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DESCRICAO DOPROJETO

Titulo do Projeto ) ) B
RADIACALO GAMA NO PROCESSO DE SINTESE DA SILICA SBA-1§. INOVACAO NA
OBTENCAO DE NANOESTRUTURA COM POTENCIAL DE APLICACAO COMO SUPORTE PARA

LIBERACAO CONTROLADA DA ALBUMINA
Prazo Execucao (meses): 36

Objetivo Geral
Sintetizar a matriz de silica mesoporosa ordenada, tipo SBA-15, substituindo o tratamento hidrotérmico e

submetendo a mistura de sintese (solugdo ou gel formado pelo copolimero P123 e fonte se silica em meio
acido) ao tratamento com radiacdo gama. Avaliar a capacidade de adsor¢do do material pela ovoalbumina,

e a estabilidade da ovoalbumina livre e encapsulada e sua liberagcdo controlada no sistema in vitro e in vivo.

Objetivos Especificos
(1) Obter a silica mesoporosa ordenada pura, substituindo o tratamento hidrotérmico (convencional) pela

radiacdo gama (Gammacell).

(2) Comparar as caracteristicas das amostras obtidas por ambos os métodos de tratamento da mistura de
sintese, tratamento hidrotérmico e tratamento com radiagdo gama.

(3) Estudar os métodos de encapsulacdo da ovoalbumina nas amostras de SBA-15 obtidas por ambos
tratamentos (hidrotérmico convencional e radiacdo Gamma).

(4) Caracterizar 0os materiais sintetizados, utilizando as técnicas fisicoquimicas e analiticas
[Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TG/DTG), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
Anélise Elementar (AE), Espectrofotometria de Absor¢do na Regido do Infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) e Adsorcdo/Desorcao de Nitrogénio.

(5) Estudar a liberagé@o controlada da ovoalbumina encapsulada na silica in vitro. Para isto, sera utilizada a

técnica de espectrofotometria UVVIS.

Palavras-chave
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Metas Fisicas

1 - Sintese das silicas mesoporosas pela técnica tradicional e pela substituicao
do tratamento hidrotérmico pela irradiacdo gama.

2 - Encapsulacdo da Albumina nas silicas mesoporosas

3 - Caracterizagao dos materiais produzidos por difratometria de raios X,
microscopia eletronica (MEV, TEM e FEG), analise térmica (TG e DSC),
determinacdo das propriedades texturais, como area de superficie especifica,
tamanho, volume e distribuicao de tamanho de poros (adsorcao gasosa)

4 -Testes in vitro da liberagao controlada da albumina

5 - Andlise dos resultados e elaboragao de relatorio




= PLANO DE TRABALHO

pen PROJETO PARA BOLSA POS-DOUTORADO - EDITAL 6

Justificativa Resumida:

Entre os materiais mesoporosos, pode-se destacar uma classe denominada silicas
mesoporosas ordenadas (SMOS), que tem despertado grande interesse dos pesquisadores,
desde a década de 1990, quando os cientistas da Mobil Corporation descobriram as
peneiras moleculares da familia M41S (KRESGE et al., 1992). A descoberta desses
materiais empregando surfatantes idnicos foi um marco na sintese dos materiais porosos,
promovendo uma ampliacao das estruturas microporosas ordenadas das zedlitas para a
faixa de mesoporos. Entre os materiais mesoporosos ordenados (MMOQOs), destaca-se a
familia da silica mesoporosa amorfa de Santa Barbara (SBA), sintetizada por meio do uso
de surfatantes oligoméricos de poli(éxidos de etileno) (PEO), alquilenos ndo ionicos e
copolimeros bloco em meio acido, podendo apresentar estrutura cubica (SBA-11),
hexagonal 3D (SBA-12), hexagonal 2D (SBA-15) e cubica em forma de gaiola (SBA-
16)(ZHAO et. al, 1998; SAKAMOTO et. al, 2000). Estas mesoestruturas apresentam um
arranjo altamente ordenado de poros com diametros ajustados na faixa de 5-30 nm, com
paredes mais espessas, e por consequéncia maior estabilidade hidrotérmica quando
comparados a outras SMOs. A SBA-15 apresenta um arranjo ordenado hexagonal e é
obtida com superficie especifica que varia de 690 a 1040 m2g -1 e espessura de parede de
3,1 a 6,4 nm (BOYANO-MARTINEZ et al., 2002). Durante a sintese, o surfatante interage
com a superficie do material, permanecendo adsorvido, enquanto, outra parte das
moléculas desse composto organico preenche os poros ordenados da estrutura da silica. O
tratamento hidrotérmico € uma etapa importante na ordenagao, uniformidade e
estruturacdo do material, podendo influenciar, também, no tamanho dos poros da
estrutura mesoporosa. Por isto, a temperatura e o tempo do tratamento hidrotérmico sao
decisivos nas caracteristicas do material e a busca por alternativas para esta etapa, ainda
€ um desafio dos pesquisadores. Algumas modificagdes ja foram implementadas, como a
substituicdo do tratamento hidrotérmico, sob pressao autégena, pelo aquecimento simples
em sistema soxhlet, ou aguecimentos por microondas, porém, ainda nao ha relatos de
trabalhos empregando radiacdo gama em substituicdo ao tratamento hidrotérmico. Outro
aspecto a considerar é a presenca do surfatante no material que afeta as propriedades da
silica e, entdo, é preciso executar remogao total desta espécie. A primeira etapa de
remogao envolve a lavagem com agua destilada apds a sintese. Este procedimento garante
a remogao de grande parte do surfatante que permanece na superficie. A remocgao
completa do material organico, sé ocorre numa segunda etapa que envolve a calcinacao da
SBA-15. Tal procedimento deve ser executado de forma controlada, para minimizar o
encolhimento e/ou colapso da estrutura do material ou danos estruturais que,
consequentemente, poderdo comprometer as propriedades fisicas e quimicas da SBA-15. A
etapa de lavagem com agua destilada ou deionizada também é necessaria para remogao
de ions cloretos, uma vez que para determinadas aplicagdes do material a presenca desta
espécie pode ser um interferente, como é o caso do uso como catalisadores (BERUBE;
KALIAGUINE, 2008). Em relacdo a seguranca destes materiais, diversos estudos in vitro
indicam que a SBA-15 apresenta baixa toxicidade em baixas concentracdes. Estudos in
vivo mostraram que a toxicidade da SBA-15 esta associada ao tamanho de particula.
Materiais com tamanho de particula entre 1 a 2 ym nao apresentaram toxicidade (AL
SHAMSI et al., 2010; HUDSON et al., 2008). Estudos realizados por Hudson e
colaboradores (2008) mostraram que apos a injecao subcutanea de materiais mesoporosos
(SBA-15 e MCM-41) em ratos, observou-se a partir de cortes histoldégicos, uma diminuigao
progressiva de material residual ao longo de 3 meses, o0 que significou que estes materiais
apresentaram biocompatibilidade no tecido cutaneo. Outro estudo in vivo conduzido por
Lopez e colaboradores (2006) avaliou a seguranca de materiais mesoporosos, por meio da
implantacdo de SBA-15 préximo ao tecido cerebral (amigdala basolateral) em ratos. Apds
seis meses, os animais foram sacrificados e um estudo histopatoldgico foi realizado em
torno do tecido cerebral préximo ao reservatoério contendo o material mesoporoso. O
resultado mostrou que o implante ndo causou necrose, injuria tecidual e inflamacao na
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regiao, o que permitiu constatar que a SBA-15 apresentou biocompatibilidade com o tecido
cerebral. Alguns estudos desenvolvidos evidenciaram que esses materiais podem ser
utilizados para a encapsulacao de moléculas organicas biologicamente ativas e empregadas
para serem administradas em organismos vivos. No campo da imunologia, a SBA-15
mostrou maior eficiéncia como adjuvante imunoldgico do que os adjuvantes tradicionais.
Foi mostrado que a SBA-15 age como adjuvante ao constatar que camundongos de
linhagens BALB/c e de linhagens geneticamente selecionadas que possuem resposta
imunoldgica alta e baixa, imunizados com a proteina recombinante Int 1b de 16,5kDa e
proteinas de veneno de cobra Micrucurus Ibiboboca (20 proteinas com massas moleculares
que variam de 7 a 87 kDa) apresentaram respostas similares ou superiores ao adjuvante
incompleto de Freund (IFA) e hidréxido de aluminio (AIOH)3. Para tal aplicagao, o
conhecimento sobre o processo de encapsulacao de proteinas é fundamental. Em outro
trabalho foi mostrado que a SBA-15 protegeu os antigenos de ambientes hostis do
organismo, como o estomacal, e permitiu que os linfdcitos e células dendriticas
conduzissem uma imunogenicidade mais eficiente (MERCURI et al., 2006). Outra vantagem
da SBA-15 foi que esta ndo ocasionou nenhum tipo de lesao tecidual e ndo provocou
necrose na area de aplicacdo da injecdo, que sao efeitos indesejados provocados por
outros adjuvantes (MERCURI et al., 2006). A busca pela obtencao de amostras de silica
com uma estruturacdo hexagonal empregando um tratamento diferente do hidrotérmico
sera o primeiro desafio deste projeto e os posteriores correspondem aos testes de
aplicacao. Por isto a primeira etapa corresponde a sintese e caracterizacdo da SBA-15,
devido a disponibilidade na Instituicao da fonte de 60Co, geradora de radiagdao gama, este
tipo de radiacdao, com diferentes doses, podera ser empregado para a formacao da
estrutura mesoporosa hexagonal. Buscar-sea otimizar as condigdes, com o objetivo de
obter materiais de forma mais rapida e com melhor formacdo estrutural, caracteristica
promissora para a aplicacdo deste material como transportador de moléculas organicas em
processo de encapsulacdo. Para o teste de aplicacao sera empregada a albumina como
molécula orgénica para ser encapsulada, em baixas concentragdes, na SBA-15 e avaliar a
sua liberagao de maneira controlada in vitro para que posteriormente seja possivel iniciar
um estudo in vivo, com o proposito de desenvolver uma vacina antialérgica. A escolha da
albumina, se deve ao fato pelo qual, esta proteina presente no ovo chamada de
ovoalbumina ocasiona a prevaléncia de doengas alérgicas em criangas, jovens e adultos
gue vem aumentando bastante nas ultimas décadas.
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| CRONOGRAMA FISICO

META FISICA 1 - Sintese das silicas mesoporosas pela técnica tradicional e pela substituicao
do tratamento hidrotérmico pela irradiacdao gama.

) ~ Duragdo
ATIVIDADES: INDICADOR FISICO DE EXECUGAQ _ Prevista
Inicio| Fim
~ , - Obtencao de gramas de A N
Execugao de protocolos para sintese de silicas S gr: mes| me
i amostras de silica
mesoporosas ordenadas empregando dois . 01| s
) . o mesoporosa pelos dois
procedimentos diferentes na etapa final: tratamento métodos mencionados 15
hidrotémico e irradiagdo gama. Pretende-se identificar
0s paramétros criticos dos processo e avalia-los
METAFISICA: 2 - Encapsulacao da Albumina nas silicas mesoporosas
) . Duragdo
ATIVIDADES: INDICADOR FISICO DE EXECUCAQ _ Prevista
Iniciol Fim
Serao efetuados estudos para incorporacgao de Obtencdo de gramas de ' més| mé
albumina de ovo nas silicas mesoporosas obtidas na  albumina de ovo 04| s
etapa anterior encapsuladas por silica 15

Mesoporosa
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META FISICA: 3 - Caracterizacao dos materiais produzidos por difratometria de raios X,
microscopia eletrénica (MEV, TEM e FEG), anadlise térmica (TG e DSC),
determinacdo das propriedades texturais, como area de superficie especifica,
tamanho, volume e distribuicao de tamanho de poros (adsorcao gasosa)

. . Duragdo
ATIVIDADES: INDICADOR FISICO DE EXECUGAQ | Prevista
Inicio Fim
Serdo efetuadas analises empregando as técnicas Obtencao de dados R
citadas para caracterizagdo das silicas mesoporosas [analiticos das técnicas més n;e
obtidas na primeira etapa e das amostras de albumina [analiticas empregadas 04 >3
de ovo encapsuladas na segunda etapa para as amostras citadas
Sera desenvolvido procedimento analitico para Obtencao de protocolo mas mé
determinar o teor de albumina nos compostos escrito para determinagcao | {3 S
encapsulados de albumina 18
META FISICA: 4 -
) . Duragdo
ATIVIDADES: INDICADOR FISICO DE EXECUCAQ | Prevista
Inicio Fim
Serao elaborados protocolos para estudar a liberagao |Obtencdo de R
da albumina de ovo em determinadas condigdes a procedimentos escritos més n;e
partir da espécie albmina encapsulda por silica para executar 0os ensaios 16 | 5o
mesoporosa de liberagdao de albumina
Serdo executados os ensaios de liberacao de albumina |Elaboracao de relatério R
seguindo os protocolos descrevendo liberag&o de | més M¢
albumina nos varios testes | 16 | 33
executados
META FISICA: 5 - Andlise dos resultados e elaboracao de relatério
] . Duragdo
ATIVIDADES: INDICADOR FISICO DE EXECUGCAQ | Prevista
Inicio Fim
Avaliagao dos resultados obtidos nos ensaios Obtencao de relatorios de mas mé
executados e elaboracdo de relatérios de cada etapa [|cada etapa executada 0> S
executada 36
. . o Publicagao de artigos més Me
Elaboracao de artigos cientificos P S
cientificos 13

36
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Resultados Esperados

1 - Obtencao e caracterizacdo de silicas mesoporosas ordenadas pelo método tradicional
de tratamento hidrotérmico

2 - Obtencdo e caracterizacao de silicas mesoporosas ordenadas pelo método de
tratamento por irradiacao gama

3 - Racionalizacao dos resultados obtidos pelos dois métodos (tratamento
hidrotérnico/irradiacdo gama)

4 -Obtencao e caracterizacdo de albumina de ovo encapsulada por silicas mesoporosas
ordenadas pelo método tradicional de tratamento hidrotérmico

5 - Obtencdo e caracterizacao de albumina de ovo encapsulada por silicas mesoporosas
ordenadas pelo método por irradiacdo gama

6 - Obtencdo de albumina de ovo encapsulada por silicas mesoporosas ordenadas com pefil
adequado para emprego em vacinas

7 - Publicacdo de artigos cientificos e submissdo de patentes para protecao da propriedade
intelectual gerada

8-

9 -

10 -

Grau de Inovacgao (se houver):
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Os métodos tradicionais para obter silicas mesoporosas altamente ordenadas envolvem
normalmente uma etapa conhecida como hidrotémica na qual a mistura reacional é
deixada parada por um longo tempo (24 horas por exemplo) em temperaturas
relativamente altas (100°C por exemplo). No presente projeto pretende-se estudar a
substituicdo da etapa hidrotérmica por uma etapa envolvendo irradiacdo gama. A
possibilidade desta substituicdo trara grandes beneficios para a execugao do processo
sendo que nao foram identificadas publicagdes (artigos ou patentes) empregando
irradiacao e desta forma mostra-se um grau de inovagao muito grande com possibilidade
de submissao de patentes.

Outro aspecto inovador do projeto diz respeito a um sistema de liberacao controlada da
albumina baseado em silicas mesoporosas. Os sistemas de drug delivery sdo tecnologias
projetadas para a liberacao direcionada e/ou controlada de agentes terapéuticos. Os
farmacos tém sido usados ha muito tempo para melhorar a saude e prolongar a vida sendo
gue os métodos de liberacdo mudou drasticamente nas ultimas décadas e mudancas ainda
maiores sdo antecipadas no futuro préximo. Engenheiros biomédicos tém contribuido
substancialmente para nossa compreensao das barreiras fisioldgicas para a liberacdo
eficiente de farmacos, como transporte no sistema circulatéorio e movimento de drogas
através de células e tecidos. No presente projeto sera desenvolvido um sistema de
liberacao controlada de albumina baseada em silicas mesoporosas com objetivo de
diminuir/minimizar o efeito alergénico da albumina permitindo um uso otimizado em
vacinas. Novamente nao foram identificadas publicacdes (artigos ou patentes) empregando
Sistemas de liberacao de albumina empregando silica mesoporosa e desta forma o projeto
mostra-se um grau de inovagao muito grande com possibilidade de submissdo de patentes.
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