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RESUMO

Visando desenvolver um trabalho de vanguarda em terandstica (terapia associada ao
diagndstico) € que este trabalho apresenta duas partes (Il e 11), visando uma estratégia
no tratamento do Alzheimer (DA). Nesse sentido, o capitulo | objetiva tratar de
propostas terapéuticas voltadas as disfungées colinérgicas provocadas pela DA. E
sabido que a cafeina e a nicotina apresentam atividades farmacoldgicas promissoras
para este tratamento, contudo, estes ativos foram adsorvidos em um sistema
nanométrico de silica mesoporosa (nanoMCM48) dopado com ion Eurépio
(lM)(nanoMCM48:Eu), os quais foram denominados de CAF@MCMA48:Eu,
NIC@MCMA48:Eu e CAFNIC@MCM48:Eu. O nanoMCM48:Eu foi sintetizado usando
uma rota descrita na literatura, e dopada com 5% de ion Eurépio (Eu*) obtendo
propriedades importantes para nossos objetivos tais como: tamanho ideal, excelente
adsorcao dos ativos , propriedades luminescentes promissoras e boa taxa de
liberacdo dos ativos em meio fisiolégico. No capitulo 1, é discutido acerca de uma
rede suplamolecular CUR-CB [7] (CUR = curcumin e CB [7] = curcubit [7] uril), na qual,
foi eficientemente preparada misturando CUR e CB [7] a raz8o molar de 1:1 em
metanol a temperatura ambiente. A formacdo complexa foi evidenciada principalmente
por experimentos FTIR, 'H RMN e DOSY. A disposicdo supramolecular promove o
aumento da solubilidade e estabilidade da CUR sem afetar as propriedades bioldgicas
das células A549. As propriedades luminescentes permitem que este material seja
utilizado como sonda luminescente e marcador para rastreamento in vivo e

monitoramento de integridade estrutural do complexo supramolecular.

Palavras-Chave: Alzheimer. nanoMCM48:Eu. Cafeina. Nicotina. Curcumina e
Curcubit[7]uril



ABSTRACT

Aiming for develop a cutting-edge work in theranostics (therapy associated with
diagnosis). Is this paper presents two parts (I and Il) targeting a strategy to treat
Alzheimer (AD). The chapter Il aims to treat the therapeutic proposals aimed at
cholinergic dysfunction caused by AD. It is known however, it was investigated that
caffeine and nicotine are promising pharmacological activities for this treatment,
nevertheless, these assets were adsorbed on a nanometer system mesoporous silica
(nanoMCM48) doped ion Europium (I11) (hanoMCM48:Eu) The systems were named
CAF@MCM48:Eu, NIC@MCM48:Eu and CAFNIC@MCM48:Eu. The nanoMCM48:Eu
was synthesized using the route described in the literature, and doped with 5%
Europium ion (Eu®*). Obtaining important properties for our purposes such as: optimal
size, excellent adsorption of assets, promising luminescent properties and good rate
of release of assets in physiological environment. The chapter Il It is discussed about
the suplamolecular network CUR-CB[7] (CUR= curcumin and CB[7]= curcubit[7]uril)
was efficiently prepared by mixing CUR and CB[7] at molar ratio of 1:1 in methanol at
room temperature. The complex formation was evidenced by mainly FTIR, 1H RMN
and DOSY experiments. The supramolecular arrangement promotes increase in the
solubility and stability of CUR without affecting the biological properties of the A549
cells. The luminescent properties enable this material to be used as luminescent probe
and marker for in vivo tracking and structural integrity monitoring of the supramolecular

complex.

Keywords: Alzheimer. nanoMCMA48:Eu. Caffeine. Nicotine. Curcumin and
Curcubit[7]uril.
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1- INTRODUCAO

Doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa do sistema
nervoso central (SNC), sendo a mais comum causa de deméncia na populacéo idosa,
na qual ha uma deterioracdo progressiva do intelecto e fungbes sociais, perda de
memodria, alteracdes de personalidade e incapacidade para o autocuidado.(KOSASA
et al., 1999).

Existem diversos fatores de risco associados a deméncia, como por exemplo,
a idade avancada, dietas com alta quantidade de gorduras saturadas e colesterol,
fumo, baixo grau de escolaridade, ansiedade, depressédo, doencas coronarianas,
derrame, traumas cerebrais, hipertensao e doencas neuroinflamatérias (KORCZYN;
HALPERIN, 2009). As formas mais frequentes de deméncia sdo a deméncia
cerebrovascular, deméncia fronto-temporal e a doenca de Alzheimer (CARAMELLI;
BARBOSA, 2002).

As anormalidades nos sistemas cerebrais que utilizam acetilcolina séo
consideradas caracteristicas da doenca e incluem: reducdo desproporcional de
acetilcolina , reducao de atividade da colina-acetiltrasferase ,degeneracao do nucleo
basal ,alteracdo no numero e sensibilidade de receptores nicotinicos e muscarinicos
cerebrais (INOUYE; OLIVEIRA, 2004). Em nivel celular, a DA estd associada a
reducdo das taxas de acetilcolina (ACh) no processo sinaptico, diminuindo a
neurotransmissao colinérgica cortical, além de outros neurotransmissores como
noradrenalina, dopamina, serotonina, glutamato e substancia P em menor extenséao
(ALBERTO; FRAGA, 2004). Estes défices -colinérgicos correlacionam-se
positivamente com prejuizos cognitivos na DA(KUMAR; SINGH, 2015).

As estratégias para a terapia da DA tém sido amplamente enfocadas em
melhorar as fungdes colinérgicas. Contudo, as abordagens terapéuticas visam inibir a
funcdo da acetilcoliesterase, enzima responsavel pela degradacdo da acetilcolina
(INOUYE; OLIVEIRA, 2004), visto que a inibicdo do mesmo potencializa a agao da
acetilcolina. Com isto, ocorre uma reposicado de acetilcolina no sistema colinérgico
(ORHAN; SENER, 2006).

Outra estratégia visa a inibir os efeitos do peptideo B-amiloide (BA), acredita-

se que a BA sdo acumulacéo de placas insoluveis ou filamentos parcialmente soluveis,
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que podem causar uma cascata patolégica que conduz a formacao de emaranhados
(placas senis) (LEWIS et al., 2001). A deposicao das placas produz neurotoxina e
assim estresse inflamatorio. Nesse sentido a DA é também referido como uma doenca
inflamatoria crénica (SELKOE, 2001; POTTER et al., 2001; SKOKOWA et al., 2006;
KANTOR et al., 2014).

Nesse sentido, este trabalho apresenta duas estratégias; no capitulo Il insere
a cafeina e a nicotina na proposta de terapia colinérgica e no capitulo IV usa a
curcumina visando reduzir os efeitos causados pelo BA. No que tange os efeitos da
cafeina e nicotina, estudos recentes ja vém sendo feitos in vitro e in vivo nos quais
obtiveram resultados significativos em melhorias nas funcdes cognitivas (AOYAMA et
al., 2011; NEHLIG, 2010; PRASANTHI et al., 2010 e RIVERA-OLIVER; DIAZ-RIOS,
2014;LOMBARDO; MASKOS, 2014;DURAZZO et al., 2014 ;ARUNRUNGVICHIAN et
al., 2015 e RANGANI et al., 2012). Estudos em ratos realizados por Arendash, G. W
e colaboradores, concluiram que a ingestdo de café a longo prazo poderia ser uma
estratégia viavel para a reducao do risco de AD(ARENDASH et al., 2006). Arendash,
G. W. e colaboradores concluiram que o café exerce a sua protecdo contra a
deméncia relacionada ao DA o que pode ajudar no desenvolvimento de novas terapias
para estas doencas. Estudos clinicos usando adesivos de nicotina na pele
demonstraram que o tratamento de nicotina pode melhorar o desempenho cognitivo
os adultos com DA a melhoria € visto principalmente em termos de melhor
desempenho da atencdo. (REZVANI; LEVIN, 2001). Dessa forma, na abordagem no
capitulo 1ll, a cafeina e a nicotina foram carreados na nanosilica mesoporosa
nanoMCM48 dopado com ion Eurépio(lll) (nanoMCM48:Eu) por via adsorcdo. O
MCM48 é de uma familia de silica mesoporosa, que foram produzidos pela primeira
vez em 1992 pela Mébil Composition of Mater (MCM). O MCM48 possui estrutura de
arranjo cubico de mesoporos apresentando poros interconectados, resultando em um
sistema tridimensional cubico 3D, grupo espacial la3d (TARSO FIGUEIREDO
GRECCO, DE et al., 2013).

Almejando um material com também, fun¢des diagndsticas, o interesse do uso
do ion lantanideo (Eu®*) esta atrelado na sua propriedade luminescente. Nesse
sentido, nanomateriais a base de lantanideos séo altamente promissoras na area

biomédica no uso de sonda e imagem, este interesse no uso dos lantanideos se deve
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as suas excelentes propriedades quimicos e Opticos (SYAMCHAND; SONY,
2015).Portanto, os ions trivalentes de Th, Eu, Nd e Yb sdo amplamente utilizados
como marcadores fluorescentes(SYAMCHAND; SONY, 2015).

No capitulo Il apresenta a abordagem da complexacdo da curcumina no
curcubit[7]uril (CB[7]) objetivando melhorar sua oferta em meio fisioldgico, haja vista,
a administracdo desta molécula estd atrelado a sua pouca biodisponibilidade.A
curcuma (Curcuma longa) tem sido usada em tratamento meédico pelas suas
propriedades anti-inflamatdérias e antissépticas, além do uso como uma especiaria na
alimentacdo humana (MANGOLIM et al., 2014). O principal componente extraido da
curcuma (planta tipica da india e China) é a curcumina, responsavel por suas a¢oes
bioativas (AMBEGAOKAR et al., 2003). A curcumina apresenta um efeito anti-
inflamatdrio potente; acao antioxidante; inibe a enzima secretase; inflamacao induzida
por BA; apresenta propriedades anti-agregagdo de BA e liga-se com afinidade na
mesma (TUPPO; ARIAS, 2005)(IRESON et al., 2002). A curcumina é prontamente
conjugado no intestino e figado formando glucuronides curcumina (BASNET,;
SKALKO-BASNET, 2011), além disso, este farmaco apresenta baixa solubilidade em
agua e seu uso prolongado em altas doses podem trazer efeitos colaterais tais como:
aperto no peito, erupcdes cutaneas e inchaco da pele e seu uso cronico pode causar
toxicidade hepatica cronica (YUAN et al., 2007), em vista destas limitacdes € que
neste capitulo a curcumina é complexada no CB[7].

A escolha pelo CBJ[7] se deve pelo fato de se tratar de uma molécula ciclica
consistindo de unidades de glicolurilo (uréia ciclica) ligadas por um par de grupos
metileno. Ela possui cavidades rigidas hidrofobicas de baixo polarilizabilidade,
apresentam portais forrados de carbonila. Suas aplicacado farmacéutica se mostrou
promissores no que se refere a sua interacdo com farmacos, apresentando
capacidade de encapsular moléculas em suas cavidades. Diante disto, o CB[7] pode
ser promissor em carrear, solubilizar, estabilizar e melhorar a biodisponibilidade de
drogas (UZUNOVA et al., 2010;MA et al., 2013;MANNA; CHAKRAVORTI, 2015).
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. ADOENCA DE ALZHEIMER

A palavra deméncia é originada do latim (dementia) e significa,
genericamente, qualquer deterioragdo mental. As deméncias sdo consideradas
sindromes e sdo causadas geralmente por algum tipo de trauma vascular cerebral ou
algum processo degenerativo e causam diversos transtornos mentais, fisicos e
psicolégicos aos seus portadores (KORCZYN; HALPERIN, 2009). A deméncia refere-
se a uma série de sintomas que se encontram geralmente em pessoas com doencgas
cerebrais decorrentes da destruicdo e perda de células cerebrais. Vale salientar que
a perda de células cerebrais € um processo natural, mas em doengas que conduzem
a deméncia isso ocorre a um ritmo mais rapido e faz com que o cérebro da pessoa
nao funcione de uma forma normal (OLIVEIRA. M., 2005 e CHEN et al., 2014).

Existem duas hip6teses responsaveis por causar a doenca do Alzheimer, a
hip6tese amilodial que causa a morte celular e a hipétese colinérgica que seu efeito
esta no prejuizo cognitivo (tabela 1)(AULD et al., 2002;MELIBEU, 2012).

Tabela 1 : Hipbteses para neurodegeneracdo presente na doenca de Alzheimer

Hipotese Mecanismo molecular Mecanismo secundario Efeito final
Clivagem proteiolitica Producdo de radicais
anormal do APP livres , ativacdo da glia e
inflamacdes
Hipotese da cascata N 5 Morte celular
Produgdo, agregacdo e
amilodial - .
deposicdo de placas senis
extracelulares
Formagéo de novelos
neurofibrilares intracelulares
Hipo6tese colinérgica Reducédo da atividade da Redugdo dos niveis da Prejuizo

colina acetiltransferase acetilcolina cognitivo

Reducdo de atividade da Redugdo da transmicdo

acetilcoliesterase colinérgica
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Para o tratamento da doenca de acordo com a portaria da secretaria de Atencao
a Saude n° 843 de 06 de novembro de 2002 que aprova o protocolo clinico e diretrizes
terapéuticas para a Doenca de Alzheimer, os farmacos prescritos para o tratamento
da doenca no Brasil sdo a Galantamina, Donepezil e a Rivastigmina (figura 1), estes
farmacos atuam no sistema colinérgico (M. JUNIOR, 2010)

O donepezil € um farmaco que possui elevada seletividade para inibicdo da
acetilcolesterase (AChE) e é considerado inibidor reversivel e ndo-competitivo da
enzima. (SCARPINI et al., 2003). A galantamina & um farmaco que possui capacidade
de modulacéo alostérica do receptor nicotinico em um local adicional ao sitio de ACh
da enzima, melhorando desse modo a neurotransmisséo colinérgica (SCARPINI et al.,
2003). A Rivastigmina € um inibidor de ambos acetilcolesterase (ACE) e
butirilcolinesterase (BuChE) reversivelmente (FINKEL, 2004).
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Figura 1: Farmacos ministrados no tratamento de Alzheimer que visam melhorar as

funcdes cognitivas.

A hipétese amilodial € causada pela formacéo de B-amiloide (BA), este é um

peptideos derivado da proteina precursora da beta amiloide (APP)(SELKOE, 2001).
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Acredita-se que o peptideo B-amiloide sdo mondmeros sollveis que se acumulam
formando placas ou filamentos praticamente insollveis, inicias de uma cascata
patolégica que conduz a formacédo de emaranhados (LEWIS et al., 2001). O BA se
agrega formando placas insolluveis que se depositam no sistema nervoso central. A
deposicao de placas e emaranhados produz neurotoxina e assim stress inflamatorio,
nesse sentido a DA é também referido como uma doenca inflamatéria crénica
(SELKOE, 2001; POTTER et al., 2001; SKOKOWA et al., 2006; KANTOR et al., 2014).

Devido as inflamacdes causadas pelo BA, o uso de anti-inflamatério podem ser
grandes aliados no tratamento da DA. Pacientes com o0 uso prolongado de certas
drogas ndo esterdides anti-inflamatérias, podem reduzir os sintomas da doenca
(TUPPO; ARIAS, 2005).

2.2 SILICA MESOPOROSA COMO SISTEMAS DE ENTREGA CONTROLADA DE
FARMACOS

2.2.1 SILICA MESOPOROSA

Nanoparticulas de silica podem apresentar vantagem adicional sobre maior
volume de materiais, porque eles apresentam uma grande area de superficie e volume
de poros maior , além de ser facilmente alterada sua engenharia, no sentido de facilitar
a adsorcao de maior quantidade de farmaco em sua estrutura (WILSON et al., 2010).
Os materiais mesoporosos por exemplo apresentam estruturas estaveis da
superficieis com propriedades bem definidas, materiais mesoporosos podem ser
interessantes para o encapsulamento de drogas farmacéuticas, proteinas e outras
moléculas bioativas. (HARTMANN, 2005 e WANG, 2009). Desta forma a dose e
frequéncia de administracdo séo reduzidas consequentemente, proporcionando uma
melhor qualidade de vida ao paciente(WILSON et al., 2010). Contudo, foi demonstrado
que as drogas podem ser aprisionadas dentro dos mesoporos por um processo de
impregnacao e sua liberacdo pode ser através de um mecanismo de difusdo e/ou
liberacao controlada (WANG, 2009).

De forma mais esclarecedora, as nanoparticulas de silica mesoporosa

ganharam a atenc&o para o seu potencial como sistemas de liberacdo controlada e
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veiculos para a entrega de agentes quimioterapéuticos, devido a suas areas de alta
superficie, volume da cavidade grandes, e capacidade de ser funcionalizado com
biomoléculas para o direcionamento especifico no alvo de interesse (LEE et al., 2009).
Estes materiais foram sintetisados no inicio do ano de 1990 e chamados de M41S
(LEE et al., 2009). Materiais mesoporosos de silica sdo ordenados poroso estruturas
de 6xido de silicio (SiOz2), caracterizadas por um grande volume de poros, distribui¢cao
de tamanho de poros estreitas e grande area de superficie (figura 1).

Em comparacdo com outros oxidos metalicos, tais como Oxido de titanio e
oxido de ferro, o 0xido de silica é considerado como tendo melhor biocompatibilidade.
A presenca abundante de grupos silanol (Si-OH) em silica pode ter uma afinidade com
fosfolipidios, que pode ser tomado ativamente pelas células (SLOWING et al., 2008 e
ANDERSSON; ROSENHOLM, 2008) (figura 2), assim podendo ser interessante sua
insercdo como carreador de farmaco no cérebro. A IUPAC classifica os materiais
porosos e tamanhos dos poros em trés categorias: microporosa (<2 nm) ;
mesoporosos (2-50 nm) e macroporous (> 50 nm)(SUH et al., 2009).

De acordo com Vallet-Regi e colaboradores, as caracteristica de materiais
mesoporosos fazem deles excelentes sistemas para satisfazer os requisitos de um
sucesso dentre eles : biocompatibilidade; alta carga e capacidade de protecao das
moléculas de farmaco desejados; evitam a ’liberacdo prematura" das moléculas de
farmaco antes atingir o seu alvo e capta a celula de forma eficiente (VALLET-REGI et
al., 2012).

Devido a sua estrutura mesoporo, preservando um nivel de estabilidade
quimica, funcionalidade da superficie e biocompatibilidade, assegura a libertacdo
controlada de uma variedade de moléculas de farmaco (KWON et al.,, 2013). A
liberagdo controlada de biomoléculas esta disponivel através de canais estreitos e
mesoporosos de materiais nanometricos, que permite que a cinética de libertacdo do
farmaco com quantidade interessante de farmaco ofertado em meio fisiolégico(KWON
et al., 2013 e ANDERSSON; ROSENHOLM, 2008).
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Figura 2: Estrutura da silica mesoporosa MCM48 e destaque para 0s grupos silandis

€m Sua estrutura.

2.3 APLICACOES DOS IONS LANTANIDEOS COMO MARCADORES
LUMINESCENTES

Materiais contendo fons de lantanideos trivalentes (Ln (I11)), tais como Eu3*,
Er3* e Nd®* apresentam luminescéncia eficiente tanto na regido do visivel quanto na
regido do infravermelho. Os ions de Ln(lll) apresentam como caracteristicas
fotofisicas espectros com picos de emissao estreitos e tempo de vida de emisséo
longos. (YANG et al., 2008). O interesse no estudo das propriedades fotofisica dos
complexos com ions lantanideos teve com ponto inicial, o trabalho de Weissman, em
1942, quando o mesmo estudou complexos de dicetonatos, que apresentavam
emissao na regiao investigada apés sua excitacao com luz UV (YANG et al., 2008).

O ion eurdpio trivalente (Eu®*) exibe uma intensa fotoluminescéncia na regido
do vermelho quando excitado com radiagdo UV. Esta fotoluminescéncia € observada
nao so para matrizes contendo ions lantanideos, mas também para diversos materiais
tais como compostos de coordenacgao onde os ligantes organicos atuam como antena
absorvendo energia na regido do UV e transferindo para o ion que por sua vez emite
em uma regido caracteristica.(SYAMCHAND; SONY, 2015)
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Os complexos de Eur6pio (lll), desde a década de 1980, vem sendo
desenvolvidos com o intuito de atuarem como sondas luminescentes tanto para
aplicacdes bioquimicas ou biomédicas. Estes compostos de coordenacdo ja sao
utilizados em imunologia para diagnostico clinico. Desta forma o uso de lantanideos
na area biomédica € promissor e pode ser usado como agente de contraste em
ressonancia magnética nuclear, sondas espectroscépicas no estudo de biomoléculas
e suas funcdes e tracadores bioldgicos no sentido de vetorizar o caminho das
substancias inserido in vivo. As vantagens em utilizar os ions lantanideos como
marcadores luminescentes sdo varias, pois, € um método seguro, de elevada
sensibilidade e apresenta maior especificidade. A luminescéncia pode ser medida
rapidamente, com alto grau de sensibilidade e exatiddo.(MARTINS; ISOLANI, 2005)

2.4 CARACTERISTICAS DOS SISTEMAS DE ENTREGA DE DROGAS EM
CEREBRO

Entrega de droga para o cérebro é um desafio, embora haja relativamente
fluxo arterial elevada. Existem dois tipos de barreiras que separam a fisiologia do
cérebro de seu suprimento de sangue e que controlam o transporte de compostos.
Um deles é a barreira sangue cérebro (BSC) e a outra € a barreira liquor sangue.
Internamente o cérebro esta protegido contra organismos estranhos e produtos
quimicos nocivos por sistema de membrana altamente reforcada chamada como
barreira sangue cérebro. O BSC € um sistema especializado de capilar de células
endoteliais que protege o cérebro de substancias nocivas no fluxo de sangue,
enquanto permite o fornecimento do cérebro com 0s necessarios nutrientes para o
bom funcionamento(HAWKINS; DAVIS, 2005).

Células endoteliais cerebrais formam juncdes apertadas de complexos que
efetivamente vedam as vias de entrada do cérebro; estas células interagem com
elementos perivasculares como lamina basal e astrécito intimamente associados com
processos de endocitose, neurdnios perivasculares e pericitos para formar um BBB
funcional (BEGLEY, 2004). As nanoparticulas, especialmente as de tamanhos iguais

ou inferiores a 100 nm, exibem propriedades Unicas e apresentam potencial na area
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da liberacdo controlada de farmacos. Ainda devido ao seu tamanho, algumas
nanoparticulas possuem a capacidade de penetrar a barreira hematoencefalica e

atingir o sistema nervoso central (cérebro) (COIMBRA, 2010).

2.5 CAFEINA E NICOTINA NA TERAPIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

2.5.1 CAFEINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) esta presente em muitas fontes alimentares
consumidas em todo o mundo, ou seja, no café, cha, bebidas de cacau, barras de
chocolate e refrigerantes(ESKELINEN; KIVIPELTO, 2010). Em niveis de ingestéo
associados com o consumo de café, cafeina parece exercer mais dos seus efeitos
biolégicos através do antagonismo da Al e Subtipos A2A receptores da adenosina
(figura 3). A adenosina € um neuromodulador endégeno com principal efeitos inibidora
e a cafeina causa um efeito antagonismo (efeito contrario) na adenosina gerando
resultados inverso a Adenosina, ou seja, efeitos estimuladores do sistema nervoso
central (HIGDON; FREI, 2006).

Estudos longitudinais sugeriram um beneficio de consumo de cafeina em
direcdo relacionada a idade declinio cognitivo. Outros estudos concluiram que a
ingestdo da cafeina reduz o risco de DA (LAURENT et al., 2014). Uma variedade de
estudos mostram-que a cafeina tem em curto prazo efeitos estimulantes sobre o
sistema nervoso central (SNC). A cafeina também impede o declinio da memoria
durante o envelhecimento e o desenvolvimento de DA (ESKELINEN; KIVIPELTO,
2010 e MOHAN et al.,2015).

Arendash e colaboradores concluiram que a cafeina inverte comprometimento
cognitivo e diminui os niveis cerebrais de p-amiléide (BA) (ARENDASH et al.,2006). A
cafeina diminui a toxicidade do BA e impede déficits de memaria induzidos por BA em
ratos. Além disso, o tratamento com cafeina inverteu o comprometimento de memaria
pré-existente e reduziu a deposicdo de BA em camundongos transgénicos
(ARENDASH et al.,2006). No entanto, a acumulagcao do peptideo B-amildide (BA),

hiperfosforilagcdo de proteina tau, e aumento do estresse oxidativo desempenham
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papéis importantes na patogénese da doenca de Alzheimer (DA). (PRASANTHI et
al.,2010).

Além da cafeina e os antagonistas seletivos do receptor A2A proporcionam
uma também uma protegao robusta contra toxicidade do BA em neurdnio cerebelar
(ARENDASH et al., 2006). Isso torna seu uso importante, visto que, o BA é
considerado o principal patogénese no desenvolvimento de DA (PRASANTHI et al.,
2010).
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Figura 3: Esquema do efeito antagonista da cafeina frente a adenosina no sistema

Ativacdo
completa
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central

nervoso central.

2.5.2. NICOTINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A nicotina é um alcal6ide derivado da planta do tabaco (SUKSAEREE et al.,
2012). Sua formula molecular segundo a IUPAC é (S)-3-(1-Metil-2-pirroli- dil)piridina.
Acdes diretas de nicotina nos receptores acetilcolina nicotinicos (nAChR) ,atua em
antecipar o momento e a intensidade dos sinais tréficos natural normalmente
controladas por acetilcolina (ACh), levando a anormalidades de replicacdo celular
neuronal, diferenciacdo e conectividade sinaptica (figura 3) (SLOTKIN; SEIDLER,
2015). Sendo assim, a nicotina € um prototipo nicotinico agonista receptor de nAChR,
gue pode melhorar a cognicdo por efeitos diretos sobre a atencao e por interagir com
0 NAChR pré-sinaptico para facilitar o libertacdo da ACh, glutamato, dopamina,

norepinefrina, serotonina, e acido g-aminobutirico, 0s neurotransmissores que tém
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sido implicados na aprendizagem e na memodria(REZVANI; LEVIN, 2001le
WONNACOTT, 1997).

Os receptores colinérgicos nicotinicos pertencem a familia de receptores
ionotropicos que, quando ativados, adquirem a conformacdo de canal aberto
permeavel aos ions Na* e K*(figura 4)(MACKEY et al., 2012). O sistemas colinérgicos
nicotinico no cérebro ter sido implicadas em varios aspectos de alguns importante
doencas mentais, tais como a doenca de Alzheimer (DA), atencao,défice,
hiperatividade e esquizofrenia. Ambas as experiéncias clinicas e os estudos em
animais reforcam o papel dos sistemas de nicotinicos centrais na aprendizagem na
memoria e cognicdo(REZVANI; LEVIN, 2001).

Salomon e colaboradores relataram que a cotinina € um grande metabdlito da
nicotina, responsavel por reduzir a toxicidade induzida por BA e sua agregacao em
humanos (SALOMON et al., 1996). Em pacientes com DA a administragao cronica de
nicotina melhorou a atencao e aprendizagem(SAHAKIAN et al., 1989;WHITE; LEVIN,
1999;JONES et al.,, 1992). A administracdo de nicotina para pacientes com DA
aumenta a sua atencao e processamento de informacéo (TERRY JR; BUCCAFUSCO,
2003 e SALOMON et al., 1996). Além disso, verificou-se que o tratamento com
nicotina melhora a funcdo cognitiva de ratos ambos jovens e idosos (REZVANI;
LEVIN, 2001).
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Figura 4: Esquema da ag&o da nicotina nos receptores nicotinicos no sistema nervoso
central adaptado (FARMACOLOGIA).

2.6 CURCUMINA

Curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6- heptadieno-3,5-diona) [1-7],
mostrado na Figura 25a, € o principal constituinte do acafrdo tempero indiano, e da
aos molhos de curry sua cor amarela caracteristica(BAGLOLE et al., 2005). Possui
massa molecular 368,38g.moL*, um ponto de fusdo de 179-183 °C, e a férmula
quimica de C21H2006. Sob condicdes fisiologicas, a curcumina pode existir tanto na
forma enol como na forma de bis-ceto, que coexistem em equilibrio (figura 5). E
bastante soluvel em dimetilsulféxido (DMSO), etanol ou acetona, mas € fracamente
soluvel em agua. Em solug@es 4cidas e neutras, assim como no estado sdlido, a forma
ceto predomina, e curcumina age como um doador potente de proton (H*) (BASNET,;
SKALKO-BASNET, 2011 e JOVANOVIC et al., 1999).
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Figura 5: Forma ceto e enol da curcumina em equilibrio.

A curcumina é um componente extraido da curcuma (Carcuma longa) planta
tipica de india e China, esse produto tem sido usado em tratamento médico pelas suas
propriedades anti-inflamatorias e antissépticas, além do uso como uma especiaria na
alimentacdo humana (MANGOLIM et al., 2014). O principal componente extraido da
curcuma é a curcumina, responsavel por suas a¢des bioativas (AMBEGAOKAR et al.,

2003). A curcumina tem um efeito anti-inflamatério potente. Através dos seus varios
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efeitos anti-inflamatoérios, podem ter um papel importante na cura da doenca de
Alzheimer (TUPPO; ARIAS, 2005).

2.7 CURCUMINA NA TERAPIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

Neuroinflamacdo estd implicada na patogénese de muitas doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer (DA). Em DA, a cascata
amilodial contribuem tanto para a neurodegeneracdo como para a producdo e
acumulagao do B-amiloide (BA) (BEGUM et al.,2008).

Neste sentido, o acumulo intra e extracelular do peptideo BA no cérebro é
responsavel pela formacdo de placas amildides extracelulares e emaranhados
neurofibrilares intracelulares, estes, sdo dois marcadores neuropatolégicos

patognomonicos da doencga (figura 6) (BALLARD et al., 2011).

BA monémero BA protofibrila/oligbmero BA Fibrila Placa Senil

Agregacao Agregacéao

W TR
il ) S

, o>
Soluvel Solavel

Figura 6: llustracdo da formacéao das placas senis decorrente da cumulacao dos beta
amiloides BA (adaptado NEUROSCIENCE et al., 2007).

Insoluvel

O acumulo do BA ocorre devido as falhas nos mecanismos de produgao.
(hiperproducéo) e degradacgéo (redugéo do clearance amildide). Resumidamente, O
BA é derivado de uma molécula precursora denominada proteina precursora amiloide
(APP), esta proteina pode sofrer proteodlise por 2 rotas, uma nao-amiloidogénica e
outra amiloidogénica (figura 7)(LAFERLA et al., 2007).
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Figura 7: llustragdo do mecanismo de formacdo do beta amiloide BA(adaptado
QUIMICAALZHEIMER, 2013)

Esse mecanismo mostra que em neurdnios funcionais, a rota nao-
amiloidogénica é a predominante. Nesta rota, a clivagem enzimética da APP é
mediada pela enzima a-secretase que atuam aos niveis de bicamadas lipidicas. A
clivagem realizada pela a-secretase ocorre dentro do dominio BA, provocando a
formacdo e liberacdo do peptideo BA (figura 7).

Nesse sentido, uma importante patogénese da doenca de Alzheimer € a
inflamacéo cronica das células nervosas causados pelo BA. Varios estudos tém
demonstrado as alteracdes inflamatérias associadas a microgliose, astrocitose e a
presenca de substancias pré-inflamatorias que acompanham a deposigdao do [3-
amiloide (BA) (MISHRA;PALANIVELU,2008). No entanto, o BA pode desempenhar
um papel importante no diagnostico da DA (LAFERLA et al., 2007). Cada vez mais
estudos in vitro e in vivo demonstraram a toxicidade do BA, elucidando que a
acumulacao de BA que dependente da idade na patogénese (CLEARY et al., 2005 e
GOURAS et al., 2005). Um estudo recente revelou que a vulnerabilidade de area

especifica de deposicao de AP esta associado com os niveis locais do metabolismo
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cerebral e atividade neuronal, indicando que o metabolismo da glucose e BA sé&o
ligados a DA (BERO et al., 2011).

Contudo, a curcumina pode ser uma excelente aliada para o tratamento da
DA, haja vista, apresenta poderosas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias,
estas propriedades podem ajudar a aliviar os sintomas da doenca de Alzheimer
causadas pelas oxidacdes e inflamacgdes (RINGMAN et al., 2005)

Estudos in vitro realizados por HAMAGUCHI et al., 2010 concluiram que a
curcumina apresenta as seguintes propriedades: anti-agregacao de BA, antioxidante,
e inibicdo de B-secretase. Além disso, doses de 160-500 ppm (0,43-1,36 mmol/g) de
curcumina administrado por via oral inibiram a deposi¢ao de BA em cérebros de ratos
em modelo DA. Estes resultados sugeriram que a curcumina pode ser um dos
compostos mais promissores para o desenvolvimento de terapias de DA.

Além das propriedades mencionadas, Reinke e gestwicki concluiram em suas
pesquisas que a curcumina, liga-se com elevada afinidade na BA, eles sugeriram a
hipétese de que a estrutura quimica da curcumina, contendo dois grupos terminais
aromaticos, € ideal para a inibicdo.do BA (REINKE; GESTWICKI, 2007). Porém,
Infelizmente curcumina apresenta uma baixa solubilidade em &gua, limitando o seu
uso farmacéutico. Uma forma possivel de aumentar a sua solubilidade aquosa é
formando complexos, isto €, complexando com um hospedeiro que venha melhorar
sua solubilidade(BAGLOLE et al., 2005).

2.8 CURCUBIT[nJURIL e CURCUBIT[7]JURIL

Cucurbit[n]urils (CB [n], n =5, 6, 7, 8, ou 10) sdo uma familia de macrociclos
gue consistem em unidades de glicolurilo ligados por um par de grupos metileno. Eles
possuem cavidades hidrofdbicas relativamente rigidas de baixa polarizabilidade com
portais de carbonila alinhado (figura 8) (HWANG et al., 2007 e CHEN et al., 2013).

Cucurbit[n]urils apresentam formas microciclos que lembram uma abdébora ,
altamente simétricas e rigidas e com uma cavidade extremamente ndo-polarizavel
(perto de fase gasosa). Eles sdo capazes de formar complexos fortes com carga

positiva (ou neutras) com moléculas por coordenagédo de sitios catibnicos com 0s seus
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portais e/ou imersdo de residuos organicos em sua cavidade (APURBA L. KONER,
2012).

O CBJn] forma um uma estrutura cilindrico tridimensional como mostrado na
Figura 8. A molécula apresenta uma cavidade interior hidréfoba com capacidade de
pode incluir uma molécula héspede (OSAKA et al., 2006).

O uso do CBJ[7] na formacdo de complexo pode ser promissor, segundo 0s
achados o mesmo ja foi usado para modificar as propriedades quimicas e
espectroscopicas dos moléculas hoéspedes, incluindo reacdo fotodimerizagao,
estabilizacbes de corantes e interagdo com outras moléculas hospedes e
fluorescentes (YUAN et al., 2007).

CBI[7]
a(A) 5.4
b (&) 73
c(A) 9.1

Volume da cavidade (A’) 279

Massa molar 1162

Figura 8: Estrutura e dimenséo do curcubit[7]uril (OSAKA et al., 2006).

O uso dos cucurbit[n]urils como carreadores de farmacos o0s tornam
interessantes por apresentarem caracteristicas estruturais altamente simétrico, boa
estabilidade e baixa toxicidade , o que as tornam funcionais e promissores com
grandes aplicacdes em varios campos, tais como a biomedicina, ciéncia de materiais
e farmacologia (CHAEKYU KIM ET.AL., 2010); HETTIARACHCHI et al., 2010 e
UZUNOVA et al., 2010)..
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Portanto, o CB[n] por apresentar estrutura tridimensional pode interagir com
uma outra espécie quimica, formando complexos. No entanto, a capacidade desta em
formacédo de complexo depende de fatores como estrutura da cavidade; tamanho da
molécula héspede, sua forma, etc. As orientacdes estereoquimicas do complexos séo
formados por forgas n&o covalentes, que interagem fracamente tais como ligacdo de
hidrogénio e ion-dipolo,(LEE et al., 2003 ;ONG et al., 2002 e KIM et al., 2002) . .
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um material de silica mesoporosa dopado com 5% ion eurépio Eu(lll)

que funcione como veiculo de entrega dos ativos, cafeina ,nicotina e ambas

associadas (multidroga) visando futuramente o tratamento de Alzheimer e um nano-

agregado supramolecular (CUR-CBJ[7]) com base em Cucurbit[7]uril (CB[7]) e

curcumina (CUR) para o mesmo objetivo.

>

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

YV V V V V V

Sintetizar a nano silica mesoporosa dopado com 5% ion Eu(lll) usando
metodologia descrita na literatura,

Adsorver a cafeina e a nicotina e ambas associadas na forma de multidroga na
silica mesoporosa;

Caracterizar os materiais isolados e os materiais adsorvidos por TGA, DRX,
FTIR, MEV, MET e fotoluminescéncia afim de determinar a existéncia dos
ativos presentes na silica mesoporosa;

Estudar as propriedades luminescentes dos matérias hibridos;

Investigar a cinética de liberacdo da cafeina e nicotina em meio fisiologico.
Complexar a curcumina no curcubit[7]uril;

Caracterizar por DRX, FTIR, TGA o matérias isolados e o complexo;

Elucidar a interacdo quimica no complexo por RMN;

Investigar o comportamento fotoluminescente do complexo para aplicacbes
terapéuticas;

Investigar a viabilidade celular do nano-agregado e os componentes isolados
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4. PARTE || PROPRIEDADE  TERANOSTICA  DE
NANOPARTICULAS DE  SILICA  MESOPOROSA
(nanoMCM48:Eu) VISANDO A LIBERACAO DA CAFEINA E
NICOTINA FRENTE AO ALZHEIMER
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4.1 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo tratamos da sintese da nanoparticula de silica mesoporosa
denominado de nanoMCM48:Eu,neste, foram adsorvido cafeina e nicotina e ambos
associados (multidroga) visando a entrega controlada destes ativos no sistema
nervoso central. Para a preparacdo dos materiais foram utilizados os reagentes

descritos na tabela 2.

4.1.2 MATERIAS E REAGENTES

Na tabela abaixo estdo os reagentes utilizados no desenvolvimento dos

sistemas.

Tabela 2: Reagentes usados nos materiais preparados

Composto Férmula Procedéncia Pureza
molecular
TEOS Si(OC;Hs)4 Sigma-Adrich 98%
CTAB ((C1sH33)N(CHz3))sBr Sigma-Adrich 99%
Pluronic® F-127 EO106PO70EO106 Sigma-Adrich _
Oxido de eurdpio Eu203 Sigma-Adrich 99,9%
Acido nitrico HNO3 NEON P.A
Hidroxido de am&nio NH4OH CIRQ P.A.
Etanol CHsCH20H Din&mica P.A.
Cafeine CsH10N4O2 Sigma-Adrich - .

Nicotina CioH14N2 Sigma-Adrich -
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4.1.3 SINTESE DO NITRATO DE EU(lII)

O nitrato de eurdpio (Eu(NOs)3) foi sintetizado com base na metodologia ja
fundamentada no laboratério BSTR, a partir da reacéo dos respectivos 6xidos de
eurdpio com &cido nitrico (PA) e dgua destilada, segundo equacao quimica abaixo
(equacéo 1).

A, pH=5
Eu203i) + 6BHNO3aq) ——— 2 Eu(NO3)3.6H20(S) Equacédo 1

O sal foi preparado em um béquer, no qual pesamos 10 mmol do 6xido de
lantanideo (1g) e adicionamos 20 ml agua destilada. O sistema foi submetido a
agitacdo magnética e em seguida adicionamos lentamente, gota a gota, 5 ml de acido
nitrico (PA) até que a solucdo se tornasse limpida. Em seguida a solucédo foi
evaporada, submetendo o sistema ao aquecimento (~90 °C), ate a secura onde logo
apos adicionamos mais 20 ml de agua destilada repetimos todo o procedimento até o

pH ficar em torno de 5.

4.1.4 SINTESE DO nanoMCM48:Eu

A sintese foi adaptada da metodologia de Tae-Wan Kim e colaboradores (KIM
et al., 2010). Para a sintese usou-0,5g de Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB),
2,05g de F127 (Pluronic® F-127) diluido em 96 mL de agua destilada, 43 mL de etanol
(EtOH) e 10.05 g de solucéo de hidréxido de aménio a 29%, a mistura foi agitado até
que formou uma mistura homogénea, em seguida adicionou 1,89 de Tetra etil
ortosilicato (TEOS) e 0,1469 nitrato de Europio (111) (5% mol do Eu(lll) em relacdo ao
mol de silicio na estrutura molecular do TEOS) a mistura foi agitado por 10 min até
que a solucao ficou turva e manteve em repouso por 12 horas em temperatura
ambiente (T.A) para condensacgdo da silica. A mistura foi centrifugada a 10000
rotagbes por minuto (rpm) e o solido branco foi recuperado e lavado com &gua
destilada e centrifugado novamente e foi seco a 70°C por 12 horas. Em seguida
adicionou o solido no reator de teflon com 8,5mL de agua destilada, e fez o tratamento

hidrotermal a140°C por dois dias, objetivando retirar as fases organicas encapsulada
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na nanoparticula, posteriormente calcinou a 550°C por 4horas para retirada de toda

fase organica.

4.1.5 ADSORCAO DOS ATIVOS NO nanoMCM48:Eu (CAF@MCM48:EU;
NIC@MCM48:EU E CAFNIC@MCM48:EU)

A metodologia de adsorcao seguiu a proposta adaptado por Vasconcelos e
colaboradores, no qual, os componentes sdo preparados na propor¢ao 1:3 em relacao
massa (mg), solubilizados e agitados por 1,3 e 7 dias em T.A e centrifugado, o sélido
lavado e novamente centrifugado, os sobrenadantes foram analisados por UV-vis na
perspectiva de elucidar um melhor tempo de adsorcéo para estes sistemas. Nesse
sentido, neste trabalho, foi realizado como segue: foram solubilizados 225 mg de
cafeina (CAF) em 10.6g de agua ultrapura a solucao foi agitado em T.A até que toda
cafeina fosse solubilizada, posteriormente adicionado 75mg do nanoMCM48:Eu e
agitado por 24horas.

A mesma metodologia se repetiu para a nicotina (NIC) e para multidroga (
cafeina com nicotina (CAFNIC) em volume de 3 e 5 mL de &gua ultrapura,
respectivamente. As amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 25 minutos, a fase
sélida foi separada do sobrenadante, e lavado com 2-mL de agua ultrapura e agitado
novamente nas mesmas condi¢cdes. Os sobrenadantes das centrifugacdes foram
analisados por UV-vis para quantificar a cafeina e a nicotina adsorvidas no

nanoMCM48:Eu. A figura 9 ilustra a metodologia deste trabalho.

Amostra 3:1
ativo e carreador

Respectivamente Sobrenadante :
UV-vis

Caracterizacdo

Centrifugacdo

Material sélido:
TGA, DRX, FTIR
,MEV,MET
Agitacéo: 24hs Fotoluminescénciae
Cinética de liberagao
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Figura 9: Metodologia de adsor¢cdo da cafeina, nicotina e da multidroga no
nanoMCM48:Eu.

4.1.6 CURVA DE CALIBRACAO

A curva € uma relacao da concentragdo do analito com o absorvido no UV-vis
obtendo uma equacéo da reta, que a partir dela € possivel quantificar o analitico.
Desta forma, com a curva de calibracédo objetivamos determinar a massa em grama
dos ativos nos sobrenadantes. Portanto, foram realizadas duas curvas de calibracao,
para os ativos cafeina e nicotina. Nesse sentido, a curva da cafeina foi construida a
partir das concentracdes: 9,46x10% mol.Lt, 8,6x10* mol.Lt, 7,74x10* mol.L-
1,6,88x10*mol.L?, 3,44x10*mol.L?, 2,58x10“*mol.L?, 1,72x10*mol.L*,8,6x10° mol.L-
1, 8,6 x10°mol.L (figura 10) .
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3,44x10*
2,58x10g

Absorbancia (u.a.)
o o
w e

0,2 y = 0,07081 + 807,6*x
R*=0,99752
0,1
8,6x10°
0,0
0,0 2,0x10* 4,0x10™ 6,0x10™ 8,0x10*

Concentragao (mol.L™)
Figura 10: Curva de calibracdo da cafeina—com concentraces em mol.L*?

monitorado no comprimento de onda de 273 nm.

Para a curva da nicotina, foram utilizadas as concentragées: 4,31 x10“mol.L
1, 2,6 x10* mol.L?, 1,72 x10*mol.L* , 6,88 x10°mol.L?, 5,2 x10° mol.L,4,3 x10°
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mol.L%,2,6 x10°mol.L* ,8,6 x10® mol.L? (figura 11). Em ambas as solucdes, foi
retirada uma aliquota de 2 mL e realizado a espectroscopia de ultravioleta/Visivel
(UV-vis) (Agilente 8453), nos comprimentos de onda (A) de absorbéancia da cafeina e
nicotina € 273 e 260 nm, respectivamente. Com as condi¢fes estabelecidas foi

possivel determinar a curva de calibragdo com os pontos satisfatorios.

1,0
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y = 0,03548 + 2566,964"x

Absorbancia (u.a.)

o
w

R*= 0,99888

O
[N

4,3x10y

o
—_

o
o

8.63x10°
0,0 1,0x10™ 2,0x10™ 3,0x10™
Concentracdo(mol.L™")

Figura 11: Curva de calibracdo da nicotina nas concentracdes em mol.L?

monitorando no comprimento de onda de 260 nm.

4.1.7 CINETICA DE LIBERACAO

A cinética de liberacao foi realizado seguindo os padrdes da farmacopeia ...
no qual foi utilizadas as seguintes condi¢bes: 17,8 mg de CAF@MCM48:Eu em 130
mL de de solucdo tampao fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,2); 11,8mg de NIC@MCM48:Eu
em 100 mL de PBS e por fim 17 mg de CAFNIC@MCM48:Eu em 170 mL de PBS nas
mesmas condi¢cOes anteriores. A liberacdo foi monitorado em 10-60 minutos com
intervalos de 10 minutos, 2,4,6,12 e 24 horas em 36°C sob rotacdo de 100 rpm. A

cada intervalo, foi retirado 3 aliqguota de 2mL e monitorado no UV-vis.
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4.1.8 CARACTERIZACAO
4.1.8.1 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA-TGA

Na analise termogravimétrica, a massa de uma amostra € monitorada sob atmosfera de
gas inerte, normalmente gas nitrogénio (N2) ou oxidante (O:), sendo monitorada
continuamente em funcdo da temperatura em uma rampa de aquecimento. As curvas
obtidas s&o duas, uma delas relacionada ao percentual de perda de massa (Massa%),
com relacdo a temperatura (°C.) Contudo as andlises foram realizado no equipamento
fabricado pela Shimadzu modelo DTG-60H com os parametros da andlise no intervalo

de 10°C por minuto em atmosfera de nitrogénio.

4.1.8.2 DIFRACAO DE RAIOS-X

Uma das técnicas de analise que objetiva identificar estrutura e microestrutura de
material sélido. O equipamento utilizado foi 0 Shimadzu modelo XRD — 6000, radiacao
de Cu-Ka = 1,54056 A, a 40 kV e com um, filamento de 30 mA com filtro de Ni), nos
parametros com passo de 0,01°, tempo de aquisi¢cdo de 1 segundo e janela angular
(26) de 1°-25°.

4.1.8.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR

Espectroscopia no infravermelho investiga as vibracdes moleculares. Os grupos
funcionais podem ser associados a banda caracteristica de absorcéo infravermelhos,
que correspondem a vibracdo fundamental dos grupos funcionais(BERTHOMIEU,;
HIENERWADEL, 2009). Os espectros de absorcao na regido do infravermelho, foram
obtidos a temperatura ambiente em um espectrébmetro FT-IR fabricado pela
PerkinElmer modelo Spectrum 400, no intervelo de 4000 cm™ a 400 cm?, usando

pastilha e janela de KBr a temperatura embiente.

4.1.8.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E TRANSMISSAO
(MET)
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Estas analises foram realizadas no CETENE -Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste. De acordo com as especificacdes fornecidas no site do CETENE, o MEV é
uma técnica que possibilita investigar a superficie de amostras com magnificacdes da
ordem de centenas de milhares de vezes. As amostras foram analisadas no
Microscopio eletrénico de varredura ambiental, modelo Quanta 200 FEG que opera
em 3 modos de vacuo: alto vacuo; baixo vacuo; e modo ambiental.

O MET é uma técnica que possibilita a aquisicdo de imagens com resolu¢cdo muito
superior as obtidas com microscépios o6pticos. Comuns, em consequéncia da
utilizacao de elétrons para a formacao das imagens. As amostras foram analisadas
no Microscoépio eletrénico de transmissdo FEI de 200kV, modelo Tecnai20, emissor

LAB6 ou W, médulo EDAX, tomografia Xplore3D, suporte de aquecimento controlado.

4.1.85 ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA

As propriedades fotoluminescentes (espectros de excitacdo e emissao, e tempo de
vida) dos compostos estudados neste trabalho foram realizadas em um
espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-3 ISA. O aparelho é
equipado com monocromador duplo de excitacdo e de emissao, modelo FL-1039/40.
Lampadas continua de xenénio com poténcia de 450 W e pulsada de xénon de 150
W, fotomultiplicadora R928P. Os dados foram coletados em um angulo de 90°, em

relacdo ao feixe de emisséo.


https://www.cetene.gov.br/
https://www.cetene.gov.br/
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 CURVA DE CALIBRACAO E QUANTIFICACAO DE ADSORGCAO D CAFEINA
E NICOTINA NA NANOSILICA

Para ambos foi possivel obter uma curva linear de acordo com a lei de
Lambert-Beer. Para a cafeina obteve uma curva linear originando da equacgéo da reta
y = a + b*x e o coeficiente de correlacéo linear foi determinado R? = 0,99752 (figura
10). Para a nicotina o coeficiente de correlacéo linear, foi calculado, obtendo o R?
=0,99888 (figura 11).

De acordo com a tabela 3 notamos um resultado excelente de adsorcéo, tanto
da cafeina quanto da nicotina, assim como do sistema multidroga, obtendo uma
adsorcdo maior que 99% para todos os sistemas. Estes resultados foram obtidos
através da andlise no UV-vis dos sobrenadantes monitorando nos comprimento de
onda referente a cafeina e a nicotina, a partir da equacéo da reta foi quantificado a
massa dos ativos e realizado a diferenga baseado no total usado na adsorgdo. As

analises foram feitas em triplicatas obtendo um desvio padréo baixo.

Tabela 3: Quantificagdo dos ativos cafeina, nicotina e da multidroga adsorvidas no
nanoMCM48:Eu.

Farmaco Comprimento  Meédia em triplicata das Desvio padrao
de onda (nm) quantificacoes em %
Cafeina 273 99.6 0.01323
Nicotina 260 99.8 0.00643
Multidroga—Cafeina 273 99,580 0.053
Multidroga- Nicotina 260 99.87 0.007071

A figura 12 € uma ilustracdo na qual sugere as interacdes quimicas entre os
ativos e os silanois presente na silica mesoporosa. Essas interacdes se deve pelo fato
das nanoparticulas de silica mesoporosas apresentarem altas concentracdes de

silanois na superficie, o que facilita uma ampla variedades de reagfes em sua
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superficie, ligacdes biomoleculares (KNOPP et al., 2009). A estrutura das paredes dos
poros sao constituidas por uma rede desordenada de pontes de siloxanos (Si-O) e
dos grupos silandis (Si-OH) livres, que podem atuar como agentes para reagir com
espécies quimicas convidados, comportando como uma matriz de adsorcdo e

libertacdo controlada de compostos organicos moléculas. (WANG, 2009).

a) / OH b)
(@] \O
HO o
Si
CHs 0 N N
/ OH | HO - | |
o o) N o _ CH,
/ \f N
N 6H
\;N_ o —0——Si—O0—
"HO
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/ \OH
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/

Figura 12: Sugestdo de interacdo entre o farmaco a) cafeina b) nicotina e o silanol
(Si-OH) presente no nanoMCM48:Eu (LIEDANA et al., 2013).

4.2.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Na figura 13, evidencia os eventos termogravimétricos do nanoMCM48:Eu,
cafeina e da cafeina e nicotina adsorvidas na nanoparticula, devido a limitagdo do
equipamento, ndo foi possivel realizar a analise na nicotina.

Entretanto, no nanoMCM48:Eu surgiu eventos entre 28-91°C atribuido a
perda de solvente como agua, no entanto seu perfil mostra estabilidade atribuida ao
oxido de silicio (SiOz2).

A cafeina pura apresenta apenas um evento, que comeca ha temperatura de
193-291°C com perda de 98,6%, essa caracteristica da perda de massa da cafeina é

decorrente a sublimacdo da mesma, nesse intervalo de temperatura.
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Nos sistemas adsorvidos evidencia eventos que podem ser atribuidos a
cafeina e a nicotina. Assim, os comportamentos termogravimétricos dos sistemas tém-
se: para o CAF@MCMA48:Eu a existéncia de trés eventos, na faixa de 27-177°C com
decomposicdo de 7% em massa decorrente do solventes, e outro na regido de 180-
389°C com perda de 28% apresentando um evento semelhante da cafeina pura, no
qual podemos atribuir que a cafeina sofre sublimacao neste intervalo, outro evento
ocorre em 824°C, no qual pode ser evidencia de existéncia de cafeina encapsulado
no nanoMCM48:Eu.

No sistema NIC@MCM48:Eu também apresenta trés eventos: o primeiro
observa-se perda de massa de 12% entre a temperatura de 27°-127°C, que pode ser
conferido tanto aos solventes quanto da prépria nicotina, haja vista a mesma ser
volatil, outro evento surgiu em 127-333°C sendo perdida 16% em massa , na regiao
de 734°C, é possivel observar o terceiro evento no qual podemos atribuir a existéncia
de nicotina encapsulado na nanoparticula.

No CAFNIC@MCM48:Eu observamos quatro eventos: o primeiro na regido de
27-152°C havendo perda de 13% em massa, este evento € semelhante ao do sistema
contendo nicotina, nesse sentido podemos atribuir que neste intervalo ha a liberacéo
da nicotina juntamente com o0s solventes na nanoparticula, assim como ocorre no
sistema NIC@MCM48:Eu, na temperatura de 157 a 382°C com perda de 15% em
massa conferido a cafeina e a nicotina , outro evento na regido de 390-761°C e por

fim, na temperatura de 847°C atribuido aos farmacos encapsulados.
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Figura 13: TGA em atmosfera de gas nitrogénio (N2) em 10°C por minutos o aumento
de temperatura no intervalo de temperatura ambiente até 800°C dos seguintes
componentes: cafeina; nanoMCM48:Eu; CAF@MCM48:Eu, NIC@ MCM48:Eu e
CAFNIC@ MCM48:Eu

4.1.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR

4.1.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR DA NICOTINA

Nos espectros de infravermelho da nicotina (figura 14) observam-se o
carbono sp? (C = C) em 1600 cm™ e nas bandas a 700 e 800 cm™. A parte alifatica da
molécula que esta presente nas vibragdes muito fortes, devido as ligagcdes carbono
hidrogénio (C-H), presente nas bandas 3000-2800 cm!(BERGER; SICKER, 2009). Na

regido de 717, é correspondente a flexdo fora do plano de ligagdo C-H do cliclo
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monosubstituido piridinico. Em 3400 cm, registra-se banda referente ao (-OH),

devido a moléculas de agua existentes na solucéao de nicotina.

Transmitancia (u.a.)
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~
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Figura 14: FTIR em janela de KBr e temperatura ambiente da nicotina.

415 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR DA CAFEINA

Na figura 15 no espectro da cafeina, os picos na regido de 2977cm pode ser
atribuido a vibracdo da ligacdo (vC-H) e em 2924 cm™ atribuido as vibragGes
assimétrico do carbono sp® da metila (vasCH3) (KESIMLI et al., 2003). As bandas na
regido de 1655 e 1599 cm? no qual se refere as ligagbes (C-C) e (C=N)
respectivamente, na regido de 1700 cm? encontra-se a carbonila (C=0).
(GUNASEKARAN et al., 2005). Os picos ente 1449 a 1346 cm™ sdo atribuidos pelo
estiramento da metila (6CH3) (KESIMLI et al., 2003). As bandas de intensidade
variavel sdo observadas na regido 1100-1000 cm™, devido a vibracdo no plano de

deformagédo em os compostos heterociclicos. A vibracdo forte média é atribuida as
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bandas em 862 e 800 cm™, devido as ligacées de N=C-H e N-C-H atribuidas as
vibracfes que ocorrem no anel imidazol (GUNASEKARAN et al., 2005).
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Figura 15: FTIR da cafeina em pastilha de KBr obtida em temperatura ambiente.

4.1.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR DO nanoMCM48:Eu

O FTIR do nanoMCM48:Eu (figura 16)é observavel a banda em 464 cm
correspondente a estiramento da ligacao do silicio e oxigénio &(Si-O-Si), em 965 cm-
! banda de vibracdo do grupo silanol v(Si-OH) e 1094 cm* atribuido a vibracédo
assimétrico vas(Si-O-Si). Nas regies 3500cm™ e 1653 cm™ se refere as vibragées
originarias da absorcdo de moléculas de agua indicando a presenca de grupos
hidroxila (-OH) na superficie (AGHAEI et al., 2014).
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Figura 16: FTIR do nanoMCM48:Eu em pastilha de KBr a temperatura ambiente.

4.1.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR DE TODOS OS SISTEMAS

No sistema com a nicotina NIC@MCM48:Eu (espectro (d)) € possivel
observar na regido 1600 cm vibragdo do carbono sp? (C=C) , na regido de
790cm™? observa-se as vibracdes muito fortes, devido as ligagGes carbono
hidrogénio (C-H).

Para o sistema referente a CAF@MCMA48:Eu (espectro (e)) observamos
bandas de carbonila (C=0) na regido de 1700 cm™ e as vibracdes atribuidas as
metilas (CHs) na regido de (1580 cm), na regido de 800 cm responsavel pelo
flexdo da ligacdo C-H.

No sistema multidroga CAFNIC@MCMA48:Eu (espectro (f)) identificamos
bandas referente aos picos da nicotina (espectro (a)) e da cafeina (espectro (b))
semelhantes aos espectros (d) e (e).

50
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Figura 17: FTIR de todos os sistemas sobrepostos em pastilha de KBr exceto da
nicotina que foi obtida em janela de KBr: (a) nicotina; (b) cafeina (c) nanoMCM48:Eu;
(d) NIC@MCCM48:Eu; () CAF@MCCM48:Eu e (f) CAFNIC@MCCM48:Eu.

4.2.8 DIFRACAO DE RAIO X-DRX

O nanoMCM48:Eu apresenta picos de difracéo (2 1 1), que pode ser indexado
ao grupo espacial la3d de estrutura cubica (LIU et al., 2010). A cafeina apresenta

cristalinidade com um pico intenso na regiao de 11.7°(figural8).
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Figura 18: DRX com o passo de 0,01°/s no intervalo de 1.5-7° para 0 nanoMCM48:Eu
e de 2-25° para a cafeina.

Para o CAF@MCMA48Eu (figura 19) percebe-se que o pico (2 1 1) ndo foi
alterado. O pico em 11.7° padréo da cafeina, ndo aparece, entretanto, o difratograma
revela que ndo existe cafeina na forma cristalina no sistema o que nos leva a sugerir
gue a mesma se encontra completamente dissolvida interagindo com o0s grupos

silandis, como anteriormente sugerido na figura 9.

Ao sistema, foi realizada uma medida com os parametros 0.01°/8s na
perspectiva de obter evidéncia da fase cristalina da cafeina, na regido de maior
intensidade na regido de 10-15° uma vez que, na regido de 11.7° 0 mesmo possui
uma intensidade bastante intensa. No entanto, o DRX nestas condi¢des, ndo revelou
nenhum pico nessa regido, o que refor¢ca a sugestdo que a cafeina encontra-se
completamente solubilizada na nanoparticula. O comportamento no difratograma para
os demais sistemas (NIC@MCM48:Eu e CAFNIC@MCMA48:Eu)(figura 19)
apresentaram, ligeiramente, semelhancas. Para este ultimo foram feitas medidas na
regido de 10-15°, pelos mesmos motivos atribuidos ao sistema CAF@MCMA48:Eu,

apresentando as mesmas evidéncias.
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Figura 19: DRX com o passo de 0,01°/s no intervalo de 2-25° da cafeina e dos
sistemas nanoMCM48:Eu, CAF@MCM48Eu; NIC@MCM48Eu e

CAFNIC@MCM48Eu.

4.2.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VAREDURA (MEV) E DE TRANSMISSAO
(MET)

O MEV e o MET (figura 20) dos sistemas apresentam uma morfologia esférica
com particulas de tamanhos relativamente homogéneos. Em relacdo aos sistemas
com os ativos adsorvidos, suas morfologias ndo apresentaram modificaces, e néo
surgiu evidéncias da cafeina na forma cristalina na nanoparticula, corroborando com
o resultado encontrado no DRX. As imagens também demostram que o tamanho do
nanoMCM48:Eu assim nos adsorvidos, apresentam tamanhos aproximadamente 100
nm, o que torna esta nanoparticula promissor no que tange entrega controlada de

farmaco no cérebro.
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Figura 20: MEV e MET dos sistemas nanoMCM48:Eu; CAF@MCM48:Eu;
NIC@MCMA48:Eu e CAFNIC@MCMA48:Eu.

4.2.10 ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA

4.2.10.1 FOTOLUMINESCENCIA DO nanoMCM48:E DOS ATIVOS E DOS
MESMOS ADSORVIDOS NO nanoMCM48:Eu

4.2.10.2 FOTOLUMINESCENCIA DO nanoMCM48:Eu

As propriedades fotolumiescentes do nanoMCM48:Eu foi investigada em
estado sélido e temperatura ambiente. O espectro de excitacao (linha sélida preta na
figura 21), obtido a partir do monitoramento da emissdo em 612 nm (°Do — "F2),
apresenta bandas centradas em 525, 464, 415, 394, 382, 376, 362, 320 e 300 nm
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associadas as transigdes 'Fo — °D1, °D2, °Ds, °Ls, °G2, °G4, D4, °Hj e °F3, do ion
Eu®*,respectivamente. O espectro de emissdo (linha sélida vermelha na figura 21)
apresenta perfil espectral, relacionado as transi¢cdes °Do—'Fj, em que J=0, 1, 2, 3 e
4, tipico de compostos contendo ions Eu3* em ambiente de baixa simetria
(BINNEMANS, 2015). A transi¢do °Do—'Fo ocorre através da mistura do estado "Fo
com os estados 'Fz, "F4 e “Fs, € indica que os ions Eu®* encontram-se em um ambiente
com simetria C1, Cn ou Cnv (BINNEMANS, 2015). O perfil diexponencial apresentado
para a curva de decaimento radiativo do estado excitado (figura A2.1), com tempos
devidadet; = 0,069 + 0,003 e 1, = 0,319 + 0,004 ms associado ao perfil assimétrico
da banda da transigcdo °Do—’Fo sugere a existéncia de ions Eu3* ocupando sitios com

mais de um tipo de simetria.

SLG"* 7FQ SD—= 71:2

= hem = 612 nm
-_ A.exc = 394 nm

Intensidade Normalizada (a.u.)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 21: Espectros de excitacdo (linhas preta; Aem = 612 nm) e emisséo (linha
vermelha; kex = 394 nm) do nanoMCM48:Eu.
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4.2.10.3 FOTOLUMINESCENCIA DA CAFEINA

As propriedades fotoluminescentes da cafeina foram investigadas em estado
sélido e a temperatura ambiente. Os espectros de excitacdo (linha preta da figura 22)
e emissao (linha azul da figura 22) exibem bandas com maximos em 304 e 335 nm,
respectivamente. Estas bandas foram atribuidas as transicbes So—S1 (excitacdo) e

S1—So (emisséo).

Ex_Em 333
——Em Ex 315

Intensidade normalizada (u.a)

250 300 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 22: Fotoluminescéncia da cafeina pura monitorando na emissao de 333nm e

excitacdo em 315nm.

4.2.10.4 FOTOLUMINESCENCIA DO CAF@MCM48:Eu

A figura 23, apresenta 0s espectros de emissdao do compdsito
CAF@MCM48:Eu, adquiridos com excitacdo em 350 (linha sdlida azul) e 394 nm
(linha solida vermelha) a temperatura ambiente e em estado solido. O espectro
emissao, quando € excitado em 394 nm, é composto por amplitudes de emisséo da
cafeina e dos ions Eu® no nanoMCM48:Eu. O deslocamento no maximo de emisséo

associado a cafeina é atribuido a interacdes com o nanoMCM48:Eu. Adicionalmente,
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verifica-se a sintonizacdo do espectro de emissao a partir da excitagdo em 350 nm,
fazendo com que o perfil espectral apresente apenas amplitude relacionada a cafeina.
As mudangas nas intensidades relativas das bandas de emissdo do ion Eu3®*,
associados as transicbes °Do—'F1, °Do—'F2 e °Do—’Fs, em relacdo ao

nanoMCM48:Eu, sugerem pequenas alteragcdes no seu ambiente de simetria.

= = -nanoMCM48:Eu A__ 612nm
—— CAF@MCMA48:Eu 7, 612 nm
—— CAFEINA 2, 350nm

1

1
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5D0
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300 400 500 600 700
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Figura23: Fotoluminescéncia do CAF@MCM48:Eu monitorando a emissdo em
612nm , comparado com a emissédo do nanoMCM48:Eu em 612nm e o excitagao da

Cafeina em 350nm.

4.2.10.5 FOTOLUMINESCENCIA DA NICOTINA

A figura 24 apresenta os espectros de excitacédo (linhas continuas) e emissao
(linhas tracejadas), e um diagrama de energia representando 0s principais processos
energéticos envolvidos na fotoluminescéncia da nicotina. Os espectros de excitacao,
adquiridos mediante monitoramento da emissdo em 390 e 550 nm, evidenciam a

existéncia de dois niveis moleculares de energia excitados, que contribuem para a
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emissao da molécula no visivel. Adicionalmente verifica-se que a intensidade da
emissdo € cerca de 100 vezes maior, provavelmente pelo maior incidéncia de
processo de desativacdo ndo radioativa do estado Sz, quando a amostra é excitada
diretamente em 467 nm, que quando é excitada em 317 nm. Isto pode indicar uma
baixa absortividade molar pelo segundo estado excitado, ou uma grande incidéncia
de processos de desativacao do estado excitado por processos nédo-radiativos. Os
espectros de emissdo, adquiridos a partir da excitacdo em 317 e 467 nm, apresentam
duas bandas com maximos de emissdo em 390 e 550 nm, e uma banda com maximo
em 550nm, respectivamente. Este comportamento indica a existéncia de uma
conversao interna de energia (IC) entre os estados eletronicos excitados S2 e Si.
Dessa forma, pode-se inferir que a emissao da nicotina ocorre em forma de casca ta,
a partir do estado excitado S2, mediada por uma sucessdo de processos nao-

radiativos, como ilustrado no diagrama de energia da figura 24.
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Figura 24: Espectros de excitacéo (linhas soélidas) e de emissao (linhas tracejadas)

da nicotina.
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4.2.10.6 FOTOLUMINESCENCIA DO NIC@MCM48:Eu

A fotoluminescéncia do NIC@MCMA48:Eu evidencia, através dos perfis
espectrais de excitacdo e emissdo, a presenca da nicotina e dos fons Eu3®'. Os
espectros de excitagdo nas figuras 25 e A6.1 apresentam as transicoes
intraconfiguracionais 4f-4f dos ions Eu®** e n—n* das moléculas de nicotina,
respectivamente. Os espectros de emissao nas figuras 25 e A6.1, mostram perfil
espectral formado por amplitudes de emissdo da nicotina e fons Eu3*. Tal como
verificado para o CAF@MCM48:Eu, as intensidades relativas das transicées °Do—F1,
5Do—F2 e °Do—'F4 do ions Eu®*, em relacdo ao nanoMCM48:Eu, sugerem pequenas
alteracGes no seu ambiente de simetria, por conta da interacdo com a cafeina. A partir
dos espectros de excitacdo e emissao (figura A6.1), verifica-se que por conta da
interacdo com a nanoparticula nanoMCM48:Eu, os niveis de energia da nicotina

apresentaram um aumento de energia em relacdo a nicotina pura.
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Figura 25: Fotoluminescéncia do sistema com NIC@MCM48:Eu monitorando a

emissdo em 613nm e a excitagdo em 393nm.
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4.2.10.7 FOTOLUMINESCENCIA DO CAFNIC@MCM48:EU

A figura 26 apresenta o0s espectros de emissdo do compdsito
CAFNIC@MCM:Eu, sob excitacdo em 300 (linha vermelha), 394 (linha preta) e 430
nm (linha azul). Verifica-se que o perfil espectral de emisséo € sintonizavel através do
comprimento de onda de excitacdo, e que o perfil apresentado corresponde a emissao
de espécies emissoras diferentes. Quando excitado com 300 e 430 nm, verifica-se a
predominancia das amplitudes de emissdo da nicotina. As mudancas nestes perfis,
em relacdo ao compoésito NIC@MCM:Eu, sugere mudancas nas interacdes
intermoleculares. A emissao com excitacdo em 394 nm apresenta o mesmo perfil
espectral do compédsito CAF@MCM:Eu, em que sdo observadas amplitudes de
emissdo da cafeina e dos fons Eu®*. As intensidades relativas das linhas de emisséo
associadas aos ions Eu®*, sofreram menores variagdes neste compdésito que nos

materiais hibridos anteriores.
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Figura 26: Fotoluminescéncia do sistema CAFNIC@MCMA48:Eu excitados em
394,300 e 430nm.
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Na tabela 5 encontra-se os valores do decaimento radioativos no qual os
valores de tempo de vida foram determinados pela curva do decaimento exponencial
presentes nas figuras do apéndice A2. Devido os matérias apresentarem dois valores de
tempo de decaimento ndo foi possivel calcular as eficiéncias quanticas das espécies. No
entanto, o decaimento radioativo com os ativos adsorvidos, observa-se os tempos de vida
da cafeina e da nicotina sdo bem superiores quando 0 0s materiais sdo excitados ion
eurdpio (ll1), e um tempo de vida curto quando se faz o monitoramento nos ativos,

evidenciando a existéncia dos ativos adsorvidos na nanoparticula.

Tabela 5: Tempo de decaimento dos ativos puros e dos mesmos adsorvidos no
nanoMCM48:Eu

AMOSTRAS Aex Aem T1 T2
(nm)  (hm)  (us)  (ps)
CAFEINA 315 333 7,4 1,08
NICOTINA 394 555 1,54 12,94
nanoMCM48:Eu 394 612 124,2 516,34
2,0
CAF@MCM48:Eu 394 612 8584 8585
350 405 7.8 1,98
NIC@MCM48:Eu 393 613 250 357,55
380 440 12,0 2,1
CAFNIC@MCM48:Eu 395 612  470,0 55,28
380 430 12,1 2,1

4.2.11 CINETICA DE LIBERACAO CONTROLADA

4.2.12 CINETICA DE LIBERACAO CONTROLADA DA CAFEINA, NICOTINA E DA

MULTIDROGA

Na figura 27 (a) na liberacdo da cafeina no sistema CAF@MCMA48:Eu,

apresentou um pico maximo em 4hs no qual registrou 85,8% de massa liberado de
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cafeina, saturando o sistema em 24 hs com aproximadamente 79% da cafeina
liberada no sistema. No grafico (b) da figura 21 referente a NIC@MCMA48:Eu foi
observado no periodo de 12 hs um uma liberacdo de 57% da nicotina saturando o
sistema em 24hs, no qual houve 60% do ativo liberado. No que tange a multidroga
CAFNIC@MCM48:Eu monitorando a absorbancia na nicotina apresentado no gréfico
(c) da figura 27, houve uma liberacdo de 57% do ativo no periodo de 12 hs,
comportamento bastante semelhante ao sistema NIC@MCMA48:Eu. Sobre a cafeina
na multidroga a mesma foi sobreposta pela banda da nicotina ndo sendo possivel
monitora-la por UV-vis.
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Figura 27: Cinética de liberacdo: (a) cafeina ; (b) nicotina e (c) da nicotina na
multidroga. Sistemas monitorados em 24 horas e 12hs sob agitacdo de 100 rpm em
meio PBS.
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4.3 CONCLUSOES

Baseado nas caracterizacGes, a sintese da nanoparticula foi satisfatoria,
obtendo um tamanho aproximadamente 100 nm, 0 que torna promissor no que tange
a entrega controlada de farmaco no cérebro.

As adsor¢cbes dos ativos no nanoMCM48:Eu mostraram extremamente
eficazes, obtendo um material com mais de 97% dos ativos na nanoparticula.

As caracterizacdes por TGA. DRX. FTIR mostraram os eventos dos ativos,
evidenciando sua existéncia na silica mesoporosa, o MEV e MET foram importantes
ao elucidarem a morfologia dos materiais isolados e adsorvidos.

A fotoluminescéncia do nanoMCMA48:Eu confirmou as transicdes do ion
europio Eu(lll), afirmando o sucesso na dopagem. Baseado nos estudos
fotoluminescéncias é sugerivel que a nanoparticula seja promissora frente a entrega
de farmaco, uma vez que, através de suas propriedades luminescentes podem
proporcionar a nanoparticula propriedades que podem o inserir como tracador
bioldgico, possibilitando investigar o metabolismo final da silica mesoporosa no
organismo in vivo. Além disto, o perfil de emissdo dos materiais adsorvidos
(CAF@MCM48:Eu, NIC@MCM48:Eu e CAFNIC@MCM48:Eu) foram promissores,
podendo ser explorados no sentido de investigar os comportamentos dos ativos na
regido de interesse, haja vista, de acordo com os resultados obtidos a natureza de
emissao da cafeina, nicotina e do nanoMCM48:Eu apresentaram perfis diferente,
sendo possivel a monitoracédo destes de forma isolada na regido de interesse.

A cinética de liberacao do material revelou-se interessante, haja vista, garante
por até 24hs uma oferta acumulativa de 80% de cafeina e 60% de nicotina no meio

fisiologico.
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5. CAPITULO I NOVO NANO-AGREGADO
SUPRAMOLECULAR DE CURCUMIN-CUCURBIT[7]URIL:
SINTESE, PROPRIEDADES FOTOFISICAS E AVALIACAO
DA BIOCOMPATIBILIDADE
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5.1 MATERIAS E METODO
Neste capitulo serd apresentada a complexacdo da curcumina no
curcubit[7]uril objetivando melhorar a biodisponibilidade do farmaco. Entretanto, para
a sintese foi utilizado os reagentes apresentados na tabela 6.

5.1.2 MATERIAIS E REAGENTES

Tabela 6: Reagentes utilizados na sintese do complexo.

Composto Formula Procedéncia Pureza
molecular

Curcubit[7]uril hydrate Ca2Ha2N25014 Sigma-Adrich Contém

acido de

cristalizagéo

Fron Curcuma long ( C21H2006 Sigma-Adrich -
tumeric)
Metanol CH30H Dinamica P.A.

5.1.3 SINTESE DO NANO-AGREGADO CURCUMINA-CBJ[7]

Foi utilizado uma propor¢do molar de 1:1 de curcumina e Curcubit[7]uril
(CBJ[7]). Para a preparacédo do material, o farmaco foi diluido em 6 mL de alcool etilico,
em seguida o CBJ[7] foi adicionado a solucdo. A amostra ficou em agitacdo constante,
a temperatura ambiente, por 24 horas. A mistura foi centrifugada a 12000 rotacdes
por minuto (rpm) por 20 minutos e o solido foi seco a temperatura ambiente, para

posterior analise.
5.1.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA A FOTOLUMINESCENCIA
As andlises das amostras foram realizadas em meio fisiolégico e em

temperatura ambiente. Foi adicionado 1 mg de curcumina, curcubit[7]uril e do

complexo curcumina@CB[7] em 2 mL de solucdo tampéao fosfato (PBS, 0,1 M, pH
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7,2). As amostras foram agitadas no ultra-sbnico por 5 minutos e em seguida

realizadas as medidas.

5.1.5 CARACTERIZACAO

5.1.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA-TGA

Fabricado pela Shimadzu modelo DTG-60H com os parametros da analise no

intervalo de 10°C por minuto em atmosfera de nitrogénio.

5.1.7 DIFRACAO DE RAIOS-X

Fabricado pela Shimadzu modelo XRD — 6000, radiacdo de Cu-Ka = 1,54056 A, a 40
kV e com um, filamento de 30 mA com filtro de Ni), nos parametros com passo de
0,01°, tempo de aquisi¢cao de 1 segundo e janela angular (20) de 1°-25°. Esta analise

foi realizado no CETENE Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste

5.1.8ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

Os espectros de absorcédo na regido do infravermelho, foram obtidos a temperatura
ambiente em um espectrometro Os espectros de absorcédo na regido do infravermelho,
foram obtidos a temperatura ambiente em um espectrometro FT-IR fabricado pela
PerkinElmer modelo Spectrum 400, no intervalo de 4000 cm a 400 cm, usando
pastilha de KBr.

5.1.9 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR -RMN
Essa medida foi realizada no aparelho Agilent300-vnmrs300.

5.1.10 ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA

As propriedades fotoluminescentes (espectros de excitacdo e emissao, e tempo de

vida do estado excitado) dos materiais produzidos neste trabalho foram realizadas em


https://www.cetene.gov.br/
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um espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-3 ISA. O aparelho é
equipado com monocromador duplo de excitacdo e de emissao, modelo FL-1039/40.
Lampadas continua de xenénio com poténcia de 450 W e pulsada de xénon de 150
W, fotomultiplicadora R928P. Os dados foram coletados em um &ngulo de 90°, em

relacdo ao feixe de emisséo.

5.1.11 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para determinar O CUR, CB [7] ou CUR-CB [7] se afetam a viabilidade celular,
as células A549 foram tratadas com diferentes concentracdes (5, 25 e 50 ug / mL) de

cada amostra durante 24 h e a viabilidade foi avaliado utilizando um ensaio MTT.



68

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Na andlise termogravimétrica do CB[7] (figura 29) observamos trés eventos,
0 primeiro acontece entre a regido de 28-120°C, que é atribuido a agua, na regiao
entre 349-374°C observa-se 0 segundo evento em que o CB [7] decompde-se
ligeiramente, antes da destruicdo macrociclo (MOHAN et al., 2012) na regido entre
374-454°C temos eventos atribuidos ao produto de degradacdo da estrutura ciclica
do CBJ[7], em 800°C a sobra de massa de 15%, no qual, podemos atribuir o restante
do produto de degradacdo, pode ser referente ao carbono (C)) resultado da
degradacéo.

Na curcumina (CUR), observamos uma estabilidade térmica que vai de 25 a
215°C, a partir desta ultima temperatura até 420°C apresentou o primeiro evento de
degradacdo de 44% do farmaco, isso mostra a que o farmaco, in natura, apresenta
uma boa estabilidade térmica.

Ao nano-agregado CUR-CB[7] observa-se nos primeiros eventos,
comportamento semelhante ao do CB[7] na regido em que sua degradacéo comeca,
em torno de 350-484°C com perca de massa de aproximadamente 48,6%, esse
evento pode ser atribuido a degradacédo do CBJ[7], no intervalo de 448-800°C houve
uma perda de massa de 25,3% que pode ser atribuido a perda de massa tanto do
CBJ7] quanto da curcumina.
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Figura 29: Termogravimetriado CUR, CB[7] e nano-agregado CUR-CB[7] no intervalo

de 10°C por minuto em atmosfera de nitrogénio.

5.2.2 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

O difratograma da curcumina (figura 29) revela estruturas cristalinas
definidas, ja o CB[7] revela uma estrutura amorfa (figura 31).Em relacdo ao complexo,
temos uma estrutura amorfa, este comportamento sugere que o curcumin foi
complexado ao CB[7], este fendbmeno que corrobora com outros trabalhos de
complexo de inclusdo(MOHAN et al.,2012 e MA et al., 2013).Nesse caso, o fenbmeno
de complexacéo estd associado ao aumento do grau de amorfizacdo das substancias

envolvidas na formacgdo do complexo no estado solido.
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Figura 30: DRX do CB[7], CUR e do nano-agregado CUR-CBJ7], radiagdo de Cu-Ka

=1,54056 A, a 40 kV.

5.2.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA EM
FOURIER-FTIR

A curcumina (CUR) exibiu uma banda de absorcdo em 3516 centimetros*(cm-
1) atribuido a vibracéo da hidroxila (OH) do grupo fendlico. A banda de 2841 cm 1,é
atribuido ao estiramento do C-H referente ao carbono sp®. No espectro aparece uma
banda de absorcdo agudas na regido de 1600 cm™, este é referente ao alongamento
de vibragbes do anel benzeno (alongamento vibragbes do anel benzeno), em 1507
cm! atribuido as vibracdes (C-C), 1435 centimetros-1 (C-H vibracédo de flexédo) e 1276
cm? (C-O vibracéo alongada da ligagdo C-O do anel aromatico), as banda na faixa e
854cm é atribuido ao dobramento do =C-H(YALLAPU et al., 2010). Em relagéo ao
CBJ[7] temos picos caracteristicos em 1751 cm™ e 1474 cm™! correspondentes a C =
O e NC.
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No espectro do complexo de inclusdo ndo é possivel observar os picos
caracteristico do CUR, o que é provavelmente devido a sobreposicdo dos picos

existentes em ambas as moléculas.
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Figura 31: Espectro de infravermelho a temperatura ambiente obtido em pastilha de
KBr do (a) Curcumina, (b) CB[7] e (c) curcumina@CBJ7].

5.2.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A espectroscopia de *H RMN foi utilizada para a investigacédo estrutural do
nano-agregado supramolecular denominado CUR-CB[7]. Em primeiro lugar, os
espectros de RMN de 'H de CUR e CUR-CB [7] em DMSO-d6 foram obtidos apds
uma hora (Figura 32).

A molécula de curcumina existe na forma de tautdbmero de (B-ceto-enol (ver
Figura 32).
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(A) (B)

Figura 32: Equilibrio quimico da molécula da curcumina.

Foram observados onze sinais no espectro de RMN de 'H de CUR-CB[7], com
oito sinais atribuidos a curcumina-6 9,65 ppm (s,2H), 7,53 ppm (d,15,9 Hz, 2H), 7,30
ppm (d, 1,8 Hz, 2H), 7,14 ppm (dd, 8,1 e 1,8 Hz, 2H), 6,81 ppm (d, 8,1 Hz, 2H), 6,74
ppm (d,15,9 Hz,2H), 6,05 ppm (s,1H) e 3,82 ppm (S,6H); E outros trés sinais atribuidos
a CB[7] - 55,64 ppm (d,14,4 Hz,14H), 5,37 ppm (s,14H) e 4,15 ppm (d,14,4 Hz,14 H).
Também ha um sinal em 810,1 ppm, o que € atribuido ao grupo enol. Este
deslocamento quimico é devido a formagdo de uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular. No entanto, sua area de integracao € inferior a uma, sugerindo que ha
uma troca quimica com a agua. De acordo com os espectros de RMN de 'H de CUR
e CUR-CBJ7], a forma ceto-enol é predominante. O sinal a 6,05 ppm (presente em
ambos) pode ser atribuido ao grupo =CH vizinho ao grupo carbonilo, que ndo esta
presente na forma beta-dicetona. Finalmente, as areas de integracdo sugerem que
curcumina e CB[7] estdo presentes no arranjo supramolecular, com quantidades
equimolares.

Considerando apenas os sinais atribuidos a curcumina, a principal diferenca
observada nos espectros esta na regiao entre d 10,5 ppm e & 9,0 ppm. No espectro
de curcumina livre, ha um sinal largo centrado em 69,60 ppm. Este sinal pode ser
atribuido a trés grupos hidroxilo (um enol e dois grupos de fendis) presentes na
estrutura do farmaco. Por outro lado, o espectro do CUR-CB [7] mostra um singlelet
bem definido a 89,65 ppm e um sinal forte centrado em & 3,3 ppm, atribuido a agua.
Isso indica que esses nucleos de hidrogénio, em curcumina livre, sdo intercambiaveis,
ampliando assim o sinal. Esta troca quimica também ocorre com os ndcleos de
hidrogénio da agua. A mudanca de perfil observada no espectro do complexo, em
relacdo ao espectro de RMN de curcumina livre, indica que esses nucleos de

hidrogénio (fendis e enol) estdo fazendo a troca quimica com mais dificuldade,
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levando a concluséo de que os trés grupos hidroxilo sdo estéricamente impedido na
estrutura do complexo. Além disso, ndo foi observada a interacdo NOE a partir de
ndcleos de hidrogénio aromaticos e/ou olefinicos com sinais atribuidos a CBJ7],
descartando a possibilidade de formagdo de um complexo de inclusdo. Mas a
intervencdo na dindmica da troca quimica observada indica que h4 uma interacao
quimica entre CUR e CB[7].

CUR-CB|[7] in DMSO-d6

CUR in DMSO-d6

Figura 33: H'RMN do composto nano-agregado a partir das interacdes entre a

curcumina complexado no CB [7] (CUR-CB[7]) e a curcumina (CUR).

Para investigar a formagédo potencial de um agregado auto-montado, o
experimento denominado Spectroscopy Ordered Diffusion (DOSY) (Figura 33) foi
conduzido. Curcumina e CB[7] tém cada um um raio hidrodinamico diferente, o que
implica que eles tém diferentes coeficientes de difusdo. Mas, se ambos, CUR e CBJ7],

estdo em um arranjo supramolecular, eles terdo coeficientes de difuséo iguais.
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Figure 34. Experimento de RMN *H RMN do complexo CUR-CB[7] em DMSO-d6. O

coeficiente de difusdo (D) é 10-10 m?.st
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Figura 35: Composto nano-agregado a partir das interagdes entre a curcumina e o
CB[7]

5.2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E DE TRANSMISSAO
(MET)

As morfologias do complexo CUR, CB [7] e CUR-CB [7] foram avaliadas por
SEM e TEM, como mostrado nas Figuras 35 e 36 respectivamente. A micrografia MEV
para CB[7] mostra aglomerados sem forma, tipicamente observados para materiais
amorfos corroborando com o resultado de DRX. A CUR aparece como a morfologia
da haste, enquanto que a aparéncia morfolégica do complexo CUR-CB [7] mostra um
agregado de particulas de tipo amorfo de forma irregular, semelhante ao apresentado
por CB [7].
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Figura 35: MEV das imagens de CB[7], CUR e CUR-CBJ[7].

As imagens de microscopia eletrénica de transmisséo (TEM) do representante
CUR-CB [7] (figura 36) elucidaram que os coloides obtidos exibem uma morfologia de
nanoparticulas indefinida e aleatorizada. Os tamanhos de nano-agregados obtidos
sdo pequenos o suficiente para facilitar a circulacao na corrente sanguinea e, portanto,

podendo ser apropriados para aplicagdes in vivo.

S = .«

Figura 36: imagens de TEM de CUR-CB [7] (a) e fotografia da disperséo coloidal em
PBS (pH = 7.2) do CUR-CB [7] e CUR (b), respectivamente, sob incidéncia do ponto

laser .
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5.2.6 ESPECTRO DE FOTOLUMINESCENCIA DO CB[7], CURCUMINA E DO
NANO-AGREGADO CUR-CB[7]

As propriedades fotoluminescentes do CBJ[7], curcumina e CUR-CB[7] foram
investigadas a temperatura ambiente e em meio fisiolégico (PBS, 0,1 Mol.L, pH 7,2)
. Nas figuras 37, 38 e 39 apresentam 0s espectros de excitacdo e emissao, e um
diagrama de energia ilustrando os principais processos eletrénicos envolvidos na
luminescéncia destes materiais. A suspensdo do CB[7] apresenta maximos de
excitacdo e emissao em 320 e 380 nm, respectivamente. Estas bandas estao
associados as transigfes eletrbnicas So—Si1 (0—0*), para a absorgédo, e S1—So
(0*—0), para a emissao, como ilustrado do diagrama de niveis de energia (figura
35(a)). Nestes espectros, além das bandas de excitacdo e emissdo associadas ao
CB[7], também se verificam bandas relacionadas ao espalhamento Raman da agua
(A etal., 2014).
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Figura 37: Espectro de excitacdo e emissao e diagrama de nivel de energia do CB[7].

A partir do diagrama de niveis de energia (figure 38), proposto para este
composto, tem-se que a emissdo ocorre em cascata, a partir do nivel de energia
excitado Sz para o de nivel fundamental (So), além da emisséo decorrente da
relaxacdo radiativa entre estes dois niveis excitados. Além das desativacoes

radiativas, a ocorréncia de relaxagOes ndo-radiativas do estado excitado e conversao
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interna (IC) sé@o inerentes a este sistema. O espectro de emissao (figura 38), com
excitacdo em 310 nm, apresenta emissdes em 440 e 555 nm associados as transicoes
S2—So e S1—So, respectivamente. A emissdo em 975 nm esta relacionada ao
decaimento radiativo associado a transicdo S:—Si1. O grande deslocamento Stokes
para comprimentos de onda maiores (red shift) indica um grande deslocamento entre
0s minimos das superficies de potencial dos estados eletrdnicos fundamental e

excitado, devido a estabilizacdo deste estado excitado por interagcdes com o solvente.
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Figura 38: Espectro de excitacdo e emissdo e diagrama de nivel de energia da

Curcumina.

A absorcdo do nano-agregado CUR-CBJ7], apresenta bandas relacionadas
apenas a curcumina, nas mesmas posi¢cdes relatadas acima. Com transicoes
centradas em 261, 352 e 423 nm. A fotoluminescéncia do CUR-CB[7] sugere a
formacao do complexo, haja vista, pelas transferéncias de energias apresentados na
espectroscopia, dessa maneira os resultados corroboram com os resultados obtidos
no RMN. O espectro de emissdo da CUR-CBJ7] (Figura 38), adquirido com excitacao
em 318 nm, apresenta trés bandas com maximos em 370, 542 e 770 nm. Este perfil
espectral evidencia uma relacdo sinérgica entre os compostos CB[7] e curcumina,
através de mudancas nas intensidades relativas das bandas de emisséo e
deslocamentos em seus maximos, com rela¢cdo aos compostos CBJ[7] e CUR isolados.
A primeira banda de emissdo € composta pela co-fluorescéncia da CB[7] e do
curcumina, a partir dos estados excitados Si1 e Sz, respectivamente. Estes estados

eletrbnicos excitados, sdo ressonantes e permitem transferéncia de energia néo-
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radiativa entre os dois sistemas moleculares, no complexo CUR-CBJ[7]. A partir da
populacdo do primeiro estado excitado da curcumina, além dos mecanismos ja
descritos, podem ainda ocorrer a relaxacdo ndo radiativa para o estado excitado Si
(IC) ou ainda a relaxacéo radiativa para este mesmo estado excitado, resultando na
emissao em 770 nm.

Estes processos populam o estado excitado Si1, que por sua vez decai de
forma radiativa para o estado fundamental So, resultando na emissdo em 545 nm. A
partir da estrutura proposta para o complexo CUR-CB[7] (Figura 39) e mudancas no
perfil espectral da emissédo, podemos inferir que o isolamento da curcumina,
promovido pela CB[7], faz com que as moléculas do solvente n&o interajam
diretamente com a curcumina, e desta forma o estado eletrdnico molecular excitado
da curcumina, no complexo, seja menos estabilizado que o a curcumina isolado.
Adicionalmente, podemos inferir que a distribuicdo da densidade eletronica do estado
molecular excitado da curcumina encontra-se bem deslocalizada/ distribuida em toda
a molécula. Adicionalmente, temos que esta grande diferenca entre as regides
espectrais de excitacdo e emissao (near infrared) mostra as propriedades miltimodais

deste sistema.
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Figure 39. Espectro de excitacdo e emissao e diagrama de nivel de energia do CUR-
CB[7] .

5.2.7 EFEITO DE CUR, CB[7] E CUR-CBJ[7] SOBRE VIABILIDADE EM CELULAS

A549
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Para determinar se CUR, CB [7] ou CUR-CB [7] afetam a viabilidade celular,
as células A549 foram tratadas com diferentes concentracgdes (5, 25 e 50 ug/ mL) de
cada amostra durante 24 h e a viabilidade Foi avaliado utilizando um ensaio MTT.
Conforme mostrado na Figura 10, n&o foram observadas alteragdes significativas na
viabilidade das células A549 em todas as concentragdes testadas para CUR, CB [7]
ou CUR-CB [7]. Portanto, o efeito insignificante de CB[7] na viabilidade celular
sustenta seu uso para melhorar a solubilidade da molécula hospedeira sem afetar

suas propriedades bioldgicas.
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Figura 40. Efeito de CUR, CB [7] e CUR-CB [7] sobre a viabilidade das células A549.
Cada barra representa a porcentagem média + média de erro padréo (S.E.M) de trés
experimentos independentes em comparacdo com células ndo tratadas (viabilidade
100%).
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5.2.8 CONCLUSOES

Neste trabalho, descrevemos uma abordagem experimental simples para a
obtencdo do Nano-agregado supramolecular CUR-CB[7], com relac&o
estequiométrica 1:1 CUR/CBJ7], claramente evidenciada por 'H-RMN, FTIR e
espectroscopia de luminescéncia. A mudanca de sinal amplo entre 10,5 e 8 9,0 ppm
na RMN de 'H de CUR, atribuida a trés grupos hidroxilo (um enol e dois grupos fendis),
para um singlete bem definido a 9,65 ppm na RMN de 1H de CUR- CB [7] juntamente
com o experimento DOSY, foram utilizados como evidéncia da formacéo do agregado
supramolecular entre curcumina e urina de cucurbit[7]uril.

Esta disposicdo supramolecular promove um aumento na solubilidade e
estabilidade da CUR sem afetar as propriedades bioldgicas das células A549. O
padrdo XRD de CUR-CB[7] é semelhante a fase amorfa apresentada por CB[7] e ndo
apresenta fase cristalina polimoérfica de CUR. A imagem SEM exibiu aglomerados
tipicamente amorfos com morfologia indefinida, bem como aqueles exibidos por CB[7]
e distintos da morfologia da haste apresentados pela CUR. Notavelmente, CUR e CUR
* mostram bandas de fluorescéncia que derivam das transi¢ées S2 —S0 e que néo
seguem a regra de Kasha. O NIR, devido a transi¢cOes eletrOnicas entre estados
excitados, de CUR e CUR *, permite que este material seja usado como uma sonda
luminescente para monitorar seu rastreamento e imagem in vivo e a integridade

estrutural através de uma mudanca no comprimento de onda maximo de emisséo.
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6 CONCLUSOES GERAIS

No capitulo | obtivemos com sucesso a nano silica mesoporosa dopado com
ion Europio (nanoMCM48:Eu) com tamanho aproximadamente 100nm, possibilitando
incrustacéo de ativos (figura 40a).

A dopagem pode proporcionar a nanoparticula propriedades terandsticas, no
sentido do mesmo funcionar como veiculo de ativo na regido de interesse, assim
como funcionar como tracador biolégico, visto que, suas propriedades luminescentes
sugerem ao nanoMCM48:Eu a possibilidade de investigar sua metabolizacdo no
organismo in vivo (figura 40a). Além disso, a fotoluminescéncia pode ser Gtil na
investigacdo do comportamento dos ativos e da nanoparticula separadamente in situ,
haja vista, como ja foi discutido, a natureza de emissdo destes apresentam
comportamentos diferentes.

No nanoMCMA48:Eu as caracterizagOes elucidaram excelente interacdo dos
ativos havendo adsorc6es de mais de 97%. A oferta destes ativos em meio fisiolégico,
apresentaram comportamento interessante, na qual, houve liberacdo de 85,8% de
cafeinano CAF@MCM48:Eu , 57% da nicotina no NIC@MCM48:Eu e 57% de nicotina
no CAFNIC@MCMA48:Eu .

No capitulo Il a sintese de obtencdo do nano-agregado ocorreu com sucesso,
obtendo um material apresentando caracteristica fotoluminescentes promissor. O
perfil de emissdo do complexo relevou o comportamento de emissao da curcumina
complexada ao curcubit[7]uril, este mostrou-se diferente da mesma ndo complexada,

esse comportamento € semelhando a uma chave optica
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0 Ativo (a) (b)

Figura 41: llustracdo dos sistemas preparados no trabalho (a) ativos adsorvidos no
nanoMCM48:Eu (b) nano-agregado formado com curcumin e curcubit[7]uril.
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7 PERSPECTIVAS

v" Investigar a citotoxicidade in vitro dos materiais;

v' Investigar in vitro a eficiéncia dos materiais na passagem da barreira
hematoencefalico;

v Investigar a funcionalidade luminescente do nanoMCM48:Eu no sentido da
sua metabolizacao in vivo;

v" Validar um método de quantificacdo dos ativos por HPLC;

v"Investigar em modelos de Alzheimer em ratos a eficiéncia dos ativos adsorvidos
na naoparticula e no composto supramolecular;

v Estudar a fotoluminescéncia in vivo no sentido de estudar os comportamentos

propostos neste trabalho;
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APENDICES

APENDICE 1: ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS) DA SILICA
MESOPOROSA nanoMCM48:Eu.
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Figura Al.1: EDS do MCM48:Eu realizado no equipamento Microscépio eletronico de
transmissao FEI de 200kV, modelo Tecnai20, emissor LAB6 ou W, médulo EDAX,
tomografia Xplore3D, suporte de aquecimento controlado. EDS revela  0s  picos
reverente ao oxigénio e o silicio predominante, atribuidos ao Oxido de silicio
responsaveis pela estrutura da manoparticula. Na regido de 5,83 temos o pico

atribuido ao ion europio Eu(lll).



APENDICE 2: Curvas de decaimento radiativo do nanoMCM48:Eu da cafeina,

nicotina e destes ativos adsorvidos na nanoparticula.
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Figura A2.2: Curva de decaimento radiativo para a cafeina, utilizando Aex = 315nm

rem = 333 nm.
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Figura A2.3: Curva de decaimento radiativo para a nicotina, utilizando Aex = 394nm
Aem = 555 nm.

D

O~

N
Q

g 0 Q 26
g ‘O \O.‘o
©
o O~
7) 0™
§ ’ O"O"Q'-—o
3 Caf@MCM48:Eu 00 00 'O
9 | 1,=8585us

1, = 85,84us

R’= 0,98555

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Tempo (ms)

Figura A2.4: Curva de decaimento radiativo para o CAF@MCM48:Eu, utilizando Aex
=394nm Aem = 612 nm.
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Figura A2.5: Curva de decaimento radiativo para o CAF@MCM48:Eu, utilizando Aex
=350nm Aem = 405 nm.
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Figura A2.6: Curva de decaimento radiativo para o NIC@MCM48:Eu, utilizando Aex
=393nm Aem = 613 nm.
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Figura A2.7: Curva de decaimento radiativo para o NIC@MCM48:Eu, utilizando Aex

= 380nm Aem = 440 nm.
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Figura A2.8: Curva de decaimento radiativo para o CAFNIC@MCM48:Eu, utilizando

rex = 395nm iem = 612 nm.
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Figura A2.8: Curva de decaimento radi
Aex = 380nm rem = 430 nm.

APENDICE 3:

ativo para o CAFNIC@MCM48:Eu, utilizando

CINETICA DE LIBERACAO DA CURCUMINA EM MEIO

FISIOLOGICO SEM PROTEINA BOVINA-BSA.

7

Farmaco Acumulado (%)
[¥5] B ()]

18]

Figura A3.1 : Cinética de liberagao

6
Tempo (h)

8 10 12

controlada do curcumin em PBS a 36°C

complexado ao CBJ[7], pontos oscilando decorrente da degradacdo do curcumin no
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meio PBS. O curcumin liberado apresenta uma instabilidade nas primeiras horas,

porém, o complexo mantém liberando o farmaco pelo tempo monitorado (12h).

APENDICE 4: MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E DE
TRANSMISSAO DA CURCUMINA, CB[7] E DO COMPLEXO

b-Curcumin

d-CB[7] e-Curcumin

Figura A4.1 : Imagens de microscopia eletrbnica de transmissao TEM (a),(b) e (c) e
microscopia eletrénica de varredura MEV (d), (e) e ( f) dos sistemas. A morfologia
apresentado no aglomerado do complexo é semelhante ao do CBJ[7], o que corrobora

com o XRD no que tange o aspecto amorfo do complexo.

APENDICE 5:~ABSORBANCIA NO UV-VIS DA CURCUMINA APOS A CINETICA
DE LIBERACAO EM MEIO FIOLOGICO COM 2% DE PROTEINA BOVINA-BSA E
A CURCUMINA IN NATURA.
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Figura A5.1: Monitoracdo da curcumina no UV-vis. (a) curcumina monitorado no meio
PBS com proteina bovina a 36°C na cinética de liberacdo complexado ao CBJ[7]. (b)
Curcumina in natura diluido no meio PBS com proteina bovina a 36°C monitorado e

monitorado no UV-VIS.

APENDICE 6: FOTOLUMINIESCENCIA DO NIC@MCM48:EU

ExXEm485
—— EmEx385
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Figura A6.1: Fotoluminiescéncia do sistema NIC@MCM48:Eu monitorando a

emissdo em 385nm e a excitacdo em 385nm



