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RESUMO

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) tém sido amplamente estudadas em fun¢ao de
suas propriedades estruturais singulares. Plataformas terapéuticas baseadas em MSNs
apresentam vantagens relevantes, como controle preciso de tamanho e morfologia, baixa
toxicidade, excelente biocompatibilidade, estabilidade em condigdes fisiologicas e alta
biosseguranga, tornando-as promissoras para aplicagdes clinicas. O acido ferulico (AF), por
sua vez, apresenta reconhecido potencial anti-inflamatdrio e efeitos moduladores em multiplas
vias de sinalizagdo, sendo descrito como neuroprotetor em modelos animais de doengas
neurodegenerativas. Neste contexto, a presente dissertagdo teve como objetivo sintetizar e
caracterizar nanoparticulas de silica mesoporosa do tipo MCM-48, bem como avaliar sua
aplicagdo como sistema carreador de AF em estratégias terap€uticas voltadas para transtornos
depressivos. As nanoparticulas foram obtidas pelo método de Stober modificado e
posteriormente funcionalizadas com 3-(aminopropil)trietoxisilano (APTES), visando aumentar
a afinidade com o composto bioativo. A caracterizagdo foi conduzida por meio de diversas
técnicas analiticas, incluindo microscopia eletronica de varredura (MEV), difragdo de raios X
(DRX), espectroscopia no infravermelho (FTIR), andlises térmicas (TG/DTG/DSC),
determinagdo do potencial zeta, indice de polidispersdao (PDI) e analise de area superficial
especifica (BET). A adsorcao do AF foi confirmada por espectroscopia, € a citotoxicidade foi
avaliada em células endoteliais cerebrais primarias de camundongo e na linhagem humana
HBMEC, submetidas a diferentes tempos de incubacdo e concentracdes. Os resultados
demonstraram que a MCM-48 encorajam a boa biocompatibilidade e que a conjugagio MCM-
48-AF promoveu efeitos positivos na viabilidade celular, especialmente apds 24 horas de
incubagdo na concentracao de 100 pg/mL, superando, em alguns casos, a eficacia do AF livre.
Além disso, ensaios de permeabilidade simulando a barreira hematoencefalica, com marcacao
por rodamina 6G, evidenciaram a reten¢do das nanoparticulas no filtro, restringindo sua
passagem. Embora os resultados obtidos sejam encorajadores quanto a biocompatibilidade e
ao desempenho in vitro, sdo necessarias novas investigacoes para o desenvolvimento de
métodos mais eficientes de encapsulamento ou conjugacdo, bem como a exploragdo de
diferentes matrizes ou modificagdes superficiais que favoregam a incorporacao rapida e estavel

do AF.

Palavras-chave: nanoparticulas mesoporosas; silica; acido feralico; MCM-48; citotoxicidade;

barreira hematoencefalica.



ABSTRACT

Mesoporous silica nanoparticles (MSNs) have been extensively investigated due to their unique
structural properties. Therapeutic platforms based on MSNs offer several advantages, including
precise control of size and morphology, low toxicity, excellent biocompatibility, stability under
physiological conditions, and high biosafety, making them promising candidates for clinical
applications. Ferulic acid (FA) exhibits well-documented anti-inflammatory potential and
modulatory effects on multiple signaling pathways, being reported to exert neuroprotective
effects in animal models of neurodegenerative diseases. In this context, the present dissertation
aimed to synthesize and characterize mesoporous silica nanoparticles of the MCM-48 type and
to evaluate their application as a drug delivery system for FA in therapeutic strategies for
depressive disorders. The nanoparticles were synthesized using a modified Stober method and
subsequently functionalized with 3-(aminopropyl)triethoxysilane (APTES) to enhance their
affinity for the bioactive compound. Characterization was performed using several analytical
techniques, including scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), infrared
spectroscopy (FTIR), thermal analyses (TG/DTG/DSC), zeta potential, polydispersity index
(PDI), and specific surface area analysis (BET). FA adsorption was confirmed by spectroscopic
analysis, and cytotoxicity was evaluated in primary mouse brain endothelial cells and the
human HBMEC cell line, subjected to different incubation times and concentrations. The
results demonstrated that MCM-48 nanoparticles exhibit good biocompatibility and that MCM-
48-FA conjugation produced positive effects on cell viability, particularly after 24 h of
incubation at a concentration of 100 pg/mL, in some cases surpassing the efficacy of free FA.
Moreover, permeability assays simulating the blood-brain barrier, using rhodamine 6G
labeling, revealed nanoparticle retention in the filter, limiting their passage. Although the
findings are encouraging regarding biocompatibility and in vitro performance, further
investigations are required to develop more efficient encapsulation or conjugation methods, as
well as to explore alternative matrices or surface modifications that enable rapid and stable FA

incorporation.

Keywords: mesoporous nanoparticles; silica; ferulic acid; MCM-48; cytotoxicity; blood-

brain barrier.
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1. INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) permanece como uma das principais causas de
morbidade psiquiatrica, caracterizando-se por sintomas afetivos, cognitivos e vegetativos,
incluindo tristeza persistente, anedonia, distirbios do sono, alteracdes do apetite e ideagdo
suicida (ALEXANDER; YOUNG, 2023). Entre suas manifestagdes clinicas, destaca-se a
forma resistente, denominada Depressao Resistente ao Tratamento (DRT), definida pela
auséncia de resposta clinica satisfatoria apos, no minimo, seis semanas de tratamento com
antidepressivos em doses terapéuticas adequadas (FAVA; DAVIDSON, 1996; FAVA, 2003,
2020; QUITKIN et al., 1986). A elevada prevaléncia da DRT, associada ao impacto devastador
sobre a funcionalidade e a qualidade de vida dos individuos, evidencia a necessidade urgente
de novas abordagens terapéuticas (ALEXANDER; YOUNG, 2023).

Nesse contexto, compreender os mecanismos de acesso dos farmacos ao sistema
nervoso central (SNC) torna-se essencial. A barreira hematoencefalica (BHE) exerce papel
crucial na prote¢cdo e homeostase do SNC, sendo constituida por uma microvasculatura
continua e nao fenestrada, capaz de regular de forma rigorosa o transporte de moléculas, ions
e c€lulas entre o sangue e o tecido neural (DANEMAN; PRAT, 2015). Para que compostos
atinjam o SNC, é necessario atravessar a parede vascular, a qual pode incluir células musculares
lisas e diferentes membranas basais (DRYNA et al., 2013). Essa seletividade, embora essencial
para a protecdo neural, representa um desafio significativo para a eficacia das terapias
antidepressivas.

A psicofarmacologia da depressdo tem sido explicada por trés principais eixos tedricos:
inflamatorio, glutamatérgico e monoaminérgico. No modelo inflamatorio, por exemplo, o
cérebro monitora a inflamacao periférica por vias neural e humoral. Pela via neural, citocinas
ativam nervos periféricos que transmitem sinais ao tronco encefalico; pela via humoral,
citocinas circulantes cruzam a BHE. Em ambas as situagdes ocorre ativacdo da microglia,
levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias que impactam a neurotransmissao
monoaminérgica, glutamatérgica e GABAérgica (ALEXANDER; YOUNG, 2023). Esses
mecanismos reforgcam a importancia de estratégias terapéuticas que possam atravessar a BHE
de modo eficaz.

Entre os compostos candidatos, destaca-se o 4cido ferulico (AF), um fenodlico
amplamente utilizado na medicina tradicional chinesa para o tratamento de doencas

cardiovasculares, como doenca arterial coronariana, hipertensao e aterosclerose. Seu interesse
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terapéutico advém de propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, bem como da capacidade
de modular diferentes vias de sinalizacdo celular. Estudos recentes apontam ainda efeitos
neuroprotetores do AF em modelos animais de doengas neurodegenerativas, associados a sua
elevada biodisponibilidade, longa meia-vida plasmatica e capacidade de atravessar a BHE
(THAPLIYAL et al., 2021; KUMAR; PRUTHI, 2014). Essas evidéncias sugerem potencial
promissor para sua aplicacao em terapias voltadas a depressao resistente.

Paralelamente, o desenvolvimento de nanomateriais trouxe novas perspectivas para a
area farmacéutica. As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) vém sendo amplamente
estudadas devido as suas propriedades estruturais singulares, como tamanho controlavel,
elevada area superficial, grande volume de poros e versatilidade na modificacdo quimica de
superficie. Essas caracteristicas, somadas a biocompatibilidade e biosseguranca, tornam as
MSNs promissoras tanto em estratégias de liberagdo de farmacos quanto em aplicagdes
diagnosticas, como na incorporac¢do de sondas de imagem e agentes de marcacao (SINGH et
al., 2017).

O interesse por esses materiais remonta a 1992, com a introdugo da familia M41S pela
Mobil Research and Development Corporation, obtida por meio da modelagem de cristais
liquidos. Entre suas variantes, destacam-se a MCM-41 e a MCM-48, sendo esta ultima
particularmente relevante por sua estrutura bicontinua baseada em superficies minimas do tipo
giroide. Essa configuracdo gera canais de poros interconectados, favorecendo maior interagao
com farmacos e biomoléculas (KRESGE et al., 1992; SCHUMACHER et al., 2000).

O processo de sintese dessas nanoparticulas geralmente emprega o método de Stdber,
descrito em 1968, que se fundamenta na hidrélise e policondensag@o controlada de precursores
de silica em meio alcodlico e alcalino (STOBER; FINK; BOHN, 1968). Posteriores adaptagdes
incorporaram surfactantes, possibilitando a formacao de mesoporos de 20—50 nm e expandindo
suas aplicagdes no transporte de biomoléculas. Além disso, a abundancia de grupos silanol na
superficie das particulas permite a funcionalizagdo com agentes organossilano, aumentando
sua seletividade e capacidade de adsor¢ao (SELVARAJAN; OBUOBI; EE, 2020).

Diante desses avancos, a nanotecnologia desponta como estratégia inovadora para
otimizar a terap€utica antidepressiva. A encapsulag¢do de firmacos em nanocarreadores oferece
vantagens como protecdo contra degradagdo enzimatica, aumento da biodisponibilidade,
prolongamento da circulagdo sistémica e direcionamento especifico ao SNC (FENG; JIA;
ZHANG, 2024; KHIZAR et al.,, 2023). Esses beneficios permitem superar limita¢des
farmacocinéticas  frequentemente observadas na administragio convencional de

antidepressivos.
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Assim, o presente estudo propde investigar o desempenho de sistemas nanocarreadores
contendo acido fertlico, com foco em sua permeabilidade através da BHE. O objetivo ¢
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que ampliem a eficacia do
tratamento antidepressivo, reduzam os efeitos adversos e ofere¢cam alternativas vidveis para

casos de depressao resistente ao tratamento.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR (TDM)

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um transtorno psiquiatrico comum,
caracterizado por uma variedade de sintomas afetivos, como tristeza, sentimento de culpa,
baixa autoestima e ideacdo suicida. Além disso, inclui sintomas relacionados a recompensa,
como anedonia (dificuldade em sentir prazer), sintomas cognitivos, como dificuldade de
concentracao, e distirbios vegetativos, que podem manifestar-se em alteragdes de peso, apetite,
padrdo de sono, atividade psicomotora e niveis de energia (CUI et al, 2024; MARX et al, 2023;
ALEXANDER; YOUNG, 2023; GRAY et al, 2020).

Figura 1. Média da prevaléncia de TDM em diferentes paises de acordo com sua renda
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Fonte: Adaptado OTTE et al., 2016.

Recentemente, a literatura cientifica sobre o Transtorno Depressivo Maior (TDM) tem

avangado em varias frentes, abordando novas abordagens terapéuticas, comorbidades e
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impactos sociais. Estudos recentes tém explorado opc¢des farmacoterapéuticas e intervengoes
ndo convencionais, apontando um crescente interesse em métodos alternativos, como a
psilocibina e o exercicio fisico (FRANCO et al, 2025, SOUZA et al, 2025, JOSEPH et al, 2025,
MELO et al, 2025). A prevaléncia estimada de TDM ao longo da vida é de 11%, e espera-se
que esse numero aumente nos proximos anos, influenciado por fatores ambientais, sociais €
econOmicos, além do estigma reduzido e do maior reconhecimento dos sintomas por pacientes
e profissionais de saide (ALEXANDER, YOUNG, 2023).

De acordo com a pesquisa Mundial pela Satde Mental, em um periodo de 12 meses a
prevaléncia de TDM varia significativamente entre os paises, indo de 2,2% no Japao a 10,4%
no Brasil, conforme ilustrado no gréafico da Figura 1. Apesar das variagdes, a prevaléncia de
TDM foi semelhante em dez paises de alta renda, com uma taxa de 5,5%, e em oito paises de
baixa e média renda, que apresentaram uma taxa de 5,9%. Isso demonstra que o TDM nao ¢
apenas uma condic¢do de saude relacionada ao contexto historico atual (OTTE et al., 2016).

Adicionalmente, aspectos como a idade média de inicio, a gravidade, o perfil dos
sintomas e os correlatos sociodemograficos e ambientais basicos (como sexo, educagdo e
eventos de vida) do TDM tendem a ser comparaveis entre diferentes paises e culturas. No
entanto, as discrepancias entre os paises tornam-se evidentes no que diz respeito aos recursos
e tratamentos disponiveis. Em paises de alta renda, cerca de 50 a 60% das pessoas com TDM
grave recebem tratamento adequado, enquanto em paises de baixa renda, menos de 10% dos
pacientes tém acesso a cuidados (BROMET et al., 2011; OTTE et al., 2016).

Um artigo de Franco et al. (2025) destaca a utilizacdo de abordagens mais abrangentes,
como a Estimulagdo Magnética Transcraniana (EMT) em pacientes com TDM, ressaltando a
importancia de integrar novas terapias no tratamento, principalmente para aqueles que nao
respondem adequadamente aos antidepressivos tradicionais. Viana et al. (2025) discutem a
depressdo resistente ao tratamento, sugerindo que a resposta inadequada a multiplas terapias
comuns deixa uma lacuna que precisa ser preenchida com novas opgdes terapéuticas.

Além disso, a psilocibina e o LSD estdo sendo considerados cada vez mais para o
tratamento do TDM (Souza et al., 2025; Joseph et al., 2025). Evidéncias sugerem que estas
substancias podem proporcionar alivio significativo em pacientes refratarios, indicando uma
nova area promissora para futuras pesquisas clinicas. A seguranca e a eficacia dessas
abordagens ainda requerem investigagdes mais profundas, mas elas ja estdo alterando a
percepgao sobre as opgdes terapéuticas disponiveis (LING et al, 2022; RAISON et al, 2023;
METAXA, CLARKE, 2024).
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O TDM ¢ uma condi¢ao complexa, resultante de uma interagdo entre fatores genéticos,
ambientais (como pobreza, eventos negativos recentes € maus-tratos na infancia), psicologicos
(como padrdes cognitivos) e biologicos (como vias inflamatorias ¢ de monoaminas) (MARX
etal., 2023). Ha mais de um século se sabe que o TDM tende a agrupar-se em familias. Parentes
de primeiro grau de individuos com TDM apresentam um risco trés vezes maior de desenvolver
a condi¢ado, com a hereditariedade estimada em cerca de 35%. Além disso, foi identificada uma
sobreposi¢cdo genética entre o TDM e outros transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia e
transtorno bipolar (OTTE et al., 2016).

As mulheres tém o dobro do risco de desenvolver TDM em comparag¢ao aos homens
apods a puberdade. Essa diferenga reflete a maior frequéncia de episdédios em mulheres, em vez
de uma dura¢do mais longa dos episddios, resposta diferencial ao tratamento ou taxas de
recorréncia mais altas. A idade média de inicio do TDM, em ambos o0s sexos, € de
aproximadamente 25 anos, com um pico de risco que vai da adolescéncia tardia até o inicio dos
40 anos. Essas observagoes estao alinhadas com o fato de que, especialmente em paises de alta
renda, a prevaléncia do TDM tende a diminuir modestamente com o avanco da idade apos a
transi¢do para a idade adulta (OTTE et al., 2016).

Determinantes ambientais, como a auséncia de um parceiro (por exemplo, devido a
divorcio ou viuvez) e a experiéncia de eventos negativos recentes (como doencgas, perda de
entes queridos, problemas financeiros ou desemprego), t€ém sido consistentemente associados
ao TDM em homens e mulheres. Fatores sociais, incluindo adversidades na infancia, status
socioecondmico e baixo suporte social, além de um nivel educacional reduzido, também
aumentam significativamente o risco de TDM. Contudo, a relagdo de causa e efeito entre menor
nivel educacional e o desenvolvimento do TDM ainda nao esta clara. Um estudo com 25.000
individuos sugeriu que essa relacdo pode, em parte, ser atribuida a fatores genéticos
compartilhados. Individuos com histdrico de trauma na infancia tém mais do que o dobro do
risco de desenvolver TDM. Além disso, pacientes com TDM e historico de trauma na infancia
apresentam maior gravidade dos sintomas, um curso mais dificil e menor resposta ao
tratamento em comparagao aqueles sem trauma na infancia (SEEDAT et al, 2009, OTTE et al.,
2016).

A herdabilidade do TDM ¢ estimada entre 31% e 42%, provavelmente representando o
limite inferior; o nivel de herdabilidade ¢, em geral, significativamente maior para diagnosticos
confidveis de depressdao maior ou para subtipos como a depressao maior recorrente. Em
contraste, as herdabilidades da esquizofrenia e do transtorno bipolar sdo estimadas em cerca de

70% (SULLIVAN, NEALE, KENDLER, 2000).
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A combinacgao de suscetibilidade bioldgica e fatores ambientais de risco e protecao €
fundamental na determinacao do risco de Transtorno Depressivo Maior (TDM). sendo que sua
sensibilidade e especificidade fazem sentido apenas quando sdo avaliados em pacientes com
uma apresentacio clinica especifica. E importante ressaltar que esses fatores ndo sio exclusivos
do TDM, e a presenca deles ndo garante o desenvolvimento do transtorno. As concepgdes sobre
o TDM que enfatizam a interagdo entre suscetibilidade biologica e fatores ambientais
geralmente se baseiam no modelo de vulnerabilidade-estresse, que sugere que predisposi¢cdes
genéticas, psicologicas ou bioldgicas aumentam a probabilidade de TDM, mas requerem a
exposi¢ao a estressores ambientais especificos para se manifestar (KENDLER, 2019, MARX
et al, 2023).

Além disso, evidéncias de interagdo gene-ambiente mostram que vulnerabilidade e
estressores ndo operam de forma independente. O grau de vulnerabilidade de um individuo
pode influenciar a intensidade do estresse necessario para o desenvolvimento do TDM: aqueles
com alta vulnerabilidade podem precisar apenas de um estressor leve para que o transtorno se
desenvolva, enquanto individuos com baixa vulnerabilidade podem requerer a exposicao a

estressores severos para apresentar os sintomas do TDM (MARX et al, 2023).

2.2. CARACTERISTICAS DA DEPRESSAO

Durante um episodio depressivo, uma pessoa experimenta um humor persistentemente
deprimido, caracterizado por sentimentos de tristeza, irritagdo ou vazio, além de perda de prazer
em atividades que antes eram apreciadas. Esses episodios diferem das flutuagdes regulares de
humor, durando a maior parte do dia, quase todos os dias, por pelo menos duas semanas. Outros
sintomas incluem dificuldade de concentra¢do, sentimento de culpa excessiva ou baixa
autoestima, desesperanca, pensamentos sobre morte ou suicidio, sono interrompido, alteragdes
no apetite ou no peso e fadiga intensa. A depressao pode impactar negativamente todos os
aspectos da vida, afetando o desempenho em casa, no trabalho e na escola (ALEXANDER,
YOUNG, 2023,).

Os episddios depressivos podem ser classificados como leves, moderados ou graves,
dependendo da gravidade dos sintomas e de seu impacto no funcionamento do individuo.
Existem diferentes padrdes de episddios depressivos, como o transtorno depressivo de episodio
unico, que se refere ao primeiro e Unico episddio da pessoa, o transtorno depressivo recorrente,

caracterizado por pelo menos dois episddios, e o transtorno bipolar, que envolve episddios
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depressivos alternando com periodos de sintomas maniacos, como euforia, aumento da
atividade, impulsividade e diminui¢cdo da necessidade de sono (WHO, 2023).

O TDM esta associado a anormalidades cerebrais estruturais e funcionais,
particularmente no cortex pré-frontal, cortex cingulado, hipocampo, amigdala e insula. Estudos
de neuroimagem revelam afinamento cortical e conectividade alterada em redes envolvidas na
regulagdao emocional, controle cognitivo e pensamento autorreferencial (AN et al, 2024; GRAY
et al, 2020; KAISER et al, 2015). Em termos de neurotransmissores, os episodios depressivos
de ambos os tipos mostram niveis semelhantes de dopamina e serotonina. No entanto, apenas
quatro sintomas diferenciam consistentemente os grupos: individuos com depressao unipolar
tendem a apresentar mais ansiedade, maior atividade e somatizacao, além de menos anedonia

quando comparados aqueles com depressao bipolar (CUELLAR, JOHSON, WINTERS, 2005).

2.3. DEPRESSAO RESISTENTE AO TRATAMENTO (DRT)

A depressao resistente ao tratamento (DRT) é reconhecida pela falta de uma resposta
satisfatoria ap6s um tratamento antidepressivo adequado em pacientes com transtornos
depressivos unipolares, administrados continuamente por um periodo minimo de seis semanas
(FAVA; DAVIDSON, 1996; FAVA, 2003). O tratamento medicamentoso adequado ¢
caracterizado pelo uso de antidepressivos em doses significativamente superiores ao placebo,
conforme demonstrado em estudos (QUITKIN et al., 1986; FAVA, 2003; FAVA, 2020). Outro
termo frequentemente utilizado como sindnimo de DRT ¢ "depressao dificil de tratar", que se
refere a condicdo que continua a causar um fardo significativo, mesmo com o tratamento
convencional. A alta prevaléncia e a carga associada a DRT, juntamente com as dificuldades
gerais relacionadas ao transtorno depressivo maior (TDM), ressaltam a necessidade urgente de
desenvolver novas terapias antidepressivas (ALEXANDER; YOUNG, 2023).

Além disso, a definicdo funcional de resisténcia ao tratamento inclui requisitos
adicionais, como um diagndéstico preciso de transtorno depressivo unipolar, o uso de medidas
de desfecho vélidas, a adesdo do paciente ao tratamento € o monitoramento dos niveis
sanguineos dos antidepressivos. Uma vez que essas exigéncias sejam exploradas, a depressao
resistente ao tratamento pode ser diagnosticada de forma clara ap6s a falha em responder a pelo
menos um teste com antidepressivos em doses padrao (FAVA; DAVIDSON, 1996).

O que se entende por resposta inadequada tem gerado intensos debates na area, e a

maioria dos especialistas desde os anos 2000 concorda que isso se refere a incapacidade de
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atingir a remissdo. Embora a abordagem inicial sobre resisténcia ao tratamento tenha focado
na nao resposta — como pacientes que relatam pouca ou nenhuma melhora com medicamentos
— tanto para clinicos quanto para pacientes, a dificuldade em alcangar a remissdo, mesmo com
um tratamento apropriado, representa um desafio significativo (FAVA, 2003). A atual
defini¢do de depressdao resistente ao tratamento leva em consideragdo a viabilidade,
consideragdes éticas e questdes de adesdo do paciente no tratamento. E antiquado submeter os
pacientes na mesma terapia por tanto tempo em face da falta de melhora clinica, por exemplo,
considerar a duracdo minima de 12 semanas continuas de monoterapia para estabelecer
resisténcia. Citando caso analogo, uma defini¢do de dosagem adequada muita alta que exija
que um paciente tome 300 mg/dia ou mais de um antidepressivo triciclico, pode ndo ser viavel,
especialmente porque existem pacientes que sdo sensiveis a efeitos colaterais anticolinérgicos,
mesmo que esses efeitos colaterais possam ser controlados farmacologicamente (FAVA,
DAVIDSON, 1996).

O atual caminho de tratamento para TDM recomendado pelo Instituto Nacional de
Exceléncia em Saude e Cuidados (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE
EXCELLENCE, 2009) ¢ ilustrado na Figura 2. Embora as terapias psicologicas e
farmacoldgicas de primeira linha sejam eficazes em muitos casos, aproximadamente 20-30%
das pessoas nao respondem a dois ou mais ensaios de medicamentos antidepressivos de
primeira linha. A DRT tem uma taxa de incidéncia associada alta e recorrente, com até 80%
dos individuos recaindo dentro de um ano apos atingir a remissdo. Para aqueles com uma
doenga prolongada, a taxa de recuperacdo de 10 anos ¢ de apenas 40% (ALEXANDER,
YOUNG, 2023).

Figura 2. O atual caminho de tratamento para transtorno depressivo maior (TDM),

conforme sugerido pelo Instituto Nacional de Exceléncia em Satde e Cuidados
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Fonte: Adaptado ALEXANDER, YOUNG, 2023.

2.4. PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE)

Em 1885, o médico berlinense Paul Ehrlich descreveu pela primeira vez a barreira
hematoencefalica (BHE) ao notar que, apds a inje¢do intravenosa de corantes intravitais, o
cérebro e a medula espinhal permaneciam brancos, enquanto os 6rgaos periféricos eram
facilmente corados. Essa descoberta foi fundamental para compreender as propriedades
protetoras do sistema nervoso central. Posteriormente, essa observacdo foi corroborada por
outros pesquisadores, como Roux e Yersin (1889), que trabalharam com o azul de tripano, e
Goldman e Baumann (1888), que estudaram a toxina diftérica. Esses compostos nao causaram
alteragdes no sistema nervoso central (SNC) quando administrados por inje¢do intravenosa; no
entanto, quando injetados diretamente no cérebro ou nos ventriculos, apresentaram efeitos
significativos.

Entretanto, ndo estava claro quais caracteristicas tornavam a vasculatura cerebral
distinta em sua funcdo de barreira. Com o avanco da microscopia eletronica, Reese e
Karnovsky (1967) demonstraram que a barreira endotelial possui um correlato morfologico
formado por cinturdes continuos de juncdes estreitas entre células endoteliais adjacentes. Essas
juncdes selam a lacuna intercelular, evitando assim o vazamento paracelular. Embora as
juncdes estreitas também estejam presentes na vasculatura de 6rgaos periféricos, os autores

notaram diferencas na distincia entre as jungdes nas células cardiacas e cerebrais, propondo
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uma correlacdo negativa entre a distidncia intercelular e o nivel de estreitamento (REESE;
KARNOVSKY, 1967). Essa descoberta contribuiu para a concep¢do de uma barreira
semipermeavel entre o sangue e o cérebro (GOLDSTEIN; BETZ; 1986; FRIEDEMANN,
1942).

O termo “barreira hematoencefalica” ¢ usado para descrever as propriedades singulares
da microvasculatura do sistema nervoso central. Os vasos sanguineos nesse sistema sao
continuos e ndo fenestrados, apresentando caracteristicas adicionais que permitem uma
regulacdo rigorosa do transporte de moléculas, ions e células entre o sangue e o SNC
(DANEMAN; PRAT, 2015).

Os vasos sanguineos sdo compostos por dois tipos principais de células: as células
endoteliais (ECs), que s3o epiteliais escamosas simples, modificadas e derivadas do
mesoderma, responsaveis por formar as paredes dos vasos sanguineos, ¢ as células murais.
Estas ultimas incluem as células musculares lisas vasculares, que circundam os grandes vasos,
€ os pericitos, que cobrem parcialmente as paredes endoteliais da microvasculatura,
localizando-se na superficie externa da camada endotelial (abluminal). As propriedades da
BHE sao predominantemente expressas nas ECs, mas sdo induzidas e mantidas por interacdes
essenciais com células murais, células imunes, células gliais e células neurais que constituem
a unidade neurovascular (Figura 3) (DANEMAN; PRAT, 2015). Assim, para que as moléculas
consigam entrar no sistema nervoso central (SNC), elas precisam atravessar a parede vascular,
que pode incluir também células musculares lisas € uma variedade de membranas basais

(DRYNA et al, 2013).

Figura 3. Esquema dos componentes da barreira hematoencefalica.
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2.5. PSICOFARMACOLOGIA PARA DEPRESSAO

A psicofarmacologia da depressdo ¢ complexa e abrange trés eixos principais: a teoria
inflamatoria, a teoria do glutamato e a teoria das monoaminas (DALE, BANG-ANDERSEN
& SANCHEZ, 2015; LIU et al, 2017; TARTT et al, 2022). No contexto inflamatorio, o cérebro
monitora a inflamag¢ao periférica por duas vias: uma neural, em que citocinas ativam nervos
que enviam sinais ao tronco cerebral, e outra humoral, em que citocinas circulantes cruzam a
barreira hematoencefalica. Ambas as vias ativam microglia e geram citocinas pro-
inflamatérias, impactando a neurotransmissdo monoaminérgica, glutamatérgica ou
GABA¢érgica (ALEXANDER, YOUNG, 2023). As citocinas inflamatérias podem diminuir a
disponibilidade de tetraidrobiopterina (BH4), um cofator para a sintese de dopamina e
norepinefrina, diminuindo ainda mais essas monoaminas e contribuindo para a anedonia e os
déficits motivacionais (ARTEAGA-HENRIQUEZ et al, 2019; VISENTIN et al, 2020). A
inflamacao crdnica ativa a microglia, levando ao aumento da produc¢do de citocinas e espécies
reativas de oxigénio, que interrompem ainda mais a neurotransmissao monoaminérgica € a
plasticidade sinaptica (JIANG et al, 2022; WOELFER et al, 2019).

A teoria do glutamato, por sua vez, propoe que a depressao decorre de disfuncdes na
regulacao do glutamato, exacerbadas pelo estresse cronico, que desinibe o eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal e aumenta a liberagdo de glicocorticoides. Evidéncias apontam para alteragdes
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regionais na transmissao glutamatérgica e GABA¢érgica associadas a depressao, resultando no
desenvolvimento de novos antidepressivos, como cetamina e brexanolona (ALEXANDER,
YOUNG, 2023).

A teoria da monoamina, desenvolvida na década de 1950, sugere que niveis reduzidos
ou fungdo prejudicada de monoaminas (serotonina, norepinefrina, dopamina) sao a base dos
sintomas do TDM. Essa hipotese foi corroborada por observacdes de que medicamentos que
aumentam os niveis de monoamina, como inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) ¢
antidepressivos triciclicos (TCAs), aliviam os sintomas depressivos, enquanto medicamentos
que depletam as monoaminas podem induzir depressdao (PASTIS, SANTOS & PARUCHURI,
2024; JIANG et al., 2022; LACERDA, 2020; DALE, BANG-ANDERSEN & SANCHEZ,
2015). A maioria dos antidepressivos de primeira linha, incluindo os inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS) e os inibidores da recaptagdo da serotonina-norepinefrina
(IRSN), ¢ projetada para aumentar a neurotransmissdo da monoamina (PASTIS, SANTOS &
PARUCHURYI, 2024; PEREZ-CABALLERO et al., 2019; QIAN et al., 2022).

Os principais receptores de serotonina, 5-HT 1A e 5-HT 2A, desempenham fungdes
distintas: os 5-HT1a sdo inibitorios € promovem tolerancia ao estresse, enquanto os 5-HToa
favorecem plasticidade e adaptabilidade (NAUTIYAL & HEN, 2017; PYTLIAK et al, 2011;
CARHART-HARRIS, NUTT, 2017). O uso cronico de ISRS potencializa a via 5-HTja,
enquanto psicodélicos como a psilocibina atuam como agonistas do 5-HTza, ressaltando a
complexidade do tratamento da depressio (CARHART-HARRIS, NUTT, 2017,
ALEXANDER, YOUNG, 2023).

A hierarquia dos tratamentos antidepressivos posiciona os IMAOs como superiores aos
TCAs e ISRSs, sendo os TCAs considerados mais eficazes que os ISRSs (FAVA, 2003). O
tratamento inicial da TDM geralmente envolve um ISRS, como sertralina, citalopram ou
fluoxetina, com a escolha baseada nas preferéncias do médico e do paciente. Se o primeiro
ISRS nao for eficaz, um alternativo pode ser tentado. Pacientes que ndo respondem a dois
antidepressivos de primeira linha sdao considerados com depressdo resistente ao tratamento
(DRT) e podem ser tratados com antidepressivos atipicos, IRSNs, TCAs ou IMAOs. Em casos
graves, a terapia eletroconvulsiva pode ser necessaria. O “melhor tratamento de suporte”
combina antidepressivos, apoio psicoldgico e intervencdes sociais, com a terapia psicologica

disponivel em todas as fases do tratamento (ALEXANDER, YOUNG, 2023).
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2.6. ACIDO FERULICO

Na década de 1920, o acido ferulico foi identificado estruturalmente por meio de
técnicas espectroscopicas, revelando uma variedade de efeitos farmacoterapéuticos. Estudos
demonstraram que o acido fertlico apresenta isdmeros cis e trans, além de uma cadeia lateral
insaturada (Figura 4) (KUMAR, PRUTHI, 2014; THAPLIYAL et al., 2021; DONG, ZHAO,
2023). Este composto pertence a classe dos &cidos hidroxicinamicos, derivados do
metabolismo da fenilalanina e da tirosina, e foi isolado pela primeira vez da planta Ferula
foetida (GRAF, 1992; KUMAR, PRUTHI, 2014; THAPLIYAL et al., 2021).0 nome acido
ferulico ¢ uma referéncia a sua origem boténica.

O é4cido feralico pode ser obtido de plantas por trés métodos principais: primeiro,
através da ligacdo com moléculas pequenas especificas; segundo, pela extracdo da parede
celular das plantas; e terceiro, pela extracao a partir de culturas de tecidos (KUMAR, PRUTHI,
2014; THAPLIYAL et al., 2021; DONG, ZHAO, 2023). Além disso, diversos microrganismos
tém a capacidade de converter precursores do acido fertlico em écido feralico por meio de
processos biossintéticos. Por exemplo, o éster de cinamato de butanol, obtido do 6leo de cravo,

pode ser transformado em acido fertilico por esses microrganismos (DONG, ZHAO, 2023).

Figura 4. Formas isoméricas do acido ferulico

N A N\ _-COOH

CH CH

CH, CH,

() ()

Legenda: (a) conformacdo cis e (b) conformacao trans. Autor: KUMAR, PRUTHI, 2014.

A formula molecular do acido fertlico € CioH10O4, com um peso molecular de 194,18
g/mol e um ponto de fusdo que varia entre 169 e 173 °C. Este composto € altamente soluvel
em metanol, etanol e acetona, solivel em dgua quente, ligeiramente soluvel em agua fria e éter
de petréleo, e insolivel em benzeno. Além disso, o acido ferulico pode formar sais com ions
metalicos, o que contribui para a sua boa estabilidade de pH. O acido ferulico possui potentes
propriedades antioxidantes e redutoras e ¢ suscetivel a decomposi¢cdo quando exposto a luz

(DONG; ZHAO, 2023).
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A medicina tradicional chinesa tem utilizado o acido fertlico no tratamento de diversas
doencas cardiovasculares, incluindo doenca cardiaca coronaria (DCC), aterosclerose, doenga
cardiaca pulmonar e hipertensdo, por varias décadas. Em razao do potencial anti-inflamatorio
e ao efeito modulador em multiplas vias de sinalizagao, estudos mostraram que o acido ferulico
apresenta efeitos neuroprotetores em modelos animais com doengas neurodegenerativas. Em
virtude de sua boa biodisponibilidade, tempo de permanéncia na corrente sanguinea e
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, o 4cido fertilico tem atraido consideravel
interesse dos neurocientistas (THAPLIYAL et al., 2021). A pesquisa sobre o uso de
medicamentos a base de plantas para tratar distirbios neuroldgicos tem ganhado crescente
destaque (KUMAR, PRUTHI, 2014; THAPLIYAL et al., 2021).

Pesquisas com animais demonstraram que individuos com transtorno depressivo maior
(TDM) tiveram uma redug¢o nos niveis de monoaminas (serotonina, dopamina, norepinefrina)
e do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo (LIU et al, 2017; SASAKI
et al, 2019). Além disso, o acido fertlico mostrou ter efeito neuroprotetor contra danos
excitotoxicos causados por glutamato monossoédico (MSG) no cérebro em desenvolvimento de
camundongos, devido a sua capacidade de inibir o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)

(ZENI et al, 2012; THAPLIYAL et al., 2021; DONG; HUANG, 2022).

2.7. PROPRIEDADES DE NANOESTRUTURAS

A criacdo de nanoestruturas exige uma compreensao aprofundada das propriedades da
superficie, pois a qualidade e a estrutura superficial sdo cruciais para suas aplicagdes potenciais.
Devido ao tamanho diminuto, as nanoestruturas podem enfrentar instabilidades significativas
causadas pela energia superficial elevada e pela grande curvatura das superficies. Essas
caracteristicas resultam do aumento da relacdo superficie-volume, amplificando os efeitos das
forcas superficiais (KLABUNDE; MULUKUTLA, 2001; BURDA et al., 2005).

A energia superficial ¢ uma consideracdo fundamental, pois pode influenciar a
formagdo, estabilidade e reatividade das nanoestruturas. Em comparagdo com estruturas
macroscopicas, as nanoestruturas t€m uma propor¢do muito maior de atomos na superficie, o
que pode levar a um comportamento fisico e quimico distinto. Essas propriedades sao
essenciais para aplicagdes em diversos campos, como catalise (VIET LONG et al. 2014;
ARISAWA, 2019; ASTRUC, 2020), medicina (THANH, 2012;; SALVADOR-MORALES;
GRODZINSKI, 2022), eletronica (MATSUI, 2005; BALANTRAPU; GOIA, 2009;
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MAGDASSI; GROUCHKO; KAMYSHNY, 2010), materiais avangados (STARK et al, 2015;
KONTTURI et al, 2018), sor¢ao de grandes moléculas organicas (; PENA et al., 2001; JANG
et al., 2005), separagdo cromatografica (; SANTOS et al., 2019), matrizes atdmicas (KARGE,
WEITKAMP, 1999) e carreadores de moléculas (YU, ZHAIL, 2009; PARK, BARTON,
PENDLETON, 2011).

O crescimento quimico de materiais, tanto em escala macroscopica quanto
nanométrica, envolve a precipitacdo de uma fase sélida a partir de uma solugao (Figura 5). A
compreensdo desse processo € os parametros que o controlam sdo cruciais para otimizar a
engenharia do crescimento de nanoparticulas, ajustando seu tamanho e formato desejados. Para
um dado solvente, existe um limite de solubilidade para um soluto; a adicao de excesso de
soluto provoca sua precipitacdo ¢ a formagao de nanoparticulas. Para que a nucleagdo ocorra
na formacdo de nanoparticulas, a solugdo deve estar supersaturada. Isso pode ser alcangado
dissolvendo o soluto a altas temperaturas e, em seguida, resfriando a solu¢do, ou adicionando
reagentes que produzam uma solugdo supersaturada durante a reagdo. O processo de
precipitagdo geralmente se divide em uma etapa de nucleacdo seguida por estagios de
crescimento das particulas (KLABUNDE; MULUKUTLA, 2001; BURDA et al., 2005). A
Figura 5 ilustra os mecanismos de nucleagdo, crescimento e estabilidade de nanoparticulas
inorganicas, considerando interagdes fisico-quimicas que determinam seu comportamento

coloidal (POLTE, 2015).

Figura 5. Mecanismos de nucleacdo, crescimento e estabilidade coloidal de

nanoparticulas
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variagdes na barreira de agregagao e na estabilidade das suspensoes.Fonte: Adaptado POLTE, 2015.

Apds a formacdo dos nticleos a partir da solucdo, eles crescem por adi¢gdo molecular,
reduzindo a supersaturacdo da solugdo. Quando a concentragdao de soluto cai abaixo do nivel
critico, a nucleagdo cessa, € as particulas continuam a crescer por adi¢ao molecular até que se
alcance a concentragao de equilibrio das espécies precipitadas. A uniformidade no tamanho das
particulas ¢ alcancada por meio de um breve periodo de nucleagdo, que gera todas as particulas
presentes no final da rea¢do. A preparagdao de nanoestruturas monodispersas envolve um tinico
evento de nucleacdo de curta duragdo, seguido por um crescimento mais lento dos nucleos
existentes. Isso pode ser conseguido pela adicao rapida de reagentes a um recipiente contendo
um solvente quente e um agente coordenador. A rdpida adi¢do de reagentes eleva a
concentracao do precursor acima do limiar de nucleagdo, enquanto a temperatura da solucgao ¢

suficiente para decompor os reagentes, gerando uma supersaturagdo que favorece a formacgao
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de particulas (Figura 5) (BURDA et al., 2005; POLTE, 2015; SELVARAJAN; OBUOBI; EE,
2020).

O ajuste sistematico dos parametros de reacdo, como tempo de reagdo, temperatura,
concentracgdo ¢ a escolha de reagentes e surfactantes, permite controlar o tamanho, formato e
qualidade das nanoestruturas (NC). Concentracdes mais altas de surfactantes em relagao aos
reagentes favorecem a formacgao de nucleos menores e, consequentemente, nanoestruturas de
tamanho reduzido. Durante o crescimento das nanoestruturas, os surfactantes presentes na
solucdo se adsorvem reversivelmente as superficies das particulas, formando uma camada
organica dindmica que estabiliza as nanoestruturas em solu¢do e regula seu crescimento.
Surfactantes que se ligam mais fortemente a superficie das nanoestruturas ou moléculas
maiores que proporcionam maior impedimento estérico (surfactantes mais volumosos)
diminuem a taxa de adi¢do de material as nanoestruturas, resultando em um tamanho médio
menor das particulas (KLABUNDE; MULUKUTLA, 2009; BURDA et al, 2005).

Em materiais ceramicos, o molde ¢ formado antes da adigdo dos materiais e supde-se
que ndo sofra alteragdes durante a sintese, permitindo prever os produtos finais. Isso ¢
particularmente 1til na sintese de materiais complexos, onde a quimica da solucdo e o processo
cinético sao pouco compreendidos. Dubois et al. (1993) ilustraram esse processo pela primeira
vez usando a mesofase lamelar, introduzindo monoémeros de acido silicico na estrutura lamelar
e realizando a polimerizagdo in situ. Posteriormente, Attard et al. (1995) prepararam silica
mesoporosa semelhante a0 MCM-41 usando o mesmo mecanismo: formaram primeiro o molde
de cristal liquido com um surfactante ndo idnico e, em seguida, adicionaram as espécies de
silicato. O silicato condensado replicou essencialmente a estrutura do cristal liquido pré-
montado. Em seguida, Braun et al. (1996) sintetizaram super-redes semicondutoras ndo 6xidas
utilizando a mesofase pré-ordenada. O molde da mesofase foi formado por anfifilos ndo
ionicos, seguido pela precipitagdo de sulfeto de cddmio e selenito de cddmio, resultando em
um composto de super-redes inorganicas-organicas ordenadas, no qual as estruturas cristalinas
de todas as nanoparticulas inorganicas foram correlacionadas (LIU et al., 1996).

Quando a concentragdo de surfactante na agua excede a concentragdo micelar critica
(cmc), formam-se micelas, que sdo agregados de moléculas de surfactante. Nas micelas, as
cadeias de hidrocarbonetos hidrofobicos dos surfactantes se orientam para o interior da
estrutura, enquanto os grupos hidrofilicos ficam em contato com o meio aquoso circundante.
Acima da cmc, o estado fisico das moléculas de surfactante muda significativamente, e o
surfactante adicional passa a existir predominantemente como micelas ou outros agregados

(Figura 6). Em torno da cmc, as propriedades macroscopicas do surfactante, como pressao
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osmotica, turbidez, solubilizagdo, tensao superficial, condutividade e autodifusao, alteram-se

consideravelmente (BURDA et al., 2005).

Figura 6. Diagrama ternario de fases
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Fonte: Adaptado SONG et al, 2017.

2.8. NANOCARREADORES

A nanotecnologia tem avancado significativamente na area da administragdo de
medicamentos, trazendo inovagdes promissoras com o uso de nanosistemas. Esses sistemas
emergentes utilizam diversas nanoparticulas como carreadores biocompativeis e estaveis, que
atuam como ferramentas de diagnostico e agentes terapéuticos, permitindo a entrega controlada
e direcionada de tratamentos em locais especificos do corpo (TORCHILIN, 2006, KHIZAR et
al, 2023).

Os nanocarreadores oferecem uma série de vantagens na terapia de doengas,
especialmente na administragdo local e na entrega direcionada de terapias especificas.
Recentemente, foram desenvolvidos varios nanocarreadores de exceléncia que possibilitam a

administracdo eficaz de agentes bioquimicos, quimioterapicos e imunoterapicos, maximizando
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as respostas terapéuticas ¢ minimizando efeitos colaterais indesejados (HSU et al, 2011;
AZEEM et al, 2012; KUMAR et al, 2016; HE et al, 2022; KHIZAR et al, 2023).

Essas nanoparticulas possuem um potencial notavel para a administracdo ativa de
medicamentos. A conjuga¢cdo de farmacos com nanocarreadores ndo apenas protege os
medicamentos de modificagdes metabolicas ou quimicas ao longo de seu trajeto até as células-
alvo, mas também aumenta significativamente sua biodisponibilidade. Diferentes sistemas
integrados de nanocarreadores (Figura 7), que incluem nanoparticulas inorganicas (como silica,
prata e ouro), organicas (como lipossomas e nanoparticulas poliméricas), além de pontos
quanticos e nanotubos de carbono, t€ém sido explorados para aplicagdes em administracao de
medicamentos, apresentando composi¢des e propriedades fisicas e quimicas diversas

(KHIZAR et al., 2023).

Figura 7. Alguns tipos de nanocarreadores utilizados em sistemas destinados a

administracao de farmacos
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Fonte: Adaptado KHIZAR et al., 2023.

Viérios estudos tém explorado os mecanismos de liberagdo de farmacos a partir de
nanocarreadores, incluindo solventes, liberacdo controlada por estimulos e reacdes quimicas.

Apesar da diversidade de perfis de liberacdo, esforcos continuos estao sendo realizados para
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aprimorar a precisdo dos nanocarreadores, reduzindo sua imunogenicidade através de
modificagdes quimicas ou revestimentos com substancias como polimeros naturais, moléculas
bioldgicas e surfactantes ajustaveis. Quando ha dificuldade na afinidade de firmacos com alvos
especificos ou na superagdo de barreiras biologicas, como a barreira hematoencefalica, os
nanocarreadores podem ser modificados com ligantes que facilitam a entrega planejada de
farmacos em ambientes especificos (KHIZAR et al., 2023).

Entretanto, o design de nanosistemas para administragdo de medicamentos ¢ um
processo complexo que exige consideragdo de multiplos fatores fisiologicos, como fluxo
sanguineo, estado da doenca e interagdes com membranas celulares. Além disso, caracteristicas
fisico-quimicas dos nanocarreadores sao essenciais para otimizar a interacao dos nanosistemas
dentro das células. Alternativamente, nanocarreadores responsivos a estimulos tém mostrado
potencial para regular perfis de liberagdo de medicamentos em resposta a fatores externos,
como calor, pH e luz, permitindo um controle mais preciso sobre a dosagem. De fato, esses
nanocarreadores sdo atualmente vistos como ferramentas promissoras para administragao
direcionada, (KHIZAR et al., 2023).

Os nanocarreadores farmacéuticos, embora extremamente promissores, muitas vezes
sdo reconhecidos pelo sistema imunoldgico do corpo como particulas estranhas, levando a sua
opsonizagdo e remog¢do da circulacdo antes que possam cumprir sua fungdo. Assim, a
longevidade dos nanocarreadores multifuncionais ¢ uma caracteristica fundamental, e a
pesquisa sobre produtos farmacéuticos que circulam por periodos prolongados estd em
constante expansdo. Essa abordagem visa garantir que os niveis de agentes farmacéuticos no
sangue sejam mantidos por mais tempo, permitindo que microparticulas e grandes agregados
macromoleculares se acumulem lentamente em locais patologicos, como tumores e areas
inflamadas, por meio do Efeito de Permeabilidade e Retengdo aprimorados (EPR). Esse
mecanismo, também conhecido como direcionamento passivo, facilita a administracdo do
farmaco nessas areas criticas. Além disso, a circulacdo prolongada oferece mais oportunidades
para que farmacos direcionados interajam com seus alvos, potencializando a eficacia do
tratamento (TORCHILIN, 2006).

Além disso, a dosagem elevada ou frequente, a absor¢do sist€émica em locais ndo
desejados e a concentracdo subotima de agentes bioativos no local alvo sdo barreiras
significativas para a eficacia dos tratamentos. O desenvolvimento de sistemas de administracao
mais eficazes pode nao apenas melhorar a funcdo dos medicamentos, mas também trazer

beneficios econdmicos substanciais. Por exemplo, estimativas indicam que a implementagao
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de sistemas de administragdo mais eficazes para medicamentos hidrofobicos poderia
economizar até US$ 8 bilhoes (WONG et al., 2008; KWON et al., 2013).

Os sistemas de administragdo de farmacos utilizando nanocarreadores t€ém avangado
consideravelmente para facilitar o transporte de medicamentos através da BHE, aproveitando
suas diversas caracteristicas benéficas. Esses nanocarreadores sdo capazes de aumentar a
solubilidade dos farmacos, resultando em maior estabilidade. As nanoformula¢des podem ser
projetadas para liberar os medicamentos em condigdes especificas, permitindo uma liberagao
sustentada do farmaco, o que ndo apenas reduz a frequéncia das dosagens, mas também
minimiza os efeitos colaterais toxicos (FENG, JIA, ZHANG, 2024).

Por exemplo, muitos antidepressivos sdo vulnerdveis a degradacdo por enzimas
gastrointestinais, o que pode comprometer sua eficacia ao ndo atingir o local de agdo em sua
forma intacta. Nesse contexto, os farmacos encapsulados em nanocarreadores oferecem
protecdo contra essa degradagdo enzimdtica, potencializando ainda mais a eficacia dos

antidepressivos no cérebro (FENG, JIA, ZHANG, 2024).

2.9. ESTRUTURAS MOLECULARES MESOPOROSAS

As zeolitas, que pertencem a familia dos aluminossilicatos, foram descobertas em 1756
pelo cientista sueco Cronstedt. Ele observou que um mineral de silicato desconhecido
borbulhava e espumava quando aquecido, liberando rajadas de vapor (ALOTHMAN, 2012).
No século XIX, o estudo das zedlitas tornou-se mais sistematico, embora o interesse cientifico
ainda fosse limitado. O termo "peneira molecular" foi cunhado por McBain (1932), apos ele
descobrir que a chabazita, um tipo de zeolita, tinha a capacidade de adsorver seletivamente
moléculas menores que 5 A de didmetro. Peneiras moleculares funcionam como filtros,
permitindo a passagem de particulas que se encaixam em seus canais enquanto retém as
maiores. Esse termo descreve materiais que possuem propriedades de adsorcdo seletiva,
capazes de separar misturas com base no tamanho e na forma das moléculas (ALOTHMAN,
2012).

Posteriormente, Barrer e Brook (1953) investigaram as propriedades de adsorcdo de
minerais porosos, como a chabazita, ¢ demonstraram que zedlitas tratadas podiam separar
nitrogénio e oxigénio com base na seletividade de forma necessaria para distinguir diferentes

tamanhos moleculares. Em 1956, Breck, Eversole e Milton sintetizaram novas zeoélitas em
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grande escala, aplicando-as na separagdo e purificagdo de pequenas moléculas, o que
consolidou a nomenclatura dos materiais porosos (ALOTHMAN, 2012).

Em 1988, foi registrado o primeiro relato sobre a sintese de particulas de silica
mesoporosa. Esse estudo descreveu a formagao de redes tridimensionais de silica (dioxido de
silicio, S10:) através de um complexo entre alquil trimetilamonio e kanemita, resultante da
reacdo entre uma camada Unica de polissilicato de kanemita e solugdes de cloreto de alquil
trimetilamonio (YANAGISAWA et al., 1988; YANAGISAWA et al., 1990). As camadas
unicas de silicato da kanemita se condensam para formar uma rede tridimensional durante a
troca catiOnica, substituindo ions Na“ nas intercamadas da kanemita por ions alquil
trimetilamonio com diferentes comprimentos de cadeia. Yanagisawa e colaboradores (1990)
também observaram que o tamanho dos poros da silica mesoporosa pode ser ajustado com
precisdo através da trimetilsililagdo. Além disso, Inagaki et al. (1993) demonstraram que a
adicao de aluminio a estrutura de silica introduz acidez comparavel a da alumina de silica
amorfa convencional. No entanto, a organizacdo dos poros nos materiais mesoporosos
derivados da kanemita ndo apresenta a mesma regularidade observada nas zeo6litas (INAGAKI
et al., 1996).

Nos Laboratorios da Mobil Corporation, avangos significativos foram feitos na sintese
de nanoparticulas. Nessa pesquisa, o silicato formava paredes inorginicas por meio da
policondensacdo da hidrolise de uma fonte de silica, utilizando micelas de surfactantes
ordenados (Figura 8). Esse material da familia de silicatos/aluminossilicatos foi denominado
MCM-41 (Mobil Composition of Matter No. 41) (KRESGE et al., 1992). Esta pesquisa
enfrentou desafios relacionados a padronizacdo de pardmetros importantes para aplicagdes,
como distribui¢do de tamanho, distribui¢do de poros e tamanho dos poros (BECK et al., 1994;
VARTULI et al., 1994; VARTULI et al., 1996; VARTULI et al., 1998; BECK & VARTULLI,
1996).

Figura 8. Estratégia geral de sintese para silica mesoporosa usando uma rota modelada por

surfactante
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2.10. NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICA (MSN)

As nanoparticulas de silica mesoporosas (MSN sigla em inglés para Mesoporous Silica
Nanoparticles), popularizado por Victor Lin (LAI et al, 2003) no inicio dos anos 2000, podem
ser sintetizadas a partir de materiais organicos e inorganicos. Um exemplo de precursor
inorgénico ¢ o silicato de sdédio que ¢ uma fonte economica e disponivel. No entanto, para
produzir o reagente requer uma grande quantidade de energia, em virtude disso, a producao de
MSNs por precursores inorganicos ainda ¢ uma escolha feita de maneira comedida. Ja a
producdo de MSNs a partir de fontes organicas podem vir a ser sintéticas ou naturais. No que
diz respeito as fontes sintéticas, os alcoxissilanos sdo materiais amplamente selecionados, que
influenciam nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas. E em relacdo as fontes
naturais, ainda vém ganhando espago nas pesquisas recentemente, sendo a casca do arroz um
material com boa notoriedade, por ser uma grande fonte de silica (PORRANG et al, 2022).

As condigdes de sintese tém sido ajustadas por uma série de protocolos com uma
variedade de formas e propriedades fisico-quimicas devido a alteragdo de parametros, como o
pH da reacdo, caracteristicas dos surfactantes ou copolimeros e concentragao da fonte de silica
que influenciam no tamanho e estrutura do poro, dimensao e morfologia (WU; MOU; LIN;

2013; SELVARAJAN; OBUOBI; EE, 2020). As metodologias mais populares incorporadas
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para a sintese de nanoparticulas de silica tém sido o método de microemulsao e o processo de
Stober.

O método de Stober, desenvolvido em 1968 por Stober, Fink e Bohn, baseia-se no
principio de que, na presenca de etanol e hidroxido de amoénio, o precursor de silica sofre
hidrodlise seguida por uma reacao de policondensacdo (Figura 9). Esse processo resulta na
formagdo de particulas nio porosas com tamanhos inferiores a 200 nm (STOBER; FINK;
BOHN, 1968). Ao longo do tempo, o protocolo foi adaptado para diferentes condi¢des, como
a incorporacao de surfactantes para sintetizar nanoparticulas de silica com poros variando de
20 a 50 nm (Figura 9). A presen¢a de poros possibilita o carregamento de medicamentos e
biomoléculas, tornando essas nanoparticulas uteis em aplicagdes terapéuticas e biomédicas.
Além disso, devido a superficie dessas nanoparticulas ser rica em grupos silanol, elas podem
ser modificadas com agentes de acoplamento organosilano, permitindo o carregamento e a
adsor¢ao de biomoléculas (SELVARAJAN; OBUOBI; EE, 2020).

A técnica de microemulsdo envolve a formacao de micelas, de constituicao
convencional 6leo em agua ou reversa agua em o6leo, estabilizadas por surfactantes que atuam
como nanorreatores para sintese de particulas (Figura 9). O volume desses nanorreatores
influenciam o tamanho das particulas, em virtude que dentro desses nanoreatores os
percussores de silica sofrem reagdes de hidrdlise e condensagao. A morfologia por esta técnica
nao ha formacao de poros, mas € possivel carregar fluor6foros e medicamentos com aplicagao
em veiculo de administragdo de farmaco. Além desses métodos comuns para a sintese de
nanoparticulas de silica existem métodos como hidrolise em fase de vapor de baixa temperatura
(YAN et al, 2014), secagem por pulverizacao (CAI et al, 2009) e precipitacdo quimica (CHO,
2016).

Figura 9. Representacdo esquematica do método de Stdber e microemulsdo para sintese de

nanoparticulas de silica
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Fonte: Adaptado SELVARAJAN; OBUOBI; EE, 2020.

A silica por ser amplamente encontrada na natureza, desde organismos unicelulares até

plantas superiores, tem utilizacdo para diversos fins. Em comparacdo com outros 6xidos

metalicos, como titadnio e 6xido de ferro, a silica é considerada mais biocompativel e pode ser

absorvida com seguranca por células vivas por meio da endocitose (KLICHICO et al, 2009;

TOURNE-PETEILH et al, 2012). A abundancia de grupos silanol na silica confere uma

afinidade com fosfolipidios, facilitando a absor¢do ativa pelas células. Além disso, sua

superficie reativa permite a criagdo de nanoparticulas de silica mesoporosas com propriedades

de superficie ajustaveis, possibilitando a funcionaliza¢do com diversas moléculas e, assim, a
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entrega direcionada de diferentes agentes terapéuticos. Em virtude a sua robusta ligacao Si-O,
as nanoparticulas de silica s3o mais resistentes a estimulos externos, como estresse mecanico
e degradacdo, em comparagdo com lipossomos e dendrimeros, eliminando a necessidade de
estabilizacdo adicional, como ligantes covalentes usados em outros sistemas de entrega
(KWON et al, 2013).

De acordo com a FDA (Food and Drug Administration) e a EFSA (European Food
Safety Authority), a silica ndo apresenta propriedades toxicas (EFSA, 2018; EHLERDING,
CHEN, CAI 2016; MEBERT et al., 2017; LI, ZHOU, 2023). Por isso, tem sido amplamente
utilizada em sistemas de entrega de medicamentos (WATERMANN, BRIEGER, 2017),
bioimagem (CHA, KIM, 2019), materiais biossensores (HASANZADEH et al., 2012), entre
outras aplicagoes (VAZQUEZ et al., 2017; SARKAR et al., 2016).

2.11. PENEIRAS MOLECULARES MESOPOROSAS DE MCM-48

Em 1992, pesquisadores da Mobil Research and Development Corporation
introduziram uma nova familia de materiais mesoporosos, desenvolvida através da modelagem
de cristais liquidos. Inicialmente, os membros dessa familia de materiais foram denominados
de MCM-41, mas atualmente, a familia é conhecida como M418S, tendo como os membros mais
conhecidos as estruturas MCM-41 e MCM-48 (KRESGE et al, 1992; SCHUMACHER et al,
2000). O material de MCM-48 ¢ descrito como uma estrutura bicontinua centrada em uma
superficie minima giroide que divide os poros disponiveis em espagos entre dois subvolumes

nao interseccionais, como visto na Figura 10 (SCHUMACHER et al, 2000).

Figura 10. Estrutura do MCM-48

Fonte: Adaptado de Schumacher e colaboradores.

Existem diferentes caminhos para a execugdo da sintese de MCM-48 em que

parametros como pH do meio, utilizagdo de catalisadores, tempo de reacdo e temperatura
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interfere na especificidade da area de superficie, especificidade no volume dos poros, espessura
da parede dos poros e na distribuicao dos poros. Além disso, mostrou alta estabilidade termal
até¢ 750°C e se mostrou mais favoravel para cinética de transferéncia de massa devido a rede
de poros, sendo um potencial candidato para aplicagdes cataliticas e tecnologias de separagdo
(SCHUMACHER et al, 2000).

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) sdo uma das nanoplataformas mais
investigadas, especialmente devido a sua estrutura de poros singular (incluindo tamanho,
forma, volume e disposi¢do dos poros), além de suas propriedades de quimica de superficie e
volume ajustaveis. Sua biosseguranca e compatibilidade também contribuem para seu potencial
em imagens e na administracdo de medicamentos em organismos vivos. Embora os MSNs
sejam amplamente reconhecidos por sua capacidade de carregar e liberar firmacos, pesquisas
recentes t€m explorado a adicdo de propriedades de imagem por meio de modificagdes
quimicas e a combinacdo com novas nanoparticulas de diagnostico e agentes de coloragdo
(SINGH et al., 2017).

As plataformas terapéuticas baseadas em nanoparticulas de silica apresentam
caracteristicas vantajosas, como controle preciso de tamanho e forma, baixa toxicidade,
excelente biocompatibilidade, estabilidade em condigdes fisioldgicas e biosseguranca,
tornando-as adequadas para aplicagdes clinicas. Vale destacar que o sistema renal ¢ capaz de
excretar eficientemente os produtos de degradacdo das nanoparticulas de silica, como o &cido

ortossilicico, do corpo humano (XU et al., 2017).

2.12. MECANISMO DAS NANOESFERAS DE SILICA DO TIPO MCM-48

A morfologia das nanoparticulas de silica pode ser modificada conforme o método e as
condi¢des de sintese empregadas (FARJADIAN et al., 2019). Na sintese da silica mesoporosa,
utilizando o método Stober modificado, o surfactante CTAB atua como molde, formando
micelas nas quais ocorre a policondensacgdo da silica. Esse processo ocorre em meio alcalino,
onde o 6xido de silicio, cuja nesse caso a fonte de silica ¢ o TEOS, apresenta cargas negativas
(I-), enquanto o CTAB possui carga positiva (S+). Assim, as interagdes entre as duas espécies
sdo favorecidas por forcas eletrostaticas (S+ - I-). A estrutura inorganica resultante possui
porosidade, composta por uma rede desordenada de pontes siloxano (Si-O) e grupos silanol

(Si-OH) livres.
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Nesse ambiente, compostos como agua, etanol, TEOS e CTAB interagem de forma
cooperativa, promovendo a interacdo eletrostatica entre os ions inorganicos, enquanto o
surfactante orienta a formacdo da mesofase tridimensional gerada pela reagdo (FECHETE et
al., 2011). Além disso, a adicdo de Pluronic a regido hidrofobica das micelas permitiu o
controle do tamanho dos poros e do espacamento entre as particulas, além de prevenir a
agregacao (YISMAW et al., 2019). O F127, que atua como molécula espacadora, se dissolve
na regido hidrofébica das micelas, controlando o tamanho dos poros, que se formam em uma
faixa de aproximadamente 2 a 10 nm. A porosidade ¢ obtida pela eliminacdo do material

organico através da calcinagdo (FECHETE et al., 2011).

Figura 11. Mecanismo de formac¢io de MCM-48 pela via ST
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Fonte: FECHETE et al., 2011.

2.13. MECANISMO DE ADICAO DO APTES

APTES ((3-aminopropil) trietoxissilano) introduz grupos amino na superficie da silica,
permitindo maior funcionalizagdo e ligagdo covalente de biomoléculas, farmacos ou
catalisadores. Essa modificacdo permite um controle preciso da carga superficial, do ponto
isoelétrico e da hidrofilicidade, que podem ser ajustados ajustando a concentragdo de APTES
e as condigoes de reagao (LIU et al, 2024; SYPABEKOVA et al, 2022).

O mecanismo de reacdo entre o grupo silanol (Si-OH) e o APTES (3-
aminopropiltrietoxissilano) ¢ bem descrito na literatura. A funcionalizacdo ocorre inicialmente
pelo aquecimento do grupo silanol presente na superficie do MCM-48, o que resulta na
remocao do grupo Si-OH, gerando o ion O". Em seguida, ocorre uma reac¢ao nucleofilica por
meio do mecanismo SN2, no qual o nucledfilo (O7) ataca o atomo de silicio do APTES,

deslocando o grupo -OCH3 e liberando metanol como subproduto (BELIAN, 2008; FEIFEL;
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LISDAT, 2011; ARAGHI; ENTEZARI, 2015; NAWROCKI, 1997; PASTERNACK; AMY;
CHABA, 2008; GIL et al., 2011). A quantidade de grupos silanol, conforme observado por
Knowles et al. (2005), depende do tratamento da amostra e das temperaturas a que ela ¢
submetida, o que pode influenciar diretamente na eficiéncia da reacdo (Figura 12).

Figura 12. Sintese de nanoparticulas mesoporosas de silica funcionalizadas com aminas

primarias

Fonte: TALAVERA-PECH et al., 2016.

A presenga de grupos amino aumenta a seletividade e a sensibilidade dos sensores baseados
em silica, como para deteccdo de ions de metais pesados (por exemplo, Pb2+), devido as
interagdes fortes e especificas entre a superficie funcionalizada e os analitos alvo
(SYPABEKOVA et al, 2022). Além disso, nanoparticulas funcionalizadas com APTES
apresentam maior eficiéncia de encapsulamento e carregamento de fArmacos, bem como perfis
de liberagdo controlados e responsivos ao pH. A camada de aminoacido pode atuar como um
"nanogate", reduzindo vazamentos prematuros e permitindo a liberagdo direcionada,
especialmente em sistemas de liberagdo de farmacos e inibi¢ao de corrosao (MARCONI et al,

2023; NGOUANGNA et al, 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar um sistema de carreamento baseado em nanoparticulas de silica mesoporosa

do tipo MCM-48, funcionalizadas com grupos amino, para veiculacdo e liberacao controlada

de 4cido ferulico, visando a aplicag¢des no tratamento de doengas neuroldgicas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar nanoparticulas de silica mesoporosa ordenada do tipo MCM-48.
Funcionalizar a superficie da silica obtida com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES).
Realizar a adsorcao do acido fertilico nas nanoparticulas funcionalizadas.

Caracterizar os materiais sintetizados por meio de técnicas analiticas, incluindo DRX,
FTIR, DSC, DLS, MEV, termogravimetria (TGA) e porosimetria.

Investigar a cinética de liberacdo in vitro do acido ferulico, sob condigdes fisiologicas
simuladas.

Avaliar a citotoxicidade dos sistemas nanocarreadores com e sem acido ferulico.
Analisar a permeabilidade transcelular das nanoparticulas e do acido ferulico livre e
adsorvido em culturas primarias endoteliais derivadas de camundongos C57BL/6
adultos, bem como em culturas priméarias mistas de neuronios, células da glia e pericitos

derivadas de camundongos C57BL/6 neonatos.



46

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes empregados nos processos experimentais apresentavam grau de pureza
compativel com os requisitos farmacopeicos. A Quadro 1 a seguir lista os reagentes utilizados,

acompanhados de suas respectivas formulas moleculares, procedéncia e grau de pureza.

Quadro 1. Reagentes utilizados nos materiais preparados

Composto Formula molecular Procedéncia Pureza
Tetraetil ortosilicato _ ‘ ‘
Si(OC2Hs)4 Sigma-Adrich 98%
(TEOS)
Brometo de
cetiltrimetilamonio | ((CisH33)N(CH3))3Br Sigma-Adrich 99%
(CTAB)
Pluronic®F-127 EO106PO70EO106 Sigma-Adrich —_
Hidroxido de amonio NH;OH Quimica Moderna P.A.
Etanol CH;CH;OH Quimica Moderna P.A.
Toluol CsHsCH3 Dinamica Quimica P.A.
3-
Aminopropil)trietoxi CoH23NO3Si1 Sigma-Aldrich 99%
silano
Trans-Acido feralico Ci10H1004 Sigma-Aldrich 99%

Fonte autoral.

3.1. SINTESE DE NANOPARTICULAS DE SILICA DO TIPO MCM-48

Para a sintese de MCM-48 foi utilizado o método de Stober, Fink e Bohn (1968) ¢
metodologia de Kim, Chung e colaboradores (2010), com adaptagdes. Inicialmente, sob

agitacdo magnética foi misturado 0,5 g de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB); 2,05 g de
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F127 diluido em 96 mL de agua destilada; 43 mL de etanol absoluto e 11 mL de solugdo de
hidroxido de amonio absoluto PA. Apods a completa dissolu¢ao dos reagentes, adicionou-se 2
mL de tetraetil ortosilicato (TEOS) mantendo a agitacdo por cerca de 5 minutos até que a
amostra adquirisse um aspecto esbranqui¢ado. A mistura permaneceu em repouso, por 24
horas, em temperatura ambiente para condensacao da silica. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada empregando 5000 rotacdes por minuto (RPM) (NT825) durante 90 minutos e
lavada 2 vezes com agua destilada a 5000 RPM por 60 minutos. Em seguida, o precipitado
branco foi mantido a 70°C por 18 horas na estufa (Quimis, modelo Q314M242) e a amostra foi
entdo calcinada a 550°C durante 4 h a uma taxa de 10°C/min (F-3000 10P), para a remogao da
fase organica. Obtendo no final dessa etapa um pd branco identificado como MCM-48 (Figura

13).

Figura 13. Sintese de MCM-48.
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Fonte autoral.

3.2. FUNCIONALIZACAO DE MCM-48 COM O AGENTE SILANO AMINOPROPIL
3-(TRIETOXISILANO) (APTES) (MCM48-APTES)
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Na segunda etapa foi feita a funcionalizaggo do MCM-48 com o (3-
aminopropiltrietoxisilano) (APTES). Na sintese, 100 mg de MCM-48 foram suspensos em 10
mL de tolueno, em seguida foram adicionados gota a gota 3 mL de APTES. A mistura ficou
em refluxo por 24 h a 120 °C. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 80
minutos (NT825), lavada trés vezes com tolueno e seca a 60°C por 12 horas na estufa (Quimis,

modelo Q314M242). Obtendo-se, por fim, um solido branco denominado MCM-48-APTES.

3.3. CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO FERULICO

Para a determinacao da primeira curva de calibragdo, preparou-se uma solucdo-mae
com concentracdo de 1000 pg.mL"!. Essa solugio foi submetida a 5 minutos de vértex, seguida
de sonicagdo por 2 horas e agitacdo magnética por 16 horas. O ensaio foi conduzido em
triplicata, e a dilui¢do seriada foi realizada em tubos Falcon de 15 mL, iniciando com uma
concentracdo de 25 pg.mL™!. Para a curva de calibragdo do 4cido fertilico, as concentragdes
utilizadas foram: 25 pg.mL!, 12,5 ng.mL!, 6,25 ng.mL?, 3,125 pg.mL!, 1,5625 pg.mL!,
0,78125 ng.mL! € 0,390625 ng.mL!. Apés a preparacdo das solugdes, as absorbancias foram
monitoradas a 314 nm utilizando espectroscopia UV-Vis. Com os dados obtidos, foram
elaborados graficos que relacionam as concentragdes de acido fertlico versus absorbancia
maxima. As regressoes lineares das curvas resultantes possibilitaram a determinagdo da
absortividade molar. A determinacao da curva de calibragcdo do acido ferulico em que o etanol
foi usado como solvente. A equagdo da reta gerada foi y = 0,1024x — 0,0173, com a

concentragio méaxima confiavel de 4cido feralico foi de 10 pg. mL™! como visto na Figura 14.

Figura 14. Curva de calibracdo do 4cido fertlico com etanol
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Fonte autoral.

Para a determinag¢do da segunda curva de calibragdo, foi preparada uma solucao inicial
contendo 1 mg de acido fertilico dissolvido em 90 puL de etanol absoluto e 10 uL. de Tween 80.
Essa solucdo-mae apresentou uma concentragao de 1000 pg.mL™" e foi submetida a vortex por
5 minutos, seguida de sonica¢do por 2 horas e agitacdo magnética por 16 horas. O ensaio foi
conduzido em triplicata, e a dilui¢do seriada foi realizada em tubos Falcon de 15 mL,
comegando com uma concentragao inicial de 25 pg.mL™'. As concentragdes utilizadas para a
curva de calibracdo foram: 25 pg.mL™, 12,5 pg.mL™", 6,25 pg.mL™, 3,125 pg.mL™", 1,5625
pg.mL™?, 0,78125 pg.mL™" e 0,390625 pug.mL™'. Apds a preparagdo das solugdes, as
absorbancias foram monitoradas a 326 nm utilizando espectroscopia UV-Vis. O experimento
foi realizado no escuro, e todo o material foi protegido com papel aluminio para evitar
degradagdo da amostra. Com os dados obtidos, foram construidos graficos relacionando as
concentracdes de acido ferulico com suas respectivas absorbancias maximas. A analise das
regressoes lineares das curvas permitiu a determinacao da absortividade molar. A equagdo da
reta gerada para a curva de calibragdo, utilizando etanol como solvente, foi: y = 0,1568x +
0,0109. A concentragdo maxima confidvel de acido fertilico determinada foi de 6,31 pg.mL™",

conforme apresentado na Figura 15.

Figura 15. Curva de calibrag@o do acido ferulico com etanol + Tween 80
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Fonte autoral.

3.4. CURVA DE SOLUBILIDADE DO ACIDO FERULICO

Para a determinacao da curva de solubilidade do etanol, preparou-se uma solugao inicial
com 5 mg de acido fertlico dissolvido em 50 mL de etanol absoluto, resultando em uma
solugdo-mae com concentragio de 100 pug.mL"'. Essa solugio foi submetida a agitagdo
magnética. O ensaio foi conduzido em triplicata. Para a curva de solubilidade do acido fertlico
com etanol, uma aliquota foi retirada da solu¢cao-mae nos intervalos de: 30 min, 60 min, 120
min, 240 min, 480 min, 720 min ¢ 1440 min. As absorbancias foram monitoradas a 314 nm
utilizando espectroscopia UV-Vis. Com os dados obtidos, foram elaborados graficos que
relacionam as concentragdes de acido fertlico versus tempo.

Para a constru¢ao da curva de solubilidade do acido feralico em etanol com Tween 80,
amostras foram retiradas da solugdo-mae de 5 mg.mL"! em diferentes intervalos de tempo: 1h,
2h, 4h, 8h e 12h. O experimento foi conduzido no escuro para evitar degradagao fotoquimica.
As absorbancias foram monitoradas a 326 nm utilizando espectroscopia UV-Vis. Com os dados
obtidos, foram construidos graficos representando a variagcao da concentragao do acido ferulico
ao longo do tempo, permitindo avaliar seu comportamento de solubiliza¢do sob as condi¢des

experimentais empregadas.
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3.5. ADSORCAO COM TRANS ACIDO FERULICO NO MCM-48 E MCM-48-APTES

Para o processo de adsor¢do, preparou-se inicialmente uma solucdo estoque de acido
fertlico (1,00 mg/mL) pela dissolugdo de 100 mg do fa&rmaco em 100 mL de agua destilada,
com auxilio de sonicador ultrassonico (EASY 10 H). Em seguida, uma aliquota de 1,0 mL
desta solucgdo foi diluida em 100 mL de dgua destilada, originando a solugao-mae (0,01 mg/mL)
utilizada nos ensaios. O experimento de adsor¢ao foi conduzido em triplicata, adicionando-se
50 mg de nanoparticulas a 30 mL da solugdo-mae, sob agitagdo magnética (180 rpm). O
monitoramento do processo foi realizado por espectrofotometria UV-Vis (A = 314 nm), com
medi¢oes nos intervalos de 24, 120, 170, 290, 340, 480 e 540 horas, até a saturagdo do sistema.
Antes de cada leitura, visando a remog¢ao das nanoparticulas em suspensao, aliquotas de 2 mL
foram submetidas a uma dupla centrifugagdo (13.100 rpm por cinco minutos), sendo o
sobrenadante clarificado submetido a analise espectrofotométrica.

3.6. CARACTERIZACAO
3.6.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na preparagdo para microscopia eletronica de varredura, as particulas de silica foram
suspensas em agua destilada até que o liquido estivesse translucido, mas fosse possivel ver as
particulas levemente suspensas, com o intuito de evitar agregado. Em seguida, a solugdo foi
gotejada em uma fita de carbono ja anexada ao stub e colocada um para secar na estufa (Quimis,
modelo Q314M242). O stub contendo a amostra foi submetido a um sputtering para deposicao
de uma fina camada metalica de ouro (Quorum Q300T T Plus, localizado no Departamento de
Fisica da UFPE) com os parametros para deposi¢ao da camada metalica de ouro (10 nm de
espessura) foram 40 mA por 17 s. As imagens geradas por MEV, modelo MIRA3 TESCAN
localizado no Departamento de Ciéncias de Materiais modo de alto vacuo operando a 5 ou 15
kV,) e a andlise de composi¢do quimica pontual foi realizada através do sensor de EDS
fabricante Oxford acoplado ao MEV. As imagens geradas foram analisadas no software Image
J para obten¢do de tamanho médio das particulas. Os dados obtidos foram tratados utilizando

o software Origin (Versao SR1 b9.5.1.195).

3.6.2. Difracao de raios-X de po (DRX)
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As medidas foram realizadas em um difratometro Rigaku, modelo RINT 2000/PC, que
utiliza radiagdo Ka do Cu. Os padrdes de difracdo foram obtidos no intervalo angular 20 = 1-
8°, em moddulo de varredura continuo com passo de 0,01°, com velocidade de 1 minuto com
tempo de contagem de 1 segundo. As medidas foram realizadas na Central Multiusuario do

Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco.

3.6.3. Espectroscopia Vibracional na regido do Infravermelho Transformada de

Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho das amostras foram registrados no Aparelho
Bruker IFS 66 com transformada de Fourier, no intervalo de 400 a 4000 cm™'. A resolugdo
espectral foi 4 cm™. Na preparacio de cada amostra, 2 mg da amostra foram misturados a 200
mg de brometo de potassio (KBr) e em seguida foram pressionados a 490 ATM e transformados
em discos. As medidas foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica

Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.

3.6.4. Determinacio do potencial zeta, do indice de polidispersao e do tamanho

hidrodindmico de particulas

A determinagdo do tamanho hidrodinamico das particulas e do indice de polidispersao
(PDI) foi realizada por meio do método de espalhamento de luz dindmico (DLS). O potencial
zeta foi medido através da mobilidade eletroforética. O equipamento sonicador Sonics Vibra-
Cell VCX 130 com frequéncia de 20 kHz e poténcia de 130 W, foi utilizado no preparo das
amostras. Inicialmente, as nanoparticulas foram diluidas em uma concentracao de 1% (m/v)
em agua destilada. Apos a dilui¢do, as amostras foram submetidas a uma agitagao ultrassonica
de 15 minutos utilizando uma microponteira a 70% da poténcia. As analises foram realizadas
no equipamento Zetasizer Nano ZS, da Malvern Instruments (Inglaterra), com temperatura
ambiente (25°C) e angulo de 90° para o DLS. Foi empregada uma cubeta Optica para a medicao
do tamanho e do indice de polidispersao (PDI) e cubetas capilares para a determinagdo do
potencial zeta. As medidas foram realizadas na Central Multiusuario do Departamento de

Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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3.6.5. Analise Termogravimetria (TG) e Termogravimetria derivada (DTG)

A analise termogravimétrica foi realizada nas nanoparticulas secas e calcinadas para
determinar o perfil de perda de massa das amostras quando aquecidas. O objetivo era verificar
a eficiéncia do processo de calcinagdo na eliminagdo completa do CTAB. O ensaio foi
conduzido utilizando o equipamento Hitachi, modelo STA-7300. Durante a analise, a massa da
amostra foi monitorada sob uma atmosfera de gés inerte composta por uma mistura de 20%
(v/v) O2/N2, com uma vazdo de 50 mL/min. A amostra foi aquecida de forma programada,
partindo da temperatura ambiente até 900 °C, a uma taxa de 10 °C/min. A anélise foi realizada
em colaboragao com o Laboratério de Nanodispositivos Fotonicos e Bioinspirados Frangois
Auzel (LandFoton Francois Auzel) do Departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os dados obtidos foram tratados utilizando o
software Origin (Versdo SR1 b9.5.1.195). A termogravimetria derivada (DTG) € o tratamento
matematico, em que a derivada primeira da variagdo de massa em relagao a temperatura ou
tempo ¢ registrada. Os dados foram tratados a partir dos valores da curva da TG utilizando a

temperatura atraveés do software Origin (Versdao SR1 b9.5.1.195).

3.6.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises de calorimetria exploratdria diferencial foram realizadas com as amostras
na forma de po na faixa de temperatura de 25 a 550°C, utilizando o modelo DSC-60 da marca
Shimadzu, sem atmosfera dindmica. A razio de aquecimento é de 10 °C.min’!, utilizando
capsula de aluminio completamente fechada sob pressdo, contendo aproximadamente 6 - 7 mg
de amostra. A célula DSC foi calibrada e verificada antes dos ensaios no eixo de temperatura,
utilizando padrdes de indio (Tfsao= 156,6°C) e zinco (Trsio= 419,5°C) metélicos com pureza
de 99,99%. Para o fluxo de calor empregou-se 0 AHyuszo do indio metalico (28,7 J.g™!). O ensaio
foi realizado em parceria pelo Laboratorio de Nanodispositivos Fotdnicos e Bioinspirados
Frangois Auzel (LandFoton Frangois Auzel) do departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os dados obtidos foram tratados utilizando o

software Origin (Versao SR1 b9.5.1.195).

3.6.7. Adsorcao/dessorc¢ao de nitrogénio
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A determinagao das caracteristicas texturais do adsorvente, tais como o didmetro médio,
area superficial, distribuicdo de tamanhos e volume dos poros, foi realizada no equipamento
Micromeritics, modelo ASAP 2020 Plus, localizado no Laboratério de Refino e Tecnologias
Limpas (LabRefino/LATECLIM) no 3° pavimento do i-LITPEG/UFPE. Para isso, foi utilizada
a técnica de adsor¢do/dessor¢ao de nitrogénio, na qual o material selecionado foi pré-aquecido
a 300°C sob vacuo por 8 horas. A area superficial foi determinada através do modelo de
Brunauer, Emmett e Teller (BET), enquanto a distribui¢do de tamanho de poros foi
determinada por meio do modelo de Banet, Joyner e Halenda (BJH) na etapa de dessor¢ao. O
volume de poros foi determinado a partir do volume adsorvido de N> na pressao relativa de
0,99 e o diametro de poros médio foi obtido a partir do calculo 4*Volume Poros/area superficial

(BET). Os dados obtidos foram tratados utilizando o software Origin (Versdao SR1 b9.5.1.195).

3.6.8. Linhagem celular e condicdes de cultivo das células endoteliais primarias

Os camundongos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pela Professora
Carolina Demarchi Munhoz, do Laboratério de Neuroendocrinofarmacologia e
Imunomodulagdo do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-
USP), e os experimentos foram conduzidos por Erica de Almeida Duque. Para o
estabelecimento da cultura de células endoteliais primérias, cérebros de ratos jovens adultos,
com idade entre 1 e 3 semanas de vida pds-natal, foram coletados. Apds a dissecagdo do cortex
cerebral e remog¢do das meninges, o tecido foi fragmentado, homogeneizado e submetido a
digestao enzimatica com colagenase (tipo Il ou IV), dispase, papaina e DNase por um periodo
de 15 a 60 minutos a 37 °C. Subsequentemente, realizou-se uma centrifugacdo em gradiente
de densidade com albumina sérica bovina (BSA, 15-30%) para o enriquecimento de
fragmentos microvasculares e remocao de mielina. As células isoladas foram plaqueadas em
superficies pré-revestidas com gelatina, colageno ou fator de fixa¢do e cultivadas em meio
especifico para células endoteliais (DMEM ou Meio de Crescimento de Células Endoteliais -
ECGM), suplementado com 5 a 20% de soro fetal bovino (FBS), fatores de crescimento
(VEGF, bFGF) e antibitticos, mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO.. A purificacdo da
cultura foi realizada com o uso de anticorpos especificos, como o anti-CD31, e a repicagem

celular ocorreu a cada 4 a 6 dias para manter a confluéncia adequada.

3.6.9. Cultura de células de linhagem do endotélio microvascular humano

(HBMEC)
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A linhagem de Cé¢lulas Microvascular Endotelial de Cérebro Humano (HBMEC)
utilizada neste estudo foram gentilmente cedidos pela Professora Carolina Demarchi
Munhoz, do Laboratério de Neuroendocrinofarmacologia ¢ Imunomodula¢ao do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), e os
experimentos foram conduzidos por Erica de Almeida Duque. As células foram
cultivadas em meio enriquecido com 10% de soro fetal bovino (ThermoFisher)
acrescido de 100 pg/L de penicilina/ estreptomicina (Gibco), mantidas em estufa umida
a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. O repique foi realizado a cada 3 dias para a
manutencao das células, a remoc¢ao das células aderentes foi realizada com o auxilio de
tripsina 0,25% durante 3 — 5 minutos na estufa a 37°C. Para inibir a a¢do da tripsina foi
utilizado meio M199 (M199- ThermoFisher) acrescido com 10% de soro fetal bovino
(ThermoFisher). A suspensdo foi centrifugada a 600g por 5 minutos, o precipitado de
células resultante foi ressuspendido em meio M199 nas mesmas condigdes citadas
anteriormente e em seguida feito o plaqueamento utilizando o mesmo meio. O
congelamento foi realizado em uma concentragdo de, aproximadamente, 106 células
por criotubo adicionando 1mL de solu¢do de congelamento contendo 90% de SFB +

10% de DMSO.

3.6.10. Ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular

As células HBMEC (sigla em inglés para Human Brain Microvascular Endothelial
Cells) na concentragio celular de 2x10° céls/mL por poco foram tripsinizadas, adicionadas a
placa de 96 pocos e incubadas em estufa em ambiente controlado (temperatura de 37°C e
atmosfera umidificada contendo 5% de CO). Apds 24 horas de incubag¢do das células, o meio
foi removido e substituido por outro meio contendo uma solugdo aquosa de concentragdo de
lug.mL"! de 4cido ferulico ou nanoparticulas (MCM-48 e MCM-48-AF) nas concentragdes
100; 50; 25 uM/mL e incubado novamente por 24 horas. Apos esse periodo de exposi¢ao as
diferentes concentragdes acido ferulico ou nanoparticulas, as células foram lavadas com PBS
e adicionadas ao meio de cultura o MTT (1mg/mL), seguido de 3 horas de incubagdo. O MTT
excedente foi retirado e em seguida foi adicionado DMSO (PA), para completa solubilizagado
dos cristais de formazan produzidos durante a incubagdo. O controle negativo (CN) foi mantido
em 3 replicatas igualmente tratadas, exceto o veiculo de dissolucdo, substituindo o acido

ferulico ou as nanoparticulas por (DMSO 1%). O DMSO (PA) foi utilizado como branco para
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descartar qualquer interferéncia de cor. A placa foi analisada por espectrofotometria utilizando
um leitor de placas (Multiskan Skyhigh) em 570 nm, determinando a viabilidade celular. O
experimento foi realizado em triplicata (3 experimentos individuais). Os valores obtidos foram

expressos em percentual de células viaveis de acordo com a seguinte férmula:
[(Absteste - Absbranco) X 100]

Abscontrole

Viabilidade celular (%) =

Sendo Abs teste = absorbancia do acido ferulico ou das nanoparticulas com as células,
Abs branco = absorbancia do acido fertlico ou das nanoparticulas, Abs controle = absorbancia
do controle negativo. Uma vez calculada a viabilidade celular das diferentes concentragdes do
acido ferulico ou das nanoparticulas, foi possivel obter uma curva de concentragdo x
viabilidade. Os valores obtidos no controle negativo, sem a presenca do acido fertilico ou das

nanoparticulas, foram considerados como 100% de viabilidade celular.

Figura 16. Fluxograma do estudo de citotoxicidade in vitro do acido fertlico e sistemas
nanoparticulados em células endoteliais cerebrais e HBMEC
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e as discussodes estdo organizados em duas partes, com base no material
desenvolvido por Azevedo (2019) e Pinto (2024). A primeira parte aborda a sintese das
nanoparticulas mesoporosas de silica do tipo MCM-48, com énfase nas caracterizagdes dos
processos de sintese e modificacdo da superficie com APTES. A segunda parte ¢ dedicada a
adsorcao do acido fertlico, abrangendo, além das caracterizagdes, a avaliacdo da viabilidade
celular do 4cido feralico carreado em silica, bem como as perspectivas futuras. Este estudo foi
conduzido com o objetivo de explorar o potencial terapéutico do sistema, considerando sua

aplicacdo no tratamento da depressao.

4.1. PARTE I: SINTESE DAS NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICA DO
TIPO MCM-48 E MCM-48-APTES

4.1.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) da estrutura so6lida branca

em po

As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permitiram observar
detalhadamente as estruturas topograficas dos materiais. A Figura 1 exibe micrografias das
nanoparticulas de silica (Figura 17). Nessas imagens, ¢ possivel observar que as particulas
apresentam uma distribuicdo uniforme e estrutura morfologica esférica. Os histogramas de
distribui¢do do tamanho médio das particulas foram obtidos a partir da medi¢do de 301
nanoparticulas. Os dados indicam que a as nanoparticulas possuem tamanhos variando entre

180 e 220 nm, com um tamanho predominante de 192,89 + 1,27 nm.
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Em um estudo realizado por Petrisor et al. (2022) sobre a sintese de nanoparticulas de
silica do tipo MCM-48, os tamanhos variaram entre 150 e 400 nm, resultando em uma
distribuicdo de tamanho heterogénea. Ao analisar a metodologia utilizada nesse estudo,
observou-se uma diferenga nas proporgdes de reagentes, com maior quantidade de etanol e
menor volume de solu¢ao de hidroxido de amodnio. Além disso, houve variagdes na taxa, no
tempo e na programacdo da etapa de calcinacdo. Esses fatores foram considerados
influenciadores das diferengas observadas em comparagdo com os resultados obtidos neste
trabalho.

Através da andlise por espectroscopia de dispersdo de energia de raios X (EDS) foi
possivel obter informagdes sobre a composi¢do elementar da amostra com precisao
semiquantitativa. O EDS revelou a presenca exclusiva de silicio (Si) e oxigénio (O), como
ilustrado na Figura 18, o que confirma a pureza da nanoparticula de silica. A identificacdo
desses dois elementos esta alinhada com a formula quimica esperada para esse tipo de material,
validando assim a sua pureza. A presenca de ouro ¢ atribuida ao processo de metalizacao do
material. A auséncia de outros elementos, como metais ou impurezas externas, garante que os

resultados obtidos representam um material puro, sem interferéncia de contaminantes.

Figura 17. Micrografia eletronica de varredura e distribui¢cdes do tamanho das

nanoparticulas de silica.
(a) (b)
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As imagens foram obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) para mostrar a morfologia das
nanoparticulas de silica. (a) Nanoparticulas de silica; (b) Histograma de distribui¢cdo do tamanho médio para

as nanoparticulas de silica Fonte autoral.



Figura 18. Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e imagem HAADF da

nanoparticula de silica.
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A imagem (a) da espectroscopia revela os picos referente ao oxigénio e o silicio predominante, atribuidos ao

oxido de silicio responsaveis pela estrutura das nanoparticulas. Além disso, no modo HAADF ¢é observado a

distribui¢do dos elementos Si e O corresponde as cores (b) verde azulado e (c) verde respectivamente.

Fonte autoral.

4.1.2. Espalhamento dinimico da luz (DLS) das nanoparticulas de silica
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A analise dos parametros fisicos e quimicos das nanoparticulas de silica ¢ essencial para
entender suas propriedades e como elas se comportam em sistemas biologicos e aplicagdes
avancadas (Sperling; Parak, 2010; Sultana et al., 2020). O DLS forneceu um tamanho médio
do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas de silica, obteve-se de 254,4 + 5,41 nm (Tabela
1). Este valor indica o tamanho médio das particulas quando suspensas em um meio aquoso,
refletindo ndo apenas o tamanho das particulas individuais, mas também as interagdes entre
elas, como aglomeragao ou dispersao.

No que diz respeito ao indice de polidispersao (PDI), o resultado obtido foi de 0,205 +
0,009 (Tabela 1), indicando uma distribui¢do constante de tamanhos. O PDI ¢ uma medida da
distribuicdo do tamanho das particulas e, abaixo de 0,2, indica uma distribuicdo homogénea,
sugerindo que as nanoparticulas t€ém um tamanho uniforme (CAPUTO et al, 2019). Como
resultado foi o PDI de 0,205 é um valor limitrofe ao ideal,

Valores de potencial zeta (ZP) maiores que 30 tanto negativos quanto positivos,
indicam maior estabilidade da suspensdo (CLOGSTON; PATRI, 2011). O potencial zeta
detectado foi de -28,5 mV. Em virtude do potencial zeta ser uma medida da carga superficial
das nanoparticulas, ¢ crucial para avaliar a estabilidade da solu¢do. Esse dado indica que as
nanoparticulas possuem carga negativa na superficie, o que contribui para a repulsdo entre as
particulas e evita a aglomeragdo, além de ser uma evidéncia da completa eliminacdo do
surfactante CTAB, que possui natureza cationica. Neste caso, a nanoparticula demonstra
natureza anionica, ja que apresenta alta carga negativa.

Como a maioria das membranas celulares ¢ carregada negativamente, o potencial zeta
indica a tendéncia de uma nanoparticula de transpassar membranas (CLOGSTON; PATRI,
2011). O potencial negativo identificado propde um progndstico de acessibilidade no transporte
do material através da membrana. Além disso, a carga negativa de um carreador pode afetar a
eficiéncia da conjuga¢do com proteinas ou outras biomoléculas que possam ter cargas opostas
ou neutras (NELSON; COX, 2014).

Os dados mostram que as nanoparticulas de silica apresentaram, tamanho de particula
uniforme, estabilidade em solugdo e potencial zeta negativo que sugere baixa tendéncia para
agregacdao. Tamanhos uniformes e uma boa dispersdo ajudam a minimizar a variabilidade na
interacdo das nanoparticulas com células e tecidos, melhorando a efic4cia e a seguranga das
aplicacdes biomédicas. Esses parametros sao fundamentais para garantir que as nanoparticulas

se comportem conforme o esperado em aplicacdes cientificas e biomédicas.
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Tabela 1. Medidas do espalhamento dinamico de luz (DLS) das nanoparticulas de silica

Diametro hidrodindmico (nm) indice de Polidispersdo (PDI)
Média Desvio padrao (£) M¢édia Desvio padrio (£)
254,4 5,41 0,205 0,009

Numero de medidas N=3.

Fonte autoral.

4.1.3. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho Transformada de

Fourier (FTIR) da nanoparticula de silica

A relagdo entre os valores das bandas de absor¢do e os grupos quimicos presentes no
material MCM-48 esté apresentada no Apéndice 1.

Na Figura 19, os espectros da amostra da nanoparticula de silica revelam bandas de
absorcdo caracteristicas para as vibragdes de estiramento dos grupos O—H (marcados pelo
retdngulo verde) no intervalo de comprimento de onda de 3500 a 3300 cm™. O intervalo de
comprimento de onda de 1650 a 1600 cm™ (retdngulo amarelo) corresponde a deformacgao
angular da agua, O-H-O, indicando a presenga de agua interagindo com a silica. Além disso, o
estiramento referente ao grupo Si—O-Si (destacados pelo retdngulo laranja) aparece no
intervalo de comprimento de onda de 1000 a 1100 cm™, parte principal da rede da silica. A
deformagio proxima a regido de 800 cm™ corresponde a uma possivel deformagio ou modo
de flexdo do grupo silanol, Si-OH. Na regido de 500 a 460 cm™! ha uma deformacio angular da

estrutura Si-O-Si, referente as dobras do esqueleto da silica.

Figura 19. Espectro FTIR das nanoparticulas de silica
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Fonte autoral.

4.1.4. Difracio de Raio X da nanoparticula mesoporosa de silica (DRX)

A ordenagdo de longo alcance em materiais mesoporosos periddicos pode ser
demonstrada através da difragdo de raios X em p6 com angulo baixo. Nesse método, € possivel
observar os picos de Bragg em angulos 20 baixos, inferiores a 10 graus (KLABUNDE, 2009;
SOLOVYOV, 2013). O perfil difratométrico apresentou uma banda de reflexdo ampla na faixa
de 1,5° a 3°. Essa banda foi associada ao plano (211), caracteristico da simetria cubica, descrito
pelo grupo espacial [a3d, o que ¢ tipico da estrutura mesoporosa da MCM-48 (KIM et al, 2005;
FECHETE et al., 2011; GIL et al., 2011; ZELENAK et al., 2018; YISMAW et al., 2019).

Figura 20. Difratograma de raio-X de p6 de MCM-48
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(a) Difratogramas de raios X extraidos da literatura para as amostras MCM-48, MCM-48 FA, MCM-
48 APTES e MCM-48 APTES FA, adaptados de PETRISOR et al. (2023). A amostra MCM-48 refere-se a

nanoparticula de silica mesoporosa pura; FA corresponde ao acido feralico; APTES indica a funcionalizagio

com 3-(aminopropil)trietoxisilano. (b) Difratograma de raios X da amostra MCM-48 obtida

4.1.5.

experimentalmente (fonte: autoral).

Microscopia eletronica de varredura da MCM-48-APTES

Nas imagens analisadas, observou-se que nao houve alteracdo significativa na

morfologia entre as nanoparticulas funcionalizadas (Figura 21, a) e as ndo funcionalizadas

(Figura 21, b). Os histogramas de distribuicdo do tamanho médio das particulas foram obtidos

a partir da medi¢ao de 301 nanoparticulas. Embora a média de tamanho das nanoparticulas seja

semelhante entre o hibrido MCM-48-APTES, com média de 197,99 + 0,84 nm e variagao entre

120 nm e 300 nm (Figura 21, c¢), e 0 MCM-48, com tamanho predominante de 192,89 + 1,27

nm (Figura 21, d), observa-se que as nanoparticulas funcionalizadas apresentam um maior

numero de particulas com tamanhos superiores, atingindo até¢ 300 nm.

Figura 21. Micrografia eletronica de varredura e distribui¢des do tamanho das MCM-48-

a)

APTES e MCM-48

b)
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SEM HV: 25.0 kV WD: 9.93 mm
View field: 4.43 pm Det: SE
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View field: 3.89 pm Det: SE 1pm
SEM MAG: 71.2 kx  Date(m/d/y): 08/09/23 PGMTR - UFPE
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Morfologia das nanoparticulas funcionalizadas e ndo funcionalizadas. (a) Nanoparticulas funcionalizadas
com APTES; (b) Nanoparticulas ndo funcionalizadas. As imagens foram obtidas por microscopia eletronica
de varredura (MEV), mostrando a similaridade nas formas das nanoparticulas entre os dois tipos. (c)
Histograma de distribui¢do do tamanho médio das particulas para o hibrido MCM-48-APTES; (d)

Histograma de distribui¢do do tamanho médio para 0 MCM-48. Fonte autoral.

4.1.6. Espalhamento dinimico de luz (DLS) das MCM-48-APTES

Estudos indicam que as nanoparticulas de silica com tamanhos variando entre 30 nm e
70 nm sdo frequentemente consideradas ideais para sistemas de entrega, pois esse intervalo
favorece uma boa absor¢do celular e minimiza a resposta imune (ZANONI et al., 2019). Por
exemplo, nanoparticulas de silica dopadas com cobre (CuO), com tamanho médio de

aproximadamente 70 nm, demonstraram efic4cia antimicrobiana, sugerindo que esse tamanho



66

pode ser adequado para aplicagdes biomédicas (ZANONI et al., 2019). Além disso, a
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas pode ser ajustada para otimizar a interagao
com as células-alvo, potencializando a eficacia do sistema de entrega (ZANONI et al., 2019).
Em relagdo ao tamanho médio do diametro hidrodindmico das nanoparticulas de silica, foi
encontrado o valor de 458,4 + 18,97 nm (Tabela 2). Esse valor reflete o tamanho médio das
particulas quando suspensas em meio aquoso, levando em consideragao ndo apenas o tamanho
das particulas individuais, mas também as interacdes entre elas, como aglomeragdo ou
dispersdo. Contudo, o tamanho das nanoparticulas, neste caso, torna-se desinteressante para
sistemas de entrega de medicamentos, uma vez que evidéncias sugerem que particulas menores
apresentam melhor endocitose em comparagio as particulas de maior tamanho (JUERE et al.,
2017).

Além disso, o indice de polidispersao (PDI) obtido foi de 0,303 + 0,008 (Tabela 2), o
que indica uma distribui¢do menos homogénea do tamanho das particulas. O PDI ¢ uma medida
da uniformidade da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas. Valores de PDI abaixo de 0,2
geralmente indicam uma distribui¢do bastante homogénea, sugerindo que as nanoparticulas
tém um tamanho bastante uniforme (CAPUTO et al., 2019). Portanto, o valor de PDI de
aproximadamente 0,3 obtido neste estudo sugere uma distribui¢do menos constante de

tamanhos quando comparado as nanoparticulas ndo funcionalizadas.

Tabela 2. Medidas do espalhamento dinamico de luz (DLS) das nanoparticulas de silica

Diametro hidrodindmico (nm) indice de Polidispersdo (PDI)
Média Desvio padrao (%) Média Desvio padrao (+)
458.,4 18,97 0,303 0,008

Numero de medidas N=3. Fonte autoral.

Valores de potencial zeta (ZP) superiores a 30, tanto negativos quanto positivos,
geralmente indicam maior estabilidade das suspensdes (CLOGSTON; PATRI, 2011). O
potencial zeta detectado na nanoparticula funcionalizada foi de 20,7 mV, apresentando uma
carga positiva em comparagdo com a nanoparticula pura MCM-48. A introducdo de grupos
amina na superficie do MCM-48, por meio da funcionalizagdo com APTES, ndo s6 aumenta a
capacidade de carga de medicamentos, mas também melhora a interagdo entre o portador € o
farmaco, facilitando a liberagdo controlada (NATARAJAN; SELVARAIJ, 2014). Estudos
indicam que a funcionalizacdo de silicas mesoporosas, como 0 MCM-48, pode resultar em

perfis de liberacdo mais sustentdveis de farmacos.
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Por exemplo, a liberagao de captopril utilizando MCM-41 funcionalizado apresentou
um perfil de liberagao aprimorado, e a funcionalizagdo com grupos amina estendeu a liberagao
de tetraciclina por até 48 horas (KONERU et al., 2015). Esses resultados sugerem que a
modificacdo da superficie com APTES pode ser uma estratégia eficaz para prolongar a
liberagdo de medicamentos, permitindo uma administracdo mais eficiente e reduzindo a
frequéncia de dosagem. Além disso, a funcionalizagdo com APTES pode melhorar a
biocompatibilidade do sistema de entrega. A presenca de grupos amina na superficie do MCM-
48 facilita a interacdo com células bioldgicas, promovendo a absor¢do celular e,
consequentemente, a eficacia terapéutica (BOUCHOUCHA et al., 2014).

Pesquisas sobre nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas t€m demonstrado
que essas modificagdes podem resultar em uma liberagdo mais controlada e direcionada de
farmacos, sendo essenciais para terapias especificas, como no tratamento de cancer
(PETRISOR et al., 2022). A combinagdo das propriedades estruturais do MCM-48 com a
funcionalizacdo adequada, como a realizada com APTES, representa um avanco significativo
na engenharia de sistemas de entrega de medicamentos. A capacidade de ajustar a liberacdo de
farmacos e aumentar a biocompatibilidade torna esses sistemas promissores para diversas

aplicacdes clinicas, incluindo a entrega de medicamentos anticancerigenos e outros farmacos

de dificil solubilidade (MEKA et al., 2018).

4.1.7. Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho Transformada de

Fourier (FTIR) de MCM-48-APTES

Com a adicao do APTES, a principal diferenca observada nas bandas presentes no
MCM-48 e no MCM-48-APTES foi o surgimento de uma banda, conforme mostrado Apéndice
A. A banda na regido de 2925 a 2853 cm! indica a presenca de enxertos de grupos aminopropil
(LU, 2013).

Além disso, a banda situada em 3400 cm™! apresenta menor intensidade no MCM-48-
APTES, devido ao fato de que as hidroxilas livres, que anteriormente estavam localizadas na
parte mais externam da molécula de MCM-48, sofrem quebra da ligagdo devido a presenca de
temperatura, resultando na substitui¢ao do grupo OH pelo APTES por meio da reagdo Sn2. As
bandas caracteristicas localizadas nas faixas de 3300-3400 cm™ e 1620-1650 cm™ sdo
atribuidas as vibrac¢des de alongamento e flexao dos grupos amina alifatica (N—-H). No entanto,

as bandas de absor¢ao em torno de 3450 cm™ e 1635 cm™' também estdo relacionadas as
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vibragdes de alongamento e flexao dos grupos silanol, de modo que o pico de absor¢dao nao
pode ser claramente distinguido (BEGANSKIENE et al., 2004; LU, 2013). O pico
correspondente ao comprimento de onda de 1627 cm™ esta associado a presenca de agua livre
no sistema; observa-se um deslocamento para 1572 cm™. Esse deslocamento pode indicar a

flexdo NH, evidenciando a presenca de grupos NHz (SHAFQAT et al., 2019; BORCANESCU
etal., 2023).

Figura 22. Espectro FTIR da MCM-48, APTES e do hibrido MCM-48-APTES
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Espectro de FTIR das amostras de MCM-48, APTES e MCM-48-APTES. A linha preta refere-se a0 MCM-
48, a linha azul ao APTES e a linha vermelha ao MCM-48-APTES. Fonte autoral.

4.2. PARTE II: ADSORCAO DO ACIDO FERULICO

Considerando que o MCM-48-APTES apresentou uma diminuta area superficial e
volume de poros estreito, comparado a MCM-48 sem funcionalizagdo, e tendo em vista que o
objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um sistema de entrega de medicamentos com
alta eficiéncia, decidiu-se retirar esse material da etapa de adsor¢do, sendo que sua utilizagao

sera reavaliada como uma perspectiva futura para aprimoramento do sistema.
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4.2.1. Determinacio da curva de solubilidade do acido fertlico

A solubilidade do 4cido trans ferulico ¢ bem descrita na literatura. Um estudo realizado
por Shakeel e colaboradores (2017) investigou a solubilidade do acido feralico com diversos
solventes, incluindo o etanol. Embora o etanol ndo tenha mostrado ser o solvente com maior
coeficiente de atividade nas interacoes moleculares fortes com o acido ferulico, ele se
posicionou de forma intermediaria, sendo uma das opgdes mais soliiveis € menos toxicas. Além
disso, o estudo revelou que o aumento da temperatura favoreceu a solubilidade dos compostos
testados. No entanto, em nosso estudo, optou-se por nao utilizar temperaturas mais altas a fim

de evitar a evaporacao do solvente.

Figura 23. Curva de solubilidade do acido fertilico em etanol por espectrofotometria, na

regido do 315 nm em temperatura ambiente.
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Fonte autoral.

No ensaio com etanol absoluto (Figura 23), o sistema demonstrou alta estabilidade. A
concentracao do acido feralico manteve-se praticamente constante em 41,00 £ 0,02 pg/mL. Os
baixos desvios padrdo confirmam a consisténcia dos dados, e as pequenas variagdes
observadas, na ordem de pg.mL™", podem ser atribuidas a imprecisdes de manuseio.

Subsequentemente, para avaliar a influéncia do solvente na solubilidade e testar a

fotossensibilidade (sob abrigo de luz), adicionou-se 1% de Tween 80 (Figura 24). O resultado,
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contudo, foi o surgimento de uma instabilidade consideravel nas medi¢des. As concentragdes
oscilaram amplamente (entre 65,0 pug/mL e 131,47 pg/mL), em nitido contraste com a
estabilidade observada no experimento em etanol puro. Isso indica que a metodologia com

Tween 80, sob os parametros selecionados, gerou dados inconsistentes.

Figura 24. Curva de solubilidade do acido ferulico em etanol com tween 80 a 1%, por

espectrofotometria na regido do 326 nm, em temperatura ambiente
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Fonte autoral.

A explicacdo para essa instabilidade reside na interacdo inadequada entre o surfactante
e o acido ferulico. O Tween 80 (polissorbato 80) ¢ um surfactante ndo i6nico que forma micelas
eficazes na solubilizacdo de compostos hidrofobicos ou moderadamente polares. No entanto,
o acido fertilico ¢ um composto polar; moléculas muito polares ndo se particionam
eficientemente no nucleo hidrofobico das micelas.

Como resultado, a presenga de Tween 80 ndo aumenta — e pode até prejudicar — a
estabilidade de compostos polares, que permanecem na fase solvente em vez de serem
incorporados (CHEN et al., 2021; SHAKEEL et al., 2021; RASHID et al., 2015). Além disso,
o volumoso grupo polar do proprio Tween 80 pode criar impedimento estérico, limitando ainda

mais a interacao de moléculas polares com as micelas (DE FORESTA et al., 1989).
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4.2.2. Avaliacdo da incorporacio do acido ferulico na nanoparticula de silica

MCM-48

No presente estudo, com base na metodologia descrita por Pinto (2024), avaliou-se a
eficiéncia de incorporagdo do acido fertlico em nanoparticulas de silica do tipo MCM-48 por
meio de quantificacdo indireta. Essa avaliacdo consistiu na determinagdo da concentragdo do
composto incorporado na nanoparticula, obtida pela diferenga entre a quantidade total de &cido
ferulico inicialmente adicionada e a quantidade remanescente no sobrenadante apds o processo
de adsor¢do. A quantificagdo foi realizada com base nas variagdes de concentragdo antes e
depois da introdu¢do do carreador, utilizando curvas de calibragdo para expressar a eficiéncia
de incorporacdo em termos percentuais (EI1%).

Entretanto, o método quantitativo demonstrou-se ineficiente para este sistema, uma vez
que o processo de centrifugacgdo interferiu significativamente na matriz de leitura, demandando
adaptacdes metodologicas. Tal interferéncia exigiu a realizagdo de duas etapas de centrifugacao
antes de cada leitura, com o objetivo de minimizar ruidos e preservar a precisdo dos resultados.

Adicionalmente, observou-se que o processo de adsor¢do do farmaco pelas
nanoparticulas levou aproximadamente 13 dias para se completar (Figura 25), caracterizando
um sistema de incorporacdo consideravelmente mais lento do que o esperado. Esse
comportamento contrasta com o estudo realizado por Wang, Wang e Liu (2019), no qual
nanoparticulas poliméricas foram utilizadas para a incorpora¢do do acido fertlico. Naquele
caso, o etanol foi empregado como solvente, e a solugdo contendo as nanoparticulas

permaneceu sob agitagdo durante a noite, o que foi suficiente para a incorporagao.

Figura 25. Curva de eficiéncia de incorporacao (EI%) do acido ferulico na MCM-48 em

etanol
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4.2.3. Espectroscopia vibracional na regiio do Infravermelho Transformada de

Fourier (FTIR) do acido ferulico e sistema nanoparticulado

A relagdo entre os valores das bandas de absor¢ao e os grupos quimicos presentes no
acido ferulico esta apresentada na Apéndice A.

Com o objetivo de avaliar a precisdo das leituras obtidas, foi realizada uma analise
espectroscOpica para investigar possiveis interagdes entre o acido ferulico e a MCM-48
presentes na solugdo resultante do processo de adsor¢do. Os resultados indicam a auséncia de
formagdo de estruturas supramoleculares, evidenciando que ocorreu apenas um processo de
adsorcao fisica, conforme inicialmente previsto. Essa conclusdo baseia-se na analise das bandas
observadas na regido entre 2500 cm™ e 2000 cm™ (Figura 26), as quais nio demonstram
alteracdes significativas quando comparadas ao espectro da MCM-48 isolada, sugerindo,

portanto, a inexisténcia de interacdes quimicas entre os componentes.

Figura 26. Espectro FTIR da interacao entre o acido ferulico e a MCM-48
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Os espectros de absor¢do da amostra de nanoparticula de silica do tipo MCM-48
revelam bandas de absorc¢do previamente descritas, as quais estdo destacadas no grafico por
retangulos coloridos na Figura 27, com seus respectivos significados. No espectro do 4cido
fertlico, observa-se uma diferenca no intervalo de comprimento de onda entre 1620 e 1300
cm™!, destacado pelo retangulo. Para investigar essas diferencas, foi realizada uma mistura
fisica do 4cido feralico com a MCM-48 por meio de mistura mecanica com magarico. Como
resultado, observou-se a sobreposicao das bandas presentes nos dois espectros, como esperado.
Exemplificando, a banda no intervalo de 3000 a 2800 cm™ estd presente tanto na mistura
quanto no 4cido feralico, mas ndo na nanoparticula de silica. Ja a banda na regido de 500 a 400
cm!, associada a ligacao de silica, aparece tanto na mistura quanto na MCM-48, mas nao no

acido ferulico.

Figura 27. Espectro FTIR da MCM-48, acido ferulico e mistura fisica MCM-48 e 4cido

feralico
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Espectro de FTIR das amostras de MCM-48, acido fertlico e mistura fisica de MCM-48 e acido fertilico. A
linha preta refere-se ao MCM-48, a linha magenta ao acido fertlico e a linha vermelha a mistura fisica de

acido ferulico e MCM-48. Fonte autoral.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a adsor¢do do acido ferulico dentro dos
poros da MCM-48. Para isso, foi realizado o espectro FTIR do sistema nanoparticulado
denominado MCM-48-AF. Como observado na Figura 28, ¢ possivel perceber o
desaparecimento de bandas caracteristicas do acido fertlico, que, devido a adsor¢do no
material, ndo sdo observadas na amostra MCM-48-AF, aparecendo apenas na mistura fisica,
como a regido de 1826 cm™'. Além disso, varias bandas semelhantes entre si s3o observadas,
especialmente na regido das amidas, indicando a presenga do 4cido fertlico no sistema
adsorvido. O mesmo comportamento ¢ observado nas regides associadas a silica, onde as
bandas da mistura e da MCM-48-AF apresentam semelhancgas, como a regido proxima a 800

cm™ e 450 cm™.

Figura 28. Espectro FTIR da MCM-48-AF e mistura fisica MCM-48 e 4cido fertlico
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MCM-48. Fonte autoral.

4.2.4. Citotoxicidade in vitro do acido ferulico e dos sistemas nanoparticulados

A aplicagdo terapéutica do acido fertlico (AF), seja na forma livre, seja veiculado em
nanoparticulas de MCM-48 (MCM-48-AF), para o tratamento de transtornos como depressao
e ansiedade, requer a auséncia de citotoxicidade. Diante disso, a viabilidade celular foi
investigada por meio de ensaio especifico, a fim de assegurar a biocompatibilidade dos
compostos. Esta etapa ¢ crucial, pois as conhecidas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias do acido ferulico, que lhe conferem potencial neuroprotetor (REN et al., 2017,
SINGH et al., 2022; THAPLIYAL et al., 2021; MONTASER et al., 2019), s6 podem ser
exploradas terapeuticamente se a seguran¢a dos materiais para as células for garantida.

A avaliagdo da citotoxicidade da MCM-48 em células endoteliais primarias do cérebro
de camundongo revelou uma notavel variabilidade entre as replicatas biologicas independentes,
Apéndice B. Enquanto o ensaio inicial (n=1) indicou alta biocompatibilidade, com a
viabilidade celular mantendo-se em niveis semelhantes aos do grupo controle, a repeticdo do

experimento (n=2) demonstrou um claro indicio de citotoxicidade. Essa inconsisténcia nos
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resultados aponta para uma possivel influéncia de variaveis experimentais inerentes ao ensaio
ou a culturas de células primarias. Alternativamente, sugere que o efeito citotoxico da MCM-
48 pode ser sutil, e sua detec¢ao, dependente da robustez e das condigdes especificas de cada
ensaio.

A avaliacdo da biocompatibilidade revelou perfis distintos para o acido feralico (AF)
livre e para a sua formulagdo em MCM-48. O AF livre, na concentragao de 50 pg/mL, foi
consistentemente o tratamento que resultou na maior viabilidade celular em ambas as réplicas.

Por outro lado, a formulagdo MCM-48-AF apresentou uma notavel inconsisténcia
experimental. A primeira réplica (n=1, Figura 29a) sugeriu um perfil de seguranca, com as
concentragdes de 50 e 200 pg/mL superando a viabilidade do grupo controle. A repeticao do
ensaio (n=2, Figura 29b), no entanto, revelou um comportamento paradoxal: a dose de 200
pg/mL demonstrou ser a mais biocompativel de todo o estudo, ao passo que as doses inferiores
(50 e 100 pg/mL) induziram uma resposta citotoxica. Essa variabilidade indica uma alta
sensibilidade do sistema celular a formulag@o nanoestruturada, cujo efeito oscila entre protetor

e toxico dependendo de condig¢des experimentais ainda nao elucidadas.

Figura 29. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do 4cido fertlico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da MCM-48-AF em células endoteliais primaria do cérebro de

camundongo
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Experimentos realizados com 24 horas de tratamento, em duplicata. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrdo. a) n = 1; b) n =2, sendo n o niimero de replicagdes bioldgicas. Fonte: Erica de Almeida

Duque.

As Figuras 30, 31 e 32 detalham a viabilidade da linhagem celular HBMEC
(microvascular endotelial de cérebro humano) frente ao acido ferulico (AF) e ao complexo
MCM-48-AF em diferentes tempos de exposicao: 3, 24 e 72 horas, respectivamente.

Focando nos resultados de curto prazo (3 horas, Figura 30a), os materiais isolados foram
avaliados. O AF livre, em todas as concentragdes testadas (25, 50 e 100 pg/mL), promoveu um
aumento na viabilidade celular em comparacdo ao grupo controle. Embora nio tenha sido
observada uma relagdo dose-resposta direta, a concentragdo de 100 pg/mL apresentou o melhor
desempenho. Paralelamente, a MCM-48 pura demonstrou alta biocompatibilidade, nao
apresentando citotoxicidade, e exibindo um efeito benéfico, superior ao controle, na
concentracao de 200 pg/mL.

A formulagao nanoestruturada (MCM-48-AF), apresentada na Figura 30(b), revelou os
resultados mais promissores. Em todas as concentragdes analisadas, o complexo ndo apenas foi
biocompativel, como também superou o desempenho do 4cido fertlico isolado. Notavelmente,
neste periodo de 3 horas, verificou-se uma tendéncia de dose-resposta inversa, onde as

concentracdes mais baixas da formulagdo induziram os efeitos mais significativos.

Figura 30. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do 4cido fertlico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da conjugacdo MCM-48-AF em células microvasculares

endoteliais de cérebro humano em 3h
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Experimentos realizados em duplicata. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrio. Fonte: Erica

de Almeida Duque.

A analise de 24 horas (Figura 31a) revelou os efeitos dos componentes isolados. A
nanoparticula MCM-48 demonstrou um leve efeito citotoxico na maior concentragdo (200
pg/mL), com uma redugdo de aproximadamente 15% na viabilidade em relacdo ao controle.
Contudo, em concentracoes de até 100 pg/mL, o material mostrou-se biocompativel. O acido
ferulico livre, por sua vez, mostrou-se inerte neste periodo, ndo apresentando alteragdes
benéficas ou prejudiciais em comparagdo com as células ndo tratadas.

Em contrapartida, a formulagdo MCM-48-AF (Figura 31b) exibiu um desempenho
superior. O aumento do tempo de exposicao de 3 para 24 horas alterou o perfil de resposta: a
concentracao de melhor desempenho deslocou-se de 50 pg/mL (em 3h) para 100 pg/mL (em
24h). Este resultado ¢ particularmente relevante quando comparado ao acido ferulico isolado,
que se mostrou ineficaz em 24h. Isso sugere fortemente que o carreamento na MCM-48

conferiu estabilidade ao composto, protegendo as células de forma mais eficaz e sustentada.
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Figura 31. Avaliacao de viabilidade celular in vitro do acido feralico, da nanoparticula de
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Experimentos realizados em triplicata. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Fonte: Erica

de Almeida Duque.

Nos resultados de 72 horas (Figuras 32a e 32b), o 4cido ferulico (AF) livre apresentou
um desempenho superior a todos os outros tratamentos. A nanoparticula MCM-48 pura
manteve sua biocompatibilidade a longo prazo com as cé¢lulas HBMEC, nao demonstrando
toxicidade. J4 a formulagdo MCM-48-AF, embora tenha superado o grupo controle, mostrou-
se inferior ao AF livre.

Esses achados sugerem que, para esta linhagem celular, o AF na forma livre pode ser
mais eficaz que na forma nanocarreada. Contudo, esta € uma conclusao estritamente preliminar.
O experimento foi realizado em duplicata (n=2) e apresentou um desvio padrdo elevado,
comprometendo a significancia estatistica dos resultados. Essa alta variabilidade indica a
necessidade de réplicas adicionais para validar a tendéncia observada e confirmar a aparente

superioridade do AF livre sobre a formulagdo neste tempo de exposi¢ao.

Figura 32. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do 4cido fertilico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da conjugacdo MCM-48-AF em células microvasculares

endotelial de cérebro humano em 72h
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Fonte: Erica de Almeida Duque.

Um ensaio de citotoxicidade aguda foi realizado nas células HBMEC, utilizando uma
concentracgdo elevada (1 mg/mL) dos compostos por 3 horas, com o objetivo de determinar a
dose letal (Tabela 3). Contudo, os resultados demonstraram o oposto do esperado: todas as
condigdes testadas (&cido ferulico, MCM-48 e MCM-48-AF) nao apenas foram
biocompativeis, como também apresentaram viabilidade celular significativamente superior a
do grupo controle. Dentre elas, o acido fertlico livre foi o que promoveu o maior aumento na

viabilidade celular.

Tabela 3. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do acido ferulico, da
noparticula de silica do tipo MCM-48 ¢ da conjugacio MCM-48-AF em células

microvasculares endotelial de cérebro humano com a dose de 1mg/mL

Amostra Média Desvio Padrao
Sem tratamento 100 8,370400323
Acido ferulico 169,349 15,04245855
MCM-48 164,2 26,86795166
MCM-48-AF 161,0729 32,69083884

Experimentos realizados em duplicata. Os dados s@o apresentados como média + desvio

padrio. Fonte: Erica de Almeida Duque.

Devido as limitagdes metodologicas — especificamente, o tamanho das nanoparticulas
que obstruia os filtros e as restrigdes de tempo — ndo foi possivel empregar técnicas de
separacdo adequadas para a realizagdo do ensaio de permeabilidade de barreira
hematoencefalica. Diante desse obstaculo, optou-se por realizar um ensaio de controle em
células HBMEC com o material ndo purificado, a fim de avaliar se a auséncia da etapa de
filtragdo impactaria a resposta celular. Os ensaios foram conduzidos por 3 horas (Figura 33) e
24 horas (Figura 34).

Os resultados de 3 horas (Figuras 33a e 33b) confirmaram o impacto negativo. Em
comparacao ao grupo controle, todas as condigdes testadas induziram uma reducao acentuada
na viabilidade celular, indicando um efeito citotdxico generalizado. Dentre os grupos, a MCM-
48 nao purificada, na concentra¢do de 200 pg/mL, demonstrou a maior toxicidade, resultando

na menor viabilidade celular.
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Esses achados demonstram inequivocamente que a auséncia da etapa de filtracao,
mesmo em curtos periodos de exposi¢ao, compromete a biocompatibilidade do sistema. A
filtragdo revela-se, portanto, uma etapa critica, ndo apenas para a remogao de contaminantes da
sintese, mas fundamentalmente para preservar a seguranga ¢ a eficacia funcional dos materiais
em aplicagdes biologicas.

Figura 33. Avaliagdo de viabilidade celular in vitro do acido ferulico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da conjugacdo MCM-48-AF em células microvasculares

endoteliais de cérebro humano sem filtracdo em 3h

Acido fertlico

Viabilidade (%)
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Experimentos realizados em duplicata. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrio. Fonte: Erica

de Almeida Duque.

Em uma notavel reversdo do perfil observado em 3 horas, a analise de 24 horas (Figuras
34a e 34b) revelou um impacto positivo dos tratamentos. Apos este periodo prolongado, todas
as condic¢des testadas com o material ndo purificado passaram a apresentar um aumento na
viabilidade celular, superando o grupo controle. Dentre elas, a MCM-48 na concentragdo de 50

pg/mL foi a que demonstrou o melhor desempenho.

Figura 34. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do 4cido fertilico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da conjugacdo MCM-48-AF em células microvasculares

endoteliais de cérebro humano sem filtracdo em 24h
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Essa notavel reversao — de citotoxicidade em 3h para um efeito benéfico em 24h — sugere
que a resposta inicial pode ter refletido um estresse agudo ou um periodo de adaptagao celular
aos compostos nao purificados. Aparentemente, foi necessario um tempo de incubacido mais
longo para que as células se recuperassem e os efeitos positivos se manifestassem. Baseado
nesta observagdo, levanta-se a hipotese de que, para o teste de permeabilidade, a etapa de
filtracdo possa ser omitida apenas se esta for tecnicamente inviavel, partindo do pressuposto

de que a toxicidade aguda inicial ¢é transitoria e ndo invalida a medi¢do de longo prazo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou a nanoparticula de silica mesoporosa MCM-48 como
carreadora de acido fertlico (AF) para o tratamento de transtornos depressivos. Durante o
desenvolvimento, constatou-se que a funcionalizagdo da matriz com APTES era inviavel, pois
reduzia drasticamente o volume de poros e, consequentemente, a capacidade de adsorgao.
Optou-se, portanto, pela adsor¢do direta na MCM-48 ndo funcionalizada, que se mostrou mais
eficiente.

Os resultados bioldgicos foram promissores: os ensaios de citotoxicidade revelaram que
tanto a MCM-48 quanto a formulacio MCM-48-AF possuem alta biocompatibilidade,
chegando a promover um aumento na viabilidade celular (notadamente em 24h). Tais achados
reforcam o potencial de sistemas nanotecnoldgicos para a liberacdo controlada de compostos
bioativos no sistema nervoso central.

Contudo, um entrave pratico fundamental foi identificado: o tempo excessivamente
longo necessario para a adsor¢ao do AF na MCM-48. Esse gargalo metodologico compromete
severamente a viabilidade prética, a escalabilidade comercial e a reprodutibilidade do sistema,
limitando sua aplicabilidade clinica.

Conclui-se que, embora a plataforma MCM-48-AF demonstre um desempenho in vitro
encorajador, sua viabilidade como produto terap€utico ¢ atualmente limitada pela ineficiéncia
do processo de encapsulamento. Sdo indispensaveis novas investiga¢des focadas em métodos
de adsorcao mais eficientes, ou no desenvolvimento de matrizes alternativas e modificagoes

superficiais que permitam a incorporacao rapida e estavel do acido ferulico.
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APENDICE A - ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) DA
NANOPARTICULA DE SIiLICA

A relagdo entre os valores das bandas de absor¢ao e os grupos quimicos presentes no

material MCM-48 estd apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Tabela da relacdo entre os valores das bandas de absorcdo e os grupos quimicos

encontrados na nanoparticula de silica.

Bandas (cm™) Grupos quimicos Material Referéncia
ELLERBROCK;
3456,51 -OH MCM-48 STEIN;

SCHALLER, 2022.

ELLERBROCK;
1637,35 H-O-H H>O STEIN;
SCHALLER, 2022.

WORANUCH,
YOKSAN, 2013.
MATHEW,
ABRAHM, 2008.
PARKER,
PARKER, 1971.

1622,95 -NH> deformado Acido fertlico

WORANUCH,
YOKSAN, 2013.
PARKER,
PARKER, 1971.

1512,36 Amida secundaria Acido fertlico

WORANUCH,
YOKSAN, 2013.

1433,367 Amida priméria Acido feralico
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PARKER,
PARKER, 1971.

1325,649

Amida terciaria

Acido ferulico

WORANUCH,
YOKSAN, 2013.
MATHEW,
ABRAHM, 2008.
PARKER,
PARKER, 1971.

1234,07

Si-O-Si

MCM-48

ELLERBROCK;
STEIN;
SCHALLER, 2022.

1084,86

S1-O-Si

MCM-48

ELLERBROCK;
STEIN;
SCHALLER, 2022.

964,43

Si-O-Si

MCM-48

KAZ’MINA;
VERESHCHAGING
: SEMUKHIN, 2011.

801,79

Si-OH

MCM-48

SANAEISHOAR;
SABBAGHAN;
MOHAVE, 2015.

484,19

0O-Si-O

MCM-48

SANAEISHOAR;
SABBAGHAN;
MOHAVE, 2015.

29385

-CHz

APTES

LU, 2013.

Fonte autoral.
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APENDICE B - VIABILIDADE IN VITRO DO ACIDO FERULICO E DOS
SISTEMAS NANOPARTICULADOS

Este apéndice contém os dados da avaliacdo de viabilidade in vitro (24h) para o acido
ferulico em sistemas nanoparticulados. A avaliacdo foi realizada em diferentes concentragdes,
e os valores apresentados correspondem a duas replicagdes do ensaio, Tabela 5 e Tabela 6.

Tabela 5. Avaliacao de viabilidade celular in vitro do 4cido ferulico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 ¢ da MCM-48-AF em células endoteliais primaria do cérebro de

camundongo para n=1

Amostra Viabilidade Desvio Padrao
%

Sem tratamento 111,71477 6,24271
Acido ferilico 100ug 106,87606 5,64245
Acido feralico 50ug 123,59932 21,12917

Acido feriilico 25ug 117,48727 5,5224
MCM-48 200ug 109,16808 3,12135
MCM-48-AF 200ug 114,09168 7,20313
MCM-48-AF 100ug 109,16808 3,12135
MCM-48-AF 50ug 114,09168 7,20313

Fonte autoral.

Tabela 6. Avaliacdo de viabilidade celular in vitro do acido fertlico, da nanoparticula de
silica do tipo MCM-48 e da MCM-48-AF em células endoteliais primaria do cérebro de

camundongo para n=2

Amostra Viabilidade Desvio Padrao
%

Sem tratamento 100 4,82266
Acido ferilico 100ug 110,96774 11,47012
Acido feralico 50ug 129,76959 13,5556

Acido feriilico 25ug 93,36406 2,4765
MCM-48 200ug 96,77419 10,1667
MCM-48-AF 200ug 137,05069 8,73293
MCM-48-AF 100ug 88,20276 0,65171
MCM-48-AF 50ug 84,23963 2,60685

Fonte autoral.
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APENDICE C - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) E DERIVADA DA
TERMOGRAVIMETRICA (DTG) DAS NANOPARTICULAS DE SILICA

A curva TG sugere a presenca de dois processos principais: a remog¢do de agua
adsorvida a baixas temperaturas ¢ a possivel decomposicdo de grupos funcionais a
temperaturas mais altas. Analisar essas etapas pode fornecer informacdes valiosas sobre a
superficie e a composicdo quimica das nanoparticulas de silica, ajudando a entender melhor
suas propriedades e comportamento térmico.

De acordo com Vigil e colaboradores (1994), a dgua na silica pode estar ligada
superficialmente, formando uma camada adsorvida. Ao correlacionar essa informagao com as
curvas de TG e DTG, observa-se que a intensa perda de massa ocorre até aproximadamente
70°C ¢ sugestiva de dgua adsorvida nas nanoparticulas (ZHAI et al, 2004). A remoc¢ao da agua
adsorvida ¢ consistente com a elevag¢do da temperatura, que facilita a eliminagdo desse grupo
devido a fraqueza das interagdes dgua-silica (NELSON; COX, 2014).

Além disso, os espectros de FTIR corroboram essa observagdo, mostrando a presenca
de grupos funcionais nesta faixa de temperatura.

Uma segunda perda de massa ocorre em temperatura superior a 70°C, indicando a
decomposi¢do ou transformacdo adicional dos grupos funcionais remanescentes. Para
nanoparticulas de silica, isso pode incluir a perda de grupos orgéanicos ou a alteracao estrutural
das particulas. Estes grupos podem liberar gases ou outros produtos de decomposi¢cdo sob
condi¢des de aquecimento. O pico endotérmico em cerca de 125 °C esta associado a perda de
etanol (WU; NAVROTSKY, 2013).

O fato de ndo haver mais perda significativa de massa até a temperatura de 125°C ¢
sugestivo de processo de desidratagdo completo e que a estrutura da amostra ¢ estavel,

provavelmente porque todos os componentes volateis foram removidos

Figura 35. Curva termogravimétrica das nanoparticulas de silica em atmosfera de uma

mistura de O2/N2 no intervalo da temperatura ambiente até¢ 900°C na razao de 10°C/min.
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Curvas de Termogravimetria (TG) e Taxa de Perda de Massa (DTG) da amostra de nanoparticula de silica. A

linha preta representa os dados de TG, enquanto a linha azul corresponde aos dados de DTG.

Fonte autoral.
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APENDICE D - CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) DA
NANOPARTICULA DE SiLICA

Em analises de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), os picos endotérmicos e
exotérmicos fornecem informagdes cruciais sobre as mudancgas térmicas no material. Os picos
exotérmicos indicam a liberagao de calor, frequentemente associada a reagdes quimicas, como
a combustao ou a cristalizacdo, ou a mudangas de fase que liberam calor. Em contraste, picos
endotérmicos correspondem a absor¢ao de calor, o que pode ocorrer durante processos como a
fusdo, desidratacdo ou a evaporagao de solventes (ZHOU; LABUZA, 2011).

No caso de um pico endotérmico observado a uma temperatura relativamente baixa,
como 109°C, sugere um processo de remog¢ao de dgua ou solventes adsorvidos. Este fendmeno
¢ comum em materiais porosos que podem adsorver agua ou outros solventes durante a sintese
ou armazenamento (VIGIL et al,1994).

A confirmag¢dao que a nanoparticula ndo contém contaminantes adicionais feita pela
analise EDS ajuda a garantir que qualquer mudanga observada durante a andlise térmica seja
atribuida exclusivamente as caracteristicas intrinsecas do material e ndo a contaminantes ou
aditivos. Isso ¢ fundamental para a interpretagdo precisa dos dados de DSC e outras técnicas
analiticas.

Portanto, a presenc¢a de um pico endotérmico a 109°C no DSC na nanoparticula de silica
combinada com os resultados das anélises de TG/DTG que constatam picos na mesma regiao
e FTIR que determina grupos funcionais nesta faixa, indica a remog¢do de agua ou solventes
adsorvidos, o que ¢ consistente com a observacdo de uma perda de massa e mudangas

espectroscopicas associadas.

Figura 36. Curva de TG, DTG e DSC da nanoparticula de silica
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Curvas de Termogravimetria (TG), Taxa de Perda de Massa (DTG) e Calorimetria Diferencial de Varredura

(DSC) da nanoparticula de silica. A linha preta representa os dados de TG, a linha azul os dados de DTG e a

linha magenta os dados de DSC. Fonte autoral.
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APENDICE E - ANALISE DE AREA SUPERFICIAL E POROSIDADE DA
NANOPARTICULA DE SiLICA

As isotermas obtidas para o material sdo do tipo IV, indicando que se trata de um
material mesoporoso, como mostrado na Figura 37. Essa caracteristica ¢ comum para materiais
pertencentes a familia M41S. A formagao de uma leve histerese H1 observada na nanoparticula
de silica ¢ atribuida a presencga de poros com canais cilindricos abertos, de tamanho e forma
uniformes, que resultam dos fendomenos de condensacdo e evaporacdo no interior dos poros

(THOMMES et al., 2015).

Figura 37. Isoterma de sor¢do do nitrogénio das nanoparticulas de silica
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Isoterma de adsor¢do e dessor¢@o de N» obtidas na temperatura de 300°C. A linha preta representa os dados

de adsorcdo e a linha azul os dados de dessor¢do. Fonte autoral.

Com base nos resultados dos graficos usando o método BHJ de distribui¢do cumulativa
de volume, a particula foi identificada como mesoporosa, com poros de didmetro entre 2 nm
até 50 nm (FARAIJI et al, 2021). O grafico gerado apresentou uma distribuicao bimodal com

presenca de micro e mesoporos (ROUQUEROL et al, 2014), com predominancia de mesoporos
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constatando dois picos nesta regido. No primeiro pico, o didmetro preponderante dos poros ¢
de 2,45 nm, com um volume especifico de 5,64 cm3/g. No segundo, observou-se a presenca
de poros com didmetros de 3,78 nm e com volume aproximados de 0,5 cm?/g, indicando poros

com aberturas distintas.

Figura 38. Distribuicao do tamanho dos poros BJH derivada do ramo de dessor¢do das

nanoparticulas de silica
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Fonte autoral.
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APENDICE F - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG) E DERIVADA DA
TERMOGRAVIMETRICA (DTG) DA MCM-48-APTES

Ap6s a adicdo do APTES ao MCM-48 também pode-se observar duas principais etapas
de perda. Uma primeira que vai até 135°C e outra a partir do 320°C até 850°C. Tanto as retas
do TG e DTG reafirmam as informagdes, demonstrando que acima de 850°C havera uma
possivel estabilizagdo da massa. Esse comportamento ¢ refor¢ado principalmente pela curva
DTG do MCM-48-APTES, na qual o percentual de massa comecga a aumentar apés 570°C, o
que geralmente significa que a amostra atingiu um estado estdvel ou que os processos térmicos
de decomposi¢do foram concluidos, ou seja, o material ndo esta mais perdendo massa devido
a decomposicao ou a evaporacao de substancias volateis.

De acordo com BORCANESCU et al. (2023), a perda de massa observada além de 500
°C pode ser devido a desidroxilacdo da estrutura de silica e/ou a eliminagdo dos grupos etoxi
residuais referente a hidrdlise incompleta do TEOS. Além disso, a perda de massa até 150°C
estd relacionado inicialmente a perda de agua, como foi visto na MCM-48 até¢ 125°C, ¢ a

pequenas moléculas (WANG; YANG, 2020).

Figura 39. Curva termogravimétrica da MCM-48 e MCM-48-APTES em atmosfera de
uma mistura de O2/N; no intervalo da temperatura ambiente até¢ 900°C na razao de

10°C/min.
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APENDICE G - CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) DA

MCM-48

Na analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), ao contrario do observado

no MCM-48, que apresenta uma prevaléncia de picos endotérmicos, a amostra funcionalizada

com APTES passa a exibir mais reacdes exotérmicas. Inicialmente, ainda € possivel observar

um pico endotérmico abaixo de 150°C, referente a desidratagdo do material. Petrisor et al.

(2024) atribuem, também, a temperaturas abaixo de 200°C a condensacao de fragdes Si-OH,

seguida pela densificagdo da silica. As amostras funcionalizadas com APTES apresentam uma

maior perda de massa, especialmente apos 200°C, quando a parte organica ¢ degradada por

processos de oxidagdo, com fortes efeitos exotérmicos notados em torno de 310°C (PETRISOR

et al., 2024), sendo observado no DSC um aumento do pico na faixa de 300°C a 500°C. Os

resultados obtidos nas analises de TG e DTG corroboram as observac¢des do DSC, tornando os

dados das analises térmicas complementares.

Figura 40. Curva de TG, DTG e DSC da MCM-48-APTES
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Curvas de Termogravimetria (TG), Taxa de Perda de Massa (DTG) e Calorimetria Diferencial de Varredura

(DSC) da amostra MCM-48-APTES. A linha preta representa os dados de TG, a linha azul os dados de DTG

e a linha magenta os dados de DSC. Fonte autoral.
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APENDICE H - ANALISE DE AREA SUPERFICIAL E POROSIDADE DE MCM-48-
APTES

No material MCM-48-APTES (Figura 41), observaram-se histereses mais amplas. Esse
perfil sugere que ocorreu condensagdo mais significativa no interior dos poros, resultando em
uma histerese acentuada entre os ramos de adsor¢do ¢ dessor¢do na isoterma. Esse fenomeno
indica o deposito de substancias no interior dos poros, evidenciando fortemente que os

compostos organicos estao aderidos as paredes dos poros da silica (GIL et al, 2011).
Figura 41. Isoterma de sor¢do do nitrogénio das amostras MCM-48 e MCM-48-APTES
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Isotermas de sor¢do de N2. (a) Isoterma para o material MCM-48, com a linha preta
representando a adsorcao e a linha azul a dessorg¢ao. (b) Isoterma para o material MCM-48-
APTES, com a linha preta representando a adsor¢do e a linha azul a dessor¢ao. Fonte

autoral.

A funcionalizagdo do MCM-48 com APTES (aminopropiltrietoxisilano) tem
demonstrado melhorias significativas nos sistemas de entrega de medicamentos, especialmente
no que se refere a capacidade de carga, controle de liberagao e biocompatibilidade. O MCM-
48, uma silica mesoporosa, possui uma estrutura de poros altamente ordenada e grande volume
de poros, o que lhe confere uma excelente capacidade de adsorcdo de farmacos

(CHRISTOFORIDOU et al., 2021).
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Figura 42. Distribuicao do tamanho dos poros BJH derivada do ramo de dessor¢ao da

MCM-48 e MCM-48-APTES
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Fonte autoral.

Com base nos resultados dos graficos usando o método BHJ de distribui¢do cumulativa
de volume, o grafico gerado apds a adicio do APTES apresentou uma distribuicdo com
presenca de mesoporos. Com um crescimento constante em poros no intervalo de 15 até 45 nm
com volume nao ultrapassando 0,2 cm?/g, indicando que apenas os poros de maiores volumes
foram predominantes nessa etapa, porque os outros foram ocupados com moléculas de APTES.

Conforme apresentado na Tabela 3, observou-se uma reducao significativa no volume
dos poros e na area superficial apos a funcionalizagdo com APTES. Esse resultado ¢ similar ao
encontrado no estudo de Bacsik et al. (2011), que também reportou uma diminui¢ao, embora,
no presente trabalho, essa reducdo tenha sido consideravelmente mais acentuada. De maneira
andloga, Bandyopadhyay, Tsunoji e Sano (2017) investigaram nanoparticulas de silica
funcionalizadas com APTES, variando a propor¢ao entre silica e amina (1:1 e 1:0,25). Os
autores observaram um grande decréscimo na area superficial, no volume dos poros € no
didmetro dos poros em comparagdo as nanoparticulas ndo funcionalizadas. No entanto, a
variagdo nos valores de area superficial, volume dos poros e didmetro dos poros entre as
diferentes concentragdes do grupo amino foi minima, sugerindo que tal diminui¢do ndo

influencia significativamente essas propriedades. Os autores atribuiram esse fendmeno a
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atividade catalitica, ressaltando que a conformacao tridimensional da estrutura funcionalizada

permite uma disposi¢ao mais eficiente dos sitios ativos para catélise.

Tabela 7. Propriedades superficiais e porosidade das nanoparticulas

, Volume de poro
Amostra Area superficial BJHdes
BJHades
m?/g cm’/g
MCM-48 1372,76 1,02
MCM-48-APTES 18,54 0,14

Fonte autoral.

Conforme apresentado na Tabela 7, os valores de area superficial e volume de poro para
MCM-48 e MCM-48-APTES encontrados neste estudo diferem dos reportados na literatura.
Para a MCM-48, a discrepancia pode ser justificada pela irregularidade na formagao dos poros,
que ¢ uma caracteristica dependente do método de sintese (WANG; YANG; ZAlI, 2020; XU et
al., 2022). No caso da MCM-48-APTES, as diferencas podem ser atribuidas a forma como o
grupo amino se ancora a superficie durante a funcionalizacdo, resultando em maior ou menor
area superficial (LIU et al.,, 2023; ZHAO et al., 2020). Adicionalmente, variagdes nas
configuragdes dos instrumentos de analise também podem levar a resultados distintos para uma

mesma amostra (LIANG et al., 2022; VILLARROEL-ROCHA et al., 2021).

Tabela 8. Propriedades superficiais e porosidade das nanoparticulas

Area superficial Volume de poro
Amostra Referéncias
BJHdes BJHdes
m?/g cm’/g
MCM-48 1063,510 0,968 PINTO, 2024.
MCM-48 1070,64 3,23 AZEVEDO, 2019.
MCM-48-APTES 306,57 2,67 AZEVEDO, 2019.

Fonte autoral.
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