UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

SILICAS HiBRIDAS: POTENCIALIDADES DE AJUSTE DA
ATIVIDADE DE MOLECULAS ENCAPSULADAS POR MEIO DA
NATUREZA DO ORGANOSILANO

LARISSA BRENTANO CAPELETTI

Porto Alegre
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

LARISSA BRENTANO CAPELETTI

SILICAS HiBRIDAS: POTENCIALIDADES DE AJUSTE DA
ATIVIDADE DE MOLECULAS ENCAPSULADAS POR MEIO DA
NATUREZA DO ORGANOSILANO

Tese apresentada como requisito parcial para a
obtencao do grau de Doutor em Quimica

Prof. Dr. Jodo Henrique Zimnoch dos
Santos

Orientador

Dr. Mateus Borba Cardoso
Co-orientador



Porto Alegre, novembro de 2014. A presente tese foi realizada inteiramente pelo
autor, exceto as colaboragdes as quais serdo devidamente citadas nos agradecimentos,
no periodo entre 10/2010 e 11/2014, no Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul sob Orientagdo do Professor Doutor Jodo Henrique Zimnoch
dos Santos e Co-orientagdo do Doutor Mateus Borba Cardoso. A tese foi julgada
adequada para a obtencdo do titulo de Doutor em Quimica pela seguinte banca
examinadora:

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. Edilson Valmir Benvenutti Prof. Dr. Sidney José Lima
Ribeiro

(PPGQ/UFRGS) (UNESP)

Prof. Dr. Marcia Silva Lacerda Miranda Prof. Dr. Nara Regina Basso
(Braskem) (PUC-RS)

Prof. Dr. Jodo Henrique Zimnoch dos Santos Prof. Dr. Mateus Borba Cardoso
Orientador Co-orientador

Larissa Brentano Capeletti



“O éxito consiste em alcancar
o que se deseja, a felicidade,
em desejar o que se alcang¢a.”

(Henry Kissinger)

A Jodo, Marisa,
Lucas e Miguel



AGRADECIMENTOS

Ao prof. Dr. Jodo Henrique Zimnoch dos Santos pela orientacdo desde a
concepgdo desse trabalho. Agradeco também por esses dez anos de parceria e de um
aprendizado amplo e multidisciplinar, durante o qual pude aproveitar uma série de

oportunidades que com certeza me fizeram crescer pessoal e profissionalmente.

Ao Dr. Mateus Borba Cardoso pela co-orientagdo e por toda a confianca e
empenho em mim depositados. A oportunidade de realizar o trabalho dos
antimicrobianos e o contato para realizacdo do estagio sanduiche com certeza fizeram
grande diferencial nesse trabalho € no meu desabrochar como pesquisadora. Em
especial, agradeco de coracdo pela grande amizade, tua e da Jana, que tanto me

incentivou a seguir em frente confiante.

A prof. Dra. Wei He pela acolhida e paciéncia durante o periodo de estagio
sanduiche na Universidade do Tennessee, onde tive a oportunidade de expandir

enormemente meus conhecimentos e realizar um trabalho diferenciado.

Ao CNPq e CAPES pelas bolsas durante o periodo de doutorado e de estagio
sanduiche no exterior. Ao Centro Brasileiro-Argentino de Nanotecnologia pela
oportunidade de participar da Escola de Sol-gel na Universidade de Buenos Aires. Ao
LNLS pelo experimentos nas linhas de espalhamento e absor¢do de raios X e XPS e
também pela participa¢do na 1* ¢ 2* Escolas de SAXS. Ao prof. Dr. Ian Butler ¢ a prof.
Dra. Ione Maluf Baibich pelas andlises de RMN no estado s6lido e Raman realizadas na
McGill. A Dra. Zenis Novais da Rocha pelas anélises de voltametria realizadas na
UFBA. Ao prof. Dr. Nei Fronza e prof. Dra. Fabiana Bortollini do Instituto Federal de
Concorida pela confianga e colaboragdo. Aos professores que compuseram a banca de
qualificacdo prof. Dr. Edilson Valmir Benvenutti, prof. Dra. lone Maluf Baibich e prof.
Dra. Nara Basso. Aos professores e pesquisadores que dispuseram seu valioso tempo

para compor a banca examinadora desse trabalho.

Aos colegas e ex-colegas do Laboratorio de Catdlise Ziegler-Natta da UFRGS,
vulgo K-106, pela convivéncia e amizade durante uma significante parte da minha vida.
Aos queridos amigos do LNLS, pela ajuda, pela amizade e por fazerem o morar no
campus nem tao solitdrio assim. Aos colegas da Universidade do Tennessee por todo
auxilio cientifico e aqueles ndo tdo cientificos assim, pela agradavel convivéncia e por

terem ajudado a tornar o periodo que passei com vocés tdo maravilhoso.

i



A todos os meus amigos, os velhos, os novos, os de longe, os de perto, os que
compreendem e os que ndo compreendem. O fato ¢ que mesmo o tempo passando,

mesmo a agenda estando lotada, vocés sempre fazem a diferenga ao longo do caminho.

Aos meus avos, que tanto torcem e rezam por mim durante minhas “andancgas”
mundo e Brasil afora. Aos familiares do Miguel por todo carinho, amizade e

compreensao.

Ao Miguel por todo amor, carinho, compreensdo, amizade e cumplicidade
durante todos esses anos. Por muitas e muitas horas no Skype, pelo colo e abrago
apertado sempre que precisei.

Ao Lucas, pela amizade verdadeira, acima de tudo.

Aos meus pais, Jodo e Marisa, por serem a base de tudo. Por me incentivarem a

correr atrds daquilo que sonho e acredito sempre com muita vontade, fé e coragem.

Enfim, agradeco mais uma vez a Deus por iluminar e olhar por mim e pelos que
me cercam. Agradego por tantas oportunidades, coisas e pessoas boas que sempre

cruzam o meu caminho...

il



RESUMO

Diferentes silicas hibridas foram utilizadas na investigacdo do ajuste da
atividade de materiais sintetizados por encapsulamento de moléculas pelo método sol-
gel. Quatro diferentes aplicagdes obtidas por diferentes rotas sol-gel foram exploradas:
sensores colorimétricos (rota hidrolitica acida), antimicrobianos (rota hidrolitica basica),
catalisadores (rota ndo hidrolitica) e filmes para crescimento celular (rota acida). Onze
organosilanos com diferentes grupos orgénicos, diferentes efeitos estéricos e indutivos
foram empregados: metil, octil, octadecil, vinil, fenil, aminopropil, mercaptopropil,
isocianatopropil, cloropropil, iodopropil e glicidoxipropil. As caracteristicas estruturais,
texturais, morfologicas e atividade foram avaliadas e os resultados foram
correlacionados com as diferentes rotas e organosilanos empregados.

A performance dos sensores colorimétricos foi avaliada em funcdo do tempo de
resposta de deteccdo do gas amoénia e mudanca de cor por colorimetria. Os
antimicrobianos foram avaliados na presenca das bactérias gram negativa Escherichia
coli e gram positiva Staphylococcus aureus. Os catalisadores foram avaliados na
polimerizacdo de etileno e os polimeros formados foram analisados por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e cromatografia de permeacao em gel (GPC). Os filmes
hibridos foram testados no crescimento e regeneracao de células neuronais utilizando

microscopia de fluorescéncia.

Esse estudo mostrou que juntamente com a rota escolhida para preparo, os
organosilanos afetam diversas propriedades dos materiais. Algumas caracteristicas sao
bastante dependentes do organosilano como o teor encapsulado, area especifica e
estrutura de rede. Outras caracteristicas como microestrutura ¢ morfologia foram mais
influenciadas pela rota escolhida. Entretanto, analisando o conjunto de dados gerado do
ponto de vista da performance de atividade dos diferentes materiais notou-se também a
influéncia dos organosilanos. Seu uso implicou em mudancas na estrutura e textura das
matrizes, o que influéncia na compatibilidade do material com o meio de aplicagdo e
também no controle do acesso ao composto imobilizado ou de sua liberagdo. Também
pode haver uma intera¢do direta com o organosilano influenciando no controle do
balango entre retengdo/liberagdo dos compostos imobilizados ou mesmo alterando sua
identidade. Essa combinagdo de efeitos demonstrou o potencial de ajuste da atividade de

moléculas alvo empregando organosilanos.
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ABSTRACT

Different hybrid silicas were employed in the activity tuning investigation of
different materials synthesized by sol-gel process encapsulation. Four different
applications prepared by different sol-gel routes were explored: Colorimetric sensors
(hydrolytic acid route), antimicrobial materials (hydrolytic basic route), catalysts (non-
hydrolytic route) and films for cell growth (hydrolytic acid route with a second
catalyst). Eleven organosilanes with organic groups bearing different steric and
inductive effects were employed: methyl, octyl, octadecyl, vinyl, phenyl, aminopropy],
mercaptopropyl, isocianatopropyl, chloropropyl, iodopropyl and glycidoxypropyl.
Structural, textural and morphological characteristics and activity were evaluated. The
results were correlated among each other and with different routes and organosilanes.

The colorimetric sensors performance was evaluated by response time and color
change to ammonia gas presence. Antimicrobial materials were tested in the presence of
gram-negative Escherichia coli and gram-positive Staphylococcus aureus bacteria. The
catalysts were evaluated in ethylene polymerization and the resulting polymers were
characterized using differential calorimetric scanning (DSC) and gel permeation
chromatography (GPC). The hybrid films were tested in neuronal cells growth and
regeneration investigated by fluorescence microscopy.

This study showed that the organosilanes and the synthetic route could affect
several materials properties. Some characteristics were highly dependent on the
organosilane as encapsulated content, specific area and network structure. Other
features like microstructure and morphology were more influenced by the sol-gel route
itself. However, influences of the organosilanes could be found by analyzing the
generated data set from the point of view of the different materials activity performance.
The matrix structure and texture were dependent of the organosilane regulating
compatibility with application medium and access to the immobilized compound. Also,
organic groups interaction with encapsulated compound regulates immobilization/
delivery balance and compound identity maintenance. This combination of effects has

demonstrated the potential activity tuning of target molecules using organosilanes.
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1. INTRODUCAO

Silicas sintéticas amorfas (SAS — synthetic amorphous silica), cujo termo
abrange silicas arco, pirogénicas, precipitadas e gel, possuem aplicagcdes nos mais
diversos campos. Propriedades abrasivas, de reforco, de adsor¢do, de isolamento, entre
outros, permitem-lhe aplicacdes em dreas tdo distintas como industria de tintas, de
polimeros, de alimentos ou farmacéutica [1-4]. Mais recentemente, silicas de dimensdes
nanométricas (nanosilicas) vém sendo aplicadas, por exemplo, na formagdo de
compdsitos poliméricos com novas propriedades, tais como melhor resisténcia a abrasdo

ou na liberagdo de farmacos em organismos vivos [3, 5].

A heterogeneizacdo de moléculas, das mais diversas classes, seja por
encapsulamento, seja por imobilizagdo em sua superficie por processos de grafting
(enxerto) ou impregnacdo, visam conferir ao material final: (i) possibilidade de
reutilizagdo (por simples separacdo via filtracdo), (ii) estabilidade térmica, (iii)
espacamento intermolecular, (iv) facilidade de adsorcdo, entre outras. Inimeros sdo os
exemplos de abordagens de imobilizacdo, de moléculas heterogeneizadas e aplicacdes

avaliadas [6].

O processo sol-gel representa uma ferramenta-chave na elaboragdo de materiais
hibridos. Esse processo consiste no crescimento e agregacao de particulas coloidais para
formar um gel, sendo que essas particulas coloidais sdo formadas a partir de precursores
metalicos cercados de ligantes que ndo contém o atomo metalico como os alcoxidos que
sdo amplamente utilizados. O termo sol ¢ empregado para definir uma suspensdo de
particulas coloidais (dimensao entre 1 e 1000 nm) estavel em um fluido, enquanto um
sistema gel pode ser visto como um sistema formado pela estrutura rigida de particulas

coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) [7].

O termo material hibrido ¢ usado para diversos sistemas, varrendo uma ampla
area de materiais, tais como polimeros de coordenacdo cristalinos altamente ordenados,
compostos amorfos produzidos pelo método sol-gel, e materiais com ou sem interagcdo
quimica entre as unidades organicas e inorganicas. Kichelbick define material hibrido
como aquele que inclui dois materiais misturados em escala molecular [8]. Comumente,
um desses compostos ¢ de natureza inorganica, € o outro, organica. O avango no
desenvolvimento de materiais hibridos ¢ atribuido ao desenvolvimento do processo sol-

gel por volta de 1930. Condi¢des brandas de reagdes, muito proximas as condi¢des



ambientes, controle e variedade de condi¢des reacionais e estabilidade da ligagdo Si-C
nos compostos formados sdo algumas das vantagens apresentadas pelo processo sol-gel
que garantiram, por sua vez, o avango na producdo de materiais hibridos. Os materiais
hibridos organico-inorganicos produzidos pelo processo sol-gel foram denominados
ORMOSILs (organically modified silicates), ORMOCERs (organically modified
ceramics), CERAMER (ceramic polymers) ou POLYCERAMSs (polymeric ceramics).
Esses materiais visam combinar propriedades de grupos organicos e de polimeros
(funcionalizagdo, facilidade de processamento a baixas temperaturas, durabilidade) com
propriedades de materiais vitreos ou de materiais ceramicos (dureza, estabilidade
térmica e quimica), a fim de gerar materiais com propriedades novas e sinérgicas,

inacessiveis de outra forma [6].

Estudos anteriores mostraram que a taxa relativa entre as reagdes de hidrolise
dos grupos alcoxidos e condensagdo entre os grupos hidroxidos (silanois) desempenha
um papel fundamental nas propriedades texturais resultantes. Essas, por sua vez, tém
relevancia ao permitir ou ndo o acesso de um determinado substrato @ molécula-alvo
incorporada ou encapsulado, por exemplo. Contudo, as propriedades do material hibrido
ndo dependem apenas de caracteristicas texturais como tamanho de poro e area
especifica. Aspectos estruturais referentes a natureza quimica de sitios acidos ou basicos
(seja de natureza atomica ou molecular) afetam também a atividade da molécula
incorporada. Entenda-se aqui atividade tanto do ponto de vista atividade catalitica
(catalisador de polimeriza¢do), como atividade em responder a mudanga de pH (sensor

colorimétrico) ou de desempenhar atividade antimicrobiana.

Independente da natureza da molécula encapsulada, seja ela catalisador de
polimerizacdo, sensor de pH ou farmaco, grupos presentes na matriz de silica devem
afetar as interacdes decorrentes entre os diversos componentes do sistema. O Figura 1.1
ilustra algumas potenciais interagdes entre a matriz hibrida da silica e o indicador de pH
(corante) vermelho de alizarina. Portanto, a presenca de ligantes polares ou apolares,
hidrofilicos ou hidrofobicos, de cadeia de hidrocarbonetos longa ou curta deve
influenciar o acesso, a polaridade e a conformagdo da molécula encapsulada. Com base
em estudos anteriores [9-11] e no esquema abaixo, levanta-se a hipdtese de que o
controle no entorno da molécula-alvo, de interesse, possa ajustar as propriedades

almejadas de forma a garantir a atividade do composto de interesse.
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Figura 1.1: Potenciais interagdes do vermelho de alizarina com uma série de

organosilanos presentes em silicas hibridas sintetizadas pelo processo sol-gel.

A presente tese encontra-se organizada da seguinte maneira. O capitulo de
revisdo bibliografica discutird aspectos e o estado-da-arte relacionados ao processo sol-
gel em termos de rotas existentes, diferentes materiais passiveis de preparo utilizando
esse método e as aplicagdes mais relevantes publicadas no ultimo ano. Apds a
apresentacao dos objetivos, o capitulo seguinte demonstra os materiais e procedimentos
utilizados. A apresentagdo e discussdo dos resultados estd estruturada em um capitulo
com cinco partes. Cada uma das quatro aplicacdes estudadas: sensores, materiais
antimicrobianos, catalisadores de polimerizacdo e filmes para crescimento e
regeneragdo de neurdnios foi discutida em uma das partes. Por fim, uma tltima se¢ao
discutindo a transversalizacdo dos resultados auxilia na comparagdo entre os dados
obtidos ao longo das diferentes aplicagdes, promovendo a discussdo que sustenta a

presente tese.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTEXTO

O processo sol-gel ¢ extremamente flexivel, tanto quanto a silica que pode ser
produzida com seu emprego. O grande interesse nessa tecnologia também ¢ fruto de sua
simplicidade e baixo custo. E possivel produzir redes inorganicas a partir da hidrélise e
condensagdo de alcoxidos metalicos ou ndo, como os de silicio e titanio com
propriedades ajustadas a baixas temperaturas. Além disso, € possivel obter materiais
com redes inorganicas e organicas interconectadas, formando materiais hibridos que sao

de grande interesse atualmente [12].

Os primeiros estudos no método sol-gel datam da metade dos anos 1800 [13],
entretanto despertam grande interesse até os dias atuais. Uma réapida prova disso pode
ser obtida utilizando plataformas de busca bibliografia cientifica como a Web of
Science. Uma busca simples cruzando os temas sol-gel e silica no topico dos trabalhos
publicados resultam no surpreendente nimero de 1025 trabalhos publicados apenas para
0s nove primeiros meses de 2014'. Dentre essas atuais pesquisas pode-se observar tanto
trabalhos focados em aplicacdo, como trabalhos voltados a sintese e seus parametros
para obtencdo de materiais com caracteristicas especificas. Dentre as diversas areas
estudadas, observa-se os mais diferentes tipos de silicas e hibridos contendo silica
empregados para impressdo molecular, cargas de reforgo, liberagdo controlada de

farmacos, catalise, recobrimentos, entre iniimeras outras.

2.2 ROTAS SOL-GEL

Essas silicas e materiais hibridos preparados pelo processo sol-gel podem ser
obtidos utilizando diferentes processos. De uma forma geral, a escolha do procedimento
a ser utilizado varia de acordo com as caracteristicas e propriedades do material e/ou
aplicacdo de interesse. Dentre os principais métodos utilizados pode-se citar as rotas: (i)
hidrolitica de catélise acida ou basica a partir de alcoxidos ou silicatos e (ii) rota ndo

hidrolitica. Essas rotas ¢ seus mecanismos de reagdo de hidrolise e condensacao sdo

! Pesquisa realizada em 6 de outubro de 2014 em http://apps.webofknowledge.com.



amplamente discutidos na literatura [7, 12] e, portanto, ndo serdo aprofundados neste

trabalho.

As rotas hidroliticas sdo baseadas na hidrélise e condensagdo de alcoxidos de
silicio. Essas sdo as rota sol-gel mais populares nas quais a sequéncia de reagdes conduz
a formacdo de espécies com a funcionalidade silanol (Si-OH). A posterior
polimerizacdo desses grupos via condensacdo leva entdo a formagdo de um gel
tridimensional [14]. As condigdes e parametros utilizados durante a sintese influenciam
fortemente o produto final. Dessa forma, materiais com diferentes caracteristicas e

propriedades podem ser obtidas [2].

Esses alcoxidos de silicio possuem uma baixa reatividade de forma geral.
Portanto, adicionam-se ao meio reacional catalisadores acidos (rota hidrolitica acida) ou
basicos (rota hidrolitica basica) a fim de aumentar a velocidade das reagdes que levam a
formagao silica [6, 15]. Uma ilustragdo da formagao de diferentes estruturas de silica em

fun¢do do catalisador utilizado ¢ encontrada na Figura 2.1.

Monémero
Dimero
Ciclico
Particula
Condigdes Condigoes
Acidas Basicas

100 nm

Rede de gel

tridimensional Sols

Figura 2.1: Desenvolvimento estrutural de uma silica-gel em fun¢do das condi¢des do

meio. Adaptado de [7].



Quando o catalisador 4cido ¢ empregado, valores baixos de pHs estimulam
principalmente as reacdes de hidrélise dos grupos alcoxido. Dessa forma, particulas
muito pequenas sdo formadas e uma rede tridimensional reticulada que pode ocupar
todo volume reacional, formando um gel que por envelhecimento se tornara um
monolito. J& quando um catalisador basico ¢ empregado, o pH elevado promovera
principalmente as reagdes de condensacdo. Esse processo leva a rapida formagdo de
particulas esféricas que sdo entdo precipitadas no meio reacional. Por fim, o emprego de
solugdes de silicato podem prevenir a formagdo de alcool residual que pode ser
importante para aplicagdes biologicas [16].

J& a rota ndo hidrolitica utiliza sais como precursores para a reagdo sol-gel
juntamente com o alcoxido. A utilizacdo de dgua nesse caso ndo se faz necessaria e ela
pode ser executada em atmosfera livre de ar. Essa caracteristica ¢ chave para a
heterogeneizacdo de compostos sensiveis a oxigénio e umidade. O processo consiste na
condensag¢do entre o cloreto metélico e o alcoxido com a eliminagdo de haleto alquilico.
A reacgdo envolve a clivagem nucleofilica da ligagdes O—R que ¢ influenciada pelos
efeitos eletronicos no 4tomo de carbono. No caso de metais de transi¢ao, a condensacgdo
ocorre em torno de 100 °C, implicando energias de ativagdo maiores do que aquelas
envolvidas nos processos hidroliticos. Entretanto, como o silicio € menos reativo, dcidos
de Lewis (MCl3) como cloretos de ferro ou aluminio, sdo necessarios para catalisar a

condensagao [17].

2.3. TIPOS DE MATERIAIS

Devido a versatilidade ja citada do processo sol-gel pode-se obter uma ampla
gama de diferentes materiais, derivados tanto do sol, como do gel. Entre eles pode-se
citar: fibras ceramicas, filmes finos densos, filmes de xerogel, xerogel e aerogel, como
mostra a Figura 2.2. Esses materiais podem ser empregados na manufatura de diversos
produtos como filmes finos para recobrimentos, particulados (p6 derivado do xerogel),

nanoparticulas, etc.

Xeroggéis sdo o tipo de material mais simples de ser obtido. Sdo silicas amorfas
que podem ser preparadas a partir da rota hidrolitica acida. S3o obtidos em geral na
forma de um monolito que pode ser reduzido a outras formas como p6. Usando

condi¢des reacionais brandas é possivel a incorporacdo de moléculas sensiveis, como



aquelas com baixa estabilidade térmica ou mesmo biomoléculas com a retencdo da
atividade enzimatica, por exemplo [18]. Também ¢ possivel depositar uma fina camada
do gel sobre um substrato formando um filme fino, variando ainda mais a gama de

aplicacdes desses materiais.
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Figura 2.2: Exemplos de producdo de diferentes materiais no processamento sol-gel.

Adaptado de [8].

Particulas uniformes podem ser obtidas utilizando a rota hidrolitica bésica e
também ¢ conhecido como processo de Stober e utiliza o hidroxido de amdénio como
catalisador [15]. O tamanho e polidispersdo podem variar de acordo com os parametros
utilizados, sendo possivel a forma¢do desde nano- até microparticulas. Devido as suas
caracteristicas peculiares de esfericidade, porosidade ajustavel e possibilidade de
controle de tamanho, esse material se torna bastante atraente para aplicagdes variando

da area bioldgica a catélise.

J& os aerogéis sdo materiais de baixissima densidade e propriedades muito
especiais. Eles podem ser obtidos pela secagem em condi¢des supercriticas de um gel
tridimensional obtido em geral por rota acida. O gel ainda molhado ¢ submetido a altas

pressdes de forma que o solvente nos seus poros € substituido geralmente por didxido



de carbono liquido. Empregando um processo controlado, o CO, é evaporado sem
colapsar os poros formados durante o processo de reticulagdo da rede. O resultado ¢ um
material de elevada porosidade, extremamente leve e de propriedades isolantes bastante

diferenciadas.

2.4. APLICACOES

Se a flexibilidade do processo sol-gel ¢ ampla, maior ainda serd sua gama de
aplicacdes e a possibilidade de criagdo de materiais especificos. A atualidade do tema
pode ser evidenciada por uma série de artigos recém publicados (em 2014) nas mais
diversas dareas. As principais aplicacdes envolvem o desenvolvimento de novos
recobrimentos e filmes finos, protecdo contra corrosdo, impressdo molecular e adsor¢ao,
biomateriais, antimicrobianos e liberacdo controlada de farmacos, catalise, geracdo de

energia, materiais luminescentes, entre outros.

A impressdo molecular consiste em fazer um molde de um determinado
composto na rede de silica usando o processo sol-gel. Devido a sua flexibilidade ¢é
possivel gerar matrizes com alta especificidade. Fan e colaboradores desenvolveram
uma matriz hibrida com a impressao do ions Pb(I) como mostra a Figura 2.3. Além do
ion, a seletividade do material foi melhorada pela funcionalizacdo com base de Schiff.
Com essa técnica de acoplamento utilizando o método sol-gel, foi possivel aumentar a
seletividade de 3 a 5 vezes sob condigdes de adsor¢do competitiva se comparado a
materiais sem impressdo [19]. Um outro tipo de aplicacdo da impressdo molecular foi
estudada por Li e colaboradores. Eles utilizaram uma silica hibrida para criar um
material com impressdao molecular para o acido salicilico usado em cosméticos. Dessa
forma, foi possivel obter um sistema compativel com o meio de aplicagdo aquoso para

liberagdo controlada da droga em aplicagdes topicas[20].

Figura 2.3: Preparagdo do adsorvente hibrido com impressao de Pb(II) [19].
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A utilizagdo do processo sol-gel para o desenvolvimento de biomateriais
também vem crescendo muito devido as suas condi¢des brandas. Novas modificagdes
nos processos vem gerando rotas compativeis com sistemas biologicos. Wang e
colaboradores, por exemplo, conseguiram desenvolver uma rota para encapsulamento
da enzima papaina baseada na utilizacdo de TEOS modificado com glicol e goma guar.
Sua imobilizagdo resultou em maior estabilidade térmica, de armazenamento e
reusabilidade, além de atividade enzimatica mais pronunciada [21]. Outra aplicag¢do
interessante mostra a formag¢do de scaffold desenvolvido por Perumal e colaboradores
[22]. Eles utilizaram microesferas de silica dentro de uma estrutura de coldgeno para
liberagdo de uma droga antimicrobiana (mupirocina), resultando num biocomposito
sinérgico para tratamento de feridas. Como pode-se perceber, as aplicagdes nesse campo
sd0 muitos amplas e uma area de grande potencial é o desenvolvimento de biosensores.
Alguns exemplos para o desenvolvimento desses dispositivos incluem encapsulamento
de microalgas[23], DNAs com estrutura de comutagao tipo on/off [24] e proteinas como
citocromo-c [25]. Para este Ultimo, foi mostrado que o processo de transferéncia de
elétrons direta entre proteina e matriz somente ocorre para silicas hibridas contendo o

grupamento metil (Figura 2.4).

Figura 2.4: Representacdo esquemadtica do biosensor de citocromo-c e a transferéncia

direta de elétrons que ocorre apenas na silica funcionalizada com o grupo metil [25].

O volume de trabalhos publicados na area de recobrimentos utilizando o método
sol-gel mostra que essa também ¢ uma aplicagdo de destaque desse processo. Pode-se

encontrar recobrimentos para melhorar resisténcia a abrasdo[26], propriedades
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antireflexivas com baixo indice de refracdo [27], protecdo contra corrosdo [28, 29],
entre outros. Existem ainda outros tipos de aplicacdes interessantes como a dopagem de
matrizes de silica com elementos com propriedades de luminescéncia com elementos da
familia das terras raras. Gao e colaboradores sintetizaram nanotubos [30], enquanto o
grupo de Lin [31] preparou nanorods de silica dopados com Eu’". Esses materiais sdo
de grande interesse atualmente pela aplicacdo na 4area médica (diagnosticos e
tratamentos), biosensores e dispositivos eletronicos. Ainda, ¢ reportado que a dopagem
em xerogéis de silica forma materiais que mantém a transferéncia de energia entre
elementos como o Gd e Eu, possibilitando seu uso na fabrica¢do de lampadas especiais

que convertem radiacdo ultravioleta em luz visivel [32].

Por fim, o processo sol-gel também encontra-se nas areas de pesquisa visando os
“processos verdes”, auxiliando na criagdo de materiais especiais para geragdo e
armazenamento de energia de forma sustentdvel. Membreno e colaboradores
apresentam uma recente revisdo do progresso dessa area [33]. Eles ainda destacam que
esses avancos sdo possiveis devido principalmente a grande flexibilidade método sol-

gel que permite a criagdo de caracteristicas especificamente moldadas a cada aplicagao.

Como mostrado por essa literatura recente, muitos sdo os campos de interesse no
estudo e utilizagdo de silica e materiais hibridos utilizando o processo sol-gel. Uma
infinidade de diferentes materiais pode ser criado e adaptado. Devido justamente a essa
caracteristica, escolheu-se esse método para investigar e ajustar a atividade de quatro
diferentes aplicagdes, utilizando diferentes rotas de sintese com 0s mesmos precursores.
Sao elas: sensores colorimétricos para gas amonia (ou pH); materiais com propriedades
antimicrobianas; catalisadores para polimerizacdo de etileno; e filmes finos para
interfaces biologicas, nesse caso aplicados na regeneragdo seletiva de neurdnios. Uma
revisdo mais especifica da literatura para sensores, antimicrobianos, catalisadores e

filmes finos ¢ encontrada a seguir.

2.4.1. SENSORES

Sensores quimicos sdo dispositivos compostos de um elemento receptor € um
transdutor capaz de traduzir o sinal gerado por uma rea¢do quimica em uma informagao
mensuravel/detectavel [34]. Esses dispositivos, quando preparados pelo método sol-gel,

baseiam-se geralmente no encapsulamento de um elemento receptor na matriz silica que
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¢ capaz de mudar de cor em contato com o analito. Quando se prepara um novo material
para utilizagdo como sensor, um fator-chave ¢ a resisténcia a lixiviagdo. Principalmente
em casos de monitoramento continuo, ¢ preciso um ajuste fino do material para evitar
esse tipo de problema. Um protocolo padrdo ¢ bastante dificil de ser criado em se
tratando de um processo tao flexivel e sensivel as condigdes de sintese como o sol-gel.
Entretanto, deve sempre se manter um compromisso entre a baixa lixiviagdo e a

manuten¢do da atividade da molécula encapsulada [35].

Os estudos recentes mostram uma série de matrizes de silica hibridas ou nao
sendo utilizadas para esse fim. A Tabela 2.1, a seguir, mostra um resumo de alguns

sensores desenvolvidos recentemente.

Tabela 2.1: Exemplo de sensores preparados pela imobilizagdo ou encapsulamento de

elementos receptores em matrizes de silica obtida pelo método sol-gel.

Matriz Elemento receptor Analito Referéncia
Nanoparticulas de silica e aminopropil Corante ETH 5294 Uréia [36]
e urease
Silica mesoporosa obtida com o " +
surfactante Gemini 2-12-2 £l 63 Bzt H 7]
Silica hibrida com grupos metil, fenil e 3'6 @ferentes NH; e SO, [38]
octil indicadores
Silica obtida via rota acida e basica 1,5-difenilcarbazona Tragos de zinco [39]
Silica core/shell f)btlda por método Tex’as yed e H' intracelular [40]
Stober fluoresceina isocianato
Silica em eletrodo de pasta de carbono  Peroxidase de raiz forte ~ 2-aminofenol [41]
Silica contendo grupo organico Ru* Oxigénio [42]
funcionalizado com Ru*" &
ilien el 6 lnkiigal cbelzesll | el e Cieese [43]
polivinilico
Liquido i6nico 1- NADH,
Silica modificada com liquidos i6nicos quido 1onico Dopamina e [44]
propil-3-metilimidazol e
acido urico
Hibrido silica e polieletrolito com Eu’’ Eu’* Tetraciclina [45]
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Observando a Tabela 2.1, pode-se notar a variedade de sensores e diferentes
analitos que podem ser detectados. Ha aplicagcdes em pH, gases, andlise de tragos de
metais e também em fluidos corporais ou até mesmo intracelulares. J& as matrizes
variam desde o uso de silica simples a hibridos contendo grupamentos organico ou
mesmo polimeros reticulados. Os elementos receptores utilizados também variam
bastante, mas ¢ notavel a grande importancia do uso de indicadores como os de pH para
esse fim. Essa tendéncia ¢ destacada pelo aparecimento desses compostos em quatro dos
trabalhos citados na Tabela 2.1. O conceito a ser explorado para os indicadores ¢
também a incorporagdo a matriz de uma molécula capaz de alterar sua coloracdo em
fungdo do pH. O sucesso dessa estratégia baseia-se em duas propriedades dos materiais
sol-gel: a transparéncia Optica e permeabilidade a ions e gases. O item-chave aqui ¢ o
preparo de um material que possibilite a entrada do analito sem permitir a saida (ou
lixiviag@o) do indicador de pH encapsulado [35].

Durante o processo de otimizagdo desse tipo de material, deve-se levar em conta
sua performance em termos de tempo de resposta e sensibilidade, estabilidade e
durabilidade, além da escolha de uma faixa de detec¢do adequada. Com isso, pode-se
planejar um sensor realmente adequado para a aplicagdo desejada. Para tal otimizacao,
pode-se langar mao de diferentes estratégias como: rotas de sintese, alteracao de pH, uso
de diferentes precursores, temperatura, quantidade de solvente, tempo de

envelhecimento, entre inimeras outras.

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa [46, 47],
observou-se o efeito da rota de sintese sobre o desempenho de sensores preparados
utilizando diferentes indicadores de pH encapsulados em silica. Foram avaliados
indicadores com diferentes faixas de viragem e também um fluorescente, além de
diferentes rotas: uma rota hidrolitica acida, uma rota hidrolitica basica e uma rota nao
hidrolitica. A utilizagdo de diferentes técnicas de caracterizagdo ¢ de avaliagdo de
performance como tempo de resposta e colorimetria, foi possivel identificar um melhor
desempenho para a rota 4cida. Com a andlise detalhada dos dados coletados da
observagdo de mudanca de coloragdo por 50 pessoas, foi possivel identificar menores
tempos de resposta para tal material. Também foi possivel observar que, quanto maior a
mudanca de cor do material de uma condi¢do para outra, mais rapida a mudanca
também ¢ detectada. Além disso, menores tempos de resposta puderam ser associados a

maiores quantidades de indicador encapsulado e também a maiores valores de area
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especifica. A Figura 2.5 mostra o comportamento dos sensores preparados por rota

acida no estudo anterior, em solu¢des aquosas com pH variando de 1 a 14.

(@)

(b)

(c)

P LYIPIwE 8 e a:

pH 1 2 11 12 13 14

Figura 2.5: Resposta dos sensores preparados pelo encapsulamento de (a) vermelho de
alizarina, (b) amarelo brilhante e (c) acridina a solu¢des aquosas com pH variando de 1

a 14 [46].

Esse conhecimento prévio nos mostrou que € possivel ajustar a rota para
obten¢do de um material de melhor performance. Com essa investigagdo concluida e
conhecimento de melhor rota a ser empregada e da influéncia de algumas das principais
caracteristicas do material, ¢ possivel dar um passo a frente para obtencdo de um
sistema ainda melhor. A literatura mostra que a utilizagdo de grupos organicos ligados a
rede pode melhorar a compatibilizagdo de moléculas organicas encapsuladas. Kowada e
colaboradores mostraram a diminui¢do do problema de lixivia¢do de indicadores de pH

pela adi¢do de grupos metil na rede de silica [48].

2.4.2. ANTIMICROBIANOS

A liberagdo controlada de farmacos ¢ atualmente uma das aplicagdes mais
promissoras da ciéncia de materiais para biomedicina em termos de cuidados de saude.
Assim sendo, uma série de diferentes materiais com propriedades antimicrobianas tem
sido criados com auxilio do processo sol-gel. Isso decorre da possibilidade da reten¢do

de compostos na matriz durante a sintese e que podem ser liberados posteriormente de
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forma controlada em alvos especificos [49]. E descrito na literatura que um material

com bom potencial para carreamento de farmacos deve:

- Possuir uma rede de poros organizada com tamanhos homogéneos a fim de

possibilitar um controle fino da cinética de carga e liberagdo do farmaco;
- Grande volume de poros para armazenar a quantidade necessaria da droga;
- Alta area especifica que implica em alto potencial para adsor¢do da droga;

- Presenga de grupos silanol na superficie que podem ser funcionalizados para

permitir melhor controle sobre a liberagao do farmaco.

Tendo isso em vista, a literatura também mostra diferentes tipos de materiais
sendo utilizados para fins antimicrobianos. Bhattacharrya e colaboradores relatam a
utilizagcdo de filmes de silica para liberagdo controlada de vancomicina. Nesse filme
ainda foi adicionado o farnesol, que ¢ insolivel em &4gua e, portanto, de dificil
administracdo. Com a combina¢do otimizada desses dois componentes num filme os
autores relatam eficiéncia contra bactérias resistentes a antibidticos [50]. Correa e
colaboradores relatam o uso do antibidtico gentamicina encapsulado em silica obtida
por diferentes rotas sintéticas que foram testadas contra bactérias gram positivas e gram
negativas. Esse estudo demonstrou um maior desempenho para os materiais preparados
por rota basica, no qual sdo precipitadas particulas com dominios aproximadamente
esféricos. A concentracdo de gentamicina elevada na superficie do material e também o
alto potencial zeta positivo pareceram exercer papel importante em se tratando da alta

eficacia como antimicrobiano [51].

Entretanto, a maior parte dos trabalhos relatando materiais antimicrobianos e
silica, trata de particulas esféricas e de tamanho e porosidade controlados. O sucesso
desses materiais vem justamente ndo s6 do controle sob o material formado, como
também da liberagdo do farmaco encapsulado. Materiais bastante sofisticados tém sido
relatados em uma série de revisdes disponiveis na literatura, com possibilidade inclusive

de acdo do material apenas num determinado alvo especifico [3, 49, 52, 53].

Como citado anteriormente, a liberacdo do farmaco pode ser controlada de
diversas formas, mas uma das mais eficientes ¢ pelo aumento da interagdo da droga com

a superficie da particula carreadora. Uma das estratégias bastante utilizadas e estudadas
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para o farmaco ibuprofeno ¢ a funcionaliza¢do da superficie com grupos amino. Esses
grupos formardo uma ligag¢ao id6nica com os grupos acido carboxilico do ibuprofeno que
permite sua liberacdo de forma controlada [54]. Uma representacdo esquematica desse

processo ¢ mostrado na Figura 2.6.

b)

Figura 2.6: Representagdo esquematica da intera¢do do fdrmaco ibuprofeno com a rede
de silica. (a) interagdes fracas pelas pontes de hidrogénio com os grupos silanol da silica
ndo funcionalizada. (b) ligacdo ionica forte do fArmaco com os grupos amino da silica

funcionalizada. Adaptado da referéncia [49].

Outra estratégia que tem sido utilizada para o controle ¢ a funcionalizacdo da
superficie com grupos hidrofobicos. Nesse caso, a interagdo com o firmaco pode ndo
ser aumentada, mas o transporte do fArmaco para fora da matriz ¢ dificultado uma vez
que 0 meio aquoso nao consegue penetrar facilmente seus poros [55]. Além disso,
existem trabalhos mostrando o uso de matrizes modificadas com &cidos carboxilicos
para controlar a liberacdo de medicamentos. Com tal estratégia, os autores relatam um
fino controle do processo de liberagdo que ¢ ativado com o pH do meio [56]. Mais
recentemente, sao reportadas as modificagdo da superficie utilizando enxerto de
dendrimeros, fragmentos de DNA que funcionam como portdes para liberagcao da droga

e ainda o uso de anticorpos [53].

2.4.3. CATALISADORES

Catalisadores do tipo metalocénico estdo entre os mais estudados no processo de
polimerizacao de etileno atualmente. Esse ¢ um catalisador de alta atividade, sitio ativo
unico e portanto, produtor de polimeros de estreita distribui¢do de massas molares e

pode ser ativado pelo uso do cocatalisador metilaluminoxano (MAO) [57]. A
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heterogeneizacdo desses compostos ¢ bastante interessante do ponto de vista industrial,
visando sua adequagdo a processos e plantas de fabricacdo de polimeros j& existentes.
Uma das maneiras classicas de heterogeneizacdo de catalisadores ¢ a imobilizacdo
desses compostos em matrizes como a silica.

A utiliza¢do de silicas obtidas por processo sol-gel na area de catdlise para
polimerizacdo de etileno restringia-se apenas a imobilizagdo de catalisador por grafting
em silicas previamente obtidas e tratadas. Isso decorre da sensibilidade & umidade e ao
ar dos catalisadores empregados para esse fim. Entretanto, com a expansdo do uso de
rotas ndo hidroliticas, passiveis de conducdo sob atmosfera inerte livre de oxigénio, esse
quadro vem sendo alterado. Utilizando esse tipo de estratégia, ¢ possivel realmente ter a
molécula de catalisador encapsulada, uma vez que ela estd presente desde o comego da
formagao da rede de silica.

Nosso grupo de pesquisa tem relatado, desde entdo, o encapsulamento e
desempenho de diferentes catalisadores do tipo metalocénico encapsulados em silicas.
Estudos iniciais avaliaram o composto metalocénico mais estudado, o cloreto de
bis(ciclopentadienil) zirconio(IV) (Cp,ZrCl,) sendo encapsulados em silica obtidas por
processo nao hidroliticos variando as propor¢des dos precursores tetraetoxisilano
(TEOS) e SiCly. Essa investigagdo mostrou a manutengdo da atividade dos catalisadores
durante o processo de sintese atingindo quantidades de polimero intermediarias entre o
catalisador na forma homogénea e imobilizado por grafting. Além disso, foram
observados pesos moleculares mais elevados quando comparados ao catalisador em sua
forma homogénea [58]. Estudos subsequentes mostraram a eficacia do método também
para uma série de outros diferentes catalisadores metalocénicos. A microestrutura
desses materiais também foi investigada sugerindo dependéncia da produtividade de
polimero com o processo de fragmentagao dos graos de silica durante o crescimento das
cadeias [59].

Com o sucesso da rota ndo hidrolitica, a investigagdo de outros aspectos e adi¢ao
de outros tipos de oOxidos a rede foi estudada. Uma mistura de silica e titdnia foi
utilizada tendo como resultado materiais que podem produzir polimeros de alto peso
molecular ¢ também serem ativados com menores teores de cocatalisador [9]. Esse
ultimo efeito também foi pronunciado para o uso de 6xido de tungsténio. Nesse caso
observou-se uma alteracdo na densidade eletronica do atomo de Zr, mostrando que
possivelmente o catalisador foi parcialmente ativado pelo suporte[60]. A busca pelo uso

de menores quantidades de cocatalisador ocorre devido ao elevado custo
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especificamente do MAO e também dos residuos de aluminio que afetam as
propriedades dos polimeros formados. Novas investigagdes vem sendo realizadas na
adicao de outros 6xidos a silica como os de cromo ¢ molibdénio [61].

Por fim, estudos mostraram que € possivel a obten¢do de polimeros de ultra alto
peso molecular com estrutura cristalina orientada pelo encapsulamento de catalisadores
metalocénicos a base de titdnio. Os resultados mostram polimeros de microestrutura
fibrosa sendo obtidos diretamente do processo de polimerizagdo, como mostra a Figura
2.7. Esse fenomeno parece ser oriundo da organizagdo da silica empregada como matriz
para o catalisador. Uma série de placas empilhadas foram observadas, e essas podem
estar facilitando esse processo. A microestrutura fibrosa dos polimeros obtidos pode

melhorar propriedades mecanicas do material se comparado aquele de morfologia

regular.

(‘

¢

Cp2TiCl2 imobilizado Cp2TiCl2 encapsulado Fibras de polimero
por encapsulamento dentro de estruturas produzidas por Agregacao das fibras
em SiO2 lamelares polimerizacéo de extrusao

Figura 2.7: Representagdo esquemadtica do processo de extrusdo durante a proprio

reacdo de polimerizacdo adaptado da referéncia [62].

O grande sucesso da rota nao hidrolitica para o encapsulamento de catalisadores
de polimerizagdo deixa também o questionamento sobre outros aspectos interessantes
em termos de aplicacdo industrial. Nos dias atuais, ainda ¢ buscada a obtencdo de
polimeros produzidos por catalisadores metalocénicos com distribuigdo de peso
molecular mais alargada, por exemplo. Além disso, um sistema que possa ser adaptado
para gerar caracteristicas especificas em funcdo da aplicagdo desejada também ¢ de

grande interesse.
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2.4.4. RECOBRIMENTOS

Filmes de silica podem ser empregados numa série de diferentes aplicacdes,
conforme citado anteriormente. Melhora da resisténcia a abrasdo, ajuste de propriedades
reflexivas, prote¢do contra corrosdo e sensores figuram entre as aplicagdes mais
estudadas. Neste trabalho, especificamente, a utilizagdo dos filmes de silica sera
revisada do ponto de vista da utilizagdo para compatibilizagdo de materiais com
interfaces bioldgicas. A maior parte dos trabalhos reportados na literatura mostram sua

utilizagdo para integracdo de implantes dsseos.

Inzunza e colaboradores utilizaram filmes finos de silica para compatibilizagdo de
implantes dentarios de titdnio [63]. Em fun¢do da organiza¢do nanoporosa do filme, a
adsor¢do de proteinas foi favorecida auxiliando na adesdo de osteoblastos” como mostra
a Figura 2.8. Quando dopada com calcio e fosfato, essa superficie ainda induziu a
diferenciagdo de células tronco de medula 6ssea humana. Estudo similar foi realizado
por Laranjeira e colaboradores. Nesse estudo, a impressdo litografica de padrdes de
silica mostrou auxiliar no crescimento guiado de células presentes na gengiva e também

aumentou a resisténcia contra adesdo de bactérias ao implante [64].

Recobrimento de silica ndo porosa Recobrimento de silica porosa

Figura 2.8: Representacdo esquematica do efeito da estrutura nanoporosa de silica na
adsorc¢do de proteinas e comportamento de adesdo celular adaptado da referéncia [64].

(A) Membrana de plasma, (B) integrinas, (C) proteinas ECM e (D) canais nanoporosos.

? Osteoblastos sdo células do tecido conjuntivo dsseo que sdo responsaveis pela sintese dos componentes
orgénicos da matriz dssea.
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Donesz-Sikorska estudou o uso de recobrimentos de silica contendo grupos
aminopropil para auxiliar na imobilizagdo de um farmaco que ¢ liberado diretamente no
local do implante. O recobrimento mostrou melhora das caracteristicas de
hidrofilicidade da superficie do implante e a presenga da droga também auxiliou na
proliferacdo e ativagdo das células [65]. A imobilizagdo de compostos para liberagao
controlada diretamente no local do implante ¢ um dos grandes diferenciais dos
recobrimentos obtidos por sol-gel. Essa possibilidade também foi explorada por Marycz
e colaboradores em substratos de aco austenitico e titanio. Eles utilizaram um
recobrimento dopado com acido ascorbico e obtiveram resultados positivos nas taxa de

proliferacdo padrdo de crescimento das culturas.

Devido ao grande potencial demonstrado pelos recobrimentos de silica na
biocompatibilizacdo de implantes, questionou-se sobre a possibilidade de seu uso na
regeneracdo e crescimento de células neuronais. Sensores neurais implantaveis sdo
dispositivos muito promissores que podem auxiliar no entendimento do sistema nervoso
e também melhorar a qualidade de vida de pacientes com problemas sensoriais e
motores [66]. Por exemplo, as terapias de estimulo cerebral profundo tém se mostrado
como uma alternativa para desordens neuroldgicas e psiquiatricas como mal de
Parkinson e depressdo profunda [67-69]. Ja proteses neuromotoras tém sido utilizadas
para restabelecer a perda de fungdes motoras via interfaces maquina-cérebro [70, 71].
Esses dispositivos necessitam apresentar caracteristicas singulares na interface com os
sistemas nervoso central e periférico a um nivel celular, devido & necessidade
transducdo de sinais iOnico-biologicos para sinais eletronicos [66]. Entretanto, a
producdo de interfaces de longa duracdo no cérebro dos pacientes permanece um
desafio, em termos de sobrevivéncia das células aderidas e manutengdo do sinal do
eletrodo com confiabilidade [72, 73]. Microeletrodos neurais costumam perder
performance com o tempo e podem inclusive se tornar inaptos a gravar sinais enviados

pelos neurdnios devido a impedancia criada por tecidos cerebrais ao redor do eletrodo.

Embora a biocompatibilidade e a reacdo dos tecidos continuem um desafio,
muitas estratégias podem surgir para superar o problema de confiabilidade a longo
prazo [74, 75]. Uma das estratégias bastante importantes ¢ a aplicagdo de recobrimentos
biocompativeis sobre os eletrodos. Nesse ponto, pode-se pensar na utilizagdo de filmes
de silica obtido por sol-gel, os quais podem ser adaptados para melhorar a resposta na

biointerface. Materiais a base de silica tém sido empregados com sucesso como
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substratos para cultura celular e recobrimentos de microeletrodos neurais [76, 77]. Foi
mostrado que recobrimentos com espessura de 100 nm foram aderidos com sucesso a
eletrodos neurais sem efeitos adversos nas propriedades elétricas em condi¢des da
frequéncia neurologica (1 kHz) [77]. Entretanto, materiais até entdo estudados
basearam-se no recobrimento das silicas com polimeros comumente utilizados para

cultura celular como a poli-L-lisina [78].

A abordagem sol-gel pode ser bastante interessante como substrato celular uma
vez que possui muitas vantagens e caracteristicas importantes como: condi¢des brandas
de reagdo [16], possibilidade de ajuste de grupos funcionais [79], molhabilidade [80,
81], topografia [82] e porosidade [83]. Isso pode ser atingido pela simples mudanga de
parametros da reacdo e os materiais obtidos costumam ser mecanica e termicamente
estaveis [84]. Além disso, a flexibilidade do processo e facil aplicagdo do recobrimento

evitam os complexos processos de microfabricacdo para esses dispositivos.

Considerando a aplicacdo de sensores implantdveis ou microeletrodos neurais,
ndo somente a biocompatibilidade se torna importante, mas também a reagdo
inflamatéria do tecido e a resposta das células gliais® devem ser consideradas [85, 86]. E
sugerido que as células gliais (micréglia e astrécitos) sdo recrutados e ativados durante
o processo de lesdo do cérebro. Eletrodos podem ser até mesmo isolados elétrica- e
mecanicamente do sistema nervoso se uma resposta exagerada ocorre [87, 88]. A
resposta muito acentuada dessas células podem levar a perda de sinal do eletrodo devido
a formacgao de um tecido cerebral ao seu redor conhecido como gliose [85]. Essa gliose
nada mais ¢ do que uma cicatriz formada ao redor do eletrodo encapsulando-o com o

intuito de isolar um corpo estranho presente naquele tecido.

Dessa forma, uma abordagem mais eficiente deve considerar tanto as
caracteristicas de biocompatibilidade, quanto de minima reacdo dos tecidos. Ambos
devem ser combinados para alcancar uma boa qualidade de transdugdo e confiabilidade
para sistemas neurais implantados. Uma estratégia para evitar a formagao de gliose ¢ o
uso de materiais ndo adesivos em termos de células para recobrimento dos eletrodos.
Por exemplo, o 4cido conjugado pirrol-hialurénico, que ¢ biocompativel, foi utilizado

como recobrimento sem alterar caracteristicas de impedancia, porém diminuindo a

3 As chamadas células gliais sdo oligodendrdcitos, astrocitos e as microglias que compdem a maior parte
das células que formam o cérebro. Os astrocitos chegam a compor de 30 a 65% da massa e possuem uma
série de fungdes como suporte mecanico, direcionamento do crescimento de neurdnios, controle do
ambiente quimico e aporte de nutrientes e até mesmo modular atividade neuronal [85].
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adesdo das células e potencial resposta inflamatoria dos tecidos [89]. Uma outra
abordagem mostra o uso de superficies com padrdes impressos pela técnica de litografia
para depositar hidrogéis de polietilenoglicol em uma superficie recoberta com laminina.
Com esse método foi possivel obter adesdo especifica usando padrdes de restricao de

tamanho criado por regides aderentes/ndo aderentes [90].

Refletindo-se sobre a literatura atual sobre essas diferentes aplicagoes é
possivel notar algumas estratégias como: (i) modificag¢do da rede de silica com grupos
metil para sanar o problema de lixiviagdo em sensores colorimétricos, (ii) modificagdo
superficie para regular lixiviacdo de farmacos, (iii) uso de metodologia flexivel para
fabricagdo de oxidos mistos sob atmosfera inerte para ajuste de atividade e
propriedade de polimeros; e (iv) biocompatibilidade da silica e uso de diferentes

grupos quimicos para estimular adesdo e desenvolvimento de células.

Com todas essas estratégias em mente, surge o questionamento sobre a
utilizagdo de silicas hibridas, preparadas por um método simples usando co-hidrolise
de organosilanos. Ao nosso conhecimento, ndo sdo encontrados estudos na literatura
que analisem esses diferentes tipos de aplica¢oes do ponto de vista da natureza do
organosilano. Dessa forma, a hipotese da presente tese é que é possivel ajustar a
atividade de um determinado componente encapsulado/imobilizado modificando a rede
de silica com diferentes organosilanos dotados de diferentes efeitos estéricos, indutivos
e diferentes grupos funcionais. utilizou-se a modificagdo da rede de silica com

diferentes organosilanos.

Para os sensores colorimétricos, utilizou-se o conhecimento adquirido
previamente para sele¢do da rota acida hidrolitica no seu preparo. Os antimicrobianos
foram obtidos por rota bdsica, conhecida pela precipita¢do de particulas, utilizando
modificagdo da rede na sua formag¢do ao invés de apenas na superficie. Nos
catalisadores empregou-se o uso de grupos organicos ao invés de diferentes oxidos e o
método ndo hidrolitico para preservar a integridade do composto encapsulado. Por
fim, no caso dos filmes para crescimento celular ndo foi utilizado um composto
encapsulado em si, e sim a adesdo celular foi avaliada em funcdo dos diferentes grupos

organicos.
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3. OBJETIVOS E METAS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a potencialidade de ajuste da atividade de moléculas encapsuladas em
silicas hibridas sintetizadas pelo processo sol-gel por meio da natureza diferenciada de

organosilano co-hidrolisado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a rota adequada no método sol-gel (via catalise acida, bésica ou via

processo ndo hidrolitico) dependendo do tipo/fim de molécula encapsulada.

- Correlacionar as condi¢des de sintese sol-gel com as propriedades texturais dos

xerogeis resultantes.

- Correlacionar a natureza do organosilano com a atividade da molécula

encapsulada, segundo cada caso.

3.3 METAS ESPECIFICAS

- Delinear um catalisador metalocénico suportado ativo para polimerizagao de

olefinas capaz de controlar seletivamente a polidispersao dos polimeros resultantes;

- Delinear um sensor 6ptico de pH robusto e sensivel para determinacdo em

gases;

- Delinear materiais antimicrobianos efetivos contra bactérias gram positivas e

gram negativas;

- Delinear filmes finos de silica hibrida para compatibilizacdo de matérias em

interfaces biologicas.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS UTILIZADOS

A Tabela 4.1 descreve os materiais utilizados para confec¢do dos sensores,
antimicrobianos, catalisadores ¢ filmes. Todos os materiais descritos foram utilizados

conforme recebidos, salvo algumas excecdes descritas.

Tabela 4.1: Reagentes utilizados no preparo dos materiais.

Reagente Fornecedor
Etanol, HPLC Merck

Etanol, P.A. Synth
Toluenol, 98,5% Nuclear
Acido Cloridrico, 38% Nuclear
Acido Nitrico, 65% Synth

Cloreto de Bis(ciclopentadienil) Zirconio IV, Cp,ZrCl, Sigma Aldrich
Cloreto de Férrico anidro, FeCl; 98% Neon
Hidréxido de Amonio, NH4,OH 29% Nuclear
Tetraciclina, 98% Sigma Aldrich
Vermelho de Alizarina, 97% Sigma Aldrich
Tetracloreto de silicio, SiCl; 99% Sigma Aldrich
Tetraetoxisilano, Si(OEt)4 98% Merck
Metiltrietoxisilano, 99% Sigma Aldrich

Octiltrietoxisilano, 90%
Octadeciltrimetoxisilano, 90%
Viniltrimetoxisilano, 90%

Feniltrimetoxisilano, 90%

Dow Corning
Sigma Aldrich
Dow Corning

Dow Corning

Aminopropiltrietoxisilano, 98% Sigma Aldrich
Mercaptopropiltrimetoxisilano, 95% Sigma Aldrich
Isocianatopropiltrietoxisilano, 95% Sigma Aldrich

Cloropropiltrimetoxisilano, 99%

Wacker Silicones

Iodopropiltrimetoxisilano, 95% Sigma Aldrich
Glicidoxipropiltrimetoxisilano, 98% Sigma Aldrich
Argonio, N50 ultra-puro 99,99% White Martins
Nitrogénio, N50 ultra-puro 99,99% White Martins

! Purificado por refluxo na presenca de sédio metalico e benzofenona.

27



4.2. ESCOLHA DOS DIFERENTES SILANOS

Foram utilizados neste estudo, 11 diferentes silanos funcionalizados. Para fins de
comparagdo, sinteses utilizando apenas tetraetoxisilano (Cp), ou seja em auséncia de
algum organosilano, foram também realizadas. O grupo de silanos funcionalizados foi
escolhido em funcdo de suas diferentes caracteristicas como: diferentes volumes,
tamanho da cadeia de carbonos, presenca de diferentes grupos funcionais e
hidrofobicidade/hidrofilicidade podendo hipoteticamente influenciar o acesso, a
polaridade e a conformacdo da molécula encapsulada. Sdo eles: C; (metiltrietoxisilano),

Cs (octiltrietoxisilano), C;s (octadeciltrimetoxisilano), Vy (viniltrimetoxisilano), Ph

(feniltrimetoxisilano), NHp (aminopropiltrietoxisilano), SHp
(mercaptopropiltrimetoxisilano), NCOp (isocianatopropiltrietoxisilano), Clp
(cloropropiltrimetoxisilano), Ip (iodopropiltrimetoxisilano) e Gp

(glicidoxipropiltrimetoxisilano).

4.3. ESCOLHA DA ROTA

As diferentes rotas sol-gel foram escolhidas em func¢do da aplicagdo almejada
para o material. Todas empregaram a mesma razao molar organosilano:TEOS que foi de
1:5. Para o caso de sensores colorimétricos, um estudo prévio [47] indicou a rota
hidrolitica acida como rota ideal para sua confec¢do. Essa rota levou a maiores teores de
encapsulamento e menores tempos de resposta frente ao gas amonia. Para os materiais
antimicrobianos, foi escolhida uma rota hidrolitica basica, devido a possibilidade da
formag¢do de nanoparticulas esféricas de silica. Essas nanoparticulas podem ser
controladas em func¢do da quantidade de catalisador e em geral sdo mais efetivas na agdo
antimicrobiana do que particulas disformes e de tamanho maiores e ndo controlados. Ja
para os catalisadores, foi escolhida a rota ndo hidrolitica em fun¢do do preparo em
atmosfera inerte e na auséncia de 4gua a fim de ndo desativar o catalisador encapsulado.
Finalmente, para os filmes utilizados em crescimento celular, a rota escolhida foi
também a hidrolitica 4cida, a qual forma um gel homogéneo passivo de deposi¢cdo numa

superficie formando um filme continuo por evaporacao solvente.
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4.4. NOMENCLATURA

Os materiais serdo nomeados por uma sigla com iniciais correspondente a sua
aplicacdo e posterior indica¢do do organosilano utilizado na sintese. Assim, os sensores
serdo nomeados inicialmente por SC, os antimicrobianos por AM, os catalisadores de
polimerizacdo por CP e os filmes como FC. Os organosilanos serdo nomeados por: Cy
quando se trata da silica ndo hibrida, C; para o caso do material contendo metil como
parte organica, Cg para o caso do octil, C;g para octadecil, Vy para vinil, Ph para fenil,
NH;p para aminopropil, SHp para mercaptopropil, NCOp para isocianatopropil, Clp
para cloropropil, Ip para iodopropil e Gp para glicidoxipropil. Assim, um sensor que
possui mercaptopropil como parte organica serda chamado de SC-SHp, um
antimicrobiano com grupo octadecil serd& AM-C;s, um catalisador com o grupo

glicidoxipropil sera CP-Gp e um filmes com o grupo aminopropil serda FC-NHp.

4.5. SINTESE DOS MATERIAIS PELO PROCESSO SOL-GEL

Todos os materiais foram preparados utilizando o processo sol-gel, a partir de
TEOS e dos mesmos organosilanos na mesma propor¢cdo molar. Brancos foram
sintetizados para todas as amostras utilizando exatamente o mesmo procedimento
descrito a seguir, porém sem a adicdo do composto a ser encapsulado. Todos os
materiais foram sintetizados no Instituto de Quimica da UFRGS (Porto Alegre, Brasil),
com excec¢do dos filmes que foram sintetizados no Laboratério de Sintese Quimica do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) e depositados por spin coating no
Laboratério de Microfabricacdo (LMF) do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia,
ambos parte do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em

Campinas, Brasil.

4.5.1. SENSORES COLORIMETRICOS (SG)

Os sensores foram sintetizados utilizando rota hidrolitica 4cida, catalisada por
acido cloridrico, em um processo adaptado da referéncia [47]. Numa preparacgdo tipica,

9x107 mol do organosilano e 4,5x10” mol de TEOS (1:5) foram adicionados a 6 mL de
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uma solucao aquosa do indicador vermelho de alizarina de concentracdo correspondente
a 0,1 mol% do total de alcoxido utilizado. Apds 5 min de hidrélise mediante agitagao
magnética, o catalisador HCI foi adicionado na propor¢ado 0,2 M. A agitagdo magnética
foi mantida, a temperatura ambiente, até gelificacdo do material, a qual variou de 24 a
168 horas dependendo do organosilano empregado. Apds 24 h de envelhecimento, as
amostras foram moidas manualmente e lavadas com uma mistura 1:1 de agua/etanol (15
aliquotas de 2 mL) a fim de remover o excesso de indicador ndo encapsulado. O
material foi entdo secado em estufa por 24 h a 110 °C e moido novamente, resultando

em um sensor na forma de po.

4.5.2. ANTIMICROBIANOS (AM)

Os antimicrobianos foram sintetizados pela rota hidrolitica basica baseado na
referéncia [91], utilizando hidroxido de amdnio como catalisador. Para tal, 0,380 mL de
TEOS e 0,200 mL de organosilano e 0,460 mL de uma solugdo alcéolica 5 mg.mL™" de
tetraciclina foram adicionados a 11 mL de etanol sob agitacio magnética. Ap6s 30 min
de hidrolise, 0,74 mL do catalisador NH4OH foi adicionado. O frasco de reacdo foi
entdo selado para manter a concentragdo do catalisador e mantido sob agitacdo
constante por 24 h a temperatura ambiente. O material resultante foi precipitado por

centrifugacdo e lavado duas vezes por ressuspensiao em etanol.

4.5.3. CATALISADORES DE POLIMERIZACAO (CP)

Diferentemente das demais, na rota ndo hidrolitica todos os procedimentos sao
realizados sob atmosfera inerte, utilizando a técnica de Schlenck. Neste caso, a sintese
foi adaptada da referéncia [92]. Para a sintese, foram primeiramente pesados o
catalisador Cp,ZrCl, (75 mg) e o catalisador da reacdo sol-gel FeCl; (10 mg), aos quais
foi adicionado um volume de 1 mL de tolueno a fim de solubilizar o Cp,ZrCl,. A esta
mistura foi entdo adicionado SiCls, TEOS e o organosilano na razdo 3,3:1,7:1. A reagdo
prosseguiu entdo a 70 °C até gelificagdo completa. Apos gelificacdo, o so6lido foi seco a

vacuo por 2 h, sendo que a etapa de lavagem com tolueno seco foi suprimida, e entdo
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foi moido e peneirado (mesh # 270 correspondente a uma abertura de 53 um) sob

atmosfera inerte.

4.5.4. FILMES PARA CRESCIMENTO CELULAR (FC)

Os filmes utilizados para crescimento e regeneragdo de células neuronais foram
preparados também por rota hidrolitica dcida, mas nesse caso utilizando o 4cido nitrico
como catalisador baseado na referéncia [93]. Para a sintese do sol, TEOS, o
organosilano e agua foram adicionados ao solvente etanol, de forma que a propor¢do
molar TEOS:organosilano:H,O:etanol foi equivalente a 1:0,2:2:4. O catalisador HNO;
foi adicionado apds 5 minutos na propor¢ao de 0,1 molar. Apds 12h de agitagdo a
temperatura ambiente, os séis resultantes foram depositados sobre laminas de vidro
usando a técnica de spin coating. As laminas de vidro foram previamente tratadas com
solugdo piranha® ¢ entdo com solugdo de alcoolato de potassio imediatamente antes da
deposigdo. Os sodis obtidos foram homogeneamente distribuidos na 1dmina de vidro e os
filmes foram entdo obtidos por spin coating a 1500 rpm por 27 s, seguido de 3000 rpm

por 3 s. Os filmes foram entdo secados a 45 °C em placa quente por 4 h.

4.6. TESTES DE PERFORMANCE

Os testes de performance utilizados variaram de acordo com aplicagdo de cada
material desenvolvido sendo que todos foram realizados em triplicata. Os sensores
colorimétricos e catalisadores de polimerizacdo foram avaliados no Instituto de Quimica
da UFRGS (Porto Alegre, Brasil). Os materiais antimicrobianos foram testados nos
Laboratérios Nacionais de Luz Sincrotron (LNLS) e Biociéncias (LNBio) (CNPEM,
Campinas, Brasil). Os filmes para crescimento e regeneracao de células neuronais foram
avaliados no Departamento de Engenharia e Ciéncia dos Materiais da Universidade do

Tennessee (MSE, The University of Tennessee in Knoxville, USA).

* Solugdo de H,SO, e H,0, na proporgio 2:1 que aquece a 80°C quando os componentes sdo misturados.
E utilizada para remogao de residuos orgéanicos.
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4.6.1. DETECCAO DE GAS AMONIA PELOS SENSORES COLORIMETRICOS

A fim de avaliar a potencialidade dos sensores obtidos, eles foram testados na
presenga de gas NHjs. Esse teste foi efetuado num sistema fechado de volume 23,5 cm’
sob condi¢des padrao para todos os sensores na forma de p6 em uma vidraria especifica
(Figura 4.1). O teste consistiu do contato de uma massa fixa desses sensores (cerca de
30 mg) com o gas gerado por um volume fixo de solugdo de NH,OH concentrada apds a
permanéncia por 5 minutos no volume de controle. O tempo de resposta foi entdo
medido entre a abertura da valvula que permitia o contato do gis com o sensor € o
momento em que a percep¢do da mudanca de cor podia ser observada ao olho humano.
A fim de obter uma andlise mais precisa desse fenomeno foram gravados videos durante
as reagdes e deles foram coletados os tempos de resposta em triplicata. Para tal, os
videos foram analisados contra uma imagem padrao de como o sensor era inicialmente e
o tempo registrado foi aquele em que o sensor iniciou sua mudanga de coloragdo, ou

seja, no momento da primeira mudanca detectada.

Vidro poroso utilizado
como suporte para o

Vélvula para controle
da passagem do gas

Recipiente para
solucdo liberadora do

Figura 4.1: Vidraria desenvolvida para a coleta do tempo de resposta ao gas amodnia

dos sensores.
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4.6.2. EFEITO ANTIMICROBIANO CONTRA BACTERIAS GRAM + E GRAM -

As bactérias Escherichia coli (DH5a) (Gram -) e Staphylococcus aureus (Gram
+) foram inicialmente obtidas de solucdes estoque mantidas congeladas em meio
tampao II (0,42 g de 4cido 3-(N-morfolino)propanosulfonico (MoPs), 2,2 g de cloreto
de calcio, 0,24 g de cloreto de rubidio e 30 mL de solucdo de glicerol 90 % de solucdo
de glicerol e pH ajustado em 7,0). Para o preparo do indculo, 30 pL dessa solucdo de
bactéria foram adicionados a um tubo de ensaio contendo 5 mL de meio Luria Betani
(LB, contendo 10 g.L"' de peptona e NaCl ¢ 5 g.L"' de extrato de levedura ambos da
BioRab) e incubados por 30 min a 37 °C em agitador orbital. Posteriormente, 1 puL

dessa solugao foi diluido em 50 mL de meio LB.

Para os testes de suscetibilidade bacteriana, 100 pL de cada solugdo diluida de
cada bactéria, 1| mL de meio de cultura LB, 1 mL de dgua e 100 uL de uma solugdo
alcéolica dos materiais de silica hibrida/tetraciclina foram misturados em um tubo de
ensaio e incubados a 37 °C. Apds 5 h de incubagdo, 100 pL da mistura foram diluidos
em 900 pL de agua, espalhados em placas de cultura contendo meio LB com Agar e
entdo incubados a 37 °C por 18 h. A concentracdo de tetraciclina no meio durante a
incubagdo foi de 17,7 ug.mL". A atividade antimicrobiana foi avaliada pela contagem
de numero de colonias formadas pelas bactérias E. coli e S. aureus nas placas de Agar.
O mesmo procedimento foi executado em paralelo para os controles. Agua esterilizada
foi utilizada como branco, tetraciclina em solugdo ¢ silicas sem o antibidtico
encapsulado foram usadas como comparagdo. Todos os experimentos foram conduzidos

em triplicata simultaneamente e os valores reportados referem-se as suas médias.

4.6.3. POLIMERIZACAO DE ETILENO

As reagdes de polimerizacdo de etileno foram executadas em reator de vidro,
com pressao de etileno (grau ultra puro 99,99%, White Martins) de 1 bar. Inicialmente,
150 mL de solvente tolueno foram adicionados ao reator com capacidade para 300 mL e
equipado com jaqueta para controle da temperatura. Uma vez atingida a temperatura de
60 °C, uma quantidade de co-catalisador metilaluminoxano (MAO, solucao 10 % em
tolueno Chemtura Europe) equivalente a uma razdo Al/Zr de 1000 foi adicionada ao

reator. Apds saturacdo do meio com gas etileno, o catalisador numa concentragao de 10°
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> mol.L™" de zirconio foi suspensa em 5 mL de tolueno e transferida ao reator. Todos os
procedimentos foram executados em atmosfera inerte. Um fluxo de gés etileno (1 bar)
foi mantido durante toda a reagdo. Apds o tempo de reacdo de 30 min, etanol
acidificado foi adicionado ao meio a fim de terminar a reagdo e o produtos foram entdo

filtrados e secos.

4.6.4. CRESCIMENTO DE REGENERACAO DE CELULAS

Para os testes de crescimento e regeneragdo de células neuronais foram
empregadas células PC-12, uma linhagem celular derivada de um feocromocitoma’ da
medula supra-renal de ratos. As célula foram cultivadas em meio F12-K (ATCC)
suplementado com 15% de soro equino (HS, Invitrogen), 2,5% de soro fetal bovino
(HyClone) e 1% de penicilina/streptomicina (P/S), sendo que o meio foi parcialmente
substituido a cada 2 dias. Para avaliacdo dos materiais, as células foram removidas do
frasco de cultura, precipitadas por centrifugagdo a 1500 rpm durante 3 min,
ressuspendidas em 1 mL de meio, no qual foram dissociadas utilizando o processo de
sucessivas passagens por agulha 22G e entdo contadas com auxilio de um
hemacitometro e do corante trypan. Os filmes de silica hibrida foram esterilizados por
incubagdo em etanol 70% por 30 minutos e enxaguados com agua esterilizada 5 vezes
por 5 minutos cada. Em todos os ensaios, 10.000 células/cm® foram cultivadas sobre os

filmes, em triplicata e incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de COs,.

No caso dos testes de adesdo, as amostras foram gentilmente lavadas com
tampao fosfato salino (PBS, 10x) contendo célcio e magnésio para remover as células
ndo aderidas apos 24h de incubagdo. As células aderidas foram marcadas para
viabilidade celular utilizando Calceina AM e EthD-1 (Invitrogen) e niicleo (Hoechest®
33342, Thermo Sci) por incubagdo a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, durante 20
minutos. Ap6s a marcacdo, as amostras foram lavadas novamente com PBS e as
imagens foram coletadas em um microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Oxio
Observer Al (Zeiss, Alemanha) utilizando lentes de objetivas 10X. A adesdo das

células foi determinada por contagem celular de 12 imagens de cada replicata.

Para os testes de morfologia, apds 24h horas de incubacdo, as amostras tiveram o

> Tumor formado pelas células cromafins que sio células neuroenddcrinas encontradas na medula das
glandulas suprarrenais.
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meio de cultura substituido por um meio suplementado especificamente para
diferenciacio (1% HS, 0,2 % FBS e 1 % P/S) e contendo 50 ng.mL™" de fator de
crescimento neural (NGF) a fim de induzir a diferenciacdo. As células foram entdo
incubadas por mais 48h e entdo 12 imagens (contraste de fase) de cada replicata foram
coletadas utilizando lentes objetivas 10X para andlise do crescimento dos neuritos. A
fim de avaliar a morfologia, as células foram fixadas em solugdo 4% de
paraformaldeido e entdo marcadas para fluorescéncia. Para tal, as amostras foram
primeiramente permeabilizadas com solucdo 0,1% de X-100 triton e entdo incubadas em
solucdo de bloqueio (albumina de soro bovino 1%) por 30 minutos em temperatura
ambiente. A marcagdo fluorescente foi realizada com os corantes Alexa Fluor 488
faloidina (verde, diluido 1:50) para marca¢io dos filamentos de actina® por lh a
temperatura ambiente, seguido de Hoechest® 33342 (azul, 0.1 pg/mL) para o nicleo
por 20 minutos, também a temperatura ambiente. Apds lavagem, as amostras foram
montadas em lamina de vidro com solugdo Fluoromont-G (Southern Biotech) para
evitar degradagcdo dos marcadores e as imagens obtidas no microscopio de fluorescéncia

utilizando lentes objetidas 40X.

4.7. CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

Os materiais hibridos obtidos durante esse trabalho foram caracterizados por um
conjunto de técnicas complementares como: espectroscopicas, volumétricas,
microscopicas e de espalhamento. Grande parte das analises descritas foram realizadas
em equipamentos disponiveis na propria UFRGS. Aquelas realizadas em outros centros

de pesquisa tém seu local descrito no texto a seguir.

4.7.1. QUANTIFICACAO POR ESPECTROMETRIA NO ULTRAVIOLETA VISIiVEL
(UV-vIS)

A quantidade de indicador (para sensores) e de antibidtico (para

antimicrobianos) encapsulados foi determinada por absor¢do no UV-vis de maneira

6 ’ . , . . . ,
Proteina que forma microfilamentos e ¢ o principal componente do citoesqueleto de células de
organismos eucariontes (aqueles formados por células contendo membrana celular).
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indireta. No caso dos sensores, a quantifica¢do foi realizada no residuo de lavagem dos
sensores apos a sintese, utilizando o espectrometro Varian Cary 100. No caso dos
antimicrobianos, a quantificacdo ocorreu no sobrenadante da reagdo apods precipitacdo
por centrifugacdo. Os espectros de absor¢ao foram adquiridos no Laboratdrio de Sintese
Quimica do LNLS (Campinas, Brazil) utilizando um espetrdmetro Agilent 8453
(Agilent Technologies).

4.7.2. QUANTIFICACAO DE COR

As quantificagdes de cor foram obtidas pelo método de reflectincia em um
espectrometro Varian Cary 100 UV-vis com acessorio de reflecticia difusa DRA-CA-
30I Varian acoplado em célula de quartzo. O software empregado foi o Cary WinUV
Color® no espaco de cor CIELAB com iluminante D65.

4.7.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Os espectros de FT-IR das diferentes amostras foram adquiridos utilizando o
equipamento Varian 640-IR em modo de absorbancia com 32 varreduras e 4 cm™ de
resolugdo na regido de 4000 a 500 cm™. Para a anélise dos solidos foram preparadas
pastilhas de aproximadamente 1 mm de espessura e 5 mm de didmetro. A dilui¢do a

cerca de 10% de amostra foi efetuada em KBr seco.

4.7.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR REFLETANCIA TOTAL

ATENUADA (ATR)

Os espectros de ATR das diferentes amostras foram adquiridos utilizando um
espectrometro de infravermelho Perkin Elmer (modelo Spectrum Two) com acessorio
para refletancia total atenuada. Os espectros foram coletados em modo de absorbancia
com 32 varreduras ¢ 4 cm™' de resolugio na regido de 4000 a 500 cm™'. Essa analise foi

realizada no Laboratorio de Sintese Quimica do LNLS (Campinas, Brasil).
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4.7.5. ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente utilizando um
espectrometro de Raman inVia Renishaw equipado com laser de argdnio (514,5 nm),
detector CCD, grade de difragdo de 1200 linhas/mm e filtro de corte, localizado no
Departamento de Quimica da Universidade McGill (Montreal, Canadd). As amostras
foram montadas na plataforma manual de um microscopio Leica e laser foi focado na
amostras utilizando uma lente objetiva 20X. O espectro foi adquirido utilizando
poténcia de laser em torno de 15 mW e largura de fenda de 50 um. Diversas varreduras
foram coletadas a fim de melhorar a razdo sinal/ruido. O tempo de aquisi¢do variou de
acordo com a amostra na faixa de 10-20s. O espectrometro foi calibrado previamente,
utilizando um wafer de silicio que foi disposto abaixo do microscoOpio para uma
corre¢do automatica do alinhamento. A aquisi¢do dos dados e analises foram realizadas
o proprio software WiRE™. A precisagio da posi¢do dos picos é estimada em pelo

menos £1 cm™.

4.7.6. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) pE ?’S1 E *C NO EsTADO

SOLIDO

As analises por ressondncia magnética nuclear de °C e *’Si no estado sélido
foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade McGill (Montreal,
Canada). As amostras foram acondicionadas em um rotor de zirconia ¢ analisadas no
equipamento Varian 300 MHz. Polarizagdo cruzada (CP) e rotacdo em angulo magico
(MAS) foram empregados para a obtengcdo de espectros de melhor qualidade. As
amostras foram analisadas com velocidade de rotagdo 4000 Hz no angulo magico de
54°44°. O intervalo entre pulsos foi de 2 s, com tempo do pulso de 2 ps e tempo de
aquisi¢do de 17 ms. A freqiiéncia do "°C e do *’Si para polarizagdo cruzada foi 75,38 e

59,56 MHz, respectivamente.
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4.7.7. VOLTAMETRIA CICLICA E DE PULSO DIFERENCIAL

As medidas eletroquimicas foram realizadas no Instituto de Quimica da UFBA
(Salvador, Brasil), utilizando-se o potenciostato/galvanostato 273A da EG&G PAR. Foi
utilizada uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, provida de tampa de
Teflon® com cinco orificios, onde foram inseridos os eletrodos, sistema para

borbulhamento de argonio para permitir a remog¢do de oxigénio do meio. Utilizou-se

como eletrodo de trabalho o carbono vitreo (area de 0,082 cm?2) e eletrodo modificado
com os sensores de silica hibrida (S=0,152 ¢cm?). O eletrodo de trabalho modificado
com material encapsulado foi preparado pela mistura de grafite com titdnia na
proporcao 9:1 (em massa) com 6leo mineral. Essa pasta foi aderida a superficie de um

eletrodo de grafite. Foi empregado como eletrodo auxiliar um fio de platina e como

eletrodo de referéncia utilizou-se eletrodo de Ag/AgCl em NaCl 3 mol L. Foram
adicionados 5 mL da solu¢do de eletrolito suporte em diferentes pH (s) a célula

eletroquimica com fluxo constante de argonio durante 20 minutos. Posteriormente
adicionou-se quantidade suficiente para uma concentragio de aproximadamente 10-3
mol L-1 da espécie eletroativa no caso das medidas em solugio.

Como eletrolito de suporte usou-se solugdo aquosa de NaBF4 0,1 mol L pH=1,
solu¢do de HCI/KCI1 pH=0 e solug¢do tampao. Para as solucdes pH = 1,6 - 9,20, usou-se
o tampao BR (Britton Robinson, preparada a partir da mistura de acido acético
(pKa=4,75), acido fosforico (pKa 2,14, 7,20 e 12,15) e acido borico (pKa=9,24, 12,74,
13,80), com concentracao de 0,1 mol Lo pH do tampao BR foi ajustado com adi¢do

de solu¢ao de NaOH e monitorado potenciometricamente.
4.7.8. POROSIMETRIA DE NITROGENIO

As amostras foram previamente degasadas (10 mbar) a 110 °C para os sensores
e 70 °C para os catalisadores por 24h. As isotermas de adsor¢ao e dessorcdo de
nitrogénio (grau ultra puro 99,99%, White Martins) foram medidas a -196 °C em um
equipamento Gemini 2375 Micromeritics. Os antimicrobianos foram analisados no
Laboratério de Sintese Quimica do LNLS (Campinas, Brasil) utilizando o mesmo

procedimento descrito, porém utilizando o equipamento Autosorb-1 Quantachrome. As
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areas especificas (Sger) foram determinadas pela equagdo de Brunauer-Emmett-Teller
(método BET) na faixa de P/Py = 0,05 a 0,35. Os tamanhos de mesoporos foram
calculados utilizando a equagdo de Barrtt-Joyner-Halenda (método BJH) usando

padrdes de Halsey.
4.7.9. ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXOS ANGULOS (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram realizados nas linhas D2A e DI1A no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil) usando um
comprimento de onda A = 1,488 nm. O feixe de raios X foi selecionado por um
monocromador de silicio e colimado por um conjunto de fendas definindo uma
geometria do tipo pin-hole. O feixe incidente foi detectado em duas diferentes distancias
amostra-detector (1549,8 mm and 2245,7 mm) com o intuito de aumentar a faixa do
vetor g (g = (4n/L) sind ; 20 = angulo de espalhamento) coletada. Amostras secas foram
dispostas entre duas fitas kapton® e o feixe de raios x colimado foi passado através de
uma camara contendo o porta-amostras de aco inoxiddvel. Todos as medidas foras
executadas a temperatura ambiente e um pd de behenato de prata (AgBe) foi utilizado
como padrdo de calibracdo para a distancia detector-amostra, a inclinagdo e a posi¢ao do
feixe direto. A transmissdo e corre¢des da radiagdo de fundo e para as fitas kapton foram
realizadas na imagem 2D antes do processamento seguinte dos dados. A média dos

padrdes de espalhamento isotropicos foi feita radialmente.

A analise dos dados de SAXS foi efetuada utilizando a rotina de avaliagdo Irena
[19] implementada no software Igor Pro (WaveMetrics, Portland, USA) [20]. O ajuste
unificado de multiplos niveis foi utilizado para descrever um ou dois niveis de
organizac¢do estrutural evidentes nos dados de espalhamento [21,22]. Neste método, o
espalhamento resultante de cada nivel estrutural ¢ a soma de uma forma de Guinier
exponencial uma cauda descrita pela Lei das Poténcias estruturalmente limitada. A
equagdo geral, representando qualquer niimero de niveis pode ser escrita como [21,22]:

Pi

(erf(ngi /\/g))3 (Equacao 4.1)

n _ 2R2- _ 2R2-
1(g) = EGi exp 7 T, B, exp 7 Zaien
= 3 3 q
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onde n ¢ o nimero de niveis estruturais observados, G ¢ o pré-fator de Guinier, Rg ¢ o
raio de giro e B ¢ o pré-fator especifico para o espalhamento correspondente a Lei das

Poténcias, o qual ¢ especificado como o decaimento exponencial P.

A andlise dos dados das nanoparticulas foi efetuada utilizando o software
SASFit (Paul Scherrer Institut, Suica) utilizando modelo esférico de distribuicao

Gaussiana.

4.7.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As andlises foram realizadas em um microscopio eletronico de transmissao
JEOL, modelo JEM-1200 operando em 120 kV. As amostras foram finamente moidas e
suspendidas em etanol em um banho de ultrassom por 30 minutos e posteriormente

depositadas em um grid de cobre.

4.7.11. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

As imagens de AFM para avaliacdo da morfologia dos filmes de silica foram
adquiridas no LNNano (Campinas, Brasil). Foi utilizado o microscépio Nanoscope III
(Digital Instruments) no modo fapping. As imagens obtidas foram tratadas utilizando o

software WSxM 5.0 [94].

4.7.12. ANGULO DE CONTATO (WCA)

A analise da molhabilidade dos filmes hibridos foi avalida por medida de angulo
de contato na Universidade do Tennessee (Knoxville, USA). As medidas foram
realizadas em quintuplicata pelo método de angulo de contato da gota-séssil com 5 uL
de 4gua deionizada a temperatura ambiente num gonidmetro de angulo de contato

CAM-Plus (Cheminstruments, USA).
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4.7.13. POTENCIAL ZETA

O potencial zeta das particulas utilizadas como antimicrobianos foi avaliado no
Laboratério de Sintese Quimica do LNLS (Campinas, Brasil). Para as analises, as
particulas foram suspensas em etanol por sonicacdo durante 10 minutos, numa
concentragio de 1 mgmL'. As anélises foram realizadas em triplicata num
equipamento Zetasizer Nano (ZEN 3600) equipado com Dip Cell (Malvern, Reino

Unido), utilizandoum laser He-Ne de 4 mW e modelo Smoluchowski.

4.7.14. ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA ACOPLADO

INDUTIVAMENTE (ICP OES)

Os teores de zircOnio presentes nos catalisadores foram determinados utilizando
um espectrometro de emissdo Otica induzida por plasma modelo Optima 2000 DV
(Perkin Elmer, Massachusetts, USA). Argonio de alta pureza (99,996% White Martins)
foi utilizado como gas do plasma (15 L min™), gis auxiliar (0,2 L min™) e gas
nebulizador (0,6 L min™), nitrogénio (99,998% White Martins, 2 L min™) foi usado para
purga do sistema Optico. As solugdes das amostras foram introduzidas usando um
nebulizador GemCone (Perkin Elmer) e cdmara de nebuliza¢do ciclonica. Vazdo da
amostra de 2 mL min™'. Poténcia de radiofrequéncia aplicada de 1300W. Processamento
do sinal em area do pico usando 7 pontos por pico para integracdo. Modo de integracdo
automatico com 1-5 s de tempo de integracdo. Os padrdes foram adquiridos da Merck
em solugdes estoque de 1000 mg L™ e diluidos sequencialmente para obtengio de 5
pontos da curva de calibragdo na faixa de 0-2 mg L! 0, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 mg L'l). Apos
a secagem do solvente, ImL HNOj3 concentrado foi adicionado ao sélido e em seguida o
volume completado a 10 mL com agua Milli-Q ultrapura. Esta ultima solucdo foi
diluida em 100 vezes para leitura no equipamento. As determinacdes foram realizadas
em triplicatas e as medidas foram controladas contra uma curva de calibragdo prévia. As
amostras de catalisador (100mg) foram previamente digeridas em 2 mL de HF aquecido
a 160 °C por 6 h. Ao solido restante foi adicionado 3 mL de HNO; aquecendo
novamente a 160 °C por 6 h até solubilizagdo total. O liquido resultante foi transferido

para frascos e avolumado para 50 mL com agua Milli-Q.
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4.7.15. ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO DE FOTON INDUZIDO POR RA10S X (XPS)

As andlises de XPS foram realizadas no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS, Campinas, Brasil) em um espectrometro SPECSLAB II (Phoibos-Hsa 3500
150, 9 channeltrons) SPECS com fonte de Al Ka (E = 1486.6 eV) operando a 15 kV,
Epass = 40 eV, passo de 0,6 eV e tempo de aquisicdo de 2 s por ponto. As amostras
foram depositadas sobre fita de carbono em porta amostras de ago e transferidas sob
atmosfera inerte para a pré-camara. A pressao residual na cdmara de analise foi de 1 X
10” Torr. As energias de ligagdo de C 1s, Cl 2p, Zr 3d e Si 2p foram calibradas de
acordo com o pico do C 1s adventicio em 285 eV com precisdao de +0.2 eV. A andlise

dos dados foi realizada utilizando o software CasaXPS".
4.7.16. CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL (GPC)

A massa molar média e a polidispersdo dos polimeros foram determinadas por
cromatografia de permeacgdo em gel (GPC) a alta temperatura usando um cromatégrafo
150 CV da Waters equipado com detector de indice de refragdo e trés colunas (Styragel
HT3, HT5 e HT6E). As corridas foram realizadas com aproximadamente 2 mg de
amostra (em solugdo de 1,2,4-triclorobenzeno) a 140 °C com fluxo de 1 mL min" de
1,2,4-triclorobenzeno (TCB). As colunas foram calibradas com padrdes de PS, PEBD e
PP. A deconvolugdo dos dados foi obtida utilizando o modelo de distribuicao de Flory.

4.7.17. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As andlises foram feitas em um Calorimetro DSC-4 da Perkin-Elmer usando
taxas de aquecimento e resfriamento de 10 °C min™' na faixa de temperatura de 30-160
°C. O ciclo de aquecimento foi efetuado duas vezes, mas somente a segunda varredura
foi considerado, para evitar influéncia da historia térmica e mecanica das amostras. O
grau de cristalinidade dos polimeros foi calculado a partir da relagdo mostrada na
Equacao 4.2.

AH
X, = !
AHf®

X 100 (Equacao 4.2)

42



onde Xc representa o grau de cristalinidade, AHf o calor de fusdo da amostra (area de

curva endotérmica) e AH/® o calor de fusdo do polietileno 100% cristalino (290 J.g™).

4.7.18. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de correlacdo apresentados ao longo desse estudo foram obtidos pelo
método de correlacdo de Pearson utilizando o software SPSS®. A analise foi realizada
pela comparagao de todos os dados contra todos em triplicata dentro de cada aplicagdo
em separado. Os resultados considerados mostraram as correlagdes (positivas ou
negativas) significativas em nivel **p<0,01 ou *p<0,05. Foram consideradas relagdes

fortes aquelas superiores a +0,7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. SENSORES

Os sensores foram confeccionados pelo encapsulamento do indicador de pH
vermelho de alizarina por rota sol-gel hidrolitica acida. Os solidos foram caracterizados
por um conjunto de técnicas complementares e tiveram sua performance avaliada na
detec¢do de gés amonia. Além disso, os mesmos materiais sem a presenca do indicador
(amostra controle) foram também sintetizados para avaliacdo do efeito do organosilano

€ comparagao.

5.1.1. EFEITO DO ORGANOSILANO NO TEOR DE INDICADOR ENCAPSULADO

A quantidade de indicador encapsulada nos sensores foi avaliada por
espectroscopia molecular no ultravioleta-visivel. A quantificacdo foi realizada por
método indireto, utilizando medida da concentragdo do indicador liberado durante a

lavagem de cada material. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 5.1.

Foi possivel observar que a quantidade de indicador retida foi dependente do
organosilano empregado, variando amplamente de 2,8 a 18 umol.g'l. Os grupos
aminopropil, seguido do isocianatopropil e cloropropil foram os que mais contribuiram
para o aprisionamento do indicador da matriz. O menor teor foi reportado para SG-C,,
mostrando que a presenga dos grupos organicos pode auxiliar na retengdo do composto,
configurando-se como uma estratégia potencial em casos de necessidade de maiores
teores encapsulados. Esse comportamento decorre da estabilizagdo da molécula
organica pelos grupos também hidrofébicos introduzidos pelos organosilanos na rede de
silica [48].

Além disso, observou-se o desempenho acentuado para silanos contendo atomos
de nitrogénio como no caso do SG-NH,p e SG-NCOp, os quais resultaram nos maiores
teores de indicador encapsulado. Esse resultado sugere que a presen¢a do nitrogénio

possa vir a contribuir quando um maior quantidade ¢ necessaria no encapsulado.
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Tabela 5.1: Teor do indicador vermelho de alizarina encapsulado em funcdo do

organosilano utilizado.

Sensor Concentraciao [pmol/g]
SG-Cy 2,83
SG-C, 8,31
SG-Cs 10,55
SG-Cys 6,03
SG-Vy 8,39
SG-Ph 3,83
SG-NH;p 18,04
SG-SHp 3,61
SG-NCOp 17,58
SG-Clp 12,47
SG-Ip 8,81
SG-Gp 5,22

5.1.2. EFEITO DO ORGANOSILANO NO INDICADOR ENCAPSULADO

O comportamento do corante vermelho de alizarina encapsulado nas diversas
matrizes de silica hibrida foi investigado utilizando as técnicas de espectrometria
molecular no ultravioleta-visivel por refletdncia difusa e voltametria ciclica e de pulso
diferencial. A primeira técnica nos mostra mudangas nas transi¢des eletronicas sofridas
pela molécula de indicador podendo revelar possiveis interagdes com a matriz de silica.
J4 a segunda traz indicios da situagcdo desse indicador pela analise do comportamento
eletroquimico revelado pelos seus processos de oxidagdo/redugdo. Os espectros e
voltamogramas resultantes para os diferentes materiais preparados encontram-se na

Figura 5.1.
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Figura 5.1: (A,B,C,D) Espectros de UV-Vis obtidos por refletincia difusa para os
diferentes sensores. (E,F,G,H) Voltamogramas de pulso do eletrodo modificado com os
diferentes sensores em solucdo aquosa de tampao BR pH=1. Varredura anddica com

v=100mV.s™.
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No caso de moléculas presentes na superficie de um sélido ou encapsulada, os
maximos das bandas detectadas por espectrometria UV-vis pode ser deslocados devido
a uma série de fatores. Dentre estes estdo os efeitos estéricos, a polaridade do meio,
formacao de ligacdes de hidrogénio com a superficie e até mesmo sua propria acidez
[95]. O indicador vermelho de alizarina possui uma banda intensa centrada em
aproximadamente 452 nm em sua forma livre, a qual corresponde a uma transi¢do do
tipo n-* [47, 96]. Observando os espectros mostrados na Figura 5.1A a 5.1D pode-se
observar que o maximo de banda referente ao VA varia em fungdo dos diferentes
organosilanos empregados em seu preparo. Os comprimentos de onda para os maximos

de banda encontram-se resumidos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Comprimentos de onda para os maximos de banda para o vermelho de

alizarina encapsulado nas diferentes silicas hibridas.

Sensor Comprimento de Onda [nm]
SG-C, 420
SG-C, 423
SG-Cs 423
SG-Cys 410
SG-Vy 423
SG-Ph 429
SG-NH,p 533
SG-SHp 423
SG-NCOp 436 e 525
SG-Clp 425
SG-Ip 360
SG-Gp 418

De uma maneira geral, a maior parte dos materiais apresentou um deslocamento
hipsocromico (para o azul) em relagc@o ao corante puro, com méaximo de banda ao redor
de 420 a 429 nm. Esse comportamento se deve ao aumento de polaridade do meio no
qual a molécula se encontra. Nesse caso, provavelmente estejam sendo registradas

interagdes com os grupos silandis da rede de silica uma vez que grande parte dos
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materiais possui méximo em torno de 423 nm independentemente do grupo organico
presente. As excecoes foram os materiais: SG-C,; que teve um deslocamento para o azul
de maior intensidade com maximo em 410 nm; SG-NH, e SG-NCOp que mostraram
deslocamento para o vermelho havendo também mudanca de coloracdo do indicador
devido ao ambiente basico; e SG-Ip que apresentou uma banda em 360 nm devido a

presenca do iodo, mascarando a banda referente ao VA.

Os voltamogramas de pulso diferencial foram investigados a fim de observar os
efeitos do organosilano sobre o comportamento eletroquimico do VA. Zittel e Florence
verificaram que o potencial de redugdo do vermelho de alizarina-S que leva como
produto o 1,2 didroxoantraceno-9,10 diol-3-sulfonato e o potencial de oxidacdo cujo
processo redox resulta no 1,2 dioxoantraceno-9,10-dione-3-sulfonato, sdo dependentes
do pH. De acordo com a literatura [97-99], o corante vermelho de alizarina apresenta
uma reducado reversivel da forma 9,10-quinona a semiquinona, a qual resulta no produto

contendo o grupo 1,2-dihidro (Figura 5.2).

Figura 5.2: Processo de eletrodo para vermelho de alizarina

Para fins de comparacdo, o comportamento do indicador vermelho de alizarina
previamente verificado mostrando o deslocamento dos potenciais de oxidagdo/reducao

em funcdo do pH [10, 100]. Assim sendo, as andlises foram também realizadas em
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diferentes pHs de modo a avaliar a alteracdo sistematica dos sinais a fim de verificar a
possibilidade de uso do material encapsulado como sensor, como exemplifica a Figura

5.3 para os materiais SG-Ph e SG-NCOp.

35

304 pH=2 N

25

I (uA)
1 (uA)

-GIOO ‘ -4I00 ' -2I00 ' (IJ I 2(])0 ' 4(I)0 I G(l)O ' 8(I)0 I1000 -4I00 —2I00 (I) 2(I)0 4(I)0 G(IJO 800

E (mV vs Ag/AgCl) E (mV vs Ag/AgCl)
Figura 5.3: Voltamogramas de pulso do eletrodo modificado com (A) SG-Ph e (B) SG-
NCOp em solugdo aquosa de tampao BR pH 1, 2, 3 e 4. Varredura anddica em v= 100

-1
mVs .

Os voltamogramas de pulso para cada um dos materiais estudados sdo mostrados
na Figura 5.1E a 5.1H na forma de varredura anddica em pH 1 em compara¢do com o
VA puro e também a silica sem a presenca de grupos organicos. Observando o perfil
dos VPDs € possivel verificar a presenca do VA em todos os materiais, uma vez que
todos mostram sinais referente a seus processos eletroquimicos. As diferengas foram
observadas no perfil desses sinais indicando alteracdo no potencial de oxidagdo,
intensidade do sinal e formato do pico. Esses resultados indicam que o corante foi
alterado de sua forma livre durante o processo de encapsulamento na rede de silica,
conforme mostrado também por UV-Vis. Essas alteraces podem ser resultado de
interagdo do material com grupos silandis da silica ou ainda reagdo com os grupos
funcionais presentes levando ao consumo de pelo menos uma parte do VA em sua
forma original. Com frequéncia ocorre o aumento da intensidade dos sinais em torno de
+470 mV e -450 mV, mostrando a provavel formacao de uma espécie oriunda da reagdo

do VA com os grupos da silica, independentemente do grupo organico.

No caso de SG-C, tem-se um perfil muito semelhante a VA pura e as medidas
em diferentes pHs mostrou alteragdo dos sinais com comportamento também similar a

VA livre. Para SG-C; e SG-C,; é possivel identificar a presenca de VA. Entretanto, o
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VPD indica que houve uma mudanca de estrutura quimica durante a sintese. Em SG-C,
ocorre destaque de um sinal em -510 mV e inexisténcia do sinal em +785 mV versus
Ag/AgCl presente no VA livre. J& para SG-C,; € possivel observar a presenca do sinal
em +750 mV com um perfil diferente, além de outros sinais suprimidos. E possivel
verificar alterag@o sistematica dos sinais com linearidade em fun¢do do pH similar a VA
livre para ambas amostras. Para SG-Vy e SG-Ph tem-se perfis de VPD bastante
semelhantes a VA livre, porém suas pequenas alteragdes e destaque de um sinal em
+331 mV para SG-Vy, demonstram que ha alteracOes em relacdo ao corante livre. A
alteracdo de sinais com o pH também foi similar no caso de SG-Vy e ndo significativa
para SG-Ph, como mostra a Figura 5.3A. No caso de SG-NH,p verificou-se a presenca
de VA no material, porém ndo houve deslocamento dos sinais com o pH no caso da
varredura anddica, indicando que as propriedades de elemento receptor foram

prejudicadas pelo encapsulamento.

SG-SHp também mostra a presenca de VA em sua estrutura, porém destacando
uma onda anddica em +530 mV que € de baixa intensidade no corante livre. A alteragdo
sistematica de sinais mostrou Epc* e Epa* ndo correspondentes e também linearidade
em funcdo do pH com inclinag¢do diferente de VA ndo imobilizada. Em SG-NCOp e
SG-Clp ocorre o destaque de um sinal em +470 mV mostrando também que ocorre
mudanga em VA. A alteracio de sinais com o pH mostra resultados similares a VA para
SG-NCOp como mostra a Figura 5.3B e inclinacdo diferenciada pra SG-Clp indicando
numero diferente de prétons e elétrons envolvidos no processo de oxidacao/reducao.
Finalmente, para SG-Ip e SG-Gp também € possivel identificar a presenca de VA,
novamente com destaque de sinal em torno de +470 mV e +450 mV, respectivamente.
SG-Ip mostrou alteracdo sistemdtica de sinais similar a VA no processo catddico € com
diferente inclinacdo no caso do processo anddico. J4& SG-Gp mostrou alteracdo dos

sinais com o pH, porém nao de forma sistematica.

5.1.3. EFEITO DO ORGANOSILANO NAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E

TEXTURAIS

A fim de avaliar as mudangas das propriedades estruturais e texturais dos
materiais hibridos preparados fez-se uso das técnicas de espectroscopia vibracional no

infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) e Raman, ressonancia magnética
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nuclear (NMR) de *°Si e "°C espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS) e

porosimetria de nitrogénio.

Analisando os espectros de FTIR e Raman foi possivel observar as bandas
referentes a silica e também aos ligantes organicos presentes na rede. Esse resultado
indica a manutengdo dos grupos hibridos ap6s a reagdo de formagao da rede de silica a
partir da hidrélise e condensagdo dos organoalcoxisilanos. Os ligantes organicos foram
identificados principalmente pela técnica de Raman, sendo que foram avaliados
inicialmente para as amostras sem o indicador VA encapsulado. A Figura 5.4 mostra os

espectros de IR e Raman para amostra SG-Cy.
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Figura 5.4: Espectros de infravermelho e Raman para a silica ndo hibrida (SG-Cy).

Na regido de 1250 a 700 cm™ sdo encontradas as vibragdes de rede da silica,
sendo que essas bandas sdo chamadas de “impressdo digital” da silica. A banda mais
intensa situada entre aproximadamente 1250 e 1000 cm™ corresponde as vibragdes de
rede que sdo os estiramentos sequenciais Si—O da rede Si—O—Si. O ombro em cerca de

1155 cm™ ¢ atribuido ao modo longitudinal 6ptico (LO) dessa vibragdo e o madximo em
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cerca de 1054 cm™ ao modo transversal optico (TO)’. Os estiramentos da ligagio Si-O
quando o oxigénio estd ligado a um hidrogénio (OH) sdo descritos ocorrendo em
aproximadamente 950 cm™ para IR [101, 102] ¢ em aproximadamente 980 cm™ para
Raman [103]. No caso do sistema em estudo, essa banda foi observada em 951 cm™ por
IR ¢ 983 cm™ por Raman. A intensa banda dos estiramentos Si—O-Si também é
detectada em seu modo simétrico em 791 cm™ no IR e 799 cm™ em Raman. Por fim,
ainda foi possivel detectar a vibragio em modo rocking das ligagdes Si—O” em 540 cm’'
por IR e 0 modo de respiracdo dos anéis siloxano contendo de 3 a 4 unidades (SiO) em
488 cm’! por Raman [104, 105]. Essas mesmas bandas foram identificadas em todas as
demais amostras de silicas hibridas, salvo pequenos deslocamentos de nimero de onda,

como mostrado na Tabela 5.3.

Para a principal banda da silica, o estiramento (Si—O)—Si, podem ser observados
deslocamentos no modo LO entre as diferentes amostras. Ja para o modo TO, o maior
deslocamento ocorre entre a silica que ndo possui grupos organicos em sua rede (ndo
hibrida) em relacdo as silicas hibridas. O deslocamento desses componentes para
menores nimeros de onda sdo geralmente relacionados a uma estrutura mais porosa,
com anéis siloxano menores, maiores angulos Si—O—Si e comprimentos de ligacdo Si—
O. O aumento de porosidade pode ser ocasionado pela presenca dos grupos organicos e
o efeito dos deslocamentos de LO e TO ocorrem principalmente perto a superficie, a
qual ¢ detectada preferencialmente em modo ATR. Entretanto, essas regides
heterogéneas onde ocorrem os grupos organicos podem induzir uma deformacao local
na estrutura de rede, levando a um decréscimo no comprimento de ligacdo e angulo do
Si—O-Si. Outro fato que esté ligado ao maior deslocamento de LO em relagdo ao modo
TO, ¢ a presenca de grupos organicos na rede de silica faz com que haja um decréscimo
nas interacdes de Coulomb de longo alcance, as quais originam a separagdo LO/TO
[101, 102, 106, 107].

Outro aspecto interessante ocorre com a banda dos estiramentos Si—O(H), na
qual o oxigénio estd ligado a um hidrogénio. Os deslocamentos de niimero de onda
nessa banda ocorrem geralmente em funcdo da presenca de ligagdes de hidrogénio com
esses grupos silanol. De acordo com a Tabela 5.3, tem-se um valor significativamente
maior de numero de onda para a amostra SG-C;g e significativamente menor para SG-

Clp e SG-Gp. A amostra SG-C3 ¢ aquela em que temos grupos octadecil presentes na

" Desdobramento de modos vibracionais de rede que ocorrem na forma da propagacio de fonons,
podendo ser longitudinal ou transversal , dando origem aos modos opticos LO e TO citados.
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rede. Essas cadeias por serem hidrofobicas, podem prejudicar a formacdo dessas
ligagdes de hidrogénio em relagdo as demais, acarretando um aumento no niimero de
onda. J4& as amostras SG-Clp e SG-Gp sdo as que possuem os grupos cloropropil e
glicidoxipropil, respectivamente. Esses grupos podem favorecer a formacdo de ligagdes
de hidrogénio, seja pela presenca do cloro ou pela presenga de oxigénios também no
ligante organico. Assim sendo, foi possivel entdo observar deslocamentos para menor
numero de onda [102]. As demais bandas, relativas aos grupos organicos presentes nas
silicas hibridas sdo mostrados separadamente, para cada material, na Figura 5.5, usando

a técnica de Raman.

Para a amostra SG-C,; que possui metil presente na rede de silica ligada ao Si foi
possivel observar mais quatro bandas distintas, além das ja descritas como pertencentes
a rede de silica. Foram detectadas duas bandas em 2979 cm™ e 2916 cm’,
correspondentes ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo C-H do metil,
respectivamente. O estiramento assimétrico nesse caso ocorre sempre em maior nimero
de onda do que o simétrico, pois necessita de uma quantidade maior de energia para que
essa vibragao aconteca. Além dessas duas bandas, foi ainda identificada uma banda em
1412 cm™' designadas ao estiramento da ligagdo Si—C, mostrando a manutengdo desta

ligacdo associada a presenca do organosilano na rede.

J& para o material contendo o grupo octil (SG-Cs) como ligante organico ligado
ao Si para formar o hibrido, foram identificadas mais seis bandas distintas, além
daquelas da silica. Nesse caso, pode-se observar uma banda bem mais intensa para os
estiramentos C—H do que no caso anterior, devido ao maior nimero de carbonos da
cadeia organica. Assim, nesse caso, essas bandas puderam ser identificadas também por
IR e ndo s6 via espectroscopia Raman. Em 2984 cm™ observou-se o estiramento
simétrico C—H do metil presentes no final da cadeia octil. Os estiramentos da ligacdo C—
H dos CH, da cadeia carbénica ocorreram em 2932 cm™ para o modo assimétrico e
2861 cm™' no modo simétrico. Para esse mesmo grupo, ainda foi possivel identificar o
modo bending do estiramento C—H do grupo CH, em 1463 cm™ e para os grupos metil
foram observadas em 1443 cm™'. Também, neste caso, ocorreram bandas para a ligagio

C—C em 1064 cm™ ¢ 0 modo rocking para o grupo CHz em 895 cm’™.
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Tabela 5.3: Bandas referentes a silica para os materiais hibridos obtidos a partir dos diferentes organosilanos.

Atribuiciio Téen. SG-CO SG-C; SG-Cs SG-Cis SG-Vy SG-Ph SG-SHp SG-NCOp SG-Clp SG-Gp
V((Si-)0-H)yc® IR 3626 3616 3627 - 3613 3627 3630 - 3630 -
V(H)O-Hen®  Raman 3425 3431 3420 3457 3425 3432 3442 3433 3462 3409
W(SHO-HLH IR 3388 33890 3379 3364 3385 3375 3366 3334 3350 -

Raman 3231 3228 3236 3218 3230 - 3239 3226 - -
V((H')O'H)simlo

IR 3005 3224 3229 3226 3224 3228 3238 - - 3253
SHL0 IR 1627 1635 1635 1636 1635 1633 1635 1644 1646 1637
vSi-O(Si)HLO IR 1155 1136 1131 1131 1135 1129 1125 1164 1129 1176
VSi-O(-Si)TO IR 1054 1047 1047 1048 1048 1045 1041 1044 1041 1043

IR 951 048 948 960 953 949 950 951 042 936
V(Si-O(H))

Raman 983 975 978 974 - 975 963 972 971

IR 791 791 787 783 780 784 784 788 791 789
V(Si-O(-S1))sim

Raman 799 799 782 - 787 - - 789 - --
Si-0" rocking IR 540 544 561 547 522 562 545 549 557 556
(Si0)3-4 respiracio dos pacon 488 484 489 489 484 493 503 486 487 487

anéis

8 y((Si-)O-H) correspondente  alcoois.

% assimétrico
' simétrico
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Para a silica contendo o grupo octadecil (SG-C;z) obtiveram-se espectros muito
similares aos do material contendo o grupo octil, porém as bandas apareceram mais
intensas e definidas em relag¢@o ao anterior. As vibragdes C—H do grupo CHj apareceram
em 2883 cm’' no seu modo simétrico detectado via Raman. Ja para o grupo CHa, esse
estiramento ocorreu no modo assimétrico em 2930 ¢cm™ e, em 2850 ¢cm™', no modo
simétrico. Ainda foi possivel identificar a vibragdo bending do grupo CH, em 1460 cm’'
e para o grupo CH; em 1439 cm™. O grupo CH, apresentou também uma banda
identificada como a vibragdo wag em 1295 cm™. Além disso, as ligagdes C—C foram

identificadas em 1127 cm™ ¢ 1062 cm™'.

No caso do ligante vinil (SG-Vy), em 3072 cm™ foi possivel verificar a vibragdo
da ligacdo de C—H terminal, no qual o carbono esta ligado ao outro por ligagao dupla, a
qual também foi identificada em 1412 cm™ e 1278 cm™. Outras vibragdes ocorridas
foram: estiramento C—H do carbono ligado ao Si em 2991 c¢m’', estiramento da ligagio

dupla C=C em 1603 cm™ ¢ C—C em 1013 cm’.

O espectro para a silica hibrida contendo o grupo fenil (SG-Ph) como ligante
mostrou uma banda bastante intensa devido as vibragdes C-H em 3058 cm’,
caracterizando um composto aromatico. Essas ligacdes puderam ainda ser identificadas
em seus diversos modos em 1193 cm™, 1161 cm™ e 1132 em™, 1030 cm™ e 619 cm™.
As deformagdes do anel ocorreram em 1595 cm™ e 1571 cm™, as vibragdes entre os

carbonos das ligagdes C—C em 999 cm™ e a ligagdo ao silicio (Si—C) em 1122 cm™.

No caso da silica contendo aminopropil (SG-NH,p) houve uma interferéncia do
vidro utilizado na andlise, de forma que foram também detectadas bandas atribuidas a
silica do capilar. Mesmo assim, foi possivel identificar bandas referentes aos grupos
aminopropil como a deformagdo assimétrica C-C-N em 1043 cm™ e a wag do NH, em

949 ¢cm’.

Para a amostra contendo o grupo mercaptopropil (SG-SHp), o estiramento
assimétrico C—H do CH, ocorreu em 2928 cm™ e o simétrico em 2894 cm™'. Uma banda
muito bem definida também foi detectada em 2574 cm™ e pode ser atribuida a ligagio
S-H. Além disso, em 1436 cm™ e 1410 cm™ tem-se a deformacdo dos CH,, em 1304
cm” a deformagdo simétrica de C-H-S, em 1260 cm™ a vibragio wag de S-CH, ¢ em

651 cm™, o estiramento da ligagio C-S.

56



SG-NH,p

1413,1329

1001
1453‘\M\ t 422
V |
N1 doas NH, 0 497py
1608 | \1230‘@ 949 7‘88 | |
[ /
] Nese/ / \
B (5\0!3_4 resp. 1783 ‘\,“\/\ ‘
V(Si-O(H)) ~ aneis |
§ 8H:0 983 488 2067,2907 C-CrNies \
|
i 799 4
T T é T T
SG-C, 2916 SG-SHp 2828
V(C-H) sym
T VCH) agm
13431
2079 VEH) 1304
- 3248 1410
Si-O-Si S-CHz wag C-8 syretcn
v(Si-C) bending 484 K
- 1412 975 700 1436, 11260
p ¥ T T T T T T
SG-C, 2894 V(C-Ho) aeyn T fo64 o8 | | SG-NCOp

-
s
=]
=
%)
c
(o) T T T T T T T
o 1SG-Cyg 2883 v(C-Hy) aoym - SG-Clp 2945/2930\ 2901
T - ]
< 2848 3962
o | V(C-Hz) gym e
O V(C-H)oym
2930 1
] 1412 C-H(Clwsg C-CI(H
3457_3218 3005 SCHON 1F gy e ot ()
3579 3162 1445T 1273
o 7 487
T T T T T T
SG-Vy 2991 sGlp  Clgues

v(=C-H)

3072

974

(C=C) 1013
1603  Vv(=C-H)
1412

1278

SG-Gp 2925, 2894

T T T T T T T " T N T "
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000

Deslocamento Raman (cm™)

it v
2500

5 OC-H

1456

it '
2000

1154 1029971
905

f o

1500

1413 Ringy ooy,
1301
1260

1480

T :
1000

T
500

Figura 5.5: Espectros de Raman para as silicas hibridas obtidas pelo método sol-gel

hidrolitico utilizando catalise acida.

Analisando os materiais com a funcionaliza¢do isocianatopropil (SG-NCOp),

. C, . -1 .
observamos o estiramento assimétrico dos grupos CH, em 2945 cm™ e o estiramento

C, . -1 . ~
simétrico apareceu apenas por Raman em 2897 cm™. As vibragdes correspondentes ao

grupo isocianato ocorreram em 1449 cm™ e 1411 cm™. O espectro para a silica

contendo o ligante cloropropil (SG-Clp) como grupo organico mostrou quatro diferentes

maximos para os estiramentos C—H que ocorrem devido a diferenca entre os carbonos

proximos do atomo de cloro bastante eletronegativo. Esses estiramentos foram
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identificados em 2962 cm™, 2945 cm™, 2930 cm™ € 2901 cm™. J4 as deformagdes de H—
C—Cl ocorreram em 1445 cm™ e 1412 cm™. As vibragdes do tipo wag para esse mesmo
grupo ocorreram em 1313 cm” e 1273 cm™. As demais bandas correspondem as
ligagdes entre carbono e cloro: em 717 cm™ a C—CI com o cloro em trans e em 645 cm’™

a C—CI com um hidrogénio em trans. No infravermelho identifica-se a ligagdo C—Cl em

692 cm’.

J& analisando o material SG-Ip (iodopropil) foram identificadas bandas
referentes aos estiramentos assimétrico (2960 cm™) e simétrico dos grupos CH,, além
de sua deformagio em 1427 cm™, wag em 1209 e 1295 cm™ e rocking em 793 cm™. O
estiramento C-C ocorreu em 1028 cm™ ¢ as bandas caracteristicas referentes ao iodo

apareceram em 583 cm™' para C-I trans e 500 cm™ para C-I gauche.

Por fim, a amostra contendo um grupo glicidoxipropil (SG-Gp) apresentou os
estiramentos C—H dos grupos CH, em 2926 cm™ e 2894 cm™, nos modos assimétrico e
simétrico respectivamente. Também foram identificadas deformagdes do fragmento O—
C—H, ou seja, entre o carbono ligado a um oxigénio e a um hidrogénio, em 1480 cm™,
1456 cm™ e 1413 cm™. Tem-se ainda uma pequena banda relativa a deformagio C—O—C
em 1154 cm™, estiramento C—C em 1029 cm’, estiramento C—O com o oxigénio do
anel em 905 cm™ e o estiramento C—C entre os carbonos do grupo epoxi em 850 cm’
[108].

Os grupos referentes ao indicador de pH vermelho de alizarina ndo puderam ser
identificados tanto por espectroscopia no infravermelho, quanto por Raman. Isso se

deve a baixa concentragdo do composto na silica (menos de 1 %).

5.1.3.1. RELACOES DO ESPECTRO VIBRACIONAL COM A ESTRUTURA DE REDE DE

SiLICA

E encontrado na literatura que as componentes LO e TO da banda
correspondente aos estiramentos Si—O(—Si) t€m seus maximos, bem como suas
intensidades relativas alterados com a introdu¢do de grupos e moléculas organicas na
rede de silica [101], conforme citado anteriormente. Sendo essa banda a “impressao
digital” da silica em termos estruturais, uma analise completa de suas componentes
envolve também a deconvolucao em seus modos LO e TO e suas contribuigdes relativas

para as principais unidades anelares de siloxano: os anéis de quatro (SiO)4 e seis (SiO)g
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membros, como mostra a Figura 5.6. Assim sendo, a banda serd composta entdo por
quatro componentes basicas: as componentes longitudinais para os anéis de seis
membros (LOg) e quatro membros (LO4) e as componentes transversais para esses

mesmos anéis de seis (TOg) e quatro (TO,).
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Figura 5.6: Representacdo dos tipos mais comuns de arranjos ciclicos primdrios das
unidades estruturais SiO4 em xerogeis: (A) anel siloxano de 4 membros (SiO)s e (B)

anel siloxano de 6 membros (SiO)¢. Adaptado da referéncia [101].

Assim sendo, os espectros de infravermelho que apresentam essa banda foram
deconvoluidos em quatro componentes. Esse procedimento foi realizado para os
espectros adquiridos no modo de reflectancia total atenuada (ATR) e também para
aqueles obtidos em modo de transmitancia (amostra diluida e pastilhada com KBr). Os
percentuais foram calculados empregando a Equacdo 5.1 e os resultados obtidos pelos

dois diferentes modos encontram-se descritos na Tabela 5.4.

A(LOY) + A(TOy)
A(LO,) + A(LO,) + A(TO,) + A(TO,)

% (Si0)s = 100 x (Equacgdo 5.1)

De acordo com a Tabela 5.4, as silicas hibridas encontram-se mais afetadas pela
presenga dos grupos organicos do que pela presenca do indicador encapsulado em si,
fato que pode ser decorrente da concentragao do indicador ser inferior. Entretanto, pode-
se observar uma maior formacao de anéis de seis membros menos tensionados quando

da adi¢do desse indicador na sintese. Isso ocorre para acomodar, além dos grupos
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organicos ligados a silica, também as moléculas de indicador. A unica exce¢do foi a

amostra SG-C; que possui um metil ligada a silica.

Tabela 5.4: Percentual de anéis com seis membros siloxano calculados via

deconvolugdo dos espectros de Infravermelho via ATR e transmitancia usando pastilha.

Anéis de (SiO)s (%)
Amostra ATR Transmitancia
Sensor Controle Controle
SG-C, 53,6 41,6 54,6
SG-C, 12,1 28,1 31,8
SG-Cs 38,6 15,2 63,2
SG-Cis 46,6 14,1 46,4
SG-Vy 50,4 50,1 -
SG-Ph 29,3 29,1 58,0
SG-NH;p 76,5 75,3 44,9
SG-SHp 21,6 19,5 62,9
SG-NCOp 63,9 30,0 43,0
SG-Clp 38,5 30,0 66,9
SG-Ip 21,2 17,4 60,0
SG-Gp 22,9 18,2 56,8

Cabe ainda salientar que, observando a Tabela 5.4, ¢ notavel o maior percentual
de anéis (SiO)s quando analisa-se o bulk da amostra em comparagdo ao modo ATR, o
qual detecta principalmente o que esta presente na superficie da amostra. Os anéis
contendo quatro membros sdo formados nos primeiros estagios de hidrélise do TEOS e
sdo retidos no gel, independentemente das condi¢des de hidrolise e morfologia deste.
Esses anéis de quatro membros sdo termodinamicamente mais estaveis. Entretanto, os
com seis componentes sa3o menos tensionados e portanto mais favoraveis cineticamente.
Géis de silica sdo muito similares aos vidros de silica, sendo formados essencialmente
por anéis contendo 6 membros SiO. Maior serd esse percentual, quanto mais rapido for
o processo de gelificacdo, pois ocorrerd previamente a formacdo das espécies mais

estaveis em solugao.
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Assim sendo, tem-se uma maior formacdo de anéis de seis membros como
mostrado analisando o bulk da amostra. Ja4 para ATR, o que ocorre ¢ a detec¢do da
estrutura superficial da rede de silica. Silicas formadas por gelificagdo em geral
apresentam grande porosidade e na superficie desses poros sao formadas estruturas mais
tensas. Isso pode ocorrer devido as restri¢des estéricas a formacdo dos anéis com seis
membros muito proximo a superficie, uma vez que as reagdes de condensagdo sdo

dificultadas [102].

Uma tentativa de investigar o efeito estérico desempenhado pelo organosilano
aponta por uma tendéncia de correlagdo inversa entre o volume do organosilano e o
percentual de anéis de seis membros, como mostra a Figura 5.7. Esse resultado,
considerando apenas uma razdo TEOS:organosilano, aponta para um efeito de
competicdo entre efeito causado pelo volume de cada silano, a velocidade em que a
reacdo acontece ¢ a porosidade do material formado. Por exemplo, grupos maiores
apresentariam uma tendéncia a formar uma maior quantidade de anéis de seis membros
a fim de acomoda-los na rede [101]. Entretanto, grupos maiores tendem a reagdes mais
lentas de hidrolise e condensacdo [6], fato que contribui para formacdo de anéis de

quatro membros.
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Figura 5.7: Relacgdo entre o percentual de anéis siloxano de seis membros ((SiO)e) € o

volume dos grupos funcionais dos organosilanos empregados.
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5.1.3.2. EVOLUCAO DA FORMACAO DA REDE DE SiLICA

Para investigar a evolugdo das reacdes de hidrélise e condensacdo dos materiais
em estudo em funcdo da presenca dos organosilanos, utilizou-se a técnica de
A . re r1: ) 29q r .
ressonancia magnética nuclear (RMN) em estado solido para nucleo ~"Si. Além disso
a1 r , 13 . A_e r ’
utilizou-se também o nucleo de “C para avaliar os grupos organicos apds a sintese. Os
resultados encontram-se condensados nas Figuras 5.8 ¢ 5.9 a seguir para cada um dos

sistemas em estudo.

|
-40 -60 -80 -100
o (ppm)

T
-120 -140

Figura 5.8: Espectros de RMN de *’Si no estado solido, obtidos com a técnicas de

angulo magico e polarizacao cruzada (CP-MAS).
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Os espectros de RMN de *°Si da Figura 5.8 mostram a presenca de 3 sinais com
deslocamentos quimicos em -90 ppm, -100 ppm e -109 ppm em todas as amostras
estudadas. Essas bandas sdo atribuidas as espécies siloxano Si-Q* (Si(0X),(0Si=),),
Si-Q’ (Si(0Si==);(0X)) e Si-Q* (Si(OSi==),), presentes na estrutura da rede de silica,
onde X=H ou CHs. Nessa nomenclatura, Q representa o silicio que ¢ ligado a quatro
atomos de oxigénio e o expoente de Q ¢ o numero desses atomos de oxigénio que fazem

parte da rede de silica, ou seja, ligados a outro 4&tomo de silicio [109].

Todos os materiais em estudo apresentaram sinais relativos a essas trés espécies,
- . . . . N2 .
com excecdo daquele contendo o grupo aminopropil, no qual o sinal relativo a Q° ¢

muito pequeno. Isso mostra que a reacao de condensagdo nesse caso foi mais extensa.

Com excecdo do material SG-Cy, no qual ndo foi utilizado organosilano, todos

os materiais apresentaram mais dois sinais além dos trés sinais relativos aos Qs. Essas
. . ~ . \ , - [ . . . 2 3

bandas de menor intensidade sdo relativas as espécies de silicio difuncionais T e T, os

quais sao ligados a apenas 3 dtomos de oxigénio.

Foi possivel identificar a presenca dessas espécies na regido de deslocamento
quimico de -55 ppm para Si-T? (Si(OSi==)2(OX)R) ¢ -64 ppm para Si-T° (Si(OSi=
);R), onde X=H ou CH3 e R=grupo organico. Isso mostra que houve a manuten¢do da
ligagdo Si-C durante o processo sol-gel quando ocorreu a formagdo da rede de silica
hibridas por meio das reacdes de hidrdlise e condensagdo dos silanos. Além disso, ¢
possivel observar que esse sinal sofre deslocamento para campo baixo, com T’
aparecendo em -69 ppm e T? em -78 ppm para as amostras SG-Vy e SG-Ph. Isso ocorre
devido a ligagdo do silicio com carbonos que possuem ligacdes duplas[110], mostrando

a manutencao dos grupos apoés a sintese.

A quantificagdo do espectro de *’Si obtido pela técnica de polarizagio cruzada
pode fornecer indicios das diferentes espécies de Si dentro de um conjunto em estudo.
Uma quantificagdo mais precisa pode ser obtida em um experimento sem polariza¢ao
cruzada de proton, o que incorre em experimentos muito longos. Os resultados obtidos

pela deconvolugdo dos espectros encontram-se resumidos na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5: Percentual das espécies de Si obtidas pela deconvolugao dos espectros de

*’Si NMR.
Quantificacdo das espécies de »Si (%)

Amostra Q° Q’ Q! T T’ Reticulagdo
SG-Cy 33 59 9 0 0 67
SG-C, 25 47 7 15 6 60
SG-Cs 34 45 5 12 4 54
SG-Cys 17 58 8 11 7 73
SG-Vy 36 29 4 24 7 40
SG-Ph 28 45 6 13 8 58

SG-NH, 3 54 24 15 5 82
SG-SH 41 30 3 21 5 38

SG-NCO 38 38 5 14 6 48
SG-C1 33 36 4 21 6 45
SG-Ip 32 39 4 20 5 48
SG-Gp 58 29 3 7 4 35

Essa andlise mostra a maior parte das amostras com valores proximos para cada
componente. As exceg¢des foram as amostras SG-Cijs e SG-NH, que apresentaram
valores maiores para Si-Q’ e Si-Q*, com destaque para SG-NH,, mostrando maior
extensdo de reticulacdo da rede. Em sentido oposto, aparece a amostra SG-Gp com o
mais alto percentual de Si-Q’. Esses resultados também sdo identificados pela Gltima
coluna da Tabela 5.5 que mostra o percentual de reticulacdo pela soma dos percentuais
de Si-Q’+Si-Q*+Si-T°. Esse somatorio representa o total de espécies com ligacdes
tridimensionais e também apresenta SG-C;3 ¢ SG-NH; com maior grau e SG-Gp com
menor grau de reticulacdo. Andlises de correlacdo de Pearson mostraram que existe uma
correlagdo significativa entre os valores obtidos para percentual de Si-Q® (p<0,01) e
grau de reticulagdo (p<0,05) com o volume do organosilano empregado. Esse resultado
¢ provavelmente alavancado pelos resultados obtidos para SG-C;g que mostrou alto grau
de reticulacdo e grande volume. Além disso, foram identificadas correlagcdes entre os
percentuais de Si-Q’, Si-Q’, Si-T* e reticulagio com o percentual de anéis de seis

membros siloxano (SiO)e obtidos pelas andlises de FTIR. Quanto maior o percentual de
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(SiO)6 menos tensionados, maior o grau de reticulagdo e também presenga das espécies
tridimensionais tipo Si-Q (p<0,05) e menor o percentual de espécies lineares em Si-T
(p<0,01).

Para verificacdo dos grupos organicos apds a sintese, fez-se uso da técnica de
RMN em estado solido também para o nucleo de °C. Os resultados encontram-se na
Figura 5.9. Para a amostra SG-C, como esperado, ndo foram identificados carbonos e
para a SG-C; foi possivel observar a presenga de um carbono, correspondente ao metil.
Para as amostras SG-Cs e SG-C;g foram obtidos espectros muito semelhantes, apenas
com sinais mais alargados nesta ultima, devido a sobreposi¢ao de sinais dos carbonos ao
longo da cadeia. Para as amostras com carbonos fazendo ligagdo dupla, o sinal destes
foi deslocado para campo baixo, o contrario do caso do silicio. Dentre as amostras
contendo os grupos funcionais ligados ao propil sdo identificados apenas trés sinais nas
amostras SG-NHyp, SG-Clp e também SG-Ip que apresenta dois sinais € um ombro. Na
amostra SG-SHp foi possivel identificar outros pequenos sinais, além daqueles trés
principais relativos ao propil, mostrando que pode ter ocorrido alguma rea¢do com a
parte organica nesse material. No caso do SG-NCOp fica bastante claro que houve
modificacdao do grupo isocianato, devido a grande alteragdo do espectro e presenga clara
de diferentes carbonos atribuidos ao propil. Por fim, no caso de SG-Gp ¢ possivel
observar dois sinais mais intensos € um menos intensos em maiores frequéncias
referentes ao propil e dois sinais majoritarios, um deles com presenga de um ombro,

provavelmente referentes ao grupo glicidoxi.
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Figura 5.9: Espectros de NMR de C no estado solido obtidos utilizado as técnicas de

angulo magico e polarizacdo cruzada (CP-MAS).

5.1.3.3. MICROESTRUTURA DA REDE DE SiLICA

Para avaliar as propriedades texturais dos sensores utilizou-se das técnicas de
porosimetria de nitrogénio para verificar a 4rea especifica usando método BET e
também o espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS). Os resultados de area
BET apresentados na Tabela 5.6 mostram, de modo geral, a obtengdo de elevadas areas
especificas. Esse resultado ¢ desejado uma vez que o analito precisa permear a matriz
para acessar a molécula indicadora (elemento receptor). Ainda € possivel perceber que a
presenca dos grupos organicos na rede leva a uma diminui¢do da area, em relagdo ao
material ndo hibrido. Isso ocorre, pois esses grupos organicos podem estar dispostos

também na superficie e sobre os poros. Com o fechamento dos poros a area diminui e o
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acesso do analito pode ou ndo diminuir, dependendo da interacdo destes grupos com o
analito. Além disso, se comparando os resultados entre as amostras controle e as quais
continham o indicador encapsulado formando o sensor, pode-se observar menores areas
para este ultimo. Inclusive, existe uma correlagdo significativa (p<0,05) mostrando que
quanto maior o teor de VA encapsulado, menor a area especifica do material. Isso
mostra que o indicador encapsulado, se deposita nos poros desse material diminuindo

sua area superficial.

Tabela 5.6: Resultados de area especifica (Sger) para os sensores.

SpeT

Amostra Controle Sensor

(m’/g) (m*/g)
SG-C, 865 711
SG-C, 691 558
SG-Cs 371 477
SG-Cis 557 430
SG-Vy 885 672
SG-Ph 678 568
SG-NH;p 23 12
SG-SHp 741 236
SG-NCOp 632 452
SG-Clp 206 121
SG-Ip 331 336
SG-Gp 0,13 0,9

J& na técnica de SAXS foi possivel obter informagdes de tamanho, organizacdo e
forma das particulas e estruturas hierdrquicas de materiais. Foram obtidos, dados de raio
de giro da particula primaria (Rg;), estrutura fractal (P,) e dados de correlagdo
(distancia e nimero de vizinhos) resumidos na Tabela 5.7. A Figura 5.10 traz uma série

de curvas de SAXS representativas para esses materiais.
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Figura 5.10: Seis diferentes grupos de microestrutura representados pelas curvas de

SAXS e seus respectivos ajustes unificados.

As curvas de SAXS puderam ser agrupadas em seis diferentes padroes de acordo
com o tipo de fractal presente em cada nivel e a presenga ou auséncia de correlagao
entre as particulas primarias. Com isso, foi possivel a representacdo esquematica das
curvas mostradas na Figura 8. Em geral, quando o indicador foi adicionado ao material
houveram apenas pequenas alteragdes de valores de R, e P,. Entretanto, algumas
estruturas tiveram diferengas mais significativas. As amostras com os ligantes octil,

vinil e mercaptopropil tiveram um nivel de organizacdo suprimido na escala de medida,
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formando apenas dois niveis. J4 as amostras contendo os ligantes cloropropil e
isocianatopropil tiveram alteragdes em sua estrutura fractal. Para a primeira, houve a
perda da correlagdo das particulas primdrias e formagdo de um fractal de massa no
segundo nivel, o qual correspondia a um fractal de superficie e vice-versa para o
terceiro nivel. J& para o SG-NCOp, apenas no segundo nivel o fractal, que era de massa,

tornou-se de superficie na presenga do indicador.

Os dados resultantes dos ajustes unificados para os materiais encontram-se
resumidos na Tabela 7. A analise de correlacdo de Pearson mostra que o raio de giro das
particulas primarias ¢ relacionado (p<0,01) com a concentragdo de VA encapsulado.
Esse resultado pode mostrar que a particula primaria tende a diminuir com o aumento de
indicador encapsulado, o que pode mostrar que a presenca do indicador pode diminuir o
espaco para crescimento dessas estruturas, levando-as a menores tamanhos finais. Além
disso, com nivel de significancia p<0,05 existe a correlacdo indicando que materiais

com particulas primarias maiores possuem areas especificas mais elevadas.

A inclinagdo da curva, regida pela Lei das Potencias (P,), diz respeito a estrutura
fractal na qual as particulas primarias estdo se organizando, sendo que entre 1 e 3 temos
fractais de massa e entre 3 e 4 temos fractais de superficie. De uma forma geral, quanto
menor esse numero, menos densa (no caso dos fractais de massa) e mais rugosa (no
caso dos fractais de superficie) é essa estrutura. Analisando o conjunto de sistemas
estudados, foi possivel observar que essa organizacao possui correlagdo (p<0,01) com o
percentual de anéis de seis membros siloxano (SiO)s e area especifica. Quanto menor o
valor de P,, maior a area especifica e maior o percentual de anéis (SiO)s. Esse resultado
relaciona dados obtidos por técnicas complementares, mostrando que uma estrutura
mais porosa e formada por estruturas menos tensas também reflete fractais menos
densos. Além disso, foi possivel relacionar menores valores de P, com menores valores

de Si-Q’ (p<0,01) e maiores valores de Si-T* (p<0,05).

69



Tabela 5.7: Resultados para os pardmetros obtidos por SAXS para os sensores.

Rg; Dlsmna? Nimero de
P, Correlacao izinh
Sensor [nm] (nm] Vizinhos

Controle Sensor Controle Sensor Controle Sensor Controle Sensor

SG-C, 0,493 0,832 1,56 3,86 - 1,183 - 0,8
SG-C, 0,948 0,421 3,81 3,89 2,372 - 0,5 -
SG-Cs 0,556 0,529 3,08 3,03 - 2,121 - 1,2

SG-Cys 0,491 0,502 2,35 2,49 - - - -
SG-Vy 0,394 0,341 3,28 1,40 - - - -

SG-Ph 0,381 0,637 2,08 3,50 1,268 1,168 2 2,9
SG-NH;p 0,438 0,387 3,70 3,70 1,165 1,254 1,6 2,1
SG-SHp 0,784 0,792 2,78 1,00 1,202 1,170 1,6 1,5
SG-NCOp 0,460 0,432 2,99 2,81 - - - -
SG-Clp 0,399 0,461 3,24 3,06 1,205 1,114 2,5 2,8
SG-Ip 0,361 0,412 2,91 2,92 - - - -
SG-Gp 0,355 0,610 3,84 3,87 1,667 - 2,3 -

As demais correlagdes identificadas pelo método de Pearson revelaram que
foram identificados mais niveis de organizacdo na escala medida quanto maior o
volume dos ligantes organicos, maior a concentragdo de VA encapsulada e menor o
percentual de Si-Q” (p<0,05). Ja para as particulas que sofrem efeito de correlagio
(efeito da particula vizinha) pode-se observar maiores distancias centro-centro para os
ligantes com maior volume. O nimero de vizinhos na primeira esfera ¢ maior quando a
rede possui um maior percentual de anéis mais tensionados com apenas quatro membros

siloxano (SiO)s e menor area especifica.

5.1.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Para investigar as alteracdes morfologicas causadas pela presenca dos
organosilanos em cada material utilizou-se da técnica de microscopia eletronica de

transmissdo (TEM). As amostras foram dispersas em etanol com auxilio de um
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ultrassom e depositadas em grid de cobre para analise. As imagens obtidas encontram-

se nas Figuras 5.11 ¢ 5.12.

50 om 50 om 50 nm. 50 nm.

Figura 5.11: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo. A: SG-Cy, B: SG-C;,
C: SG-Cg, D: SG-Cys, E: SG-Vy, F: SG-Ph, G: SG-NH,p, H: SG-SHp, I: SG-NCOp, J:
SG-Clp, L: SG-Ip e M: SG-Gp.

De acordo com as imagens de TEM (Figura 5.11), foi possivel identificar que a
morfologia dos materiais ¢ alterada em fun¢do do tipo de organosilano utilizado. Para
amostra SG-Cy (Figura 9A) que ndo contém grupos organicos pdde-se observar
pequenas particulas formadas por varias camadas de silica de acentuada porosidade. Ja
no grupo dos alquilsilanos (C; (Figura 5.11B), Cg (Figura 5.11C) e C,3 (Figura 5.11D))
pode-se ver a presenca de uma grande quantidade de matéria organica, que ao ser
degradada pelo feixe de elétrons, resultou em buracos na estrutura de silica. Esse
fendomeno foi menos observado para o caso da amostra SG-Cg € mostra que podem estar
ocorrendo dominios com maior concentragdo dos grupos organicos. No caso dos outros

dois grupos contendo apenas carbonos como ligante, o vinil e o fenil, pode-se observar

71



que as pequenas particulas sdo formadas por nanoparticulas ainda menores. Essas
particulas puderam ser observadas também separadas da sua estrutura maior como
mostra a Figura 5.12A para a amostra contendo vinil e Figura 5.12B para a amostra

contendo fenil.

Figura 5.12: Formacdo de nanoparticulas observada para as amostras (A) SG-Vy, (B)

SG-Ph, (C) SG-NCOp ¢ (D) SG-Ip.

Para as demais amostras contendo diferentes grupos funcionais ligados a uma
propila pode-se observar também a formacdo de particulas que parecem ser formadas
por outras pequenas particulas de formato aproximadamente esférico. No caso dos
materiais contendo os grupos NCOp e Ip também foi possivel observar a liberagdo
dessas pequenas nanoparticulas de sua matriz de maior tamanho, como mostram as
Figuras 5.12C e 5.12D, respectivamente. Além disso, ¢ possivel observar a menor
porosidade dos materiais SG-NH;p e SG-Gp, confirmando os resultados obtidos usando

porosimetria de nitrogénio.

5.1.5. EFEITO DO ORGANOSILANO NA RESPOSTA DOS SENSORES

Os sensores tiveram sua performance avaliada para resposta a presenca de gas
amonia. O teste foi executado em um frasco especifico fechado e o tempo para mudanca
de coloracdo foi coletado por filmagem durante 5 minutos, conforme descrito no
capitulo Materiais e Métodos. Antes e apoés a mudanca de cor, as amostras foram
submetidas a testes de quantificagdo de cor utilizando um sistema de medida cartesiano
que traz como resposta a diferenga de coloragdo antes e depois (AE,,*). Imagens do
sensor antes e depois do contato com o gas amonia, bem como o valor de AE,,* e tempo

de resposta encontram-se na Tabela 5.8 e Figura 5.13A e 5.13B, respectivamente.
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Tabela 5.8: Coloragdo dos sensores antes ¢

apos contato com gas amonia.

Sensor Antes Depois
SG-CI . . :
i
S|
%00; 0060029 \‘; A;OQ‘;%Q\$O R O\Q O@Q
o B
©
2
£
s
SG-SHp
OO _On O 0@ 8 Q&\ \3& oQ \Q \Q R
Figura 5.13: Resultados de performance dos
SG-Clp diferentes sensores em termos de (A) mudanga
de cor (AEab*) e tempo de resposta (p<0,05).
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A amostra SG-NH,p ndo foi testada mediante a presenga de gas amodnia, uma

vez que inicialmente ja possuia a coloracado lilds como mostra a Tabela 5.8.

A Figura 5.13A mostra que as amostras SG-Cy, SG-C;, SG-Cg e SG-Clp tiveram
as maiores variagdes de coloragdo, sendo que SG-C; e SG-Cg sdo estatisticamente
diferentes. As menores variagdes ocorreram para SG-C;s3, SG-NCOp e SG-Ip, de forma
que SG-C;53 e SG-Ip também sdo estatisticamente diferentes. Num grupo intermedidrio
estdo os demais materiais sintetizados, com exce¢do de SG-NH;p que ndo foi analisado.
Além disso, os valores de AE,* mostram correlagcdo significativa com o tempo de
resposta (p<0,01). Foi possivel identificar que quanto maior o AE,,*, menor o tempo de
resposta, ou seja, quanto maior a mudanga, mais facil e rapido também serd de o olho

reconhecer essa mudanga.

A andlise dos tempos de resposta (Figura 5.13B) mostra um grupo grande de
amostras sem diferenga significativa, denominado pelos indices a € b. O menor tempo
de resposta encontrado, se destacando nesse grupo, foi para a amostra SG-C1 e o maior
para SG-Cg. Além disso, o resultado menos satisfatorio, com diferenga significativa
para esse grupo ocorreu para a amostra SG-C;s, mostrando juntamente com o resultado
do grupo anterior que as cadeias alifaticas longas apolares podem prejudicar a
permeacdo do analito, nesse caso polar, na matriz. O tempo de resposta apresentou
correlagdes (p<0,01) com o teor de indicador encapsulado e area especifica, além do
AE,* ja mencionado. Em termos de teor de indicador, foi possivel observar que quanto
maior o teor de indicador encapsulado, mais rapida a mudanga de cor foi detectada. Isso
sugere que o analito atinge moléculas de indicador mais rapidamente, diminuindo o
tempo de reposta de mudanga de coloragdo, quando hd maior quantidade delas na
matriz. J4 em relacdo a area especifica, menores tempos foram obtidos para amostras de
menor area, mostrando que as moléculas de corante podem estar mais acessiveis nesse
caso. Areas elevadas geralmente sio geradas por materiais microporosos e o
encapsulamento do elemento receptor (VA) nesses poros muito pequenos pode vir a

dificultar o acesso do analito.

5.2. ANTIMICROBIANOS

Os compositos com agdo antibacteriana foram preparados pelo encapsulamento

do antibiotico tetraciclina via rota sol-gel hidrolitica de catdlise basica. Os materiais
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resultantes também foram caracterizados por um conjunto de técnicas complementares
descritas a seguir e a performance testada via incubacdo com bactérias: Escherichia coli
(Gram -) e Staphylococcus aureus (Gram +). Amostras controle, sem a adi¢do de

tetraciclina, também foram avaliadas para fins de comparagao.

5.2.1. EFEITOS DO ORGANOSILANO NO TEOR DE ANTIBIOTICO ENCAPSULADO

O percentual de tetraciclina encapsulada foi avaliado indiretamente por
espectroscopia no ultravioleta-visivel do sobrenadante obtido a partir da precipitagao
das particulas. Os resultados encontram-se na Tabela 5.9. As amostras que indicam
100% de encapsulamento sdo aquelas que resultaram em um gel que ndo pdde ser
precipitado para separagdo do sobrenadante. Para estes materiais optou-se pela secagem
direta, ou seja, retendo totalmente o farmaco. Dessa forma, o valor ndo representa a
habilidade de retencao do composto na rede silica, apenas a quantidade presente. Para as

demais amostras, as particulas foram precipitadas e lavadas com etanol.

De acordo com os resultados mostrados pela Tabela 5.9, o percentual do
farmaco tetraciclina encapsulado teve uma ampla variacao: de 20 % a 86 % do total de
antibidtico adicionado. AM-C;3 e AM-NH,p foram as amostras com maior teor
encapsulado entre aquelas que formaram particulas, com valores de 86,2 % e 80,1%
respectivamente. O material produzido com o silano aminopropil também apresentou
alto teor de encapsulamento no caso dos sensores. Isso mostra que, dependendo da
aplicacdo, o uso desse precursor pode ser uma alternativa quando ¢ necessario maiores
teores da molécula encapsulada. Ainda dentre os materiais particulados, os menores
valores de aprisionamento do antibidtico atingidos foram 28,2% para AM-C; e 20%
para AM-SH. Como ndo foi possivel avaliar o teor de encapsulamento em func¢do do

organosilano para todas as amostras, a observacao de correlacdes fica prejudicada.
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Tabela 5.9: Percentual de tetraciclina encapsulada nos materiais preparados com os

diferentes organosilanos.

Antimicrobiano Encapsulado (%)
AM-C, 57,4
AM-C, 28,2
AM-Cg 49,8
AM-C 3 86,2
AM-Vy 100"
AM-Ph 36,5

AM-NH;p 80,1
AM-SHp 20
AM-NCOp 44.9

AM-Clp 100"
AM-Ip 63,9
AM-Gp 100"

* Materiais que formaram gel e consequentemente nio foram lavados por centrifugagao.

E discutido na literatura [48], e também observado como tendéncia para os
sensores discutidos anteriormente, que a introducdo de grupos organicos na rede de
silica auxilia na fixagdo de compostos organicos. Observa-se que grupos como o metil,
por exemplo, podem vir a fazer uma espécie de compatibilizagdo da molécula organica
com a rede inorganica de silica. Esse comportamento tem como consequéncia o
encapsulamento de um teor maior de indicador. Entretanto, ¢ possivel notar que
diferentemente do caso dos sensores preparados por rota 4cida, o encapsulamento nao
foi tdo favorecido pela introdug¢do dos grupos organicos. No caso da rota acida, o
material formado ocupa a totalidade do meio de reagcao formando um monolito. Isso faz
com que a também praticamente a totalidade de composto a ser encapsulado tenha um
contato mais intimo com a matriz. Dessa forma, especula-se que no caso da formagdo
das particulas na rota basica, isso seja uma influéncia da presenca de uma grande
quantidade de solvente. Ocorre que a TC esta distribuida (soluvel) ao longo de todo o
solvente, o qual corresponde a maior fragdo do meio reacional. Portanto, nem todo o

composto adicionado tem uma interacdo tdo significativa com a rede de silica
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favorecendo sua reten¢do. Além disso, quando comparado com o vermelho de alizarina,
a molécula de tetraciclina ¢ bem mais volumosa (Figura 5.14). Esse efeito estérico deve
também influenciar o encapsulamento de forma a dificultd-lo, mesmo a TC

apresentando um maior nimero de grupos funcionais para potenciais interagdes.

OH O OH O 0]

Figura 5.14: Estrutura da tetraciclina.

5.2.2. EFEITO DO ORGANOSILANO NAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E

TEXTURAIS DOS ANTIMICROBIANOS

As propriedades estruturais e texturais das silicas utilizadas como potencial
material antimicrobiano foram investigadas empregando as técnicas de FTIR por
reflectncia total atenuada (ATR), porosimetria de nitrogénio (BET), potencial zeta e

espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS).

O FTIR foi possibilitou a identificacdo de bandas referentes a propria silica e
também aos grupos organicos. O farmaco tetraciclina ndo foi identificado. Isso acontece
devido a baixa concentragdo deste na silica, a baixa sensibilidade da técnica (cujo limite
de deteccao gira em torno de 1 %) [111] e também ao fato de suas bandas mais intensas
serem localizadas na regido da banda de “impressdo digital” da silica, a qual ¢ bastante
intensa. Os espectros para as os materiais contendo TC encapsulada e seus respectivos

brancos encontram-se na Figura 5.15.

As principais bandas referentes a silica ocorrem na regido de 1250 a 700 cm™. A
banda principal com méximo em torno de 1050 cm™ ¢ conhecida como “impressio
digital” da silica e ¢ originada da vibracdo dos modos longitudinal e transversal do
estiramento assimétrico da ligacdo Si-O(-Si) como ja detalhado para os sensores. Os
estiramentos Si-O(-H) em torno de 950 cm™, o estiramento simétrico Si-O-(Si) em torno

de 790 cm™ e a vibracdo rock de Si-O” em torno de 555 cm™' também foram observados.
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As bandas largas referentes as vibragdes O-H também apareceram no espectro, mas nao
foram assinaladas. Além disso, para a silica ndo hibrida (AM-Cy) foi possivel identificar
outras duas bandas, uma referente & 4gua em ~1630 cm™ e outra em 1455 cm™ que é
geralmente atribuida a vibracao do tipo bending de grupos C-H. Seu aparecimento pode
ser decorrente de residuos de etanol ainda presentes na amostra ou grupos etoxi ndo

hidrolisados durante a sintese.
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Figura 5.15: Espectros de infravermelho obtidos via FTIR para as silicas hibridas
utilizadas como antimicrobiano contendo tetraciclina encapsulada (—) e seu respectivo

branco (- - -).
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Para as silicas AM-C;, AM-Cs e AM-C,g contendo os grupos alquila observou-
se o estiramento das ligagdes C-H em torno de 2980 cm™ para o metil assimétrico,
~2930 cm™' para CH, também assimétrico e ~2855 cm™ para o modo simétrico de CHo.
O modo bending das ligagdes C-H ocorreu em 1465 cm™ e modo rock em ~880 cm’
para CH; e ~720 cm™' para CH,. Para a amostra AM-Vy foram identificadas bandas
para o ligante vinil para =C-H terminal em 3066 cm™, 1410 cm” ¢ 1278 cm. A
vibragio caracteristica de C=C ocorreu em 1603 cm' e C-C em
1007 cm™. Além disso, foram observadas bandas referentes a estiramentos C-H em CH;
e CH, na regido logo abaixo de 3000 cm™. Isso indica que o grupo vinil pode ter
reagido durante a sintese e/ou a presenca de residuos etanol/etoxi. Esse comportamento
também foi observado para AM-Ph. Para tal amostra, a presenga do anel fenilico foi
observada em ~3050 cm™ correspondente ao estiramento C-H do anel, sua deformagio
em 1595 cm™ e demais modos vibracionais em 878 cm™ ¢ 697 cm™. O estiramento da

ligagdo Si-C aparece em 1132 cm™ e C-C em 999 cm’.

No caso dos materiais preparados com os organosilanos contendo o grupo propil
e um grupo funcional observou-se os estiramentos referentes C-H na regido logo abaixo
de 3000 cm” e também deformacdo do CH, em torno de 1440 cm™. No caso das
amostras AM-NCOp e AM-Gp foi observada uma banda referente ao estiramento C-H
do metil bastante destacada, se comparada as demais. Isso indica que nesses casos
ocorreu reagao dos grupos isocianato e glicidoxi e novas espécies foram formadas. Para
AM-NCOp foi possivel identificar bandas em 1646 cm™ que pode indicar formagdo de
C=0 e 1558 cm™ que pode sugerir formagdo de CN-H. Para AM-Gp observou-se
deformagio O-C-H em 1457 cm™ e em 1414 cm™', também descrita para os sensores.
Para as demais amostras foi possivel observar bandas referentes aos grupos adicionados.
A deformagio NH, foi observada em 1545 cm™ para AM-NHap. O estiramento C-S
ocorreu em 1306 cm™ e em 690 cm™ e 0 modo wag de S-CH, em 1241 cm™. A amostra
AM-Clp exibiu a deformagio H-C-Cl em 1410 cm™ e o0 modo wag para o mesmo grupo
em 1272 cm™. Os estiramentos C-Cl apareceram em 695 cm™ para o atomo de cloro em

trans e 646 cm™ para o atomo de hidrogénio em trans [108].
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5.2.2.1. RELACOES DO ESPECTRO VIBRACIONAL COM A ESTRUTURA DE REDE

DAS SILICAS UTILIZADAS COMO ANTIMICROBIANO

Além da identificacio da presenga dos grupos funcionais, os espectros de
infravermelho também foram usados para avaliagdo da estrutura da rede de silica, de
forma andloga aquela descrita para os sensores. Dessa forma, a banda relativa a
impressao digital da silica foi deconvoluida nos seus modos LO e TO para cada
espectro. O percentual de anéis de seis membros siloxano (SiO)e foi calculado de acordo
com a Equagdo 5.1 [101] levando em consideracdo a contribui¢do relativa de cada
modo. Os resultados para as amostras de silica hibrida contendo e ndo contendo

(controle) o farmaco TC encapsulado sdo descritos na Tabela 5.10.

Tabela 5.10: Percentual de anéis com seis membros siloxano (SiO)s para os
antimicrobianos calculado a partir da deconvolucdo dos espectros de FTIR obtidos por

ATR.

Anéis (SiO)g [%]
Amostra
Controle Antimicrobiano

AM-C, 40,2 39,8
AM-C, 12,5 10,8
AM-Cg 12,8 70,1
AM-Cyg 13,7 12,4
AM-Vy 46,9 59,8
AM-Ph 9,7 7,3
AM-NH;p 15,8 19,3
AM-SHp 34,9 8,5
AM-NCOp 57,7 552
AM-Clp 11,0 78,7
AM-Ip 69,6 73,0
AM-Gp 25,2 46,2
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Conforme citado anteriormente, as componentes LO e TO podem ter seus
maximos e intensidades relativas alteradas com a adi¢ao de grupos organicos a rede
[101]. Observando a Tabela 5.10 pode-se perceber uma ampla variacdo dos percentuais.
Na maioria dos casos, houve um aumento ou pequena variagdo do percentual de anéis
de seis membros com a adi¢ao da TC a sintese. Esse resultado também foi encontrado
para o caso dos sensores. E possivel também observar que as amostras preparadas com
os grupos alquila (AM-C;, AM-Cs e AM-Cig) e também AM-Ph foram as que

apresentaram os menores valores, com destaque para as amostras controle.

Outro resultado de acordo com aquele encontrado anteriormente para os
sensores diz respeito ao volume do grupo organico empregado. Também, nesse caso, os
grupos de maior volume apresentaram menores percentuais de (SiO)s. Esse resultado foi
inclusive refletido pelo aparecimento de uma correlagdo significativa com p<0,05.
Entretanto, esse efeito ¢ alavancado pelos resultados de AM-C,s, que possui baixos
percentuais e um volume bastante elevado em comparacdo aos demais grupos. Assim
sendo, também para a rota hidrolitica utilizando catdlise basica ¢ observada a
competigdo entre volume do silano, velocidade de reagio e porosidade do material. E
mostrado novamente que apesar do grande volume dos grupos e a necessidade de
acomodacao na rede, a velocidade mais lenta da reagdo favorece a formacao dos anéis

de quatro membros [6, 101].

5.2.2.2. EFEITOS DO ORGANOSILANO NA MICROESTRUTURA DOS

ANTIMICROBIANOS

A microestrutura dos materiais antimicrobianos foi avaliada utilizando dados de
area especifica (BET), potencial zeta, tamanho e organizagdo das nanoparticulas (NPs).
A drea especifica dos materiais foi medida pela técnica de porosimetria de nitrogénio.
Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 5.11 para as amostras contendo TC

encapsulada e seus respectivos controles sem o farmaco.

Observando a Tabela 5.11 ¢ possivel notar que, de forma geral, ocorre uma
diminuicdo da é4rea especifica quando a tetraciclina ¢ adicionada. Esse comportamento
também foi observado para o caso dos sensores. Como para esses materiais, a elevada
area especifica ¢ decorrente da grande porosidade, esse resultado reflete a deposicao do

material encapsulado dentro dos poros do material. Exce¢des ocorreram para as
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amostras AM-Vy, AM-Ph, AM-SHp, AM-Clp e AM-Gp. Para esses casos, o que
provavelmente ocorre ¢ uma diminui¢cdo do pH do meio em fungdo do silano e mais,
devido a adi¢do da TC. Se essa alteragdo chega ao ponto de uma condi¢do propicia tem-

se a formagao de rede gel porosa ao invés das particulas bem definidas.

Tabela 5.11: Areas especificas dos materiais antimicrobianos e seu respectivos

controles medidas por porosimetria de nitrogénio.

Area especifica [m*/g]

Amostra
Controle Antimicrobiano
AM-C, 2159 185,2
AM-C, 336,6 245,1
AM-Cg 223,1 137,4
AM-Cyg 42,2 30,5
AM-Vy 519,3 613,9
AM-Ph 362,4 366,8
AM-NH;p 47,4 22,8
AM-SHp 66,5 94,0
AM-NCOp 98,2 70,9
AM-Clp 370,3 410,2
AM-Ip 4359 370,9
AM-Gp 2,7 4,9

Comparando entre os diferentes grupos organosilano pode-se perceber
claramente a diminui¢do da area especifica com o aumento do volume do organosilano.
Essa constatagdo ¢ ratificada estatisticamente por uma correlagdo significativa com
p<0,01. Isso decorre de os grupos organicos também bloquearem os poros superficiais,
seja por sua presenca no interior destes ou mesmo na superficie devido ao grande
volume. A amostra AM-Gp apresentou uma drea excepcionalmente baixa e esse
comportamento também foi observado para os sensores. Por fim, foi identificada uma
correlacdo significativa (p<0,05) com o percentual de anéis (SiO)¢. Para aquelas
amostras com maior percentual de anéis mais abertos e menos tensionados também

foram detectadas maiores areas especificas.
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O potencial zeta, que fornece uma indicacdo da carga superficial residual das
particulas, foi estudado em fun¢do da possibilidade de interagdo eletrostitica com a
membrana superficial das bactérias. Esses organismos possuem carga residual negativa,
de forma que materiais com carga oposta poderiam ser mais eficientes se atraidos para
liberagdo do fArmaco mais proximo & membrana [112]. Com essa técnica observaram-se
mudangas de carga residual na particula em fun¢do do ligante empregado e os

resultados estdo resumidos na Tabela 5.12.

Tabela 5.12: Potencial zeta dos materiais antimicrobianos calculado pelo modelo de

Smoluchowski a partir da mobilidade eletroforética.

Potencial Zeta [mV]

Amostra
Controle Com TC

AM-C, -30,9 -15,0
AM-C, -15,1 -19,2
AM-Cg -18,3 -19.8
AM-Cyg -12,0 -9,5
AM-Vy -13,8 -12,7
AM-Ph -12,3 -12,3
AM-NH;p 20,6 23,7
AM-SHp -33,4 -34,1
AM-NCOp -14,7 -17.,5
AM-Clp 22,0 -19,4
AM-Ip 28,4 30,2
AM-Gp 33,8 22,8

A silica pura AM-Cy branco sem TC encapsulada possui um potencial bastante
negativo de -30,9 mV, de forma que valores proximos também sdo reportados pela
literatura [113]. Quando a TC ¢ adicionada, o potencial ¢ deslocado para -15 mV. Isso
mostra que a presenc¢a da TC interagindo apenas com os grupos silanois da silica leva a
um aumento do potencial. Quando os organosilanos foram adicionados a sintese houve
também aumento no potencial, com excecdo da amostra AM-SHp. Para AM-NH;p,

AM-Ip e AM-Gp, o potencial foi deslocado para valores positivos atingindo 20,6 mV,
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28,4 mV e 33,8 mV, respectivamente. Quando a TC foi adicionada as silicas hibridas,
houve tanto aumento, quanto diminui¢do do potencial. A andlise estatistica ndo revelou
nenhuma correlagdo significativa, mostrando que os efeitos de mudanga do potencial

sdo dependentes do organosilano em si, € ndo de outra caracteristica do material.

Além do potencial zeta, o tamanho e estrutura das particulas também podem ser
importantes para a agdo como antimicrobiano. Dependendo do tamanho e forma, uma
nanoparticula pode ser mais ou menos efetiva e/ou toxica, inclusive para seres humanos
[114, 115]. Assim sendo, a técnica de SAXS foi empregada para investigacdo do
tamanho e estrutura dos materiais. A rota de partida (AM-CO) foi preparada de forma a
obter nanoparticulas para esse sistema e o mesmo preparo foi mantido para todos os
sistemas. Entretanto, dois tipos de estruturas foram encontradas: NPs esféricas bem
definidas e géis formados por uma rede reticulada, como mostram os diferentes perfis
das curvas de SAXS na Figura 5.16. Isso mostra o quanto o organosilano pode alterar as
reacdes de hidrolise e condensacdo, podendo haver até mesmo a formagdo de gel em

presenca de catalisador basico.
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Figura 5.16: Curvas representativas dos dois diferentes perfis de SAXS encontrados
para os antimicrobianos. (A) Nanoparticulas de silica em AM-C, com (vermelho) e sem

tetraciclina (azul). (B) Gel de silica em AM-Vy com (A) e sem tetraciclina (O).

A Figura 5.16A mostra as curvas para AM-Cy com e sem TC encapsulada e
representa o perfil tipico encontrado para NPs esféricas. As oscilagdes observadas sdo
caracteristicas de fator de forma de esfera e observa-se que no caso da amostra contendo
TC (vermelha) tem-se oscilacdes mais achatadas e deslocadas para a menores valores de

q (esquerda). Esse comportamento indica que a adicdo do farmaco aumentou o raio e a
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polidispersdo das particulas formadas em relagdo ao controle sem farmaco. Esse mesmo
tipo de perfil foi encontrado também para as amostras AM-C;, AM-Cs, AM-C;3, AM-
NH;p e AM-NCOp. Ja a Figura 5.16B, que traz as curvas para a amostra AM-Vy com e
sem TC encapsulada, representa o perfil de espalhamento para os géis de silica. Esse
perfil ¢ semelhante ao encontrado para o caso dos sensores, de forma que a principal
diferenga ocorre na inclinacdo em baixo angulo. No caso dos géis, a lei de poténcias
mostra um valor menor, refletindo a estrutura menos densa da rede ainda contendo o
solvente e a auséncia de interface amostra/ar. Diferentemente das NPs, as curvas do gel
com e sem o farmaco encapsulado sdo bastante semelhantes. As demais amostras que
apresentaram esse tipo de curva foram: AM-Ph, AM-SHp, AM-Clp, AM-Ip e AM-Gp.
Entretanto, as amostras AM-Ph, AM-SHp e AM-Ip ndo formaram um gel durante a
sintese e sim particulas precipitadas. Isso pode ocorrer devido ao tamanho das particulas

exceder a escala da medida, fazendo com que seu fator de forma ndo seja detectado.

Os resultados de ajuste das curvas de SAXS ¢é mostrado na Tabela 5.13. No caso
dos géis foi possivel determinar também os valores da Leis de Poténcias que trazem
informagdes sobre a estrutura fractal do material, como descrito anteriormente. Dentre
as NPs, observa-se aumento do raio com a adicdo da TC para AM-Cyp e AM-Cg ¢
diminui¢do para das demais. Comparando os organosilanos com grupo alquila, pode-se
perceber que o raio das particulas tende a aumentar com o aumento da cadeia carbonica.
Para o caso dos géis, tem-se valores em torno de 3,3 nm a 4,3 nm entre as amostras sem

TC e uma variagdo bem mais ampla de 1,2 nm a 4,5 nm quando o farmaco ¢ adicionado.

J& os valores de P, mostram que os géis formam estruturas do tipo fractal de
massa, com excecdo de AM-Gp. A adi¢do da TC aumenta a inclinagdo da curva,
indicando que uma estrutura mais densa ¢ formada em sua presenca. A andlise
estatistica revela correlagdes significativas apontando que quando o valor de P, ¢
menor, as areas especificas e também o percentual de anéis de seis membros sdo
maiores. Isso relaciona o resultado de estrutura com uma rede mais aberta com maior

area especifica e rede formada por anéis siloxano maiores.
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Tabela 5.13: Raio das nanoparticulas e raio de giro das particulas primarias dos géis

formados com os diferentes organosilanos e tetraciclina.

Raio [nm] Lei de Poténcias [P;]
Amostra
Controle Com TC Controle Com TC

AM-C, 21,7 29,0 - -

AM-C, 19,4 16,9 - .

AM-Cg 18,3 33,4 - -

AM-Cyg 76,8 41,8 - -
AM-Vy 4,1 4,2 1,78 1,92
AM-Ph 3,3 1,2 2,32 3,21

AM-NH;p 58,7 41,6 - -
AM-SHp 43 3,4 2,08 2,47

AM-NCOp 9,4 7.4 - -
AM-Clp 3,7 4,5 2,18 1,74
AM-Ip 4,1 3,7 1,94 2,29
AM-Gp 3,8 1,5 3,34 3,46

5.2.3. EFEITO DO ORGANOSILANO NAS PROPRIEDADES MORFOLOGICAS DOS

MATERIAIS ANTIMICROBIANOS

A fim de investigar de forma complementar a morfologia dos materiais
antimicrobianos preparados, fez-se uso da técnica de microscopia de transmissdo
eletronica (TEM). As imagens para as 12 amostras contendo TC encapsulada sdo
mostradas na Figura 5.17. Corroborando com as analises de SAXS, as imagens mostram
as nanoparticulas formadas para as amostras AM-Cy, AM-C;, AM-Cg, AM-C;3, AM-
NH;p e AM-NCOp e as particulas disformes provenientes dos fragmentos do monolito
formado a partir dos géis para AM-Vy, AM-Clp, AM-Ip e AM-Gp. Além disso,
observam-se particulas esféricas grandes rodeadas de pequenas e particulas envoltas de

uma estrutura disforme semelhante aos géis para AM-Ph e AM-SHp, respectivamente.
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Figura 5.17: Microscopia eletronica de transmissdo dos antimicrobianos sintetizados

com os diferentes organosilanos. Barra de escala de 200 nm.

Observando imagens para AM-Cy, AM-C; e AM-Cg pode-se notar a existéncia
de uma polidispersdo no tamanho das particulas. O raio relatado anteriormente pela

técnica de SAXS ¢ o raio médio que retrata a maior parte da populagdo. Para AM-C; é
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possivel notar um dominio de dois tamanhos de particulas, enquanto que para AM-Cy e
AM-Cg ha algumas particulas mais disformes. Para AM-C;s, tem-se particulas
aparentando bordas menos definidas e também grandes particulas. Em AM-NH;p
também observam-se particulas bem definidas, porém de maior tamanho quando
comparada aquelas de silica pura e derivadas dos alquilsilanos. J& AM-NCOp apresenta
particulas com formato aproximadamente esférico, aglomeradas e muito pequenas,

resultado também observado por SAXS.

Para as amostras que formaram um gel ao invés das particulas precipitadas pode-
se observar as particulas disformes. Elas tém esse formato pois foram secas formando
um monolito que foi entio moido a um pé fino. E possivel observar particulas e seus
pequenos fragmentos para esses materiais. Além disso, as imagens mostram que 0s
materiais possuem uma grande porosidade, com excecdo de AM-Gp. Por fim, as
imagens de TEM revelaram as grandes diferengas de morfologia devido aos diferentes
organosilanos. Utilizando exatamente o mesmo procedimento obtiveram-se

nanoparticulas, particulas grandes e géis que formaram monolitos porosos ou nao.

5.2.4. EFEITO DO ORGANOSILANO NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A vantagem da aplicacdo de fairmacos encapsulados ¢ a sua liberagdo controlada
e ao longo tempo no organismo ao contrario do uso de antibidticos puros que tem sua
concentragdo total agindo logo apds administragdo. Essa liberacdo controlada faz com
que uma concentra¢do alvo do farmaco seja mantida por mais tempo, portanto a dose
total administrada pode ser menor e menor quantidade serd excretada para o ambiente.
Dessa forma, o uso de menores doses de antibidtico auxiliam no problema da geragdo

de bactérias resistentes [3, 116].

Assim sendo, os materiais antimicrobianos tiveram sua performance testada
contra as bactérias Gram negativa Escherichia coli e Gram positiva Staphylococcus
aureus. Os testes foram realizados por incubagdo do material com as bactérias conforme
descrito anteriormente. Foram realizados sempre quatro testes em paralelo: um controle
contendo somente a bactéria, um contendo TC livre, a silica hibrida sem TC e a silica
hibrida com TC. Apos a incubagdo, cada amostra foi diluida e espalhada em placas de
agar para crescimento e posterior contagem de unidades formadoras de colonias (UFC),

como mostrado na Figura 5.18. O controle de crescimento da bactéria (Figura 5.18A)
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apresenta sempre um niimero maior de coldnias por se tratar da bactéria crescendo livre
de qualquer interferéncia. Quando a silica sem TC ¢ adicionada, a proliferacdo ¢ em
geral um pouco menor como representa a Figura 5.18B. Quando a silica com TC

encapsulada ¢ adicionada, poucas ou nenhuma colonia sdo formadas (Figura 5.18C). Ja

para TC livre ocorre morte completa das bactérias na concentracao utilizada.

Figura 5.18: Exemplo das placas utilizadas para contagem de unidades formadoras de
coldnia nos testes de atividade antimicrobiana. (A) Controle da bactéria E. coli, (B) na

presenga de AM-Cy sem TC (branco) e (C) AM-C, contendo TC encapsulada.

A incubagdo foi realizada para todas as amostras ¢ a contagem foi representada
de forma normalizada como log (N/Ny), onde N ¢ o numero de col6nias da contagem
para cada material normalizado para N, igual a 1000 (controle). Os resultados
encontram-se nas Figuras 5.19 para bactéria E. coli e Figura 5.20 para S. aureus e
mostram boa efetividade do material desenvolvido. No caso dos materiais que
ocasionaram morte completa das bactérias (log (N/NO) = 3), um novo teste foi realizado
em concentragdo inferior (3 vezes menor) a fim de melhor avaliar o comportamento

bactericida dos materiais.
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Figura 5.19: Atividade antimicrobiana das diferentes silicas hibridas contra a bactéria
E. coli. As barras representam a eficiéncia dos materiais como log (N/Np) onde N ¢ o
nimero de coldnias sobreviventes normalizado para Ny que representa o numero de
bactérias do controle. (A) Concentragio de tetraciclina de 17,7 pugmL’ e (B)

concentracio de tetraciclina de 5,9 pg.mL™.

A Figura 5.19, que traz os resultados para E. coli, mostra que a bactéria tem boa
tolerancia ao material sem TC (barras pretas), uma vez que um efeito antimicrobiano
acentuado foi observado apenas para AM-NH,p. Para aquelas contendo TC (barras
vermelhas), as amostras AM-Cy, AM-Vy, AM-NH,p, AM-NCOp, AM-Clp ¢ AM-Gp
apresentaram o melhor desempenho, matando todas as bactérias. Um estudo
empregando menor concentracdo de TC foi realizado para entdo avaliar as diferengas
entre essas amostras (Figura 5.19B). Esse segundo ensaio revelou que os melhores
desempenhos ocorreram para AM-Cy, AM-Clp, AM-NHyp ¢ AM-Vy. Além disso,
observando a Figura 5.19A ¢ possivel notar que os grupos alifaticos de cadeia mais
longa, AM-Cs e AM-C3, exibiram uma performance bem abaixo dos demais materiais.
Esse resultado est4 relacionado principalmente com a dificuldade de solubilidade dos
materiais contendo as grandes cadeias alifdticas e também com a pior interagdo das
particulas com a camada peptideoglicana'' da membrana bacteriana. Essa camada da
parede ¢ nao lipidica e, provavelmente, ¢ o sitio de maior interag@o entre a bactéria e as

particulas de silica [117].

11 . . . . .
Camada de heteropolissacarideos ligado a peptideos que esta presente na membrana celular de seres
procariontes.
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A andlise estatistica de correlacdo entre as caracteristicas dos materiais e os
resultados de atividade antimicrobiana mostram que o volume dos grupos (p<0,05), a
concentragdo de TC (p<0,05) e o percentual anéis (SiO)s obtido por FTIR (p<0,01)
apresentaram correlagdes significativas com a atividade. O efeito de concentragdo
mostrou que quanto maior o percentual de TC encapsulada, mais efetivo é o material,
apesar da quantidade de NPs adicionada ter sido calculada mantendo a mesma
concentragdo do antibiotico. Isso pode refletir em uma liberagdo do farmaco mais eficaz
pelas particulas que contém mais tetraciclina encapsulada do que as que a retiveram
menos. Ja a correlagdo com os anéis siloxano mostra que quanto maior o percentual de
(Si0)6, mais eficiente foi o material. Esse resultado também pode ser efeito de uma

liberagcdo da TC mais eficiente quando encapsulada em uma rede com anéis maiores.
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Figura 5.20: Atividade antimicrobiana das diferentes silicas hibridas contra a bactéria
S. aureus. As barras representam a eficiéncia dos materiais como log (N/Ny) onde N ¢ o
niamero de coldnias sobreviventes normalizado para Ny que representa o numero de
bactérias do controle. (A) Concentragio de tetraciclina de 17,7 pugmL’ e (B)

concentracio de tetraciclina de 5,9 pg.mL™.

A Figura 5.20 apresenta os resultados para a bactéria S. aureus, indicando que
esta se mostrou mais sensivel ao tratamento com os materiais estudados. Isso pode ser
observado pelo comportamento da bactéria quando exposta tanto aos controles, quanto
aqueles materiais contendo TC encapsulada. No caso da S. aureus, seis diferentes
amostras tiveram efeito bactericida méximo na concentragdo usada: AM-Cy, AM-Vy,

AM-NH;p, AM-Clp, AM-Ip ¢ AM-Gp. Novamente, elas foram entdo submetidas a um
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teste em menor concentragdo, revelando o desempenho acentuado de AM-C, e AM-Clp
(Figura 5.20B). Além disso, foi possivel observar bom efeito antimicrobiano para as
amostras controle AM-Ip e AM-Clp, mostrando que a presenca dos halogenados pode
vir a contribuir nessa fun¢do. As bactérias Gram positivas e Gram negativas diferem
principalmente em sua membrana. No caso da bactéria Gram positiva existe uma
camada mais espessa de peptideoglicanos, dando a célula maior rigidez e protecao
[118]. Entretanto, especula-se que essa camada possa vir a facilitar a interacdo com as
particulas de silica também por seus grupos silanol. Dessa forma, a bactéria S. aureus
poderia ser mais eficientemente eliminada pela liberacdo do farmaco diretamente mais
proximo a sua parede, a qual facilita a interagdo/aproximacao das particulas de silica.
Isso resultaria num aumento de concentragdo local do antibiotico, e portanto, na maior
eficiéncia da fungdo antimicrobiana. Novamente observou-se os piores desempenhos
para AM-Cg e AM-C;3, reforcando a hipotese de perda de solubilidade e interagdo com

a membrana da bactéria.

Por fim, dentre as correlagdes significativas que relacionam as caracteristicas
dos materiais e sua atividade antimicrobiana contra bactérias S. aureus, sdo destacadas
novamente o volume dos grupos (p<0,05) e o percentual de anéis (SiO)s (p<0,01),
similar a bactéria E. coli, além da area especifica (p<0,01). Essa ultima mostra que
quanto maior a area especifica, maior a atividade. O que ocorre provavelmente ¢
também uma facilitagdo da liberagdo do antibidtico, tornando o material mais eficiente.
Além disso, apesar de ndo apresentar valor de correlacdo significativa, constatou-se que
todas as particulas com potencial zeta positivo, figuraram entre os materiais com melhor
desempenho. Isso mostra que a interagdo eletrostatica também pode ser importante para

€SSC processo.

5.3. CATALISADORES DE POLIMERIZACAO

Os catalisadores de polimerizagdo foram preparados pelo encapsulamento do
composto metalocénico ativo cloreto de (bisciclopentadienil)zirconio (Cp,ZrCly) via
rota sol-gel ndo hidrolitica em atmosfera inerte. Essa rota utiliza TEOS e SiCly como
precursores ¢ FeCl; como catalisador e a reagdo ocorre sem presenca de agua. Os
solidos obtidos foram caracterizados por um conjunto de técnicas complementares e sua

performance foi testada frente a polimerizacao de etileno em presenca do co-catalisador
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metilaluminoxano (MAO). Novamente, 0 mesmo procedimento foi utilizado para todas
com os diferentes organosilanos. Entretanto, nesse caso, trés amostras nao sofreram
processo de gelificacdo: os catalisadores empregando aminopropiltrietoxisilano (CP-
NH;p), mercaptopropiltrimetoxisilano (CP-SHp) e isocianatopropiltrietoxisilano (CP-
Ip). Eles foram mantidos em aquecimento durante um longo periodo (4 semanas) ¢ a
sintese também foi repetida sem sucesso. Portanto, apenas oito organosilanos e além da
silica ndo hibrida foram estudadas para essa aplicagdo. Amostras controle, sem a
presenca do metaloceno Cp,ZrCl,, também foram estudadas para efeitos de

comparagao.

5.3.1. EFEITOS DO ORGANOSILANO NO PERCENTUAL DE Zr PRESENTE

Para os catalisadores, o percentual de Zr reportado refere-se ao total adicionado
na sintese. As diferencas encontradas sao entdo reflexo da massa total de material
formada e ndo da habilidade de reten¢do do composto, uma vez que nao houve nenhum
tipo de lavagem para retirada da fracdo ndo encapsulada. A Tabela 5.14 traz os

percentuais medidos utilizando a técnica de ICP OES apo6s digestdo dos catalisadores.

Tabela 5.14: Percentual de zirconio presente em cada catalisador preparado com os

diferentes organosilanos.

Catalisador Teor de Zr (%)
CP-Cy 3,54
CP-C, 2,47
CP-Cs 1,14
CP-Cys 2,53
CP-Vy 2,56
CP-Ph 2,12
CP-Clp 2,41
CP-Ip 2,02
CP-Gp 3,07
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Os resultados revelam valores variando entre 1,1 a 3,5 % do metal Zr em massa,
com valor em torno de 2,5 % como média. O valor mais baixo mostra uma sintese com
maior rendimento em massa, levando a uma menor concentra¢ao do catalisador e vice-
versa para os valores maiores. Mesmo esse valor nao refletindo uma habilidade do
organosilano empregado, ele foi medido e ¢ importante para avaliagdo da performance
como catalisador em termos de atividade, bem como nas caracteristicas dos polimeros

obtidos.

5.3.2. EFEITO DO ORGANOSILANO NA ESTRUTURA DO CATALISADOR

ENCAPSULADO

O efeito do organosilano sobre a espécie catalitica zirconio foi explorado
utilizando a técnica de espectroscopia fotoelétrica de raios X. Essa andlise se torna
importante pois pode auxiliar na investigagdo do comportamento e propriedade dos
materiais gerados com cada catalisador. Dessa forma, o nimero de espécies e a energia
de ligacdo de cada espécie de Zr presente foi determinada e poderd ser relacionada
posteriormente com a atividade catalitica e com as caracteristicas dos polimeros obtidos.
A regido entre 175 eV e 195 eV em que se observa Zr 3d°? ¢ Zr 3d*” foi deconvoluida e

os resultados sdo mostrados na Figura 5.21.

A Figura 5.21 mostra que os catalisadores apresentaram duas espécies diferentes
de Zr, as quais possuem diferentes cargas eletronicas sobre elas. Para a amostra ndo
hibrida CP-CO0 observou-se valores de 183 eV e 184,8 eV, enquanto que Cp,ZrCl, em
sua forma livre apresenta o sinal 182,4 eV para Zr 3d”*¢ e 184,8 eV para Zr 3d*% De
uma forma geral, foi possivel observar um deslocamento para menores valores de
energia quando o organosilano foi adicionado, mostrando que eles possuem maior
densidade eletronica se comparado a silica ndo hibrida. A tnica exce¢do encontrada foi
para CP-Ip na espécie com maior densidade eletronica e CP-C1 para aquela mais

catidnica.
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Figura 5.21: Espectro de fotoelétrons de raios X de alta resolu¢ao (XPS) na regido de

Zr 3d°? ¢ 3d*? para os catalisadores de polimerizagio e as respectivas energias de

ligagdo para cada espécie.

A energia de ligacdo para as espécies também teve variagdo em funcdo do
organosilano empregado. Os valores médios ocorreram em torno de 182 eV para a
espécie com maior carga eletronica e 182-185 eV para a mais catidnica. Além dos
deslocamentos de energia, observou-se também mudangas no formato dos picos. CP-C;g
foi uma das amostras que apresentou formato de pico diferenciado e energia muito
semelhantes a CP-Cg. A amostra CP-Cg também teve o pico inteiro deslocado para
menores valores de energia, mostrando que nesse caso o Zr estd com maior densidade
eletronica positiva. Esse resultado foi refletido nas analises estatisticas de correlagao,
mostrando que na presenga dos grupos de grande volume, nesse caso, os grupos alquis:
octil e ocatadecil, levaram a uma diminui¢do da energia de ligacdo do Zr. CP-C,;
apresentou a curva bem larga, mostrando uma diferenca mais acentuada entre as duas

espécies de Zr presentes.
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5.3.3. EFEITO DO ORGANOSILANO NAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E

TEXTURAIS DOS CATALISADORES

Novamente, as caracteristicas estruturais e texturais foram avaliadas com o
emprego das técnicas de espectroscopia vibracional FTIR-ATR, porosimetria de
nitrogénio e espalhamento SAXS. Os espectros de FTIR sdo mostrados na Figura 5.22 e
auxiliaram na identificacdo dos grupos organicos. Além disso, foi possivel observar
bandas referentes ao anel ciclopentadienila do Cp,ZrCl,. Isso ocorre pois a concentragdo
adicionada do composto a ser encapsulado foi maior, chegando a valores em torno de
3%.

As bandas referentes aos estiramentos de CH3; e CH, apareceram na mesma
regidio identificada para os sensores ¢ antimicrobianos: ~2980 cm para vCH;
assimétrico, ~2920 cm™ para vCH, assimétrico e ~2860 cm™ para vCH, simétrico. Essas
bandas foram novamente destacadas para o caso do material preparado com
octadecilsilano (CP-C;g). Além disso, a vibragdo tipo bending de C-H ocorreu na regido
de 1440-1465 cm™ conforme também observado anteriormente. As mesmas vibracdes
também foram identificadas para a rede de silica: vSi-O(Si) assimétrico em ~1040 cm,
vSi-O(Si) simétrico em ~790 cm™ e Si-O rock na regido de 550-570 cm™ [108].

A diferenciac¢do para o FTIR dos catalisadores ficou por conta da identificacao
de bandas referente ao composto encapsulado Cp,ZrCl,, o que ndo foi possivel para os
demais casos. O estiramento das ligacdes C-C do anel Cp puderam ser observados em
torno de 1390 cm™ e também em alguns casos como uma pequena banda/ombro em
torno de 1150 cm™ se sobrepondo a banda dominante Si-O(Si) da silica. J4 a
deformagio no plano das ligagdes C-H do anel Cp ocorre em torno de 970 cm™ e
aparece confundida com o estiramento Si-O(H) que nesse caso ¢ menos intensa em
fungdo de ser uma rota ndo hidrolitica. Os grupos hidroxila formados ocorrem
provavelmente apo6s a retirada do material da atmosfera inerte por reagdo com a

umidade do ambiente. Por fim, em alguns casos, foi possivel observar a deformagao de

C-H fora do plano em torno de 700 cm’ [108, 119].
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Figura 5.22: Espectros de FTIR-ATR para os catalisadores contendo Cp,ZrCl,

encapsulado nas diferentes silicas hibridas.

5.3.3.1 RELACOES DO ESPECTRO VIBRACIONAL COM A ESTRUTURA DE REDE DE

SiLICA

A estrutura de rede foi determinada de forma similar aos materiais estudados nas
aplicacdes anteriores. O percentual de anéis contendo seis membros siloxano (SiO)s foi
obtido pela Equacdo 5.1. A Tabela 5.15 apresenta os resultados para os catalisadores e
seus respectivos controles. Assim, como os demais materiais, os percentuais variaram
amplamente na faixa de 11 a 76 %. Diferentemente das demais rotas empregadas para
sintese dos materiais utilizando os organosilanos, a rota ndo hidrolitica apresentou, de
modo geral, uma diminuicdo do percentual de (SiO)¢ quando o composto a ser
encapsulado foi adicionado. As exceg¢des foram os materiais CP-Vy e as pequenas

variagoes de CP-Cg e CP-Cys.
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Tabela 5.15: Percentual de anéis com seis membros siloxano (SiO)s para os
catalisadores de Zr calculado a partir da deconvolugdo dos espectros de FTIR obtidos

por ATR.

Teor de Anéis (SiO)¢ (%)

Amostra
Controle Catalisador
CP-Cy 56,7 16,0
CP-C,; 38,4 16,6
CP-Cs 21,3 24,5
CP-Cys 11,4 16,1
CP-Vy 34,2 65,4
CP-Ph 76,6 18,3
CP-Clp 52,4 6,9
CP-Ip 51,8 20,5
CP-Gp 70,1 76,6

Os menores valores foram observados para CP-C;s e CPClp na presenca do
catalisador. Novamente, as amostras com grupos volumosos exibiram percentuais mais
baixos, a qual foi também identificada por uma correlagdo significativa inversa (p<0,01)
com o volume do precursor organosilano. Mais uma vez observa-se que o efeito de
formagdo dos anéis mas estdveis termodinamicamente sdo formados para os precursores
mais volumosos. Isso refor¢a que, nesse caso, as reagdes que levam a formagao da rede

de silica sdo mais lentas, possibilitando a formacgao das espécies (SiO)a.

5.3.3.2 EFEITOS DO ORGANOSILANO NA MICROESTRUTURA DOS

CATALISADORES

A microestrutura dos catalisadores foi investigada também utilizando as técnicas
de porosimetria de nitrogénio e espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS). Os
valores para area especifica determinada pelo método BET estdo resumidos na Tabela
5.16 para os diferentes catalisadores e seus controles. Observando-se essa tabela, ¢

possivel notar que, de forma geral, os teores estdo mais abaixo daqueles encontrados
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para os demais materiais preparados por outras rotas. Mesmo com os baixos valores,
pode-se observar que esses decrescem com a adicdo do catalisador, confirmando a

hipotese j& proposta de encapsulamento do composto nos poros da rede de silica.

Tabela 5.16: Areas especificas (BET) dos catalisadores e¢ controles medidas por

porosimetria de nitrogénio.

Area especifica [m*/g]

Amostra
Controle Catalisador
CP-C, 590 2,77
CP-C, 482 0,38
CP-Cs 2,14 0,55
CP-Cy3 1,00 1,11
CP-Vy 0,74 0,75
CP-Ph 294 0,72
CP-Clp 52 0,72
CP-Ip 0,95 1,03
CP-Gp 1,00 0,53

Além disso, pode-se observar pelo comportamento de CP-C,, a grande
influéncia da adicdo dos grupos organicos volumosos e/ou molécula a ser encapsulada
sobre a area especifica detectada. Em se tratando de catalisadores para polimerizacao de
olefinas, a area especifica ¢ bastante importante. Uma das principais limitacdes
impostas pela baixa area especifica ¢ uma potencial dificuldade de acesso da olefina aos
sitios ativos metdlicos durante o processo de polimerizagao. Isso tanto ¢ uma realidade
que silicas comerciais de aplicagdo para esse tipo de catalise possuem valores de area

especifica bastante elevados, em torno de 230 a 250 m*.g™' [120].

Uma investiga¢do mais aprofundada da microestrutura, avaliando a formacao e
agregacao das particulas primdrias dos catalisadores foi realizada utilizando a técnica de
SAXS. Dessa forma, foi possivel observar que quase todos os materiais sintetizados
utilizando a rota ndo hidrolitica apresentaram forte correlagdo entre as particulas. Esse
tipo de correlacdo identificada por SAXS significa que o espalhamento das particulas

primarias sofre efeito da presenga das particulas vizinhas. Dessa forma, é possivel
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determinar uma distdncia média e também um numero médio de vizinhos para essas
particulas. A Figura 5.23 traz o exemplo de curvas tipicas para os catalisadores e seus

controles.
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Figura 5.23: Exemplos de curvas de SAXS para os catalisadores CP-Cy e CP-Ip com
(O) e sem (A) CpoZrCl, encapsulado.

Observando a Figura 5.23 ¢ possivel observar que, de modo geral, os
catalisadores apresentaram uma estrutura hierarquica composta de 3 niveis de
organiza¢do dentro da escala de medida. Esse comportamento de organizacdo em
estruturas hierdrquicas ja foi observado em estudos anteriores para 6xidos mistos e
auxiliou a explicar o desempenho de atividade dos catalisadores [59]. Além disso, nota-
se que a presenga do Cp,ZrCl, na sintese pode influenciar fortemente essa estrutura
como mostra a comparagdo entre as curvas de CP-CO e seu controle. J& para a amostra
CP-Ip esse fenomeno ndo foi observado. Os resultados da modelagem das curvas para
todas as amostras utilizando o modelo unificado encontram-se nas Tabelas 5.17 e 5.18.
Rg; representa o raio de giro das particulas primarias; P, representa a dimensao fractal
do segundo nivel de acordo com a classificagdo ja descrita: 1<P<3 fractal de massa e
3<P<4 fractal de superficie; Rg, ¢ raio de giro das particulas do segundo nivel; P; ¢ a

dimensao fractal do terceiro nivel.
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Tabela 5.17: Resultados de SAXS para raio de giro (Rg)), distdncia de correlacdo e

numero de vizinhos das particulas primarias no primeiro nivel de organizagao.

Sensor [l;il] Cgisetl{:l l;;i:: [(:1 em] Numero de Vizinhos
Controle Catalisador Controle Catalisador Controle Catalisador
CP-C, 0,56 0,40 - 1,16 - 2,21
CP-C, 0,38 0,22 1,13 1,31 2,60 1,82
CP-Cs 0,37 0,39 1,57 1,45 3,28 3,62
CP-Cis 0,42 0,44 - - - -
CP-Vy 0,44 0,50 1,01 1,06 3,60 2,92
CP-Ph 0,25 0,22 1,30 1,45 2,22 2,62
CP-Clp 0,40 0,33 1,18 1,11 2,33 2,36
CP-Ip 0,33 0,32 1,27 1,30 3,15 3,85
CP-Gp 0,35 0,24 1,67 1,24 2,28 2,16

Tabela 5.18: Resultados para lei das poténcias dos segundo (P,) e terceiro (P3) niveis de

organizagao e raio e giro para o segundo nivel (Rgy).

R
P, &2 P,
Sensor [nm]

Controle Catalisador Controle Catalisador Controle Catalisador

SG-Cy 2,05 3,21 3,62 14,36 3,65 3,96
SG-C, 3,40 3,60 9,33 7,25 3,71 3,80
SG-Cs 2,89 3,13 10,15 8,14 3,76 3,73
SG-Cys 2,46 3,44 7,68 12,33 3,74 3,83
SG-Vy 3,32 3,44 11,14 6,86 3,70 3,69
SG-Ph 3,73 3,80 - 7,17 - 3,75
SG-Clp 3,77 3,07 - 6,97 - 3,79
SG-Ip 3,15 2,62 8,89 7,64 3,78 3,85
SG-Gp 3,84 3,09 - 9,09 - 3,80
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Uma vez que a analise de SAXS nos resulta uma série de diferentes parametros,
novamente langou-se mao do uso da andlise de correlacdo de Pearson para avaliacdo das
tendéncias entre os diferentes parametros e caracteristicas analisados. Tanto a distancia
de correlagdo quanto o niimero de vizinhos das particulas primarias foram influenciados
pelo volume e concentracdo de Zr nas amostras. Quanto maior o volume dos grupos
organicos utilizados, maior foi a distancia entre os centros de particulas vizinhas, mas
também maior foi o numero de vizinhos observados. A distincia entre os centros ¢ mais
influenciada pelo volume dos grupos (p<0,01) do que pela concentragdo de catalisador
(p<0,05). Ja para o nimero de vizinhos, observa-se comportamento oposto (p<0,05 para
o volume dos grupos e p<0,01 para concentracdo de Zr). Além disso, amostras com
maiores raios de giro apresentam também maior nimero de vizinhos (p<0,01) e menor
distancia centro-centro entre as particulas (p<0,05). A andlise do Rg também mostra
(p<0,01) que particulas maiores se organizam em estruturas fractais (P,) menos densas
no nivel seguinte (mais rugosas para fractais de superficie € menos ramificadas para os

de massa).

Os valores de Rgy, referentes ao raio de giro das particulas do segundo nivel,
mostraram uma correlagdo forte (p<0,01) com a concentracdo de Zr. A relagdo mostra
que quanto maior o percentual de Zr na amostra, maior foi o Rg,. Isso pode indicar que
0o Cp2ZrCl, adicionado pode estar sendo aprisionado entre as particulas primadrias,
formando uma particula secundaria de maior tamanho. Por fim, valores mais altos de P;
exibem maiores teores de Zr, indicando que particulas mais densas e de superficie

menos rugosa sao entdo formadas no terceiro nivel.

5.3.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

As propriedades morfologicas dos catalisadores foram investigadas utilizando
microscopia eletronica de transmissdo (TEM) similar aos sensores e antimicrobianos.
As 1imagens resultantes para os catalisadores sintetizados com os diferentes

organosilanos encontram-se na Figura 5.24 e mostram diferentes caracteristicas entre si.
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Figura 5.24: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo para os catalisadores de

polimerizacao. Barra de escala de 100 nm.

A amostra Cp-C, apresenta particulas que aparentam ser compostas de outras
particulas ainda menores que se aglomeram. Esses resultados sdo similares ao que se
observa por SAXS. Com a adicdo dos organosilanos observa-se uma mudanca no
sentido de desaparecimento dessas pequenas particulas. Para CP-C;, ja ¢ possivel
observar uma estrutura mais inteirica com menor numero de pequenas particulas
agregadas. Para CP-Cs foi possivel observar uma grande quantidade de nanoparticulas e
também particulas disformes semelhantes a CP-C,. Para CP-C;g observou-se apenas
particulas disformes e que sofriam decomposi¢do no feixe, provavelmente devido ao
alto conteido de carbono. CP-Vy apresentou também particulas disformes com

diferentes espessuras. CP-Ph, CP-Ip e CP-Gp apresentaram morfologia que aparenta
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uma sobreposi¢do de camadas, como uma série de placas empilhadas. Por fim, CP-Clp
tem também as particulas disformes derivadas do mondlito sendo composta de
particulas muito pequenas. Entretanto, nesse caso elas aparentam serem mais disformes

e ndo tao definidas se comparadas a CP-CO.

5.3.5. EFEITO DO ORGANOSILANO NA ATIVIDADE DE POLIMERIZACAO E

PROPRIEDADES DOS POLIMEROS

A rota ndo hidrolitica tem sido empregada principalmente para o preparo de
oxidos mistos utilizados na area de catalise de diversas reagoes [121, 122]. Em nosso
grupo, esses 6xidos mistos tém sido estudados na polimerizag¢ao de olefinas [58, 60, 61].
Dessa forma, utilizou-se o conhecimento prévio para estudar a polimerizacdo de
olefinas utilizando os materiais hibridos a base de silica preparados por essa mesma
rota. As caracteristicas analisadas para os catalisadores foram em grande parte comum
com os sensores € antimicrobianos. Entretanto, a analise de performance ¢, nesse caso,
qualificada pela atividade catalitica e pelas propriedades do polimero obtido. Sao elas a
massa molar numérica média (Mn), massa molar ponderal média (Mw), polidispersao
(PD = Mw/Mn), medidas por Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC). As curvas de
GPC também foram deconvoluidas para avaliar as diferentes cadeias que compdem o
polimero. Por fim, a cristalinidade e temperatura de amolecimento (Tm), obtidas por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), também foram avaliadas. Os resultados
de atividade, cristalinidade, Tm, Mn, Mw e PD sdo mostrados pelos graficos da Figura

5.25.

A Figura 5.25A traz os resultados de atividade de polimerizacdo em termos de
kg de polietileno formado por mols de Zr multiplicado pelo tempo e pressdo. Os valores
variaram numa faixa de 1100 a 2500 kgPE/molZr.p.h. Pode-se observar que os
resultados podem ser agrupados em trés diferentes grupos. CP-C, teve a menor
atividade, mas estatisticamente se equivale aos demais catalisadores com excegdo de
CP-C, e CP-Cs. Essas duas ultimas apresentaram as melhores performances, sendo que
a atividade mais elevada CP-Cg ainda se equivale a CP-Clp, CP-Ip e CP-Gp. Esses
resultados mostram que o uso de organosilanos pode auxiliar no aumento de atividade
de catalisadores de polimerizacdo. Especula-se que esses grupos organicos podem

auxiliar na difusdo do mondmero na rede de silica além de proteger os sitios ativos.
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Dessa forma, o processo de catdlise poderia se manter um tempo mais longo,
aumentando a atividade do sistema em questdo. A literatura que investiga o uso de
hibridos como suporte para catalisadores metalocenos descreve que a atividade ¢
aumentada quando o suporte possui sua acidez elevada devido as modifica¢des da rede.
Isso levaria a um aumento da estabilidade dos sitios cataliticos e portanto maior
atividade [123, 124]. Resultados da literatura mostram que os valores de atividades para
esses sistemas encontram-se em uma faixa intermediaria entre o resultados para o

metaloceno homogéneo (~3000 kgpol.molz{l) e ele suportado (~1300 kgpol.molz{l) [92].

A andlise de correlagdo Pearson mostrou que a atividade tende a ser menor
quando o raio giro das particulas secundarias (Rg,) ¢ menor. Anteriormente, observou-
se também que o Rg2 ¢ maior para maior teores de Zr (p<0,01), indicando
aprisionamento dentro dessas particulas do segundo nivel. Dessa forma, a correlagao
encontrada para a atividade pode sugerir que esse aprisionamento possa vir a dificultar o
acesso aos sitios ativos de Zr, diminuindo a atividade. Como resultado dessas
correlagdes encontra-se também que maiores teores de Zr apresentam menores
atividades. Isso também pode ser resultado de desativacdo bimolecular pela
proximidade dos sitios ativos [125]. Além disso, a andlise de correlagdes sugere que
quanto mais rugosa a superficie da maior estrutura identificada por SAXS (nivel 3),
maior a atividade (p<0,05). Isso pode indicar que superficies mais lisas podem vir a
dificultar a difusdo do mondmero na matriz do catalisador, diminuindo sua

performance.

A Figura 5.25B traz os resultados de cristalinidade e Tm, com valores na faixa
de 62 a 70 % e 132 a 136 °C respectivamente. Pode-se perceber que o catalisador de
maior atividade CP-C8 foi aquele que formou um polimero de menor cristalinidade. Os
maiores valores foram encontrados para as amostras CP-Gp, CP-C;g e CP-Vy. A analise
de correlagdes para esse parametro indica que uma maior cristalinidade foi alcangada
para catalisadores com maior teor Zr (p<0,01), maior percentual de anéis com seis
membros siloxano (SiO)s (p<0,05) e menor o nimero de vizinhos (p<0,01). Esse
comportamento pode indicar que cadeias mais organizadas e com maior probabilidade
de empacotamento sdo facilitadas por catalisadores com redes mais abertas em niveis
estruturais. Observando as barras para Tm na Figura 5.25B, ¢ possivel perceber que esta
segue uma tendéncia oposta a cristalinidade. Isso ocorre porque cadeias mais

organizadas e compactadas necessitardo mais energias para serem fundidas. Esse
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comportamento oposto também foi verificado pela andlise de correlagdes. Exatamente
as mesmas correlacdes encontradas para cristalinidade foram observadas para Tm,

porém em sentido inverso.
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Figura 5.25: Resultados de performance dos catalisadores de polimerizacdo. (A)
Atividade catalitica, (B) cristalinidade e temperatura de amolecimento (Tm), (C)

polidispersao e (E) massas molares Mn e Mw.

Resultados da literatura para suportes hibridos utilizando grupo éacido sulfonico
como modifica¢do de silicas mesoporosas mostram um interessante aumento da massa
molar de polimeros preparados por metalocenos suportados [123]. Entretanto, as
Figuras 5.25C e 5.25D trazem os resultados de GPC que mostram que a massa molar
dos polimeros ¢ diminuida pela adi¢cdo dos organosilanos a rede de silica, no caso
estudado. Os valores de polidispersdo também ndo foram aumentados em relagdo ao
catalisador a base de silica ndo hibrida. Os maiores resultados de PD entre os
catalisadores hibridos foram observados para CP-Cg e CP-Clp. A anélise de correlagdo

para esses pardmetros mostrou uma tendéncia oposta aquela observada para atividade:
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observou-se maiores Mn e Mw para maiores valores de Rg, e P; (p<0,01). Em funcdo
desse resultado, especula-se que um maior numero de unidades de mondémero ¢ inserida
numa mesma cadeia quando o numero de sitios ativos disponiveis ¢ menor. Essa
hipotese baseia-se na observagao anterior de que a atividade foi diminuida quando Rg; ¢
maior, indicando oclusdo das moléculas de catalisador em seu interior. Também ocorre
a diminuicdo quando a difusdo pode ter sido prejudicada por superficies muito lisas.

Ambos os fatos podem levar a uma limitacao da quantidade de sitios disponiveis.

Por fim, para melhor avaliar a distribuicdo de massa molares, as curvas de GPC
foram deconvoluidas e sdo mostradas na Figura 5.26. Os resultados mostram mais uma
vez que a introducdo dos grupos organicos a rede leva a uma modificagdo significativa

do polimero formado.
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Figura 5.26: Deconvolucao das curvas obtidas pela cromatografia de permeagao em gel

(GPC) mostrando os detalhes da distribui¢do de massas molares.

Observando a posi¢do dos maximos correspondentes a cada fragcdo, percebe-se

que a formagdo de cadeias de mais alta massa molar parece ser mais afetada (curva
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verde). Pode-se perceber a diminuicdo ou até mesmo o desaparecimento dessa fragao.
Dentre os catalisadores hibridos, ela foi mais pronunciada para as amostra CP-C8 e CP-
Clp. Essas também foram as amostras de catalisador a base de silica hibrida com

maiores valores de polidispersao.

Essas diferencas observadas mostram que os organosilanos podem ser de fato
utilizados para alteracdo das propriedades do polimero formado. A partir desses
resultados preliminares um estudo mais aprofundado pode ser entdo executado. A
variagdo do teor de organosilano e at¢é mesmo o emprego de uma combinagdo destes
pode ser utilizada para um ajuste das propriedades produto final de acordo com as

necessidades de sua aplicagao.

5.4. CRESCIMENTO E REGENERACAO DE CELULAS NEURONAIS

Os filmes utilizados para crescimento e regeneracao de células foram preparados
por rota hidrolitica 4cida sem o encapsulamento de um composto em si e sim a adesdo e
morfologia celular foram investigados. Os so6lidos foram caracterizados por um
conjunto de técnicas complementares especificas para sua aplicacdo e a performance foi

testada com células neuronais de linhagem, primérias e gliais.

5.4.1. CARACTERIZACAO DOS FILMES DE SILICA

Informacgdes sobre a rugosidade da superficie, morfologia, composi¢dao quimica,
a qual pode alterar propriedades de carga superficial e molhabilidade, sdo importantes
parametros devido a sua influéncia no comportamento de adesdo, proliferacdo e
diferenciagdo celular. Os filmes hibridos obtidos pelo método sol-gel foram
caracterizados utilizando microscopia de for¢ca atomica (AFM), angulo de contato
(WCA) e espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS). Como neste caso ndo foi
encapsulado nenhum composto em si e o material ¢ um filme, as caracterizagdes
utilizadas sdo diferenciadas e voltadas a informagdes pertinentes ao comportamento

celular.

Caracteristicas topograficas podem influenciar tanto na adesdo celular, como na

subsequente migracdo e crescimento direcional. Além disso, células neuronais sdo
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conhecidas pelo crescimento do axdénio sendo guiado por essas caracteristicas da
superficie [126]. Assim sendo, a morfologia da superficie foi investigada por AFM e as
imagens obtidas encontram-se na Figura 5.27. A rugosidade ¢ calculada a partir da
imagem de AFM como o valor da raiz quadratica média (RMS) e ¢ apresentada na

Figura 5.28.
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Figura 5.27: Imagens de AFM para os filmes de silica. Dimensao lateral x e y de 5 pm

para todos os casos e dimensdo z indicada para cada imagem.

As imagens e valores RMS mostram grandes diferencas em funcdo do
organosilano utilizado na sintese. Este comportamento pode ser explicado pelas
diferentes taxas das reacdes de hidrélise e condensacdo durante o processo sol-gel. Uma
vez que foi empregado exatamente o mesmo procedimento para todos os filmes e que
cada organosilano tem uma diferente taxa de reacdo dependendo da sua estrutura [7], as
estruturas e materiais formados também sdo diferentes como evidenciado pelas imagens
de AFM. A rugosidade foi maior para os filmes que apresentaram estruturas esferoidais

definidas na superficie, como no caso de FC-NCOp, FC-C,3, FC-Ip, FC-SHp ¢ FC-Clp.
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Os demais filmes exibiram superficies mais lisas com valores de RMS variando entre

0,3a3,7nm.

Durante o processo de deposicdo do filme, dois fendmenos principais
acontecem. Primeiro, a estrutura ¢ formada enquanto o gel se transforma numa camada
solida de silica pela evaporacao continua do solvente. Apds, um segundo estagio ocorre
e os grupos hidroxila das particulas vizinhas podem sofrer reacdes de condensagao.
Assim, um menisco concavo pode ser criado nos poros pela evaporagdo do solvente
remanescente [80]. As diferentes etapas podem interferir na morfologia observada em
cada filme. Isso ocorre principalmente no caso da substituicdo dos grupos hidroxila
pelos grupos orgénicos, os quais podem dificultar reagdes de condensa¢do com os
vizinhos. Esse comportamento pode levar a um filme mais poroso e também influenciar

a molhabilidade que também ¢ importante em termos de cultura de células.
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Figura 5.28: Valores de rugosidade RMS em nm obtidos pelas imagens de AFM

mostrando a influéncia da natureza do organosilano nas caracteristicas topograficas dos

filmes.

Superficies hidrofilicas levam a melhor adesdo das células e subsequente
proliferacdo se comparada a superficies com menor molhabilidade [126, 127]. Assim

sendo, a molhabilidade da superficie foi investigada utilizando o método do angulo de
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contato com agua (WCA) e os resultados encontram-se na Figura 5.29. Os resultados
variaram em torno de 80° para a maioria das amostras. Entretanto, as amostras FC-C,,
FC-C, e FC-Gp apresentaram menores angulos indicando maior hidrofilicidade. J& FC-
Cs, FC-Ci3, FC-SH e FC-Ip revelaram maiores angulos mostrando sua maior
hidrofobicidade. Esses resultados podem ser uma combinagdo da propria
hidrofobicidade dos grupos orgénicos e da formacdo do material como mencionado
anteriormente. E sabido que a morfologia da superficie e a rugosidade podem
influenciar as medidas de molhabilidade, de forma que superficies mais lisas incorrem

em menores angulos de contato.
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Figura 5.29: Medidas de angulo de contato com dgua. (A) Resultados para os diferentes

filmes de silica. Exemplos da imagem obtida para (B) FC-C8 com angulo 102°, (C) FC-

Vy com angulo 80° e (D) FC-CO com angulo 58°.

Devido a baixa espessura dos filmes outras andlises foram prejudicadas. As
analises de infravermelho em modo ATR ndo mostraram picos bem definidos. Ja as
analises de espalhamento de raios-X em baixo angulo foram prejudicas pela grande

interface ar/amostra.
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5.4.2. COMPORTAMENTO DE CELULAS NEURONAIS SOB OS FILMES DE SiLICA

O estudo de comportamento celular foi realizado utilizando inicialmente uma
linhagem celular cultivada em laboratorio chamada PC12. Essas células sdo derivadas
de feocromocitoma da medula supra-renal de ratos e podem se diferenciar em neurdnios
quando induzidas pela presenca de um fator de crescimento neural. O polimero poli-L-

lisina (PLL) foi utilizado como superficie controle.

5.4.2.1. ADESAO E VIABILIDADE DE CELULAS PC12

A adesdo e viabilidade de células PC12 nos diferentes filmes de silica hibrida
foram investigados utilizando marcagio Live/Dead”. Nesse ensaio, células vivas sdo
marcadas por um corante fluorescente verde, enquanto as células mortas sdo marcadas
de vermelho. O teste foi realizado 24h ap6s inoculagdo com o material na concentragdo
de 10.000 células/cm®. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.30 que mostra

imagens de contraste de fase coletadas antes da marcagio Live/Dead”.
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Figura 5.30: Ensaio de adesdo e viabilidade celular PC12 com marcagio Live/Dead”

24h ap6s inoculagdo na presenca dos diferentes filmes de silica. Imagens de contraste de
fase antes da marcagao acima e fluorescéncia nos canais azul, verde ¢ vermelho abaixo.

Barra de escala correspondente a 200 pum.

Das imagens acima, ¢ possivel observar que nem todas as células que aparecem
nas imagens de contraste de fase estdo aderidas a superficie. Quando o teste Live/Dead”
¢ realizado, o meio ¢ substituido pelo corante e apds o tempo determinado a amostra ¢é
lavada gentilmente removendo as células ndo aderidas. A amostra FC-NH, foi a que

apresentou maior concentracdo de células, seguida de FC-SHp. A contagem do numero
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de células foi realizada em 12 imagens de cada unidade da triplicata conforme descrito
na se¢do de materiais e métodos. Os resultados encontram-se na Figura 5.31 em

comparag¢do ao controle PLL e ao vidro puro.
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Figura 5.31: Contagem de células PC12 aderidas 24h apos a inoculagdo sobre as silicas

hibridas em comparag¢ao ao vidro e ao controle PLL (poli-L-lisina).

Os resultados de contagem mostram que, na maior parte dos casos, a adesdo na
presenca dos organosilanos foi melhorada em relagao ao vidro puro e a FC-Cy. O FC-
NH;p teve desempenho significantemente maior se comparado a qualquer outro filme,
exibindo contagem de células proxima ao controle PLL. Recobrimentos contendo
grupos amino sdo frequentemente utilizados para promover adesao celular, como o caso
do PLL. Alguns estudos tem demonstrado que superficies com a presenga de grupos
amino podem levar a maiores quantidades de proteina adsorvida, facilitando a adesdo
celular. Além disso, a carga positiva gerada pelos grupos amino parecem também
promover adesdo via interagdo eletrostatica com as membranas dos neurénios que sdo
carregadas negativamente [128, 129]. Analisando os demais materiais hibridos, FC-SHp
teve a performance significativamente aumentada se comparado a silica ndo hibrida
(FC-Cy), seguido de FC-Clp e FC-Ip. J4 os demais filmes ndo demonstraram boas

performances como os citados. Os efeitos das caracteristicas quimicas da superficie sdo
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usualmente relacionados com a molhabilidade e carga. Uma combinagdo sinérgica
dessas propriedades podem resultar em melhor adesdo, proliferacdo e diferenciacdo das
células, as quais estdo por sua vez relacionadas a adesdo de proteinas na superficie.
Culturas de células sdo comumente realizadas em meio contendo soro (proteico) e apds
uma fragdo de segundo, uma camada de proteinas ¢ adsorvida e sua concentracido e

conformag¢do pode controlar a resposta celular [126, 127, 130].

Grupos mercapto mostraram-se também capazes de aderir células tronco neurais
[131], as quais apresentaram corpo arrendondado. Entretanto, de acordo com os
resultados reportados para os filmes de silica hibrida, os grupos amino tiveram melhor
desempenho. Embora o comportamento observado seja consequéncia da soma de
diferentes caracteristicas de cada material, a literatura também mostra que a quimica da
superficie e diferentes grupos funcionais podem ser mais influentes do que propriedades
gerais como hidrofilicidade [127, 131], como mostra também o presente estudo.
Materiais mostrando resultados similares para as caracterizagdes como FC-Vy, FC-Ph e
FC-NH,p, por exemplo, mostraram comportamento de adesdo celular
significativamente diferente. J4 materiais com resultados de caracterizacdo distintos

como FC-Cg e FC-NCO mostraram adesdo similar.

5.4.2.2. DIFERENCIACAO E MORFOLOGIA DE CELULAS PC12

Sabe-se que ndo s6 a adesdo, mas também a morfologia celular pode influenciar
a posterior atividade das células. A primeira fase da interacdo célula/material ira
impactar as habilidades de sobrevivéncia, proliferag¢do e diferenciagdo [131]. Portanto, a
diferenciag¢@o e morfologia foram investigadas apenas para as amostras FC-NH,p e FC-
SHp que apresentaram os melhores resultados para adesdo. Os estudos foram realizados
apos 72h de incubacdo, com o meio sendo substituido por meio fresco contendo fator de
crescimento neural (NGF) apos as primeiras 24h. A Figura 5.32 mostra as imagens das
células apos fixacdo com paraformaldeido e marcacdo com corantes fluorescentes

conforme descrito na secdo de materiais € métodos.
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Figura 5.32: Células PC12 diferenciadas apds 48h da adi¢do de fator de crescimento
neural marcadas para filamentos actina (Alexa Fluor-488 faloidina) e nucleo (Hoechst®
33342) em (A) controle PLL, (B) FC-NHyp e (C) FC-SHp. Imagens de fluorescéncia

com as cores correspondentes acima e invertidas para melhor visualizagdo abaixo.

As imagens de fluorescéncia revelaram morfologias diferentes para PLL, FC-
NH;p e FC-SHp apos 48h da adigdo do NGF. O controle PLL (Figura 5.32A) mostrou
neuritos mais longos e com maior nimero de ramificacdes comparado as demais
amostras. FC-NH,p (Figura 5.32B) também exibiu neuritos longos e bem definidos,
entretanto aparentou possuir ramificagdo em menor grau. J& FC-SHp (Figura 5.32C)
mostrou apenas pequenos neuritos. Além disso, foi observado que para esse filme houve
um decréscimo de células aderidas no periodo de incubacao, indicando um fraco suporte
para diferenciacdo celular. Um comportamento similar foi reportado por Ren e
colaboradores utilizando células tronco neurais [131]. Eles mostram que ambos grupos
amino e mercapto suportaram adesdo celular, mas apenas o grupo amino exibiu

crescimento de estruturas neurais tipo cone.

Para melhor avaliar a resposta do filme FC-NH,p, foi realizada uma andlise
quantitativa do crescimento dos neuritos utilizando as imagens de contraste de fase e o
software ImageJ. Os resultados para tamanho médio de neurito, nimero médio de
neuritos por célula, percentual de células expressando neuritos e ramificagdes

encontram-se na Figura 5.33.
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Figura 5.33: Quantificagdo da evolugdo de crescimento dos neuritos para FC-NHyp.
(A) tamanho médio de neurito, (B) nimero médio de neuritos por célula, (C) percentual
de células expressando neuritos e (D) andlise das ramificacdes indicada como numero

de ramificagdes por extensdo (mm) de neurito desenvolvido.

As medidas e contagem de neuritos e ramificagdes mostraram resultados
bastante promissores para o filme FC-NH,p, evidenciando resultados comparaveis ao
controle PLL, o qual ¢ recobrimento comumente utilizado para esse fim. O
comprimento médio dos neuritos (Figura 5.33A) foi em torno de 12 um para FC-NHyp e
PLL, assim como o numero médio de neuritos por célula (Figura 5.33B) foi em torno de
2,4 para ambos também. Para a avaliacdo do percentual de células expressando pelo
menos um neurito (Figura 5.33C) os resultados ndo foram significativamente diferentes,
mas FC-NH,p apresentou valor em torno de 60% enquanto para PLL o valor foi de
52%. Por fim, os resultados para a ramificacdo (Figura 5.33D) também ndo foram
estatisticamente diferentes. Entretanto, de acordo com os resultados do ensaio de

imunofluorescéncia a ocorréncia de ramificagdo aparenta ser mesmo um pouco maior
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para PLL (~3,2 ramificacdes a cada mm de neurito) do que para FC-NHyp (~2,5

ramificagdes por mm de neurito).

5.4.2.3. ADESAO DE VIABILIDADE DE CELULAS CORTICAIS PRIMARIAS

Células de linhagens criadas em laboratério, como a PC12, sdo comumente as
primeiras a serem testadas em novos materiais devido a sua simplicidade se comparada
as células primarias. Entretanto, as células primarias também foram utilizadas nesse
estudo, uma vez que representa melhor as condi¢des in vivo para um experimento [87,
126]. Essas células sdo aquelas derivadas diretamente do tecido de um animal vivo,
sendo empregadas para o experimento logo apds remog¢do e preparo adequado para
cultura. Para o estudo em questdo foram utilizadas células de embrido de galinha com 7
dias que foram obtidas conforme procedimento ja descrito. Neste caso, apenas a amostra
FC-NH;p foi avaliada, uma vez que quando um material ndo tem uma boa resposta para
células de linhagem, em geral ela serd ainda menos satisfatoria para células primarias. O
comportamento celular ao longo dos experimentos foi novamente acompanhado via

imunofluorescéncia.

A adesdo e viabilidade foram investigadas de forma similar as células PC12. As
células foram inoculadas sobre os filmes na concentragdo de 50.000 células/cm®. Apos
24h da inoculagdo, foram utilizadas a marcagdo Live/Dead” e contagem de células
aderidas a partir de 12 imagens de cada replicata. Os resultados encontram-se na Figura
5.34 para o filme de silica e o controle e indicam um numero ligeiramente mais elevado
de células aderidas no filme FC-NH;p, se comparado ao PLL. Esse resultado demonstra
um excelente desempenho para a silica hibrida também para as células primarias. A boa
adesdo mostra que o filme pode ser uma opcdo apropriada para aplicacdo como

recobrimentos de implantes neurais [77, 87].
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Figura 5.34: Ensaio de adesdo e viabilidade de células corticais com marcagdo
Live/Dead” 24h apos inoculagdo para (A) controle PLL e (B) FC-NH,p. (C) Contagem
de células aderidas em cada recobrimento 24h apods inoculagdo. Barra de escala

correspondente a 200 um.

5.4.2.4. DIFERENCIACAO E MORFOLOGIA DE CELULAS CORTICAIS

Devido aos resultados promissores encontrados para adesdo celular, a incubagao
foi também estendida para 72 h a fim de avaliar como as células se diferenciam e qual
sua morfologia em fun¢do do substrato utilizado. A morfologia celular foi novamente
investigada via ensaio de imunofluorescéncia com marcacdo de nucleo em azul
(Hoechst® 33342), filamentos actina em vermelho (Alexa Fluor-594 faloidina) e
microtibulos em verde (anti- a-tubulina). As imagens resultantes encontram-se na
Figura 5.35 para o controle PLL e para FC-NH,p e mostram que ambos recobrimentos
suportaram diferenciagdo dos neurdnios. Entretanto, ¢ possivel observar diferengas

morfoldgicas entre as células dos dois substratos.
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Figura 5.35: Imagens de fluorescéncia para células corticais apds 72h de cultura
mostrando filamentos actina (vermelho), microtubulos (verde), nucleo (azul), além da
soma de todos os canais (coluna da direita). (A, B, C, D) Controle PLL ¢ (E, F, G, H)
amostra FC-NH;p. Barra de escala de 100 um.

O controle PLL (Figura 5.35A a 5.35D) exibiu uma distribui¢do de células mais
homogénea ao longo do substrato, além de apresentar neuritos mais longos e bem
desenvolvidos. Esse comportamento ¢ ressaltado pelos filamentos actina marcados em
vermelho que demonstram neuritos com menor area, ou seja, mais alongados e bem
definidos. No substrato FC-NH,p (Figura 5.35E a 5.35H), apesar da morfologia similar
ao PLL, também ¢ possivel encontrar células com neuritos ndo tdo longos e de base
alargada se estendendo por uma 4rea maior. Isso foi observado principalmente perto ao
corpo da célula tanto na marcacdo de filamentos actina, quanto de microtibulos. Essa
regido alargada é conhecida como lamellipodia'®>. Em geral, os neuritos finos ¢ bem
desenvolvidos parecem se originar dessas estruturas lamellipodia, a qual também esta
presente na ponta dos neuritos fazendo uma espécie de reconhecimento e direcdo de
crescimento na superficie. Além disso, agregados de células foram formados em FC-

NH;p, enquanto apenas alguns clusteres de cé¢lulas foram observados para PLL.

A morfologia celular foi também investigada utilizando microscopia eletronica
de varredura (SEM). As imagens foram registradas de modo a mostrar especialmente os
detalhes de desenvolvimento dos neuritos em maior magnificacdo. As imagens
encontram-se na Figura 5.36 e corroboram com as caracteristicas observadas por

imunofluorescéncia. O controle PLL (Figura 5.36A e 5.36B) apresentou neuritos mas

12 I : At .

Estrutura mével presente nos cones de crescimento dos neurdnios. Encontra-se na borda principal dos
neuritos na forma de pés largos e finos e sdo importantes no crescimento desses neuritos e também no
desenvolvimento de ramificagdes.
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grossos ¢ bem definidos, de forma que essas estruturas longas sdo estendidas
diretamente do corpo da célula (Figura 5.36B). Ja para FC-NHyp (Figura 5.36C e 5.36E)
as imagens mostram os detalhes da lamellipodia e € possivel observar essas estruturas se
estendendo pela superficie ao contrario daquelas bem definidas observadas para o PLL.

Os neuritos mais curtos se estendendo no final da lamellipodia também foram

identificados, como detalha a Figura 5.36D.

Figura 5.36: Morfologia celular investigada por microscopia eletronica de varredura
das células corticais apds 72h de cultura em (A,B) PLL e (C,D) FC-NH2p. Barra de

escala de 1 pm.

A fim de melhor estimar as diferencas de morfologia entre os dois substratos,
quantitativamente, uma caracterizagdo de estagios foi realizada para avaliar a maturagdo
das células neuronais ap6s 72h de cultura. O critério de classificacdo utilizado foi o
mesmo ja descrito na literatura [132, 133]. O estagio 0 foi definido com uma célula
completamente arredondada e sem formagdo de lamellipodia; o estdgio 1 foi definido
como presenca de lamellipodia, porém sem formacao de neuritos definidos; o estagio 2
foi definido como a formag¢do de um uUnico neurito ou pequenos neuritos com o
comprimento em torno do tamanho do corpo da célula; o estdgio 3 foi definido como
presenga de neuritos maiores com comprimento de pelo menos duas vezes o corpo da
célula, porém ainda apresentando lamellipodia; o estagio 4 foi definido como presenca
de neuritos longos, maiores que duas vezes o tamanho do corpo da célula e totalmente
desenvolvidos, ndo havendo mais presenca de lamellipodia. A Figura 5.37 traz

resultados da classificacdo e uma ilustragdo representando cada estagio.
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Figura 5.37: Percentual de células corticais em cada estagio de maturidade ap6s 72h de

cultura para o controle PLL e FC-NHp.

O estudo de maturagdo comprova as caracteristicas ja discutidas no ensaio de
imunofluorescéncia. O PLL apresentou valores de 1,6% no estagio 0; 7,3% no estagio
1; 18,5% no estagio 2; 29,8% no estagio 3 e 42,7% no estagio 4. Ja FC-NH,p teve 1,5%
das células no estagio 0; 2% no estagio 1; 7,2% no estagio 2; 53,6% no estagio 3 e
35,5% no estagio 4. Isso mostra que o controle possui o percentual maior de células no
estagio 4, indicando que nesse recobrimento as células se desenvolveram atingindo um
grau maior de maturacdo no tempo de cultura estudado. Ja a amostra de silica hibrida
exibiu mais da metade das células no estagio 3, o que reflete a ainda presenca de
lamellipodia. Entretanto também h4 uma boa quantidade de células que atingiram o
estagio 4. Em termos dos estagios iniciais de desenvolvimento, ¢ possivel notar que um
maior percentual de células atingiu pelo menos o estagio 3 para FC-NH,p do que para o
controle PLL. Esse resultado indica que embora o desempenho para o estagio 4 seja

menor, a evolugdo nos estagios iniciais foi promovida.
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5.4.3. COMPORTAMENTO DE CELULAS ASTROCITOS

Astrocitos sdo células gliais"’ que podem exercer uma série de fungdes no
cérebro [134, 135]. Entretanto, quando uma lesdo acontece, os tecidos cerebrais sdo
danificados resultando numa reagdo das células gliais que pode criar uma barreira para a
regeneragdo. Um dos maiores obstaculos ¢ a formag¢ao de uma cicatriz chamada gliose,
a qual se origina de uma reagdo excessiva dos astrocitos e proteoglicanos'*. Neuronios e
seus axoOnios ndo conseguem se regenerar através da gliose e seu crescimento e
comunicagdo sdo entdo estagnados [88, 136]. Consequentemente, os tratamentos
empregados devem idealmente suportar e favorecer a regeneracdo de neurdnios sem
promover um ambiente favoravel para crescimento excessivo de astrocitos. Em geral,
essas cé¢lulas aderem e proliferam mais facilmente do que neurdnios, podendo se
desenvolver em superficies menos complexas, como vidro puro. A gliose formada ao
redor dos microeletrodos inseridos no cérebro faz com que sua vida util seja reduzida,
uma vez que a barreira criada por ela impede a comunicacdo elétrica com os neuronios.
Assim, por mais que um revestimento seja favoravel ao crescimento dos neurdnios, ele
pode ndo ser eficiente se possibilitar uma reagdo excessiva de astrocitos isolando o

eletrodo do tecido cerebral.

Dessa forma, experimentos para investigar o comportamento de astrocitos
também foram realizados de forma a complementar o estudo. A amostra FC-NH,p e o
controle PLL foram testados para célula A-172 (astrocito) numa concentragdo de
inoculagdo de 10.000 células/cm?. O filme de silica pura (FC-Cy) e vidro puro também
foram investigados para efeitos de comparagdo. Os resultados encontram-se na Figura
5.38. A adesdo inicial foi investigada apés 4h de inoculagdo e mostram maior adesdo
apenas para o controle PLL. O vidro puro, FC-Cy e FC-NHyp exibiram numero
significantemente menor de células, porém similares entre estes. Ja a proliferacdo foi
investigada ap6s 48h de cultura e mostrou diferengas entre todos os substratos. Esses
efeitos também podem ser visualizados a partir das imagens de contraste de fase e

fluorescéncia mostradas na Figura 5.39.

13 As chamadas células gliais sdo oligodendrocitos, astrocitos e as microglias que compdem a maior parte
das células que formam o cérebro. Os astrocitos chegam a compor de 30 a 65% da massa e possuem uma
série de fungdes como suporte mecanico, direcionamento do crescimento de neurdnios, controle do
ambiente quimico e aporte de nutrientes e até mesmo modular atividade neuronal [85].

' Proteinas intercelulares com fungdo de atragio de 4gua para os tecidos, reforgo estrutural e
preenchimento de espagos.
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Figura 5.38: Contagem de células astrécitos para adesdo apos 4h de cultura (barras

pretas) e para proliferacdo apos 48h (barras vermelhas) (*p<0.05).

Figura 5.39: Imagens de fluorescéncia para investigacdo da morfologia de astrdcitos
mostrando citoesqueleto (verde), filamentos actina (vermelho) e ntcleo (azul) para (A)

controle PLL, (B) vidro puro, (C) FC-Cy e (D) FC-NH;p.
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O controle PLL apresentou o maior nimero de células, enquanto o vidro puro
apresentou a maior proliferagdo comparada ao numero de células aderidas inicialmente.
Para FC-Cy e FC-NH,p, um numero significantemente menor de células foi encontrado.
Além disso, ¢ possivel notar um menor niimero de astrdcitos para FC-C, apds 48h do
que apds 4h de cultura, indicando que eles ndo conseguem proliferar nesse substrato.
Para FC-NH,p ocorreu alguma proliferagdo, mas foi expressivamente menor do que
aquela no recobrimento comumente usado, o PLL. Esses resultados ressaltam que a
inibicdo do crescimento de astrécitos ocorreu devido a fragdo de silica sol-gel do
recobrimento e ndo a presenga dos grupos aminopropil. Isso demonstra que o uso de
organosilanos pode levar a uma adesdo e diferenciacdo bem sucedidas de células
neuronais, sem promover crescimento excessivo de células gliais. Utilizando essa
estratégia sinérgica e uma otimizagdo desse tipo de material, talvez um tratamento
efetivo pode ser alcancado, prevenindo a gliose a qual impede a regeneracdo dos

neuronios.
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5.5. TRANSVERSALIZACAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos diferentes materiais estudados foram amplamente discutidos
ao longo desse trabalho dentro de cada aplicagdo. Em se tratando de ajustar a atividade
tendo como ponto de vista o organosilano empregado, uma abordagem desses dados por
um angulo diferenciado também se torna interessante. E primordial que se tenha em
mente que muitas das caracteristicas do material sdo fortemente dependentes da rota de
preparacdo. Entretanto, ¢ possivel observar algumas tendéncias entre as diferentes
aplicacdes que sdo influenciadas pelo organosilano e suas caracteristicas. Empregando
uma abordagem transversal, espera-se definir algumas nuangas em termos de
propriedades beneficiadas ou prejudicadas pela presenca desses grupos organicos. Dessa
forma, os dados aqui expostos podem vir a auxiliar num ajuste mais consciente de
novos materiais preparados por um processo tdo rico e flexivel, todavia também

complexo como método sol-gel.

5.5.1. ENCAPSULAMENTO E RETENCAO DE COMPOSTOS

Enfocando a quantidade encapsulada, pode-se notar que, de uma forma geral, o
teor encapsulado ¢ aumentado quando os grupos organicos sdo introduzidos ao meio.
Essa tendéncia foi mais forte para o caso dos sensores. Como citado anteriormente,
nesse caso todo o meio reacional ¢ envolvido pela rede de silica em fung¢do da rota
empregada, o que resulta numa probabilidade maior de interagdo do composto com o
material. Outro fator que pode vir a influenciar ¢ o tamanho da molécula que sera

encapsulada.

Do ponto de vista da introducdo do organosilano, a facilidade de retencdo ¢
proporcional a interagdo da molécula alvo a ser incorporada com o grupo orgénico. Para
as aplicacdes avaliadas nesse aspecto, os sensores € antimicrobianos, observou-se um
bom desempenho para o aminopropil em ambos materiais. Uma boa resposta para esse
grupo organico também foi observada para as células neuronais. Nesse caso, ndo temos
um composto encapsulado, mas a adesdo ¢ regulada pela adsor¢do de uma camada de

proteinas na superficie do substrato (filme de silica). Isso demonstra que a interagdo
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com o atomo de nitrogénio com carga residual positiva pode ser uma estratégia a ser
considerada para o aumento do teor incorporado. Assim, pode-se pensar na escolha de
um precursor especifico aumentar a capacidade de retengdo dos compostos se essa for

uma propriedade de interesse.

5.5.2. EFEITO DO ORGANOSILANO SOBRE A MOLECULA ALVO

Em contraponto ao efeito de aumento da retengcdo do composto na rede pelo uso
de grupos organicos, esta o efeito causado por essa interagdo em sua atividade. Quando
¢ necessario alguma agdo da molécula encapsulada, como reagir a um analito, ser
liberada para eliminar um patégeno ou ser um sitio catalitico, deve-se ser criterioso
nesse aspecto. Deve existir um cuidado para ndo comprometer a eficacia do material.
Isso pode ser alcancado por um balango entre interagdo e lixiviagdo em fun¢do do grupo

organico utilizado.

A necessidade da medida ideal entre esses dois pontos puderam ser observadas
em duas situagdes entre os materiais estudados. No preparo dos sensores, obteve-se um
alto teor do indicador vermelho de alizarina quando foi utilizado o grupo aminopropil.
A quantidade observada foi maior do que qualquer outro organosilano empregado.
Entretanto, quando o material foi submetido a diferentes pHs nos testes de voltametria
ciclica, constatou-se que este ndo respondia mais a mudangas do meio em que se
encontrava. Ou seja, aquele material, mesmo com uma grande quantidade de indicador
encapsulado, ndo funcionava mais como sensor. Comportamento similar foi observado
no uso do octadecilsilano no preparo dos antimicrobianos. Foi constatado um grande
percentual de tetraciclina retida nas particulas. Entretanto, em termos de efeito
antimicrobiano, o material configurou-se entre os piores desempenhos. Aqui, o efeito de
nao liberagdo do farmaco da-se nao s6 em fung¢do da interacdo, mas também da

dificuldade de acesso aos poros pela hidrofobicidade do material.

Esses resultados demostram a influéncia que a modificacdo da rede tem sobre o
desempenho e aplica¢do desses materiais. Além disso, para uma otimizagao de atividade
deve haver um balango entre uma quantidade necessaria da molécula alvo e sua
acessibilidade. Ou seja, deve haver interagdo com a rede, porém com manutencao do

poder de reacdo a estimulos/reagentes externos.
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5.5.3. ESTRUTURA E TEXTURA DOS MATERIAIS

Dentre os pardmetros de estrutura e textura dos materiais também foi possivel
observar algumas tendéncias. A estrutura de rede foi avaliada principalmente em fungao
dos anéis formados pelas unidades siloxano. Para todos os materiais, independente da
rota de preparacdo, foram encontrados menores valores de anéis contendo seis membros
siloxano para os grupos organicos mais volumosos como octadecil. Analisando esse
comportamento ¢ possivel notar que a velocidade mais lenta da reacdo se sobrepde a
probabilidade de formagdo de anéis maiores e menos tensos para facilitar a acomodagao
dos grupos organicos. Esse parametro se mostrou influente no caso dos antimicrobianos,
para o qual um maior percentual de anéis maiores com seis membros siloxano parece

facilitar a liberagdo do fArmaco.

A éarea especifica ¢ diminuida pela introdu¢do dos organosilanos, uma vez que
eles tendem a ocupar os poros da rede de silica. Entretanto, observa-se que alguns
grupos ndo influenciam de forma tdo drastica a drea como outros. Observou-se como
uma tendéncia, mesmo para diferentes materiais preparados por distintas rotas, que as
modificacdes com os grupos metil, vinil e fenil ndo fazem que a area seja tdo diminuida
com os demais. O uso do vinil inclusive levou a valores superiores de area em
comparagdo a silica ndo hibrida. J& grupos como os alquis de cadeia longa octil e
octadecil, aminopropil e glicidoxipropil levam a uma redugdo da area, com destaque
para o ultimo grupo. Isso demonstra que também independente do preparo, certos
organosilanos podem ser utilizados para ajustar a area especifica dos materiais. Esse
parametro, por sua vez, ¢ influente na atividade como mostraram os resultados de

performance dos sensores e antimicrobianos.

A microestrutura e morfologia sdo caracteristicas que sofrem grande influéncia
da rota empregada em seu preparo. Para as rotas dcida e nao hidrolitica sdo formados
géis que, ao microscopio, parecem particulas disformes, mas cada uma com
peculiaridades diferentes. A rota basica forma particulas esféricas ou géis, dependendo
do organosilano empregado. Isso tudo reflete também nos resultados observados para as
curvas de SAXS, com a qual observou-se a microestrutura. Dessa forma, ndo foi

possivel observar tendéncias similares ao observar os diferentes tipos de materiais.
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5.5.4. ATIVIDADE

A atividade também foi influenciada pelos organosilanos em cada caso, como
discutido anteriormente. Em algumas situagdes, o organosilano foi determinante tanto
para o sucesso quanto para a falha do material, como no caso do aumento de interacdo
com a matriz de silica. Conforme citado, ele pode auxiliar na atividade pela retencdo de
uma maior quantidade do composto encapsulado, mas também pode interagir ao ponto

de inviabilizar o uso em determinada aplicagao.

Entretanto, parece notavel que a atividade foi principalmente regulada ou
ajustada pela adapta¢do do material ao meio em que foi utilizado. Por sua vez, essas
caracteristicas que afetaram o desempenho das silicas hibridas em cada aplicagdo sdo o
proprio resultado do emprego dos diferentes organosilanos. Todavia, como trata-se de
diferentes aplicacdes em diferentes meios, também diferentes propriedades
influenciaram as respostas. Da mesma forma, uma mesma propriedade influenciou a

performance de forma diferente dependendo da utilizagao.

De uma forma geral, o volume dos grupos empregados influenciou a resposta da
maior parte dos materiais estudados. Todavia, isso ocorreu principalmente para os casos
em que a hidrofobicidade adicionada ao material pelos organosilanos volumosos foi
determinante para o desempenho na funcdo em questdo. Para as aplicagdes em meios
polares, como o caso dos sensores, antimicrobianos e filmes para cultura de células,
essa caracteristica foi prejudicial. Ja para a reagdo de polimerizagdo que ocorre em meio

de solvente organico, esse comportamento nocivo nao foi observado.

Dentre as caracteristicas medidas pelo conjunto de técnicas complementares
pode-se observar principalmente a influéncia do teor de composto encapsulado e area
especifica. Essas relacdes foram obtidas utilizando andlises estatisticas e mostram
diferentes sentidos da influéncia desses pardmetros na performance do material. Para os
antimicrobianos ¢ sensores, um maior teor facilitou a liberagdao do farmaco e diminuiu o
tempo necessario para o analito atingir uma molécula receptora fazendo-a mudar de
coloracdo, respectivamente. Ja para os catalisadores, uma atividade maior foi relatada
para menor concentragao de zirconio na silica. Em termos de area especifica encontram-
se resultados melhores para liberagdo do farmaco e piores tempos de resposta para os

sensores quando se tem altas areas especificas.
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Além disso, outras caracteristicas analisadas se mostraram importantes
dependendo do uso que se fez do material preparado. Pode-se citar: a estrutura de rede
medida pelo percentual de anéis com 6 membros siloxano; parametros da microestrutura
medidos por SAXS como tamanho das particulas, distdncia de correlacdo entre elas e

rugosidade; e potencial zeta.

O que se ressalta aqui, ¢ que ambas caracteristicas citadas mostraram variagao
em funcdo do organosilano empregado. Esse comportamento foi observado mesmo
utilizando diferentes rotas para preparo dos materiais utilizados nas diferentes
aplicagdes. Isso mostra o potencial de ajuste da atividade de moléculas encapsuladas
pode ser obtido ndo s6 de forma pela interagdo direta dos grupos presentes na silica com
as moléculas encapsuladas, mas também pelo ajuste das caracteristicas da matriz do

material a aplica¢do desejada.
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6. CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

O processo sol-gel confirmou ser uma ferramenta com potencial diferenciado
para elaboragdo de novos e diversificados materiais. Com seu uso, foi possivel preparar
sensores, materiais antimicrobianos, catalisadores de polimerizacdo e filmes para
crescimento e regeneracdo de neurdnios a partir dos mesmos precursores. Todos os
materiais mostraram sucesso em sua aplicagdo especifica, o qual foi dependente dentro
do grupo de organosilanos explorado, de diferentes propriedades e caracteristicas

avaliadas ao longo desse estudo.

Os resultados mostraram que a atividade ¢ de fato influenciada pela introdugao
dos organosilanos. A interagdo dos grupos organicos diretamente com os compostos
imobilizados pode afetar a atividade regulando o balango entre sua retengdo/liberacao
e/ou alterando sua identidade e propriedades. A presenca dos organosilanos pode
também afetar a atividade por modificagdes na matriz. Isso ocorre em termos de
compatibilizagdo da matriz com o meio, o que serd benéfico para atividade e também
em termos de regular acesso de reagentes/estimulos externos as moléculas
encapsuladas. O estudo das diferentes aplicacdes também permitiu a avaliacdo de ajuste
da atividade das moléculas encapsuladas também do ponto de vista de diferentes rotas
sol-gel. Utilizou-se uma rota especifica para cada aplicacdo em questdo de modo a obter

a melhor performance e/ou manter as propriedades da molécula encapsulada.

E importante ressaltar que o emprego de diferentes rotas implica em materiais
com caracteristicas bastante distintas. Entretanto, foi possivel observar que algumas
caracteristicas parecem ser dependentes da rota escolhida, enquanto outras aparentam
ser influenciadas de forma mais efetiva pelo proprio organosilano. Nesse caso, embora
continue-se observando o efeito da rota, ¢ possivel identificar uma mesma tendéncia
dependente do organosilano dentro de cada grupo estudado. Em termos de teor
encapsulado, observou-se que a interacdo com o organosilano pode ser definitiva,
independente da rota, e isso se reflete também na manutencdo da estrutura e
funcionalidade da molécula alvo. Ja em se tratando da estrutura e textura dos materiais,
nota-se que a estrutura de rede e area também parecem ser muito influenciados pelo
organosilano empregado. Finalmente, para a microestrutura e morfologia, observa-se
que a rota em si foi determinante para os resultados, ndo sendo possivel observar uma

tendéncia em relagdo aos hibridos.
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