroxiapatitas mesoporosas.

3.5 ENSAIOS DE ADSOR(;AO DE BSA NAS MATRIZES MESOPOR OSAS.
3.5.1 Efeito do Tempo

A obtencéo das isotermas de adsorcéo foram feitas pelo método da batelada
(ARAKAKI et al, 2003) em que amostras de aproximadamente 50,0 mg das
hidroxiapatitas mesoporosa (HCxy) ou convencional (Hap) puras ou modificada
organicamente (HCxy-N; HCxy-NN; HCxy-NNN; Hap-N; Hap-NN e Hap-NNN) foram
suspensas em 20,0 cm™ de uma solucdo aquosa de BSA de concentragéo de 1000
ppm preparada em tampdo pH 7,2 (0,067 mol.L* KH,P0,0,067 mol.L*
Na;HPO,4.2H,0). A suspensao foi, entdo, mecanicamente agitada em um banho

termostatizado a 298 K por tempos variados de 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60,
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90 e 120 min. Passado os intervalos de tempo pré estabelecidos, as suspensdes
foram filtradas e aliquotas dos sobrenadantes foram removidas e diluidas. Por sua
vez, as quantidades de BSA remanescentes foram quantificadas por espectroscopia
de UV/Vis através do “método de Bradford” (BRADFORD, 1976) utilizando
comprimento de onda de 595 nm, conforme ilustrado na Figura 3.3. As medidas de
concentragdo foram realizadas em um espectrofotbmetro UV/Vis da HP, modelo
8453. Assim, foi possivel determinar a quantidade de material adsorvido (Nf) por
grama de solido pela diferenca entre a quantidade de BSA inicial (Ni) e apds o
equilibrio estabelecido (Ns) pela a equacdo: Nf = (Ni — Ns)/m.

O método de Bradford é uma técnica para a determinacgdo de proteinas totais
que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método é baseado
na interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a
interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca
o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente em 595 nm, conforme espectro apresentado na Figura 3.3 (ZAIA et al,
1998).

0,5

0,0

Absorbancia

-0,5 1 , . , . , . , . , . ,
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3 - Espectro UV/vis da BSA-BG-250.
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3.5.2 Efeito da Concentracéo

As isotermas de adsorcdo foram obtidas utilizando-se o método de batelada
(ARAKAKI, et al.,, 2003). Para a adsorcédo, 50,0 mg da hidroxiapatita mesoporosa
pura (HCxy) ou convencional (Hap) puras ou modificada organicamente (HCxy-N;
HCxy-NN; HCxy-NNN; Hap-N; Hap-NN e Hap-NNN) foram suspensos em 20,0
cm® de solucdo aquosa de BSA, cujas concentracdes variaram de concentragdo
de 100 a 2000 ppm preparada em tamp&o de pH 7,2 (0,067 mol.L™* KH,P04/0,067
mol.L™* Na;HPO,.2H,0). As suspensdes foram mecanicamente agitadas durante um
tempo previamente estabelecido de 20 minutos, em uma mesa agitadora a
temperatura de 298 K. Os solidos resultantes foram separados por filtracdo e
aliquotas dos sobrenadantes foram removidas e diluidas. Por sua vez, as
guantidades de BSA remanescentes foram quantificadas por espectroscopia de
UV/Vis como descrito no item 3.5.1.

3.5.3 Efeito do pH

A obtencdo das isotermas de adsorcdo a varios pH's foram feitas pelo
método de bateladas em que amostras de aproximadamente 50,0 mg da
hidroxiapatita mesoporosa pura (HCxy) ou convencional (Hap) puras ou modificada
organicamente (HCxy-N; HCxy-NN; HCxy-NNN; Hap-N; Hap-NN e Hap-NNN) foram
suspensas em 10,0 cm® de uma solucéo aquosa de BSA 1000 ppm e 10,0 cm™ da
solugdo tampédo. Foram utlizados 4 pH’s diferentes preparados a partir dos
seguintes tampdes: CH3COOH 0,1mol.L"Y/CH;COONa 0,1mol.L™* pH's 5,0 e 6,0;
Imidazol 0,2 mol.L/HCI 0,1mol.L* pH's 7,0 e 8,0. As suspensdes foram
mecanicamente agitadas durante um tempo previamente estabelecido de 20
minutos, em uma mesa agitadora a temperatura de 298 K. Os solidos resultantes
foram separados por filtragcdo e aliquotas dos sobrenadantes foram removidas e
diluidas. Por sua vez, as quantidades de BSA remanescentes foram quantificadas

por espectroscopia de UV/Vis como descrito no item 3.5.1.
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3.6 ENSAIOS DE LIBERACAO DE BSA NAS MATRIZES MESOPO ROSAS.

Nesses ensaios, inicialmente 200,0 mg da hidroxiapatita mesoporosa (HCxy)
ou convencional (Hap) puras ou modificada organicamente (HCxy-N; HCxy-NN;
HCxy-NNN:; Hap-N; Hap-NN e Hap-NNN) foram suspensas em 80,0 cm® de uma
solugdo aquosa de BSA 2000 ppm. As suspensdes foram mecanicamente agitadas
durante um tempo previamente estabelecido de 20 minutos, sob condi¢cGes ideais
pré estabelecidas de pH, em uma mesa agitadora a temperatura de 298 K. Os
sélidos resultantes foram separados por filtracdo e aliquotas dos sobrenadantes
foram removidas e diluidas. Por sua vez, as quantidades de BSA remanescentes
foram quantificadas por espectroscopia de UV/Vis como descrito no item 3.5.1.

Depois de filtrados os sélidos, previamente secos a 343 K sob vacuo, foram
suspensos em 80,0 cm?® de solucdo aquosa formada por PBS (tampé&o fosfato de pH
7,4 produzido a partir de KH,PO,4 0,067 mol.L"Y/Na,HPO,..2H,0 0,067 mol.L™, o qual
tenta imitar o meio fisiologico)/agua nas proporcdes 1/0 e 0/1. A suspenséao foi,
entdo, mecanicamente agitada em um banho termostatizado a 298 K por 72 horas.
Em periodos previamente estabelecidos de 2 em 2 h aliquotas de 1ml do
sobrenadante foram removidas e diluidas. Por sua vez, as quantidades de BSA
remanescentes foram quantificadas por espectroscopia de UV/Vis como descrito no
item 3.5.1. As aliquotas retiradas do sobrenadante foram automaticamente

substituidas por volumes iguais da solucédo aquosa PBS/agua.

3.7 CARACTERIZACOES

3.7.1 Adsorcdo de N

As caracteristicas dos poros das amostras foram analisadas usando um
equipamento Micromeritics ASAP 2010, o qual é composto por um sistema de
adsorcao fisica automatizado que fornece dados de equilibrio de adsorcdo e
dessorcdo. As amostras mesoporosas puras foram desgasificadas por 2 horas a
200°C, antes de cada ensaio. Os dados de volume adsorvido e dessorvido em varias
pressodes relativas foram utilizados para gerar informacdes sobre a area superficial

de BET, area superficial de micro e mesoporos, distribuicdo e tamanho médio de
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poros. As medidas de area superficial especificam e do parametro C foram
baseados nas teorias de Brunaer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER et al, 1938). As
analise de poros e volumes total de poros foram obtidos pelo método de Barret-
Joyner-Halanda (BJH) (BARRET et al, 1951)

3.7.2 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infra  vermelho

Os espectros de absorcédo na regiao do infravermelho foram obtidos através
do espectofotdmetro de marca Bomem, modelo MB-Series, com transformada de
Fourier, utilizando pastilhas de KBr com 1% de amostra, na regido de 4000 a 400
cm™, com resolucdo 4 cm™ e 32 acumulacdes. Esta técnica serviu para confirmacao
dos grupos quimicos presentes nos fosfato de calcio puro e nos modificados com
0S agentes sililantes: 3-aminopropiltrimetoxissilano (N); 3-propil
etilenodiaminotrimetoxissilano (NN) ou 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano

(NNN), bem como na confirmacéao da retirada do surfactante por calcinacao.
3.7.3 Andlise Elementar

Os teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram determinados usando
um analisador de microelementar da Perkin-Elmer modelo PE 2400. Esta técnica foi
utilizada para determinacdo dos grupos amino presentes nos fosfatos modificados

com os agentes sililantes.
3.7.4 Anélise Termogravimeétrica

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em uma Termobalanca,
marca DuPont, modelo 1090, em um intervalo de 300 a 1200 K, com razdo de
aquecimento 0,16 K.min*, em atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 cm®.min™,
em cadinho de platina utilizando uma massa de aproximadamente 10 mg dos
sélidos. Esta técnica foi utilizada para avaliacdo da perda de massa dos compostos
com o0 aumento da temperatura, avaliando assim a estabilidade térmica dos fosfatos

de célcio puros e organicamente modificados.
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3.7.5 Difracao de Raios-X.

As medidas de difracdo de Raios-X foram realizadas em um difratdmetro
Shimadzu modelo XD3A, trabalhando com uma diferenca de potencial no tubo de
30KV e uma corrente elétrica de 20 mA. A varredura foi feita na faixa de 26 de 5 a
60 graus. A radiacdo utilizada foi a KaCu. Todas as medidas foram realizadas
através do metodo do poé.

Estas medidas foram importantes para identificar a cristalinidade do material,
o tipo de fosfato obtido e se houve possiveis modificacdes estruturais nos materiais
apos a retirada do surfactante.

3.7.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nucle  ar no Estado Solido.

Os espectros no estado sélido de RMN de *'P e '3C com polarizacdo
cruzada (CP) e rotacdo do angulo magico (MAS), foram obtidas no espectrometro
AC300/P Bruker operando a 75 MHz para o *P com tempo de contato de 10 ms,
tempo de aquisicdo de 45 ms e intervalo de pulso de 10 s e 128 acumulag¢des com
faixa de 80 a - 80 ppm. O acido fosférico foi usado como referéncia para calibrar a
escala de deslocamento quimico. Para o **C com tempo de aquisicéo 3 s, tempo de
contato 3 ms e com faixa de 0 a 220 ppm. Os espectros de RMN foram uteis para
avaliacdo dos grupamentos organicos nos materiais ap0s 0 processo de

organofuncionalizagéo.
3.7.7 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens foram obtidas por microscopia eletronica de varredura por
deteccdo de elétrons secundarios em um microscopio jeol JSTM — 300, onde as
amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro e fita de carbono por
metalizacdo em um instrumento de Plasma Science. Estas medidas foram

importantes para detectar a morfologia das particulas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo geral € sintetizar hidroxipatita com
porosidade controlada utilizado caseina como agente direcionador de estrutura,
modifica-la organicamente visando melhorar as propriedades finais desses solidos
principalmente no que diz respeito a biocombatilidade e sua capacidade como
carreadora de farmacos. Neste capitulo constam os resultados e discussdes deste
estudo, que foram divididos em quatro partes: 1) analise das matrizes
mesoporosas obtidas; 2) analise das matrizes mesoporosas modificadas
organicamente obtidas a partir da reacdo dos agentes sililantes nitrogenados de
cadeia crescente; 3) ensaio de adsorgao de soralbumina bovina (BSA) no tocante a
parametros como: pH, tempo e concentracdo ; 4) a quarta e ultima parte deste
capitulo se constitui de um ensaio de liberacdo controlada de BSA em alguns

sélidos mesoporosos aqui reportados.
4.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
4.1.1 Adsorcéao de N »

Os solidos mesoporosos por apresentarem estrutura altamente ordenada,
variados tamanhos de poros e alta area superficial possuem diversas aplicacdes,
dentre elas a liberacdo controlada de drogas. Esta aplicacdo depende das
caracteristicas estruturais aliadas a uma alta area superficial quais. A adsorcédo de
N, em varias pressoes relativas pode gerar informacgdes sobre a &rea superficial de
BET, area superficial de micro e mesoporos, distribuicdo e tamanho médio de
poros.

Nas Tabelas 4.1 e 4.2 sao apresentados os resultados obtidos das medidas
de adsorcao de N, para as hidroxiapatitas mesoporosas sob diferentes condi¢oes
de sintese e pés-sintese.

Conforme se observa na Tabela 4.1 as matrizes mesoporosas sintetizadas
utilizando concentracdo de caseina de 1mg.ml™ e pH 7,0 foram todas calcinadas
em temperaturas de 573, 773 e 873 K com taxas de aquecimento de 2, 10 e 25

K.min. Através dos resultados obtidos com estes materiais constatou-se que as
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maiores areas superficiais e 0os menores didmetros de poros, caracteristicas
desejaveis para materiais com aplicacdo em dispositivo de liberagcdo controlada de
farmacos, foram encontradas nos solidos tratados, pos-sintese, a temperatura de
calcinacdo de 573 K e taxa de aquecimento de 10 K.min™ (Tabela 4.2). Tais
condi¢des consideradas ideais serviram como base para o tratamento pos-sintese
dos demais solidos (Tabela 4.2).

Analisando as Tabelas 4.1 e 4.2 pode-se contatar que todos os materiais
sintetizados neste trabalho apresentam areas superficiais de BET (055 a [0 106
m2.g™) elevadas quando comparadas com aquelas encontradas na literatura para
os fosfatos de célcio mesoporoso, bem como em comparacdo a hidroxiapatita
convencional, onde sua &rea superficial de BET é de apenas 18 m?.g™’. Estes dados
comprovam ser possivel a obtencdo de fosfatos de célcio mesoestruturados

utilizando a caseina como surfactante.

Tabela 4.1 - Resultados de adsorcdo de N, para as hidroxiapatitas mesoporosas
sintetizadas com concentracdo de caseina 1mg.ml™* a pH 7,0.

Condicdes de Sintese Caracterizacao Textural
Temperatura Taxa de
Conc. oH Calcinacéao Aquecimento SgeT Vp Dp

Caseina em O, Calcinacéo (m?/g) (cm®/g) (nm)
(K) (K/min.)

- - 52,6* 0,278* 17,90*

2 52,0 0,285 16,00

573 10 54,0 0,309 16,52

25 51,6 0,269 16,00

1mgimi | 7.0 2 45,0 0,261 20,21

773 10 45,4 0,273 20,55

25 50,0 0,278 18,00

2 42,2 0,284 25,06

873 10 44,8 0,289 23,23

25 42,3 0,262 23,72

Sget = area superficial especifica, Vp = volume de poros, Dp = diametro de poros e
* = amostra sem tratamento pés-sintese.
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Tabela 4.2 - Resultados de adsorcdo de N, para as hidroxiapatitas mesoporosas
sintetizadas com concentracéo de caseina Img.ml* apHs 8,0 e 11,0e 5mg.mlta
pHs 7,0; 8,0 e 11,0.

Condigbes de Sintese Caracterizacao Textural
Temperatura Taxa de
Conc. H Calcinacdo | Aquecimento SgeT Vp Dp
. P L
Caseina em O Calcinacgao (m?/g) (cm®/g) (nm)
(K) (K/min.)
8.0 - - 67,2* 0,189* 9,98*
’ 573 10 68,8 0,180 | 13,73
1mg/ml
- - 82,4* 0,267* 13,10*
11,0
573 10 83,4 0,237 14,70
20 - - 66,6* 0,215* 15,90*
’ 573 10 67,8 0,169 15,42
- - 84,1* 0,193 10,05
5mg/mi 8,0
573 10 86,1 0,185 10,62
- - 106,2* 0,370* 12,72*
11,0
573 10 106,5 0,384 12,95

Sger = area superficial especifica, Vp = volume de poros, Dp = diametro de

poros e * = amostra sem tratamento pés-sintese.

Analisando os dados de area superficial especifica de BET apresentados nas
Tabelas 4.1 e 4.2, observar-se que o tratamento pés-sintese (calcinacao) utilizado
para extragdo do surfactante ndo afetou praticamente os valores das areas
superficiais especifica de BET, nem mesmo a temperaturas elevadas de 873 K.
Diante disso, pode-se propor que a extracdo do surfactante foi realizada durante o
processo de lavagem dos sélidos, este fato credencia a caseina como um excelente
biosurfactante na sintese de materiais mesoestruturados, uma vez que sua
extracdo € simples e ecologicamente correta, pois dispensam o0 uso de solventes
organicos e/ou gastos de energia através do processo de calcinacdo, comuns na

extracdo de surfactantes comerciais.
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As isotermas de adsorcdo de nitrogénio dos solidos tratados pds-sintese sob
diferentes condi¢bes sdo mostradas nas Figuras 4.1 e 4.2.
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Figura 4.1 - Isotermas de adsorc¢ao dos sélidos HC, o7 calcinados a 573 K(a), 773
K(b) e 873 K(c), com taxa de aquecimento de 2 K.min™ (e), 10 K.min™ (A) e 25

K.min (¥) em comparacéo com a hidroxiapatita mesoporosa néo calcinada (m).

Observando as Figuras 4.1 e 4.2, pode-se constatar que todos os solidos
apresentam isotermas do tipo IV, caracteristicas de materiais mesoporosos de
acordo com a classificacdo BDDT e exibem histerese do tipo H3, conforme
classificacdo da IUPAC (TEIXEIRA et al, 2001). Essas caracteristicas s&o
relacionadas aos materiais com poros que apresentam formato de cunha, cone e/ou
placas paralelas. A posicdo das pressoes relativas, P/Py, de inflexdo entre 0,70 a
1,0 confirma esta caracteristica estrutural de poros (TEIXEIRA et al, 2001). Mais
uma vez pode-se observar, com base nas Figuras 4.1 e 4.2, que o tratamento

térmico pos-sintese ndo modificou a conformacao estrutural geral das isotermas de
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adsorcdo de Ny, o que fortalece a hipotese da retirada do surfactante durante o

processo de lavagem dos sélidos.
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Figura 4.2 - Isotermas de adsorcédo dos solidos HC; g50 (a); HC1 01110 (b); HCs 0170

(c); HCs 08,0 (d) € HCs 01110 (€) calcinados a 573 K com taxa de aquecimento de 10

K.min* (e) em comparacdo com a hidroxiapatita mesoporosa néo calcinada (m).
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Duas regides bem distintas das isotermas de adsor¢do sdo observadas nas
Figuras 4.1 e 4.2: o processo inicial de adsor¢cao ocorre em monocamadas a baixas
pressdes, seguindo de adsorcdo em multicamadas com o aparecimento do ponto
de inflexdo a partir de P/Pg igual a 0,7. Neste ponto, a quantidade de gas adsorvido
aumenta abruptamente com pequena variagdo de pressdo devido a condensacgao
das moléculas do adsorbato abaixo de sua pressdo de vapor nos mMesoporos
primarios. Na Figura 4.2e podemos observar uma terceira regido distinta da
isoterma de adsorcdo de N, Acima de P/Py igual a 0,9 as curvas se tornam
assintoticas, comportamento caracteristico de condensacao capilar em mesoporos

secundarios, assim como mostrado na Figura 4.3.

Figura 4.3 — Esquema representativo da condensacdo capilar de N, (¢) em

mesoporos secundarios (a) e principais (b) em formato de cone e/ou cunha.

A forma bem definida da etapa de preenchimento dos poros, nos ramos de
adsorcao e dessorcao, indicam a uniformidade dos diametros de poros para a
maioria destes materiais. Amplas histereses evidenciam um tipo de poro em
formato de cunha ou cone. Este tipo de poro possui uma extremidade fechada e
outra aberta, sendo que a ultima apresenta um raio maior que o corpo do poro,
conforme Figura 4.3.

Todos estes materiais, aqui investigados, apresentam essas caracteristicas
gerais, mas diferem entre si quando suas isotermas sdo examinadas de forma
quantitativa. Algumas diferengas podem ser observadas nas isotermas de adsor¢cao
em funcdo da temperatura de calcinagdo utilizada (Figura 4.4). As posi¢cdes dos
pontos de inflexdo nos ramos de adsorcdo deslocam-se em direcédo as pressdes de
preenchimento de poros mais altas, ou seja, menor inclinagcdo do ponto de inflexao,

referente a condensacdo capilar, a medida que a temperatura de calcinacéo
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aumenta, indicando que em amostras calcinadas a temperaturas maiores ocorre um
aumento na diversidade de tamanhos dos poros.
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Figura 4.4 - Isotermas de adsorcdo dos soélidos HC o7 calcinados com taxa de
aquecimento de 2 K.min? (a), 10 K.min™* (b) e 25 K.min™ (c), a temperaturas de
aquecimento de 573 K(m), 773 K(e) e 873 K(A).

A inclinagédo da curva na regiao de condensacéao capilar reflete a distribuicao
do tamanho de poros: quanto mais suave for & inclinagdo, maior a heterogeneidade
de dimensdes dos poros na amostra (KRUK et al, 1999). Uma vez que no processo
de adsorcéo cada incremento no coeficiente P/Py provoca um aumento da area do
poro recoberta pela fase condensada, em fungdo do diametro capilar, o
comportamento observado confirma também que poros maiores sdo formados a
temperaturas de calcinacdo mais altas, conforme se observa na Figura 4.5 para a
distribuicdio de tamanhos de poros de BJH destes materiais. E importante ressaltar

que a possibilidade de controle da estrutura, como variacdo do tamanho de poros, é
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mais uma das caracteristicas que tornam estes materiais atraentes como matrizes

para dispositivos de liberacao controlada de farmacos.

4.1.1.1 Efeito do Tratamento Témico P6s-Sintese.

Os gréficos de distribuicdo de tamanho de poros obtidos pelo método BJH

para as amostras mesoporosas HC; /70 sdo apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Distribuicdo de tamanho de poros de BJH das matrizes mesoporosas
HC1o70 tratados termicamente com taxa de aquecimento de 2 K.min.*(a), 10
K.min.? (b) e 25 K.min.™ (c) e calcinados a 573 K(m), 773 K(e) e 873 K(A).

Observa-se uma distribuicdo de tamanho de poros muito estreita, na ordem
de 15 a 20 nm para todos os sélidos, o que segundo a classificacdo feita pela
IUPAC (MECCUSKER et al, 2001) caracteriza materiais tipicamente mesoporosos
com arranjo estrutural bem ordenado. Esta caracteristica torna estes materiais
muito importantes para aplicagdo como dispositivo para liberacdo controlada de
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farmacos, comportamento que esta relacionado com o controle cinético da
liberacéo por meio dos poros das matrizes.

Analisando os dados da Tabela 4.1 pode-se observar que a temperatura de
calcinacdo, bem como a taxa de aquecimento ndo afetaram apreciavelmente as
areas superficiais especificas de BET para estes materiais. Por outro lado, com
base na Figura 4.5 pode-se constatar que a temperatura de calcinacédo efeta o
tamanho médio dos poros; poros maiores sdo formados a temperaturas de
calcinacdo mais elevadas, como evidenciado pelo deslocamento dos picos da
distribuicdo de poros de BJH, ilustrado na Figura 4.5.

Através da Figura 4.5, nota-se um deslocamento do didmetro médio de poros
para valores maiores em funcdo do aumento da temperatura de calcinacdo. Este
resultado associado a diminuicdo da area recoberta por microporos (Tabela 4.3)
indica a ocorréncia de um processo de coalescéncia entre 0s poros de menores
diametros, para a formacdo de maiores poros e diminuindo a quantidade destes
com o aumento da temperatura de calcinacdo (KRUK et al, 1999).

Para os solidos HC1 070 a elevacdo da temperatura de calcinacdo resultou
além do aumento médio no tamanho dos poros, um pequeno acréscimo na area
superficial de BET (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Influéncia da temperatura de calcinacdo sobre a area superficial de
BET para as matrizes mesoporosas HC; o7 tratadas termicamente com taxa de

aquecimento de 2 K.min. (m), 10 K.min.™ (e) e 25 K.min.™ (A).
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Tabela 4.3 — Influéncia da temperatura de calcinacdo sobre a area superficial de

microporos obtidas pelo método t-plot para as matrizes mesoporosas Hap-

CAS107,0-

Taxa de Aguecimento Temperatura Area superficial de
Calcinacgao Calcinacgao microporos (Sup)

(K/min.) (K) (m?/g)

573 4,944

2 773 3,114

873 3,077

573 5,874

10 773 4,275

873 3,576

573 4,944

25 773 3,934

873 3,426

No tocante ao feito da taxa de aquecimento utilizada no tratamento térmico

pos-sintese sobre as caracteristicas texturais das matrizes mesoporosas,

apresentada na Figura 4.7, pode-se observar que ndo houve nenhuma modificacao

estrutural significativa nas isotermas de adsorcéo e dessor¢cao de N, bem como na

distribuicdo de tamanhos de poros de BJH, Figura 4.7 (destaque).

Estes dados

confirmam, mais uma vez, que a extracdo do surfactante foi realizada durante o

processo de lavagem dos solidos e que o tratamento pds-sintese pouco interferiu

nas propriedades texturais desses sélidos.
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Figura 4.7 - Isotermas de adsorcao de N, para os solidos HC; o7 calcinadas a 573
K(a), 773 K(b) e 873 K(c) com taxas de aquecimento de 2 K.min™ (e), 10 K.min™
(A) e 25 K.min™ (¥) em comparacdo com a hidroxiapatita mesoporosa nao
calcinada (m). Figura em destaque representa a distribuicdo de tamanho de poros

de BJH dessas matrizes mesoporosas.

Além da temperatura de calcinacdo e taxa de aquecimento avaliados,
durante o tratamento térmico poés-sintese, foi avaliado o efeito da atmosfera de
calcinacdo sobre as propriedades texturais dessas matrizes mesoporosas,
conforme Figura 4.8. Nesta etapa foram utilizadas duas atmosferas; a primeira de
carater oxidante e a segunda de carater inerte, utilizando como gases de arrasto
oxigénio e nitrogénio, respectivamente. Analisando a Figura 4.8 pode-se observar
que a atmosfera de calcinacdo ndo afetou as propriedades texturais dos solidos
MesopOorosos no tocante a parametros como: areas superficiais especificas de BET,
isotermas de adsorcéo e dessorcdo de N, bem como na distribuicdo de tamanhos

de poros de BJH, Figura 4.8 (destaque).
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Figura 4.8 - Isotermas de adsorcao e dessorcdo de N, do solido HC; /70 calcinado

a 773 K com taxa de aquecimento de 25 K.min™ sob atmosferas de oxigénio (m) e

nitrogénio (e).

4.1.1.2 Efeito do pH e da Concentragédo de Caseina

Analisando os dados de area superficial especifica de BET e da distribuicdo

do diametro de poros de BJH apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2 bem como na

Figura 4.9 observa-se que o pH e a concentracdo da caseina apresentam-se como

dois fatores de extrema importancia na sintese de hidroxiapatitas mesoporosas

utilizando caseina como agente direcionador de estrutura.

Figura 4.9 —
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Influéncia do pH e da concentracdo de caseina sobre a area

superficial de BET para as matrizes mesoporosas sintetizadas com concentracao

de caseina de 1 mg.mI™* (m) e 5 mg.ml™* (e).
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Analisando a Figura 4.9 podemos observar que area superficial especifica
de BET aumentou consideravelmente em todos o0s solidos com o aumento do pH e
da concentracdo da caseina no processo de sintese. As variacdes mais marcantes
observadas da area superficial de BET foram de 54,0 para 83,4 m’.g* para os
sélidos HC1, e de 67,8 para 106,2 m%.g™* nos sélidos HCs, ambos calcinados a
573 K com taxa de aquecimento de 10 K.min.™, quando o pH de sintese aumentou
de 7,0 para 11,0 respectivamente.

Na Tabela 4.4 encontramos um resumo de alguns trabalhos publicados na
literatura no tocante aos métodos de sintese e resultados de areas superficiais
obtidas de alguns fosfatos de calcio mesoporosos em comparacdo com os dados
obtidos nesse trabalho. Vale salientar que todos os materiais sintetizados neste
trabalho apresentam &reas superficiais de BET (055 a 0 106 m?.g™) elevadas
quando comparadas com aquelas encontradas na literatura para os fosfatos de
calcio mesoporosos, bem como em comparacdo a hidroxiapatita convencional,
onde sua area superficial de BET é em torno de 18 m%.g™. Estes dados credencia a
caseina como um excelente biosurfactante na sintese de materiais

mesoestruturados.

Tabela 4.4 — Dados de sintese de alguns fosfatos de célcio mesoporosos

encontrados na literatura.

Método Area
de Direcionador de Estrutura Superficial Referéncia
Sintese de BET
Caseina 106m°.g ™" [ Nosso trabalho
Brometo de cetiltrimetilaménio 14 mé.g™ YAO etal, (2003)

Polioxietileno oleil éter fosfato +

2 -1 -
Soft Brometo de miristil trimetilaménio 30 m>.g PRELOT et al, (2005)

Template | Mono-n-dodecil fosfato +

2
Brometo de cetiltrimetilamonio 90 m/g SCHMIDT et al,(2006)

4-Dodecildietilenotriamina e

2 -1
Acido N-Lauroil-L-glutamico 140m°.g IKAWA et al, (2009)

Acido fenilfosfénico +

2 41
Dodecil sulfato de sédio 72mg ZHANG et al, (2008)

] > 1 | FANetal, (2007)
Hard CMK-3 27 m?g

Template XIA et al (2009)

CMK-3 42 m*g*
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Apesar de estaveis, as micelas de caseina, ndo apresentam uma estrutura
fixa. Mudancas de temperatura, pH, forca ibnica e imposicéo a altas pressoes leva a
mudancas na distribuicdo dos tamanhos das micelas de caseina e provavelmente, a
percentagem de sub-estruturas (MADADLOU et al, 2009).

A pH 7,0, pH préximo ao valor teérico do PI (o Pl médio da caseina é de 4,8)
da caseina, a carga liquida das moléculas de caseina é quase zero o que diminui a
repulsdo eletrostatica entre as moléculas, aumentando as interacdo hidrofébicas
entre as moléculas nas micelas, tornando a estrutura micelar mais compacta e,
consequentemente, a diminuicdo do raio micelar (Figura 4.10). Além desta maior
interacdo das moléculas de caseina dentro da estrutura micelar com a diminuig&o do
pH, as préprias micelas apresentam uma tendéncia de interagir fortemente entre si,
(LIU e GUO, 2008) retardando, assim, o processo de transferéncia de massa entre a
solucdo e o substrato, o que dificulta a interagdo fosfato de calcio — surfactante,
prejudicando a formacgao da estrutura mesoporosa.

180

—

-~

60 -

-
-

40

pH
Figura 4.10 - Relacao dos raios das micelas de caseina com pH. Fonte: LIU e GUO
(2008).

Entretanto, a pH’s mais altos , pH igual a 11,0, a desprotonacdo do grupo
carboxilico do acido aspartico (Asp) e residuos do acido glutamico (Glu) d&o origem
a muitas mudancas na formacdo das micelas de caseina, incluindo repulsdes
eletrostaticas, destruicdo de pontes salinas e formacdo de regibes de cargas
isoladas, eventualmente conduzindo & uma estrutura micelar mais solta e de maior
raio ( Figura 4.10) (LIU e GUO, 2008). A baixa forca de atracao entre as moléculas

de caseina nas micelas com o aumento do pH, reflete em uma baixa atracdo entre
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as estruturas micelares o que favorece o0 processo de transferéncia de massa entre
a solucdo e o substrato, o que beneficia a interacdo fosfato de célcio — surfactante,
melhorando a formacao da estrutura mesoporosa.

Ao avaliarmos o efeito do pH e da concentracdo de caseina sobre o
distribuicAo de tamanho de poros de BJH, mostrado na Figura 4.11, podemos
observar que ambos os fatores contribuiram para o aumento da quantidade de poros
nessas matrizes, isto pode ser constatado através do aumento da area dos picos de
distribuicdo de diametro de poros de BJH a medida que o pH e a concentracdo de
caseina aumentam. Em pH 7,0 por as micelas de caseina apresentarem alta atracédo
mutua, dificultam a interacéo fosfato de calcio — surfactante, prejudicando, assim, a
formacdo da estrutura mesoporosa, sendo assim, é de esperar que 0 numero de
poros na matriz fosfatica seja limitado, bem como com o aumento da concentracao
de caseina seja observado um aumento da quantidade de micelas e
consequentemente um aumento do numero de poros. Entretanto, a pH 11, como as
micelas apresentam baixa capacidade de interacdo entre si facilitam a combinacao
da fase fosfatica com a caseina o que promovem melhor formacdo da estrutura
mesoporosa. Assim, é de esperar que sélidos sintetizados a pH 11,0 apresentem um
namero maior de poros, bem como com 0 aumento da concentracdo de caseina
seja observado um aumento da quantidade de micelas e consequentemente um

aumento do namero de poros.

0,008

0,0024 ]
0,0022
0,0020 -
0,0018 -
0,0016
0,0014
0,0012 4
0,0010
0,0008
0,0006 -
0,0004
0,0002 -
0,0000

-0,0002 +—F—"—FF--—F"—"-7-—-"T—"—"T—"F—"T—""T—"7
0 20 40 60 80 100 120 140

(b)

0,007-
0,006-
0,005-
0,004-
0,003-

0,002

dVv/dR (cm®.g*.nm™)
dVv/dR (cm®.g™.nm™)

0,001

o

0,000

-0,001 +—F———F——F————F——T——
0 20 40 60 80 100 120

Diametro de poro (nm)

Diametro de poro (nm)

Figura 4.11 - DistribuicAo de tamanho de poros das matrizes mesoporosas
calcinadas a 573 K com taxa de aquecimento de 10 K.min.? e sintetizadas a
utilizando concentracéo de caseina de 1mg.ml* (a) e 5mg.ml*(b) a pH de 7,0 (m),
8,0 (e) e 11,0 (A).
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4.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho e a  nalise elementar

A andlise dos espectros na regiao do infravermelho aliada a analise elmentar
de carbono, hidrogénio e nitrogénio sdo ferramentas importantes para a avaliacédo
qualitativa e quantitativas da presenca de grupos organicos e inorganicos (fosfatos).
A Figura 4.12 apresenta 0s espectros para as hidroxiapatitas sintetizadas utilizando
caseina como agente direcionador de estrutura.
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Figura 4.12 - Espectro na regido do Infravermelho dos solidos HC; o7 tratados
termicamente com taxa de aquecimento de 2 K.min(l), 10 K.min* (Il) e 25 K.min™" e

calcinados a 573 K(c), 773 K(b) e 873 K(a) em comparagdo com a hidroxiapatita
mesoporosa nao calcinada (d).
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Nestes espectros, observa-se uma banda em torno de 3500 cm™, que foi
atribuida as vibracdes de estiramento de grupos OH, tanto da &gua adsorvida
quanto dos grupos OH dos fosfatos, e sua deformacéo aparece em torno de 1640
cm™. Uma banda larga aparece na regi&o entre 3700 e 2500 cm™ atribuida & agua
fisicamente adsorvida e outra em torno de 1620 cm™ é relativa & deformac&o
angular do grupo OH de &gua fisissorvida. Outras bandas foram observadas em
torno de 1100, 1000 e 950 cm™ correspondentes & deformagcéo assimétrica de grupo
PO,*, em torno 850 cm™ associada ao estiramento P-O(H) em HPO,*. A banda
visualizada préximo a 600 cm™ corresponde & deformacédo assimétrica P-O de grupo
PO,* e a banda em torno de 550 cm™, corresponde a deformac&o assimétrica P-
O(H) de grupo HPO,*. (RAMAKRISSHHNAN e ARULDHAS, 1986).

A Tabela 4.5 traz um resumo das absorc¢des observadas no espectro para a

hidroxiapatita mesoporosa.

Tabela 4.5 - Bandas de absorcdo na regido do infravermelho da
hidroxiapatita.Tabela adaptada de RAMAKRISSHHNAN e ARULDHAS, 1986.

Regido de Absorcdo (cm™) | Designacéo

3700 — 2500 v O-H de H,0O adsorvida e O-H de grupos OH
1620 0 O-H de H,0O adsorvida

1087 v P-O do grupo PO,>

1030 v P-O do grupo PO,*

956 v P-O do grupo PO,*

865 v P-O(H) do grupo HPO,?

640 0 O-H de grupo OH

610 5 P-O do grupo PO*

560 - 450 5 P-O(H) do grupo HPO,*

Todos estes materiais, aqui investigados, apresentam essas caracteristicas
gerais, mas diferem entre si quando seus espectros sdo examinados de forma
quantitativa. Algumas diferencas podem ser observadas nos espectros de IV em
funcdo da temperatura de calcinacdo utilizada (Figura 4.12). Além destas bandas
caracteristicas da fase inorganica da hidroxiapatita, podemos observar a presenca

bandas de pequena intensidade, relativas a vibragdo de estiramento assimétrico e
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simétrico do grupo C-H, respectivamente, em 2938 e 2853 cm™ e uma banda de
estiramento C-H em 1465 cm™ (SILVERSTEIN, 1990), que indicam a presenca de
moléculas de surfactante na matriz fosfatica. Estas bandas estdo presentes em
maior intensidade nos solidos calcinados, entretanto, a medida que a temperatura
de calcinagdo aumenta ocorre uma diminuicdo gradual da intensidade dessas
bandas, podendo ainda ser observadas nos materiais calcinados a temperaturas de
572 K e 773 K indicando a retirada parcial do surfactante nestes solidos a estas
temperaturas. Podemos observar que a 873 K de temperatura estas bandas estao
totalmente ausentes, indicando a retirada total do surfactante.

Ainda avaliando a Figura 4.12, pode-se observar que a quantidade da
material organico referente a cadeia da molécula do surfactante nestes sélidos é
muito pequena, mesmo para o solido ndo calcinado. Dados de analise elementar,
disponiveis na Tabela 4.6, corroboram com estas observagfes, 0 que nos leva a
crer que a extracdo do surfactante foi realizada durante o processo de lavagem dos

solidos.

Tabela 4.6 - Andlise elementar de carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) do
sélido HC1 070, apds processos de lavagem e tratamento térmico pos-sintese em

comparagao com a amostra ndo calcinada (*).

Temperatura | Taxa de Aquecimento
Amostra Calcinagao Calcinagao %C %H %N
(K) (K/min.)

- - 0,78* 0,54* 0,16*

2 0,68 0,77 0,16

573 10 0,69 0,39 0,20

25 0,68 0,49 0,15

HC1om0 2 0,55 0,46 0,31
773 10 0,54 0,48 0,25

25 0,56 0,49 0,15

2 0,23 0,16 0,13

873 10 0,16 0,50 0,10

25 0,16 0,48 0,12

* = amostra sem tratamento pés-sintese
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Apesar dos solidos apresentarem resquicios de agente direcionador em sua
estrutura ap0s tratamento térmico, conforme dados da Figura 4.12 e Tabela 4.6,
esta quantidade € muito pequena uma vez que praticamente ndo alterou a area
superficial especifica de BET, conforme dados discutidos no item 4.4.1.

Na tentativa de elucidar a suspeita da saida parcial do surfactante durante o
processo de lavagem, foram sintetizados novos sélidos obedecendo as mesmas
condicdes iniciais de sintese, entretanto os mesmos nao passaram pelos processos
de lavagem e tratamento térmico pés-sintese.

Na Figura 4.13 temos 0s espectros para as hidroxiapatitas mesoporosas
sintetizadas que ndo passaram pelos processos de lavagem e tratamento térmico
pés-sintese. Estes soélidos foram denominados HCxySL, onde X representa a
concentracéo de caseina e y o pH de sintese.
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Figura 4.13 - Espectro na regidao do Infravermelho dos sélidos mesoporosos
HCxySL sintetizados utilizado concentracées de caseina de 1 mg.ml™* (1) e 5 mg.ml
L1 apH's de 7,0(c); 8,0(b) e 11,0(a).

Confrontado os dados exibidos nas Figuras 4.12 e 4.13 para 0S espectros na
regido de infravermelho da hidroxiapatita mesoporosa. A principio, percebe-se uma
grande similaridade do conjunto de bandas em todos os espectros. Em geral os
sinais provenientes do esqueleto inorganico e dos resquicios do agente
direcionador se mantiveram, entretanto, os soélidos que n&do passaram pelos

processos de lavagem e tratamento térmico pos-sintese, ocorrem um aumento na
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intensidade das bandas relativas a vibracédo de estiramento assimétrico e simétrico
do grupo C-H, que ocorrem respectivamente, em 2938 e 2853 cm™ e uma banda de
estiramento C-H em 1465 cm™ (SILVERSTEIN, 1990).

Analisando estas figuras de forma mais quantitativa baseando-se nos dados
da andlise elementar, disponiveis na Tabela 4.7, observa-se que ocorre uma
diminuicdo acentuada da quantidade de material organico, proveniente do agente
direcionador, a medida que os solidos sdo lavados exaustivamente com agua, o que
comprova a retirada quase total do surfactante da rede inorganica mesoporosa, com
apenas o processo de lavagem do sélido. Este fato credencia a caseina como um
excelente surfactante na sintese de materiais mesoestruturados, uma vez que sua
extracdo é simples e ecologicamente correta, pois dispensa 0 uso de solventes
organicos e/ou gastos de energia através do processo de calcinacdo, comuns na

extracdo de surfactantes comerciais.

Tabela 4.7 - Andlise elementar de Carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) do
soélido HCxySL.

Condictes de sintese Andlise elementar
Conc. Caseina pH %C %H %N

7,0 2,15 1,99 1,15

1 mg.ml™* 8,0 2,29 2,13 0,89
11,0 3,19 2,32 1,17
7,0 5,45 2,20 2,26

5 mg.ml™? 8,0 7,95 2,14 2,99
11,0 14,07 3,00 3,11

Analisando o efeito do pH e da concentragdo de caseina no processo de
sintese destes materiais mesoporosos, conforme dados apresentados na Figura
4.13 e na Tabela 4.7, podemos observar um aumento gradual na quantidade de
material organico, proveniente do surfactante, a medida que o pH de sintese torna-
se mais alcalino. Este comportamento pode ser explicado conforme discussdo no
item 4.1.1.2. A baixa forca de atracdo entre as moléculas de caseina nas micelas
com o aumento do pH, reflete em uma baixa atracdo entre as estruturas micelares o

que favorece o processo de transferéncia de massa entre a solugéo precursora de
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fosfato de calcio e as micelas de caseina, beneficiando a formacdo da estrutura
mesoporosa e consequentemente gerando hibridos com alto indice de grupos

organicos, conforme Figura 4.12 e Tabela 4.7.

4.1.3 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas foram utilizadas para investigarmos o
comportamento térmicos dos fosfatos de célcio.

Na Figura 4.14, encontram-se as curvas termogravimeétricas e suas derivadas
atribuidas a hidroxiapatita pura ndo mesoporosa em comparacdo com a
hidroxiapatita mesoporosa HCs 11 calcinada a 573 K com taxa de aquecimento de
10 K.min™,
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Figura 4.14 — Curva termogravimétrica TG (-) e DTG (-) das hidroxiapatitas puras
(Hap) ndo mesoporosa (a) em comparacdo com a hidroxiapatita mesoporosa HCs o/11

calcinada a 573 K com taxa de aquecimento de 10 K.min™ (b).

Como pode ser visto na Figura 4.14 que as amostras da hidroxiapatita pura
nao mesoporosa (Figura 4.14a) quanto a hidroxiapatita mesoporosa tiveram trés
etapas de perda de massa. No caso da hidroxiapatita (Hap) ndo mesoporosa; a
primeira etapa de perda de massa de 300 a 498 K é atribuida a evaporacédo de agua
adsorvida na superficie e nos poros do material, cuja porcentagem da perda de

massa nesta etapa é de aproximadamente 0,19 %. A segunda etapa de 498 a 1073
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K é atribuida a condensacgédo dos grupos OH dos cristais de hidroxiapatita, na qual
observa-se uma porcentagem da perda de massa nesta etapa de aproximadamente
1,6 %. Uma terceira etapa de perda observada acima de 1073 K € relacionada a
decomposicdo da hidroxiapatita e consequentemente da grande perda dos grupos
OH. Uma quarta e ultima etapa, ndo observada neste grafico, pois excede a faixa
de temperatura usada neste experimento, acima de 1493K relacionada a
decomposicdo da hidroxiapatita e consequentemente conversdo em trifosfato de
calcio. Estas observacdes de perda de massa durante o processo de aquecimendo
estdo de acordo com a sucessdo de decomposi¢do da hidroxiapatita descrita por
ADOLFSSON, et al (1999), os quais informaram que as rea¢gées decomposi¢cédo da

hidroxiapatita podem ser divididas em dois passos, de acordo com as seguintes

equacoes:
Ca10(PO4)6(OH)2 —» Caio(PO4)s(OH)2-2xOx + xH20 (acima de1073 K)
Calo(PO4)6(OH)2_2XOX - 3C83(PO4)2 + CaO +(1 - X)Hzo (acima de 1493K)

Para a hidroxiapatita mesoporosa (HCs/11) Observa-se as mesmas etapas,
com perdas de massa de 4,85; 2,73 e 1,38 %, respectivamente. Avaliando esses
dados de forma quantitativa pode-se dizer que a diferenga entre as perdas de massa
nesta etapa entre as hidroxiapatitas mesoporosa e ndo mesoporosas estao
relacionadas a quantidade de grupos OH presentes nos materiais. A hidroxiapatita
mesoporosa por possuir area superficial especifica maior que a amostra nao
mesoporosa, apresenta maior quantidade de grupos OH, tanto na superficie como
no interior dos poros, o que lhes confere uma maior perda de massa. Este aumento
do numero de hidroxilas (OH) para os materiais mesoporosos pode explicar o alto
indice de moléculas de agua adsorvida nestes materiais no inicio da decomposi¢cao
térmica (primeira etapa).

Na Figura 4.14 encontram-se as curvas termogravimétricas atribuidas as
sélidos HC; /70 ap0s tratados térmico pos-sintese em comparagdo com a matriz ndo
tratado termicamente.

Confrontando os dados exibidos nas Figuras 4.14 e 4.15 para curvas
termogravimétricas da hidroxiapatita mesoporosa tratadas termicamente em
comparacdo com as formas pura ndo mesoporosa e mesoporosa sem tratamento
pos-sintese. A principio, percebe-se uma grande similaridade das etapas de

perdas em todas as curvas termogravimétricas. Em geral as trés etapas de perda
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bY

de massa atribuidas a decomposicdo térmica do esqueleto inorgénico se
mantiveram, entretanto, para a segunda etapa de perda de massa de 498 a 1073K
atribuida inicialmente a liberacdo de agua adsorvida nos poros dos materiais, nesta
etapa ocorre também a decomposicdo térmica do surfactante, que ocorre em
temperaturas acima de 468 K (LIMA e AIROLDI, 2002), conforme Figura 4.17.
Algumas diferencas podem ser observadas nas curvas termogravimétricas
obtidas para os solidos mesoporosos HC;o070 em funcdo da temperatura de

calcinacédo utilizada, conforme a Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Curvas termogravimétricas dos solidos HC o7 o tratados termicamente
com taxa de aquecimento de 2 K.min.}(I), 10 K.min.> (II) e 25 K.min.? (c) e
calcinados a 573 K (b), 773 K (c) e 887 K (d) em comparagdo com a hidroxiapatita

mesoporosa nao calcinada (a).

Em uma primeira avaliacdo observa-se que a quantidade de perda de massa

para todos os solidos é praticamente a mesma, independentemente da temperatura
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de calcinacdo utilizada no processo po-sintese, o que corrobora com os dados de
analise elementar expostos na Tabela 4.6. Entretanto ao avaliarmos de forma
quantitativa os dados de perda de massa na segunda etapa (decomposi¢cao térmica
da caseina), expostos na Tabela 4.8, observa-se uma diminuicdo gradual de perda
de massa a medida que se aumenta a temperatura de calcinagdo em comparacao
com o solido nédo tratado termicamente, confirmando que a temperaturas de 573 K e
773 K a saida da caseina agente néo ocorre totalmente.

A degradacdo do agente direcionador termina até a temperatura de 873 K,
pois tanto os espectros de infravermelho (Figura 4.12) quanto a andlise elementar
(Tabela 4.7) das amostras calcinadas nesta temperatura ndo evidenciam a presenca
de cadeias carbonicas de caseina. Outra evidéncia da total degradacdo da molécula
da caseina a esta temperatura pode ser observada ao analisarmos a Figura 4.18,

relativa a sua decomposi¢ao térmica.

Tabela 4.8 - Percentuais das perdas de massa através das curvas
termogravimétricas do solido HC, 070, apés tratamento térmico pos-sintese em

comparagao com a amostra ndo calcinada (*).

Condicdes de sintese Etapas de perda de massa
Taxa de
) Temperatura % %
Aguecimento _ %
Amostra L Calcinagao 300-498 | 498 - 1010
Calcinagéao 1010 — 1150
. (K) (K) (K)
(K/min.) (K)
- - 2,55* 4,93* 1,00*
573 3,80 3,70 1,20
2 K.min* 773 3,77 3,29 1,14
873 3,90 2,49 1,25
573 3,14 2,06 1,20
HC1,07,0 4
10 K.min 773 2,66 1,84 1,34
873 1,90 1,64 1,26
573 3,30 2,32 0,48
25K.min 773 2,92 1,68 1,23
873 2,40 1,33 1,13

* = amostra sem tratamento pés-sintese
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Nas Figuras 4.16 e 4.17 temos as curvas termogravimétricas e suas

derivadas para as hidroxiapatitas mesoporosas sintetizadas com concentracéo de

caseina de 1mg.ml?

(HC10) e 5mg.ml* (HCsg), respectivamente e que n&o

passaram pelos processos de lavagem e tratamento térmico pés-sintese (HCxySL).
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Figura 4.16 — Curva termogravimétrica TG (I) e DTG (ll) dos sélidos mesoporosos

HC, oSL sintetizados a pH's de 7,0 (c), 8,0 (b) e 11,0 (a).
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Figura 4.17 — Curva termogravimétrica TG (I) e DTG (ll) dos s6lidos mesoporosos
HCs oSL sintetizados a pH'’s de 7,0 (c), 8,0 (b) e 11,0 (a).

Analisando os dados exibidos nas Figuras 4.16 e 4.17 para as curvas
termogravimétricas das hidroxiapatitas mesoporosas (HCxySL) em comparagdo com
sua forma lavada e calcinada (Figura 4.15), a principio observa-se um aumento
gradual na perda de massa a medida que o pH de sintese torna-se mais alcalino,

bem como a quantidade do direcionador torna-se maior. Este aumento na perda de
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massa esta associado a um acréscimo da quantidade de material organico,
proveniente do agente direcionador, nesses hibridos, corroborando com os dados de
espectroscopia de infravermelho e analise elementar, que indicam um maior nimero
de moléculas imobilizadas para estes solidos a medida que o pH torna-se mais
alcalino.

Quando se avalia estas curvas termogravimétricas de forma quantitativa em
funcdo do tipo de tratamento pos-sintese, em geral, as trés etapas de perda de
massa atribuidas a decomposicao térmica do esqueleto inorganico se mantiveram
quase inalteradas, entretanto, algumas diferencas podem ser observadas. A
primeira delas € o aparecimento de uma etapa de perda de massa secundéria entre
498 a 870 K associada a termodecomposicdo da caseina (PUREVSUREN e
DAVAAJAV, 2001). Confrontando os dados fornecidos pela analise elementar
(Tabela 4.7) com as perdas de massa das curvas termogravimétricas desses
sélidos (Tabela 4.9) e tendo como base a curva termogravimétrica da caseina
(Figura 4.18), pode-se associar esta etapa de perda de massa secundaria,

exclusivamente a saida da caseina dos poros da matriz fosfatica.
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Figura 4.18 — Curva termogravimétrica TG (-) e DTG (-) da caseina.

Conforme se observa na Tabela 4.9, hA um aumento da perda de massa
pronunciado para os hibridos sintetizados a pH 11 em relacdo aos sélidos
sintetizados utilizando pH 7,0, principalmente na segunda etapa de perda de massa,
relativa a decomposicdo térmica da caseina, 0 que indica um aumento na
guantidade de caseina com o aumento do pH, conforme discutido no item 4.1.1.2,
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uma vez que uma maior quantidade de grupos organicos ancorados resultam
numa maior degradagdo térmica. Este aumento na perda de massa esta
associado a um acréscimo da quantidade de material organico, proveniente do
agente direcionador, nesses hibridos, corroborando com o0s dados de
espectroscopia de infravermelho (Figura 4.13) e analise elementar (Tabela 4.7), que
indicam um maior nimero de moléculas imobilizadas para estes sélidos a medida
que o pH torna-se mais alcalino. Ao se observar a Tabela 4.9, nota-se um aumento
da perda de massa nas etapas trés e quatro, relacionadas a decomposicdo do
esqueleto inorganico da hidroxiapatita e consequentemente condensacao dos
grupos OH, a medida que o pH de sintese torna-se mais alcalino.

Tabela 4.9 - Percentuais das perdas de massa atravées das curvas
termogravimétricas dos solidos HCj070SL, HCios0SL, HCi01:SL, HCso7,0SL,
HC5yo/3loSL e HC5,O/118L.

Etapas de perda de massa
Amostra % % % %
300 — 498 498 - 870 870 -1055 | 10°°-1200

(K) (K) (K) (K)

HC1 0/7,0SL 7,90 4,92 1,48 1,14
HC1 0i8,0SL 4,10 5,82 1,80 1,52
HC1,011SL 5,36 7,12 2,53 1,69
HCs 0/7,0SL 6,57 11,08 4,36 1,52
HCs oi8,0SL 8,98 12,08 4,56 1,52
HCs,011SL 11,88 21,89 7,87 0,72

Esta maior perda de massa esta relacionada com o aumento da area
superficial de BET para estes soélidos. Matrizes mesoporosas sintetizadas a pH mais
alcalino apresentam maior area superficial de BET, conforme discutido no item
4.1.1.2, e consequentemente apresentam maior quantidade de grupos OH, tanto na
superficie como no interior dos poros, o que Ihes confere maior perda de massa
nessas etapas. Este aumento do numero de hidroxilas (OH) para os materiais
mesoporosos com o aumento do pH de sintese pode explicar também o alto indice

93



4. Resultados e Discussdo Oberto Grangeiro da Silva

de moléculas de 4gua adsorvida nestes materiais no inicio da decomposi¢ao térmica

(primeira etapa).

4.1.4 Difracao de Raios-X

O método mais conveniente e rapido para identificacdo de fases cristalinas
de solidos €& a difratometria de raios-X. Por isso, se tornou fundamental a
caracterizacdo dos materiais mesoporosos utilizando difratometria de raios-X. O
difratograma padrdo de uma rede cristalina € caracteristico da substancia estudada
e a posicao das linhas de difracdo € independente da presenca de outras fases na
amostra. A técnica ndo € destrutiva e apenas pequenas quantidades da amostra
em po sao suficientes para a identificacdo da fase cristalina presente.

Na Figura 4.19, tém-se o difratograma da hidroxiapatita convencional nao
mesoporosa com todos os indice de Miller (hkl) conforme encontrado na literatura
(ELLIOT, 1994).

Intensidade (u.a)
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260

Figura 4.19 — Difratograma da hidroxiapatita pura ndo mesoporosa

Com base no difratograma de raios-X da Figura 4.19, observa-se que na
Figura 4.20, todos os solidos sintetizados, com ou sem agente direcionador,
formaram sélidos monofasicos, nos quais a Unica fase observada foi a da
hidroxiapatita. Pode-se observar também que ap0s o tratamento térmico poés-
sintese das matrizes de hidroxiapatita, empregando diferentes temperaturas de
calcinacéo, ndo houve nenhuma mudanca estrutural significativa das mesmas, uma

vez que nao foi observado nenhum deslocamento em seus picos caracteristicos.
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Figura 4.20 — Difratograma de raios-X dos sélidos HC; o7 calcinados a 573 K (1),
773 K (I1) e 873 K (Ill), com taxa de aquecimento de 2 K.min™ (b), 10K.min™ (c) e 25

K.min* (d) em comparagéo com a hidroxiapatita mesoporosa nao calcinada (a).

Além de avaliarmos o efeito do tratamento térmico pds-sintese sobre a

cristalinidade desses solidos, outros fatores empregados na sintese também foram

estudados, dentre eles o efeito do pH e da concentracdo de caseina, entretanto

nenhuma mudancga estrutural significativa em seus difratograma de raios-X foi

observa, por esta razédo seus difragramas néo sédo expostos nesse trabalho.
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4.1.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nucle ar de Fésforo 3P no
Estado Solido

Os fosfatos de calcio possuem diversas aplicacdes. Estas aplicacoes
dependem das caracteristicas estruturais da superficie nas quais, a concentracao e
natureza dos grupos P-OH sdo de grande importancia. A espectroscopia de RMN de
31p no estado sélido permite distinguir os &tomos de fosforo envolvidos.

Os espectros de RMN de *'P da hidroxiapatita pura ndo mesoporosa e sua
forma mesoporosa, foram obtidos utilizando-se a técnica da polarizacdo cruzada e
rotacdo do angulo magico, CP/MAS. Estas técnicas minimizam as interagcdes
anisotropicas dipolo-dipolo, permitindo a obtencédo de espectros de RMN em soélidos
com uma qualidade aproximadamente igual aquela obtida usualmente em liquidos
(MEHERING, 1983).

O espectro de RMN CP/MAS de *'P da matriz de hidroxiapatita nao
mesoporosa, é apresentado na Figura 4.21.

P4

LS s e e L o B S e e e e e e
60 40 20 0 -20 —40 —60 PPm

Figura 4.21 — Espectro de RMN CP/MAS de %P para a Hidroxiapatita nao
mesoporosa. Onde P4 indica pontes dos grupos (PO)4P tetraedros e P3 indica
grupos P-OH livres do tipo (PO)3;POH.

A Figura 4.21 mostra dois picos de ressonancia caracteristicos da
hidroxiapatita, o primeiro, intenso em 0 igual a 2,8 ppm, atribuido a estrutura de

pontes dos grupos (PO)4P tetraedros, cujo sinal de ressonancia é indicado como P4.
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E um segundo de menor intensidade atribuido ao aparecimento de grupos P-OH
livres do tipo (PO)sPOH, o sinal atribuido tem denominacdo das espécies P3, com
valores préximos de —0,2 ppm. As bandas satélites dispostas simetricamente em
ambos os lados do pico central, sugerem carater anisotropico para 0 composto
(TSENG, et al, 2008; MIQUEL, et al, 1990). O unico fosfato de calcio descrito na
literatura que apresenta este deslocamento quimico é a hidroxiapatita, sugerindo
conjuntamente com o difratograma de raios-x, a formacéo da fase da hidroxiapatita.

4.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das hidroxiapatitas ndo mesoporosa, bem como sua forma
mesoporosa foram acompanhadas por microscopia eletrbnica de varredura,
conforme Figura 4.22.

Figura 4.22 — Microscopia Eletronica de Varredura para a hidroxiapatita pura nao

mesoporosa. A barra representa 1 pm.

Pode-se observar na Figura 4.22 uma uniformidade nas particulas do fosfato,
onde estas formam aglomerados. Podemos observar também que as particulas
tém formato de bastonetes. Na Figura 4.23 encontra-se uma micrografia com as
medidas de tamanho de particulas variando entre 212 e 308 nm.
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Figura 4.23 — Micrografia da hidroxiapatita pura ndo mesoporosa, apresentando as

medidas do tamanho das particulas. A barra representa 0,5 pm.
4.2 MATRIZES MODIFICADAS ORGANICAMENTE

Dentre os solidos sintetizados, foi escolhido apenas o sélido HCs o11 para ser
organofuncionalizado e posteriormente aplica no sistema de liberacdo controlada de
BSA, uma vez que o mesmo apresenta uma elevada area superficial (106 m%.g™) e
um tamanho médio de poros de 12,7 nm. Areas de superficie elevada e grandes
volumes de poros geralmente tém sido exigidos para a utilizacdo em adsorventes,
e, além disso, o controle do tamanho dos poros aumenta a possibilidade de utilizar
0os compostos de fosfato de célcio para a adsorcdo seletiva de biomoléculas de
tamanho nandmetrico (IKAWA et al., 2008).

Aliadas as propriedades estruturais e texturais que os fosfatos de célcio,
tanto convencionais como mesoporosos, apresentam, ainda é possivel funcionalizar
sua superficie, tornando-o mais eficiente e seletivo como matriz no carreamento de

drogas.
4.2.1 Adsorcédo de N

A técnica de adsorcéo de gases foi utilizada para confirmar a ocorréncia da

modificacdo da superficie do HCs g11 com 0s agentes sililantes.
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As isotermas obtidas para as amostras mesoporosas organofuncionalizadas
com 0S agentes sililantes: 3-aminopropiltrimetoxissilano (N); 3-
propiletilenodiaminotrimetoxissilano (NN) ou 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano
(NNN) sdo apresentadas na Figura 4.24. E importante observar que as formas das
isotermas de adsorcdo para as amostras organofuncionalizadas s&o similares
aquelas das matrizes puras. Entretanto, o volume total de N, adsorvido decresce
para todas as pressOes relativas, indicando a presenca dos agentes sililantes

adsorvidos na rede do material.

250 —

200 +

150 +

100 +

50 4

Volume adsorvido (cm®.g™ STP)

Pressao relativa - P/P0

Figura 4.24 - Isotermas de adsorcao dos solidos HCs o211 organofuncionalizado com
os agentes sililantes N (o), NN (A) e NNN (V) em comparacdo com o sélido nao

funcionalizado (m).

Como mostrado na Figura 4.24, o ramo das isotermas caracteristico de
preenchimento de poros dos materiais modificados organicamente decrescem a
medida que a cadeia organica do agente sililante aumenta. Ambos os resultados
implicam que a funcionalizagdo ocorreu tanto na superficie quanto dentro dos
poros, o0 que reduziu o volume de poros, e como a dispersao dos agentes sililantes
na matriz foi uniforme, a estrutura do poro permaneceu intacta. Podemos observar
que o preenchimento do poro € relacionado ao aumento da cadeia orgéanica do
agente sililante, o que corroboram com os dados fornecidos pela Figura 4.25 e
Tabela 4.10.
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Figura 4.25 - Distribuicdo de tamanho de poros de BJH das matrizes mesoporosa

HCs 011 Oorganofuncionalizado com os agentes sililantes N (o), NN (A) e NNN (V)

em comparacao com o soélido nao funcionalizado (m).

Como pode ser observado na Tabela 4.10, os resultados mostram que a

imobilizacdo dos agentes sililantes conduz a um decréscimo no didmetro de poro

(Dp), area superficial (Sger) e volume de poros (Vp) a medida que a cadeia

carbdbnica do agente sililante aumenta.

Tabela 4.10 - Resultados de adsor¢céo de N, para as hidroxiapatitas mesoporosas

HCs 011 Organofuncionalizadas

SgeT Vp Dp
Amostra 5 3
(m*/g) (cm*/g) (nm)
HCs 0111 106,5 0,384 12,9
HCs 011N 86,0 0,340 12,0
HCs,0/11NN 63,9 0,285 11,2
HCs 0/1:NNN 43,4 0,261 10,1

Dp = didametro de poro, Sger = area superficial e Vp = volume de poros

Analisando a Figura 4.25, observa-se que a distribuicdo de tamanho de

poros de BJH quase ndo é afetada pela imolilizacdo dos agentes sililantes nas

matrizes mesoporosas HCs g11. Entretanto um desvio no tamanho médio dos poros

de 0,75 nm é observado, sugerindo que as moléculas dos agentes sililantes
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ancoradas dentro dos canais ndo ocupam completamente o espacgo disponivel, de

modo que ainda h& algum espaco para a adsorcao de N..

4.2.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho e a  nalise elementar

Os espectros das hidroxiapatitas pura ndo mesoporosa e mesoporosa, bem
como a seérie de solidos modificados pelos agentes sililantes nitrogenados estéao
mostrados na Figura 4.26.

©)
© (©)
(b) (b)

@

Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

(l)' | | | | | | 0

v T v T v T v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500

20IOO ' 15IOO ' 1OIOO ' 5(IJO
Numero de onda (cm'l) Numero de onda (cm™)

Figura 4.26 - Espectros na regido do infravermelho para as hidroxiapatitas

mesoporosa, HCxy (I) e sua forma ndo mesoporosa, Hap (Il) modificadas pelos

silanos N (b), NN (c) e NNN (d) em comparacdo com as matrizes nao
funcionalizadas (a).

A principio, em ambas a figura percebe-se uma grande similaridade do
conjunto de bandas em todos os espectros. Em geral os sinais provenientes do
esqueleto inorganico se mantiveram, entretanto, apos a reacao de funcionalizagédo
com os agentes sililantes, ocorre o aparecimento de novas bandas de pequena
intensidade, relativas a vibracao de estiramento assimétrico e simétrico do grupo C-
H, respectivamente, em 2938 e 2853 cm™ e uma banda larga, relativa a
deformacdo C-H em 1465 cm™ (SILVERSTEIN, 1980), resultado do efetivo

processo de imobilizacdo das moléculas. Também se percebe que, & medida que
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h& o aumento da quantidade de grupos organicos ancorados, ocorre a diminuicdo
da intensidade da banda de estiramento O-H em 3500 cm™ da hidroxiapatita apés a
imobilizacdo das moléculas, indicando a reacdo dos agentes sililantes com estes
grupos.

Outro aspecto a ser analisado na Figura 4.25 € diminuicdo gradativa da
banda associada ao estiramento P-O(H) em HPO4? em 850 cm™ ap6s a reacéo de
funcionalizacdo com o agente sililante, o que sugere um efetivo processo de
imobilizacdo dos agentes sililantes na matriz fosfatica. A grande presenca dos
grupos P-OH na hidroxiapatita demonstrados nos espectros justifica a sua grande
reatividade com os agentes sililantes, corroborando com os dados da analise
elementar (Tabelas 4.11 e 4.12), que demonstram uma elevada quantidade de
grupos organicos ancorados, principalmente os solidos mesoporosos.

Comparando o espectro da matriz mesoporosa contendo o agente sililante 3-
propildietilenotriaminotrimetoxissilano (NNN) e o espectro da matriz mesoporosa
pura (Figura 4.26b), observa-se que ao incorporar o agente sililante na matriz
mesoporosa, a banda associada ao estiramento P-O(H) em HPO,? em 850 cm?,
bem como a banda relativa ao estiramento C-H em 1465 cm™ sofreram alguns
deslocamentos. A banda em torno de 1465 cm™ deslocou-se para 1398 cm™ e a
banda em torno de 850 cm™ deslocou para 740 cm™. J4 as demais bandas néo
sofreram nenhum desvio. Os deslocamentos para diferentes nimeros de ondas
podem evidenciar algum tipo de ligacdo de hidrogénio entre os grupos P-OH da

matriz fosfatica e os grupos funcionais amino do agente sililante.

A andlise elementar das superficies modificadas, listadas nas Tabelas 4.11 e
4.12, permitiu determinar a quantidade de grupos ancorados nas matrizes

inorganicas e comparar as relacdes C/N tedrica e a obtida experimentalmente.
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Tabela 4.11 - Analise elementar de carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) e
relacdo molar C/N experimental das hidroxiapatitas puras nado mesoporosas

organofuncionalizadas. Onde Qf € densidade de moléculas imobilizadas

Carbono | Hidrogénio | Nitrogénio Qf C/N

Amostra 1
(%) (%) (%) (mmol.g™) | (Exp.)
Hap-N 4,21 0,85 1,13 0,87 4,03
Hap-NN 4,20 0,57 1,52 0,54 3,24
Hap-NNN 6,95 0,99 2,73 0,65 2,97

Tabela 4.12 - Analise elementar de carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) e

relacdio molar C/N  experimental das  hidroxiapatitas =~ mesoporosas
organofuncionalizadas. Onde Qf é densidade de moléculas imobilizadas.
Carbono | Hidrogénio | Nitrogénio Qf C/N
Amostra 1
(%) (%) (%) (mmol.g™) | (Exp.)
HCs,0/11-N 4,99 2,00 1,78 1,27 4,25
HCs,0/11-NN 6,35 2,33 2,68 0,96 2,90
HCs,0/11-NNN 12,0 3,33 4,49 1,10 3,00

Os valores de analise elementar obtidos encontram-se listados nas Tabelas
411 e 4.12 que correspondem a hidroxiapatita convencional e sua forma
mesoporosa organofuncionalizadas. A partir dos percentuais de carbono, hidrogénio
e nitrogénio foi possivel determinar o teor de grupos organicos ancorado nestes
fosfatos. Assim pelos dados da andlise elementar verificou-se que 0,87; 0,54 e 0,65
mmol.g" dos agentes sililantes N, NN e NNN, respectivamente foram ancorados as
hidroxiapatitas ndo mesoporosas (Hap), sugerindo a efetividade das reacfes de
silanizacdo. No caso das hidroxiapatitas mesoporosas silanizadas, HCs 1N,
HCs01:NN e HCso1:NNN estes valores foram de 1,27; 0,96 e 1,10 mmol.g™,
respectivamente. Conforme, se observa nas Tabelas 4.12 e 4.13 o aumento do teor
organico cresce quase linearmente com o aumento da cadeia organica para ambas

as matrizes, porém a matriz de hidroxiapatita mesoporosa apresentou maior eficacia
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no ancoramento dos agentes sililantes do que a hidroxiapatita ndo mesoporosa. Este
comportamento pode ser pressuposto devido a hidroxiapatita mesoporosa, por
possuir area superficial especifica maior que a amostra ndo mesoporosa, apresenta
maior quantidade de grupos OH, tanto na superficie como no interior dos poros, o
gue lhes confere maior capacidade adsortiva. Este aumento do niumero de hidroxilas
(OH) para os materiais mesoporosos pode explicar o alto indice de moléculas dos

agentes sililantes ancoradas nesses materiais.

Partindo-se das informacdes obtidas pela analise elementar realizada, foram
propostas que na modificagdo quimica das hidroxiapatitas Hap e HCs /1N com os
agentes  sililantes  nitrogenados:  3-aminopropiltrimetoxissilano  (N);  3-
propiletilenodiaminotrimetoxissilano (NN) ou 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano
(NNN), pressupde as seguintes reacoes, ilustradas nas Figuras 4.27 4.28, onde o
agente sililante reage apenas com as hidroxilas tanto superficiais quanto no interior

dos poros, gerando com diferentes formas de condensacao do grupo metoxi.

{.) f."l‘l;
CHO, 0-H O
- CHO - Si—CHCHCHNHy, —» [O-P—O—Si—ﬂlﬂi{‘}lgﬁiz +.2CHOH
CH,O 0-P-0
N Hap-N

(b)
-0-P-0H (1.]_10\ rU-P -
O=P=O0H + - (11,0 - Si—(CHyMNI(CH;)NHy — -0 —P — 0 Si—(CHy),NH(CHy);NH, + 3CH,0H
0-P-OH | CHO —P-—0”

Hap NN th-NN

(c)

CHyO O=p~-
0 |
CHi0- Si-{(‘H;);’\IHCH;};NIiCH;)NH;—"[g-P-U— Si={CHy)NH(CHy)NH(CHy);NHy+ 3CH{OH
CHO o

NNN 0 Hap-NNN

Figura 4.27 — Esquema proposto para a matriz Hap e suas formas modificadas com
(a) 3-aminopropiltrimetoxissilano (N); (b) 3-propiletilenodiaminotrimetoxissilano (NN)
ou (c) 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano (NNN) com diferentes formas de

condensacao do grupo metoxi.
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(a)
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N HCs,un N
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CHO_ 0-P ~(
= CH{0 = Si—(CHy):NH(CHy);NHy — -0 —P 0 — Si—(CHy);NH(CHy);NH, + 3CHOH
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CH0 o

NNN ¢ HC g1-NNN

Figura 4.28 — Esquema proposto para a matriz HCs 11 € suas formas modificadas

com (a) aminopropiltrimetoxissilano (N); (b) etilenodiaminotrimetoxissilano (NN) ou

(c) 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano (NNN) com diferentes formas de

condensacao do grupo metoxi.

A diferenca espectroscopica entre as matrizes dos fosfatos de célcio e os

produtos organofuncionalizados demonstram que os hibridos resultantes tém os

grupos organicos ancorados no esqueleto inorganico. A reacdo de silanizacao

mostra-se efetiva, possibilitando produzir novos materiais com propriedades

adsortivas diferentes a dos fosfatos originais. Neste sentido, a introdu¢éo dos novos

centros basicos pode ser explorada para a liberacao controlada de farmacos.

4.2 .3 Difratometria de raios -X

Nas Figuras 4.29 encontram-se os difratogramas das hidroxiapatitas nao

mesoporosa (Hap) e sua forma mesoporosa (HCs o/11) organofuncionalizadas com os

agentes sililantes N, NN e NNN.
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Figura 4.29 - Difratogramas de raios-X para as hidroxiapatitas Hap (I) e HCs o121 (Il)
modificadas pelos silanos N (b), NN (c) e NNN (d) em comparacdo com as matrizes

nao funcionalizadas (a).

Com base nos difratogramas de raios-X podemos observar que apos o
ancoramento do agente sililante nas matrizes das hidroxipatitas ndo houve nenhuma
mudanca estrutural significativa das mesmas, uma vez que nao foi observado

nenhum deslocamento em seus picos caracteristicos.

4.2.4 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas foram obtidas com o intuito de avaliar a
estabilidade térmica dos materiais, assim como quantificar as moléculas
imobilizadas juntamente com os dados de analise elementar. As curvas
termogravimétricas das hidroxiapatitas pura ndo mesoporosa e sua forma
mesoporosa, bem como a série de solidos modificados pelos agentes sililantes
nitrogenados estdo mostrados nas Figuras 4.30.
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Figura 4.30 - Curvas termogravimétricas das hidroxiapatitas Hap (1) e HCs 11 (Il)
modificadas pelos silanos N (b), NN (c) e NNN (d) em comparacdo com as matrizes

nao funcionalizadas (a).

Entre a temperatura ambiente até aproximadamente 498 K, ocorre a perda
de massa atribuida a saida de moléculas de agua, que se encontram fisicamente
adsorvidas na superficie através de ligacdes de hidrogénio.

As curvas termogravimeétricas das matrizes funcionalizadas apresentaram
uma perda de massa superior em relacdo aos seus respectivos suportes, no
intervalo de aproximadamente 498 a 1010 K (observe a Tabela 4.13). Esta perda de
massa esta relacionada a decomposicdo da cadeia organica do agente sililante
imobilizado, que também adiciona a liberacdo dos grupos OH remanescentes.
Observa-se que a quantidade de perda de massa aumenta nos solidos modificados
em relagdo as suas respectivas matrizes a medida que a cadeia carbonica do
agente sililante aumenta.

Conforme se observa na Tabela 4.13, ha um aumento da perda de massa
pronunciado para os hibridos formados a partir da hidroxiapatita HCs o;11 em relacao
ao suporte Hap, uma vez que uma maior quantidade de grupos organicos
ancorados resultam numa maior degradacdo térmica. Esse aumento de perda de
massa para estes hibridos obtidos a partir da forma mesoporosa HCs 11 reforca os
dados de analise elementar. A hidroxiapatita mesoporosa HCs 11 por possuir area
superficial especifica maior que a amostra ndo porosa, apresenta maior quantidade
de grupos OH, tanto na superficie como no interior dos poros, o que lhes confere

maior capacidade adsortiva. Este aumento do numero de hidroxilas (OH) para os
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materiais mesoporosos pode explicar o alto indice de moléculas de agua adsorvida

nestes materiais no inicio da decomposicao térmica (primeira etapa).

Tabela 4.13 - Percentuais das perdas de massa através das curvas
termogravimétricas dos sélidos Hap e HCs 011 modificada com os silanos N, NN e
NNN.

Etapas de perda de massa

Amostra % % %
300 — 498 498 - 1010 1010 - 1200

(K) (K) (K)

Hap 0,19 1,60 1,10

Hap-N 4,01 7,46 1,82

Hap-NN 3,37 9,51 1,91

Hap-NNN 6,40 12,00 2,23

HCs 011 4,85 2,73 1,38

HCs 011N 5,18 8,93 1,73

HCs 011NN 6,42 11,98 2,25

HCs0/11NNN 8,82 16,06 2,23

4.2.5 — Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sél  ido de *3C

A espectroscopia de RMN CP/MAS de **C no estado sélido é uma ferramenta
Gtil para caracterizar as estruturas dos agentes sililantes ancoradas nos fosfatos de
célcio modificados. Os espectros de RMN CP/MAS de **C no estado sélido para os
hibridos orgéanico-inorganicos sdo mostrados na Figura 4.31 para a hidroxiapatita
nao mesoporosa organofuncionalizadas. Estes dados indicaram que as estruturas
das cadeias organicas dos agentes sililantes ancorados na superficie destes fosfatos
nao mudaram sob as condi¢des de sintese empregadas.

A espectroscopia de RMN CP/MAS de '3C tem sido bastante usada para
caracterizar estruturas de agentes sililantes presos em matrizes inorganicas. Os
espectros de RMN CP/MAS de *C para os hibridos Hap-N, Hap-NN e Hap-NNN
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estdo ilustrados na Figura 4.31. A numeracdo dos atomos de carbono € mostrada

na estrutura da molécula inserida no espectro.

1 2 3 4 5 6 7
-Si-(CH,CH,CH,)NH(CH,CH_)NH(CH,CH,)NH,

1
2

3,4,5,6,7

(c)

-Si-(CH,CH,CH,)NH(CH,CH,)NH,
TR 4 s

2 g
3,4
(b)
1
2 3
* 1 2 3
-Si-(CH,CH,CH,)NH,
C*H, (a)
-50,0 0,0 50,0 100,0 15C

Deslocamento Qui mico / ppm

Figura 4.31 — RMN CP/MAS de *3C das hidroxiapatitas organofuncionalizadas (a) HAp-
N, (b) HAp-NN e (c) HAp-NNN.

Estes picos estdo de acordo com os deslocamentos quimicos encontrados
na literatura (JOHNSON e JANKOWSKI, 1977; YANG, et al, 1997) para os carbonos
em tais vizinhancas. O espectro do solido Hap-N mostrou trés sinais distintos em
10,8; 22,4; 47,2 ppm relacionados aos carbonos C1, C2 e C3, respectivamente,
conforme mostra a Figura 4.31. No entanto, para o solido Hap-NN observaram-se
quatro sinais em 8,9; 22,8; 36,8; 46,3 ppm, cujo espectro é similar ao do sélido Hap-
NNN. O pico 46,3 ppm foi atribuido a presenca de ambos os grupos metilenos C3
e C4.
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A presenca de grupos metoxi ndo hidrolisaveis originados do agente sililante
ndo pode ser observado, cujo sinal O-C*H; é esperado em torno de 50 ppm
(JOHNSON e JANKOWSKI, 1977; YANG, et al, 1997), sendo, portanto, 0 mesmo
recoberto pelos os demais picos do solido Hap-N. De posse nessas informacdes dos
espectros de RMN reforcam a proposta que a modificagdo quimica da
hidroxiapatita Hap com os agentes sililantes nitrogenados ocorre sem alteragbes

da cadeia organica havendo predominancia do ancoramento de forma tridentada.

4.3 ENSAIOS DE ADSORCAO DE SORO ALBUMINA BOVINA - B SA

Basicamente, o estudo de adsorcdo na interface solido-liquido consiste na
determinacdo da mudanca de concentracdo que ocorre quando certa quantidade de
sorbato na solugdo entra em equilibrio com uma quantidade conhecida do
adsorvente. Com base na mudanca de concentragdo do soluto na solugéo, a
quantidade adsorvida de um dado componente pode ser determinada e plotada em
funcdo da concentracdo deste mesmo componente na solucdo de equilibrio,
obtendo-se uma curva conhecida como isoterma de adsorgao.

Os processos de interacdo de proteinas com solidos mesoporosos
organofuncionalizados levam em conta que, as matrizes contendo grupos aminos
tém sido usadas como sorbentes na concentracao e isolamento de proteinas, devido
a possibilidade de formacdo de ligacdo de hidrogénio entre os grupos -COO
pendentes na estrutura da proteina e grupos -NH; presentes nos agentes sililantes
e/ou grupos P-OH pendentes na superficie das hidroxiapatitas (VALLET-REGI" et al,
2008). Os processos de adsorcao foram realizados apenas para os hibridos obtidos
através da organofuncionalizacdo das hidroxiapatitas Hap e HCs011 com 0s
agentes sililantes: 3-aminopropiltrimetoxissilano (N); 3-
propiletilenodiaminotrimetoxissilano (NN) e 3-propildietilenotriaminotrimetoxissilano

(NNN), em comparacdo com sua forma néao funcionalizada.

4.3.1 Influéncia do Tempo de Contato e da Concentra  ¢ao de BSA

As influéncias do tempo e da concentracdo foram utilizadas para determinar o

tempo e a concentracdo de equilibrio onde ocorre a maior capacidade de adsorcéo
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de BSA frente as matrizes de hidroxiapatitas puras, Hap e HCs /11, bem como para
as suas formas modificadas organicamente, Hap-N, Hap-NN, Hap-NNN, HCs g/11-N,
,HC5011-NN e HCs5011-NNN. Os resultados obtidos para avaliar o efeito do tempo de
contato e o efeito da concentracdo de BSA para esses solidos estdo dispostos nas
Figuras 4.32 e 4.33, respectivamente. Ao analisarmos os gréficos, podemos
observar que a reacdo praticamente entra em equilibrio apés um tempo de 20
minutos e um a concentracdo de 1000 ppm para ambas os solidos, é importante
ressaltar que para a hidroxiapatita original a saturacao do solido s6 é obtida apds 40
minutos. Desta forma escolheu-se o tempo de 20 min para todas as determinacdes.
A diminuicdo do tempo requerido para o equilibrio ser alcancado nos sélidos
mesoporosos HCspn11  e€m comparagcdo com o soOlido ndo mesoporoso, Hap, €
atribuida ao fato da hidroxiapatita mesoporosa, HCs 11, possuir area superficial
especifica maior que a amostra ndo porosa, apresenta maior quantidade de grupos
OH, tanto na superficie como no interior dos poros, o que lhes confere maior
capacidade adsortiva. Este aumento do numero de hidroxilas (OH) para os materiais
mesoporosos pode explicar o alto indice de moléculas de BSA adsorvida nestes
materiais. As capacidades de adsorcdo desses materiais foram de 119 mg.g™* para o

s6lido HCs 011 € 81 mg.g™ para o sélido Hap.
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Figura 4.32 - Influéncia do tempo na adsor¢éo de BSA nas hidroxiapatitas Hap (I) e
HCs 011 (Il) e suas formas organofuncinalizadas com os agentes sililantes N (a), NN

(b) e NNN (c) em comparacao com os sélidos ndo funcionalizados (d).
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As isotermas de adsorcdo destes solidos frente a BSA, no tocante ao efeito
da concentracdo da proteina estdo descritas na Figura 4.33. As isotermas obtidas
apresentaram basicamente o mesmo tipo de perfil para os varios solidos estudados,
havendo apenas a variacdo na intensidade de adsorcdo que estad diretamente
relacionada com a disponibilidade dos centros basicos de Lewis, conforme
apresentado na Figura 4.32. Entre as matrizes mesoporosa, HCs /11 . modificadas
organicamente, a eficiéncia na adsorcdo de BSA decresce a medida que o teor de
nitrogénio incorporado aumenta. O sélido HCs ¢/11-N possui 0 menor teor de organico
e é 0 mais eficiente no processo de adsor¢cdo para a BSA, com um valor maximo
de adsorcdo de 581 mg.gl. Com a diminuicdo da densidade de moléculas
imobilizadas os centros basicos se tornam mais livres favorecendo a interacdo de
moléculas de BSA com o0s grupo amino. Outra possibilidade € o impedimento
estérico gerado pelo maior nimero de moléculas organicas ancoradas pode estar
impedindo ndo s6 o0 acesso aos seus sitios basicos de nitrogénio como também,

dificultando a entrada nos poros.
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Figura 4.33 - Influéncia da concentracdo na adsorcdo de BSA nas hidroxiapatitas
Hap (1) e HCs 0111 (Il) e suas formas organofuncinalizadas com os agentes sililantes
N (a), NN (b) e NNN (c) em comparacdo com os solidos nao funcionalizados (d).

Analisando as Figuras 4.32 e 4.33 € possivel observar que a capacidade
adsortiva do sélido mesoporoso, HCs o117, puro e modificado organicamente frente a
BSA é maior que a dos sélidos ndo mesoporosos, Hap, e sua formas modificadas
tanto com relacdo ao tempo quanto ao efeito da concentracdo. A hidroxiapatita

mesoporosa, HCsg11, além de possuir area superficial especifica maior que a
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amostra ndo porosa, apresenta maior quantidade de grupos —NH,, tanto na
superficie como no interior dos poros, o que lhes confere maior capacidade
adsortiva. Este aumento do numero de centros basicos para 0s materiais
mesoporosos pode explicar o alto indice de moléculas de BSA adsorvida.

A maior quantidade de BSA ancorada na matriz mesoporosa, HCsga1
silanizada em comparacdo com sua forma pura ndo mesoporosa, Hap, pode esta
relacionada ao ancoramento de grupos funcionais amino sobre hidroxiapatita
mesoporosa, 0 que segundo WANG (2009), a funcionalizacdo de materiais
mesoporosos pode alterar o tamanho dos poros e as propriedades
hidrofilicas/hidrofobica da superficie, alterando assim a forma de interacédo entre a
droga e o substrato, resultando em maior carregamento de drogas e taxa de
liberacdo mais lenta. Essa modificacdo superficial da hidroxiapatita conduziu a uma
alteracdo nas suas propriedades quimicas e fisicas, diminuindo o tamanho dos
poros dificultando, por sua vez, o ancoramento da BSA, uma vez que, o diametro da
molécula de BSA (Figura 4.34) possui um tamanho € de aproximadamente 10 x 6

nm.

~8nm

Figura 4.34 — Molécula de Soro Albumina Bovina — BSA. Fonte: VALLET-REGI" et
al, 2008.

As isotermas de adsorcdo de BSA apresentam um formato signoidal (S)

conforme classificagédo de GILES, et at (1960) indicando que a com o0 aumento da
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concentragcdo as moléculas de BSA sofrem distor¢cdes ao longo da molécula orienta-
se sobre a superficie das hidroxiapatitas de forma vertical, conforme descrito por LI
et al, 2005 e HU et al, 2005. Esta distor¢cdo da cadeia da BSA facilita sua entrada
nos poros menores como 0s encontrados nos soélidos HCsp11-N, ,HCs011-NN e
HCs o/12-NNN.

4.3.2 Influéncia do pH

O efeito da variacdo do pH da solugcdo aquosa foi também estudado, no
sentido de elucidar sua influéncia no processo de adsorcdo de BSA, cujo
comportamento para a série das hidroxiapatitas pode ser visto na Figura 4.35. A
partir dos dados da Figura 4.35 nota-se que para o todos os solidos a adsorcao de

BSA decresce com o aumento dos valores de pH.
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Figura 4.35 - Influéncia da pH na adsorcdo de BSA nas hidroxiapatitas Hap (I) e
HCs 011 (I1) e suas formas organofuncinalizadas com os agentes sililantes N (a), NN

(b) e NNN (c) em comparacao com os sélidos nao funcionalizados (d).

Como visto na Figura 4.35, o aumento do pH foi desfavoravel para a
adsorcdo de BSA na faixa de pH de 5 - 8. Tal fenbmeno pode ser compreendido
sob dois aspectos. Primeiro lugar, a molécula de BSA proximo ao seu ponto
isoelétrico (Pl = 4,8) a carga liguida das moléculas é quase zero o que diminui a
repulsdo eletrostatica entre elas, aumentando as intera¢gdes hidrofébicas, com isso
tornando as moléculas de BSA mais compactas, favorecendo, assim, a adsorcao,

inclusive nos poros para os solidos mesoporosos organfuncionalizados. Em valores
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de pH superior a pH 5,0, a quantidade adsorvida de proteina diminuiu
drasticamente. Esta observagdo € coerente com algumas outras pesquisas onde o
maximo de adsorcdo de solucbes de proteinas em meio aquoso foi observado
geralmente no ponto isoelétrico (LI et al, 2005 e HU et al, 2005). A diminuicdo da
eficiéncia de adsorcao pode ser causada pelo aumento no tamanho conformacional
das moléculas de BSA, devido ao aumento das repulsdes eletrostaticas entre as
moléculas de BSA, quando ao se desviar do ponto iso-elétrico.

A hidroxiapatita possui cargas superficiais negativas e seu potencial zeta
negativo aumenta com o aumento do pH (BOONSONGRIT et al, 2008). Abaixo do
ponto isoelétrico a BSA apresenta cargas positivas, logo é de se esperar que a
adsorcdo de BSA seja reforcada em pH acido devido a interacdo eletrostatica das
cargas negativas da hidroxiapatita com as cargas positivas da BSA, entretanto,
devido a baixa estabilidade quimica da hidroxiapatita em pH abaixo de 4,0, nesse
trabalho esta faixa de pH nao foi utilizada. No entanto, quando o pH é maior que
4,8, a BSA apresenta cargas negativas, e a magnitude dessas cargas negativas
aumentam com o aumento de pH. Assim, uma forca de repulsédo eletrostatica entre
a hidroxiapatita e a BSA é gerada e reforcada a medida que o pH torna-se mais
alcalino, com isso impede a adsor¢do de BSA na superficie da hidroxiapatita. Este
comportamento também foi observado por YANG e ZHANG (2009).

4.4 ESTUDO DA LIBERACAO DA SORO ALBUMINA BOVINA - B SA

A cinética de liberacao foi estudada em funcdo do tempo e do meio reacional
utiizando agua ou PBS (tampao fosfato, pH 7,4) para todas as hidroxiapatitas
silanizadas, em comparacao com sua forma pura. Os perfis de liberacdo de cada
sistema sdo apresentados na Figura 4.36 e 4.37. Pode-se observar que esses
sistemas apresentam perfis similares, sem a presenca de uma primeira liberacéo
pronunciada. Essa liberacao inicial é atribuida a dissolucéo e liberacdo imediata da
porcdo da proteina BSA localizada na superficie dos solidos. Ao analisarmos 0s
graficos, podemos observar que a reagdo praticamente entra em equilibrio cinético
apos um tempo de 20 horas para todos os sélidos.

Nas Figuras 4.36 e 4.37 tém-se os perfis de liberacdo de BSA em funcéo do
tempo utilizando como meio reacional PBS ou agua, respectivamente. Ao observar

estas figuras constata-se que o0s sélidos organicamente funcionalizados
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apresentaram uma taxa de liberagdo mais lenta, que diminui mais ainda a medida
gue a cadeia organica do agente sililante aumenta. Isto mostra que 0S grupos
organicos presentes neste sélido age como uma barreira temporaria e evita a
rapida liberacdo da BSA com o tempo. A presenca do agente sililante efetivamente
altera 0 mecanismo de liberagdo da BSA uma vez que aumenta o namero de
interacBes eletrostaticas e hidrofilicas entre a BSA e a matriz funcionalizada.
Comportamento similar foi relatado por SONG et al, (2005), ao estudar SBA-15

funcionalizado com grupos amino na liberacédo de BSA.
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Figura 4.36 - Perfis de liberacdo de BSA das hidroxiapatitas Hap (I) e HCs 011 (1) €
suas formas organofuncinalizadas com os agentes sililantes N (a), NN (b) e NNN (c¢)
em comparacdo com os sélidos ndo funcionalizados (d), utilizando PBS como meio

reacional.

Ao analisar as Figuras 4.36 e 4.37, obseva-se que as hidroxiapatitas néo
mesoporosas, Hap, e suas formas organofuncionalizadas apresentam uma taxa de
liberacdo de BSA muito mais rapida que suas respectivas formas mesoporosas.
Solidos mesoporosos por possuirem maiores quantidades de moléculas dos agentes
sililantes ancorados em sua estrututura apresentam um numero maior de interacdes
de van der Walls entre a BSA e a matriz silanizada, dimuindo, assim, a taxa de
liberacdo de BSA, o que é favoravel do ponto de vista da cinética de liberacao

controlada de drogas.
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Figura 4.37 - Perfis de liberacdo de BSA das hidroxiapatitas Hap (I) e HCs 011 (1) €
suas formas organofuncinalizadas com os agentes sililantes N (a), NN (b) e NNN (c¢)
em comparacdo com os solidos néao funcionalizados (d) utilizando agua como meio

reacional.

O meio reacional, sobretudo, os ions fosfato, presentes no PBS
desempenham um papel importante no processo de dessorcdo de BSA em
hidroxiapatitas. Como se observa nas Figuras 4.36 e 4.37, isotermas de liberacdo de
BSA utilizando tampéo fosfato (PBS) apresentam uma taxa de liberacdo mais répida
guando comparadas utilizando exclusivamente agua. Segundo YANG e ZHANG et
al, (2009) ions fosfatos presentes em PBS apresentam maior afinidade com
hidroxiapatita em relacdo a BSA. Assim, ions fosfato adsorvem na superficie da
hidroxiapatita impedindo a adsor¢cdo de BSA, por sua vez a BSA adsorvida seria
dessorvida mais rapidamente da superficie da hidroxiapatita na presenca de PBS.
Portanto, a concorréncia que ocorre entre BSA e ions fosfato na maioria dos sitios
de adsorcdo da hidroxiapatita sdo ocupados por ions de fosfato, levando a
dessorcdo da BSA adsorvida.

Investigando a cinética de liberacdo de BSA, a quantidade da proteina
liberada para todos os sistemas foi estudada em funcéo da raiz quadrada do tempo
(modelo de Higuchi) para determinar o mecanismo de liberacdo de BSA e comparar
diferencas nos perfis de liberacdo das amostras. Nas Figuras 4.38 e 4.39
encontram-se os perfis da cinética de liberacdo de BSA para os solidos puros e

organofuncionalizados utilizando agua ou PBS como meio reacional.
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Figura 4.39 - Graficos do modelo de Higuchi para quantidade de BSA liberada

versus raiz quadrada versus tempo para o estudo de liberagdo de BSA das
hidroxiapatitas Hap (I) e HCs 11 (II) e suas formas organofuncinalizadas com os
agentes sililantes N (a), NN (b) e NNN (c) em comparacdo com os solidos nao

funcionalizados (d) utilizando agua como meio reacional.

Um comportamento linear foi observado para todos os sistemas, mostrando
uma boa correlacdo entre as variaveis (Tabela. 4.14), mostrando um perfil de

liberacdo em duas etapas, uma liberacdo rapida inicial seguida por uma liberacao
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mais lenta, o que caracteriza materiais que se adequaram ao modelo de liberacao

através do mecanismo de difusdo proposto por Higuchi (OGAWA e PLEPIS, 2002).

Tabela 4.14 — Valores de R da linearizacdo das isotermas de dessorcdo de BSA

segundo o modelo de Higushi.

Meio reacional Amostra R
Hap 0,987
Hap-N 0,994
Hap-NN 0,987
PBS Hap-NNN 0,997
HCs 011 0,992
HCs, 011N 0,993
HCs /11NN 0,989
HCs0/1:NNN | 0,992
Hap 0,996
Hap-N 0,998
Hap-NN 0,994
H,0 Hap-NNN 0,989
HCs 011 0,998
HCs /11N 0,997
HCs 011NN 0,996
HCs,01:NNN | 0,998
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5. CONCLUSOES

Os resultados mostraram ser perfeitamente possivel a obtencdo de materiais
mesoporosos com estrutura ordenada a base de hidroxiapatita. A grande vantagem
deste procedimento é a possibilidade de manipular as propriedades texturais
através da variacdo de parametros, tais como temperatura de calcinacdo, pH de
sintese e concentracao do surfactante.

As isotermas obtidas através da adsorcdo de N, demonstraram que as
caracteristicas estruturais da hidroxiapatita mesoporosa podem ser controladas
modificando a temperatura de calcinacdo. Ao aumentar a temperatura de
calcinacdo observa-se um aumento no diametro de mesoporos e uma diminui¢ao
no volume de microporos. Estas isotermas também indicam que a caseina é um
promissor biosurfactante na sintese de fosfatos de calcio mesoporosos, obtendo
areas superficiais superiores as encontradas na literatura.

Os dados de adsorcédo de N, espectroscopia de infravermelho e analise
termogravimétrica comprovaram que a extracao do surfactante foi realizada durante
o processo de lavagem dos soélidos, este fato credencia a caseina como um
excelente biosurfactante na sintese de materiais mesoestruturados, uma vez que
sua extracdo é simples e ecologicamente correta, pois dispensam 0 uso de
solventes organicos e/ou gastos de energia através do processo de calcinagao,
comuns na extracao de surfactantes comerciais.

A modificacéo superficial da hidroxiapatita mesoporosa com agentes sililantes
nitrogenados diminuiu consideravelmente a area superficial e o diametro médio dos
poros. Isto mostra que o agente sililante foi ancorado tanto na superficie quanto no
interior dos poros.

As hidroxiapatitas mesoporosas apresentaram uma maior capacidade no
ancoramento dos agentes sillantes quando comparadas aos sdlidos néo
mesoporosos. Este fato pode estar relacionado as altas areaa superficiais especifica
gue 0S materiais mesoporosos apresentam, ou seja, apresentam maior quantidade
de grupos OH, tanto na superficie como no interior dos poros, o0 que confere maior
capacidade adsortiva dos grupos organicos nitrogenados.

No tocante ao ancoramento de BSA nas matrizes modificadas organicamente,
a eficiéncia na adsorcdo de BSA decresce a medida que o teor de nitrogénio
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incorporado aumenta, devido ao aumento numero de moléculas organicas
ancoradas que impedem ndo s6 0 acesso aos seus sitios basicos de nitrogénio
como também, dificultando a entrada nos poros. Outros fatores como pH e forca
ibnica podem influenciar a adsorcédo de BSA na superficie de hidroxiapatitas.

A modificagdo superficial da hidroxiapatita mesoporosa com 0s agentes
sililantes nitrogenados diminuiu consideravelmente a cinética de liberacdo da BSA.
Os sdlidos organicamente funcionalizados apresentaram uma taxa de liberacao
mais lenta, que diminui a medida que a cadeia organica do agente sililante
aumenta. Isto mostra que 0s grupos organicos presentes neste solido age como
uma barreira temporéaria que evita a rapida liberacdo da BSA com o tempo.

Um comportamento das isotermas de liberacdo de BSA mostram perfis de
liberacdo em duas etapas, uma liberacdo rapida inicial seguida por uma liberacao
mais lenta, 0 que caracteriza materiais que se adéquam ao modelo de liberacéo
através do mecanismo de difusdo proposto por Higuchi.

As hidroxiapatitas mesoporosas sintetizadas utilizando caseina como
surfactante apresentam-se como matrizes promissoras na liberacdo controlada de
proteinas, podendo portanto ser utilizada como matriz no carreamento de hormonios
(insulina, hormoénios do crescimento, hormdnios sexuais) ou peptideos (soro

antiofidico).
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