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Influéncia da adsor¢ao de acido urico em MCM-41 na
avaliacao de atividade fotodinamica quimica

Influence of uric acid adsorption on MCM-41 in the
evaluation of chemical photodynamic activity

RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade baseada em incidir luz em determinado
comprimento de onda em compostos fotossensiveis (FS) desencadeando processos
fotofisicos que geram espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto. A eficiéncia
da técnica é avaliada pelo rendimento quantico, determinado por fosforescéncia utilizando
um equipamento caro e de dificil acesso. Devido a esta dificuldade metodologias indiretas
utilizando agentes sequestrantes foram desenvolvidas, a metodologia de Atividade
Fotodinamica Quimica (AFQ) é muito empregada, utilizando o dacido urico (AU) como
sequestrante. O emprego de silica mesoporosa (MCM-41) como agente carreador de FS
vem sendo muito explorado em TFD. Considerando o curto raio de agdo do oxigénio singleto
e uso frequente da AFQ para a avaliagdo da eficiéncia de formagdo desta espécie, o estudo
da adsorgdo de moléculas de AU em MCM-41 se faz necessario, uma vez que a localizagao
deste agente sequestrante é fundamental para sua reagdo com o oxigénio singleto gerado.
Desta forma, avaliou-se a adsorgdao do AU nas nanoparticulas de silica, simulando as
concentragGes utilizadas nos ensaios de AFQ. Contudo nas condi¢cbes avaliadas as a
adsorcdo de AU as nanoparticulas foi relativamente baixa, indicando que ao menos sob a
Gtica da adsorc¢do os resultados de AFQ obtidos a partir de formulages contendo MCM-41
nao sao interferido pela posicdo do AU. Mesmo assim, tais resultados abrem espago para
uma avaliagdo em concentragdes maiores para verificar se o fendbmeno apresenta maior
intensidade.

PALAVRAS-CHAVE: Acido Urico. Adsorcao. Atividade fotodindmica quimica. Nanoparticulas.
Terapia fotodinamica.

ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is a modality based on shining light at a certain wavelength in
photosensitive compounds (PS), triggering photophysical processes that generate reactive
oxygen species, such as singlet oxygen. The efficiency of the technique is assessed by the
singlet oxygen quantum vyield, determined by phosphorescence using an expensive
equipment and difficult to access. Due to this difficulty, indirect methodologies using
scavengers have been developed, the methodology Photodynamic Activity (PA) is widely
used, using uric acid (UA) as scavenger. Currently the use of mesoporous silica (MCM-41) as
nanocarriers for PDT has been highlighted. Taking into account the short site of action of
singlet oxygen and the frequent use of AFQ for the evaluation of the generation of this
species, the study of the adsorption of AU molecules into MCM-41 is fundamental, since the
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location of this scavenger is essential for its reaction with the generated singlet oxygen. is
in this way, AU adsorption into silica nanoparticles was evaluated, simulating the
concentrations used in the PA assay. However, under the conditions evaluated, the AU
adsorption to nanoparticles was relatively low, indicating that, at least from the perspective
of adsorption, the AFQ results obtained from formulations containing MCM-41 are not
interfered by the AU position. Even though, these results open space for an evaluation in
higher concentrations to verify if the phenomenon is more intense.

KEYWORDS: Adsorption. Nanoparticles. Photodynamic Activity. Photodynamic therapy.
Uric acid.
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INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade clinica para o tratamento de
cancer. Ela se baseia em incidir uma intensidade de luz, com comprimento de onda
especifico, sobre um composto fotossensivel (FS). Isto desencadeia uma série de
processos fotofisicos, que em presenca de oxigénio, faz com que sejam geradas
espécies reativas de oxigénio (EROs) que induzem a célula a apoptose (SILVA, 2018,
p.1).

O oxigénio molecular tem seu estado fundamental na forma de oxigénio
tripleto (30,), possuindo dois elétrons desemparelhados em orbitais degenerados
n« em,".Ja quando excitado, possui duas formas degeneradas, onde os elétrons
ocupam um mesmo orbital t". Devido a isto, um orbital fica vazio, garantindo uma
maior participacdo nas reacdes, causado por um grande carater eletrofilico que
atinge. Neste estado, ele é chamado de oxigénio singleto (!0,) e é uma das
principais espécies causadoras do dano fotodinamico (MACHADO, 2000, p.2).

Além de tudo, o oxigénio singleto possui um tempo de vida de inferior a 0,04
pus em sistemas biolégicos, implicando em um raio de acdo muito curto, de
aproximadamente 0,02 um. Estas caracteristicas fazem com que o dano ocorra
apenas na regidao onde o mesmo é gerado o que garante a seletividade da técnica
(MACHADO, 2000, p.2).

A eficiéncia da TFD e, consequentemente, seu uso esta associada a quantidade
de 0, produzido, que é avaliado por meio do rendimento quantico (®Da). A atual
determinacdo de Ox é realizada por metodologia de fosforescéncia. Usa-se um
espectrofluorimetro para infravermelho préximo resolvido no tempo acoplado a
uma fotomultiplicadora resfriada a -80°C por nitrogénio liquido, um equipamento
caro e de dificil acesso (RABELLO, 2012, p.53).

Por este motivo, foram desenvolvidas metodologias indiretas que fazem uso
da Atividade Fotodinamica Quimica (AFQ). A AFQ emprega o uso de um
sequestrante de oxigénio singleto que é adicionada na solucdo analisada. Assim, a
fotoexcitacdo do FS, inicialmente com radiacdo monocromaética, gera !0, o qual é
removido do meio pelo agente sequestrante. Um dos sequestrantes mais
utilizados é o acido urico (AU), que possui a vantagem de absorver na regido do
ultravioleta, ndo sobrepondo seu espectro com a maioria dos FS utilizados, o que
permite seu monitoramento. Recentemente alternativas empregando fontes de
iluminacdo de luz de LED, policromatica, foram propostas onde o acido urico (AU)
é empregado como substrato (GEROLA, 2012, p.15).

A maioria dos farmacos utilizados em TFD é constituida por compostos
hidrofdébicos o que torna o processo de formulagao fundamental para o sucesso
fotodinamico. Isso se deve ao fato de que uma vez autoagregado os FS utilizados
perdem, sobremaneira, sua capacidade de geracao de oxigénio singleto. Assim,
diversos sistemas nanoparticulados sdo utilizados como carreadores na TFD, tais
como, micelas poliméricas, lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
de silica, etc. Destes sistemas a utilizagdo de nanoparticulas de silica ganha
destaque, isso devido ao seu potencial para uso eficiente, por possuir uma
uniformidade em seus poros e uma enorme area superficial, que permitem a
inclusdo de uma elevada carga de FS (LIN, 2012, p.16).
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Desde sua descoberta em 1992 pelos cientistas da Mobil Corporation, as
peneiras moleculares recebem muita atencdo, dentre estas temos a Mobil
Composition of Matter No. 41 (MCM-41) estudada extensivamente. A silica
mesoporosa do tipo MCM-41 apresenta arranjos hexagonais de poros cilindricos,
sendo sintetizados por automontagem em cima de micelas de surfactantes
(VALLET-REGI, 2001, p.308).

Os arranjos da MCM-41 possuem um tamanho uniforme (15 a 100 A) e uma
enorme area superficial (>1000 m?/g), com tal drea, este material tem um grande
potencial para adsorcdo. O emprego de silica mesoporosa em tratamentos e
liberacdo controladas de farmacos utilizando da TFD é relatado em diversos
trabalhos. Estes utilizam da metodologia AFQ com AU como substrato para a
avaliacdo da eficiéncia da técnica (CHEN, 1993; MANZANO, 2008; SILVA, 2018).

Considerando o limitado raio de a¢3o e o curto tempo de vida do 0, associado
a formula¢des que empregam a MCM-41 é possivel que a adsorcao do AU pela
MCM-41 interfira na determinagdo correta do rendimento quantico via
metodologia indireta Desta forma este trabalho tem por objetivo avaliar a
adsorcao do AU em nanoparticulas de MCM-41 nas mesmas condicdes utilizadas
nos ensaios de AFQ.

MATERIAL E METODOS

A sintese da silica amino-funcionalizada foi realizada seguindo a rota basica,
para produzir a MCM-41, foi escolhido o método de co-condensacao, ou “one-pot”
descrito na literatura por Vallet-Regi (2001). Neste método, todos os reagentes sdo
adicionados em uma Unica etapa.

Em um baldo de fundo chato de 500 mL adicionou-se 0,7 g de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) em 340 mL de dgua deionizada e 2,45 mL de solu¢do de
NaOH (2M). Levou-se a mesma a um agitador magnético onde a temperatura foi
ajustada para 80 °C, sob agitacdo. O baldo foi mantido em um recipiente contendo
areia para uma melhor distribuicdo de calor. Ao atingir a temperatura, 3,5 mL de
tetraetoxisilano (TEOS) foram adicionados lentamente, onde o gotejamento
realizou-se em uma frequéncia média de 1 gota/segundo e manteve-se o meio por
duas horas.

Silva (2019) mostra em seus estudos que a funcionalizacdo do material pode
ser feita de maneira otimizada e garantindo que a localizagcdo dos grupamentos
amino seja preferencialmente na superficie do material. Deste modo, assim como
descrito, apds 90 minutos adicionou-se 0,43 mL de 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES) também lentamente. Ao completar o periodo de duas horas esperou-se o
baldo esfriar a temperatura ambiente. O produto obtido possuia uma alta turbidez,
indicando a formacdo da silica.

Filtrou-se o produto a vacuo em funil de Blichner com placa porosa, seguido
de lavagens com alcool etilico absoluto e dgua deionizada (5 lavagens de cada
aproximadamente). O sélido obtido foi levado para secar na estufa durante 24
horas a uma temperatura de 60 °C.

Com asilica sintetizada é necessdrio realizar a extragdo do CTAB para liberagdo
dos poros, para isto uma parte da amostra foi calcinada, enquanto outra parte foi
submetida a um sistema de refluxo com isopropanol acidificado. Na calcinacdo a
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amostra foi submetida a 550 °C por 6 horas com rampa de aquecimento 1°C/min.
A calcinacdo da amostra retira além do CTAB os grupos amino, ou seja, a silica fica
com seus poros totalmente livres.

A amostra destinada ao refluxo foi adicionada a um baldo de fundo chato
contendo 100 mL de isopropanol (seguindo a concentracdo de 4 mg/mL) e
acidificado com 2 gotas de HCl. Manteve-se em sistema de refluxo onde a
temperatura da mistura era de 80 °C e o banho em 18 °C durante um periodo de
14 horas.

Apds 14 horas, deixou-se a temperatura abaixar até atingir a ambiente, e foi
filtrada a vacuo em funil de Blichner com placa porosa, com lavagem de agua
deionizada em excesso. O sélido foi deixado na estufa em 60 °C até secar.

Foram submetidas ao ensaio de adsorcdo em solucdo de 4acido urico as
amostras funcionalizadas descritas anteriormente e além destas, amostras de silica
incorporadas com corantes fotossensibilizadores. Os compostos sensiveis
incorporados foram a Eritrosina, um corante alimenticio anidnico e, Azure A, um
corante cationico. Estes foram incorporados por adsorcao fisica.

Cada soluc3o de acido urico de 4,0x10° mol.L permaneceu sob agitacdo, em
Shaker a temperatura de 20 °C, por um periodo de 24 horas, com silica mesoporosa
em uma proporc¢do 1 mg/mL em tampdo fosfato-salino 0,15 mol.L (PBS) com um
pH de 7,4.

Apds o periodo, as amostras foram filtradas e o sobrenadante foi analisado.
Para a medida da absortividade foi utilizado o Espectrofotémetro Agilent Cary 60,
disponivel no laboratério Multiusudrio de Apoio a Pesquisa da UTFPR — Campus
Apucarana. As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo (2 faces polidas e
caminho 6ptico de 1,00 cm).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a confirmacdo da extracdo do CTAB na amostra foi realizado um espectro
na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros
foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 650-4000 cm™ com 70
varreduras por analise e as amostras foram pastilhadas com KBr seco para se obter
pastilhas contendo 1% de amostra.

Os resultados estdo na Figura 1 e, quando comparados com a literatura
mostraram a eficiéncia do procedimento. Na literatura relata-se a presenca do
CTAB devido aos estiramentos simétricos e assimétricos dos grupos CH; e CH3
apresentados por volta de 3000 cm™. Também tem-se o sinal de deformacdo C-H
referente ao CTAB em 1600 cm™ e o sinal em 1470 cm™* referente a dgua adsorvida
(SILVA, 2018, p.27).

Com a confirmag¢do de que a extracao do CTAB foi efetiva, para a realizagao
dos ensaios de adsorgdo fez-se um controle para avaliar uma possivel ocorréncia
de degradacdo do AU no meio. As amostras de controle foram submetidas as
mesmas condi¢bes que as do ensaio de adsor¢gdo com uma concentragao de acido
drico menor (1,0x10° mol.L}) e no final do tempo determinado foi realizada a
varredura no espectrofotémetro.
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Figura 1 — FTIR Fourier para as amostras de MCM-41.
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Fonte: Producdo do préprio autor.

Fez-se um controle para avaliar uma possivel ocorréncia de degradagao do AU
no meio. As amostras de controle foram submetidas as mesmas condi¢Ges que as
do ensaio de adsor¢do com uma concentracdo de acido Urico menor (1,0x107
mol.L?). Com os dados obtidos e a utilizacdo do software OriginPro 8 os graficos
foram plotados. Para as amostras de controle estes se encontram na Figura 2.

Figura 2 — Espectro de degradacdo de AU através do tempo.
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Fonte: Produgdo do proprio autor.

Por meio dos espectros apresentados na figura 2 é visto que a degradacao do
acido urico em PBS nas condi¢des do experimento ndo foi significativa para um
periodo de tempo de até 6 horas. Como as metodologias para teste de TFD ndo
ultrapassam este intervalo de tempo pode-se desconsiderar a degradacdo
pequena que ocorre em um periodo de 24 horas.

Apds o teste para a verificacdo de degradacdo mostrar que esta ndo é um fator
influenciador, foram realizadas as adsorcées com as amostras de MCM-41. Na
Figura 3 tem-ses os espectros obtidos da amostra de silica calcinada. Vale ressaltar
que a silica submetida ao processo de calcinagdo tem todo o CTAB removido e
juntamente com este o APTES, fazendo com que esta amostra ndo seja
funcionalizada e tenha os poros totalmente livres.

Por possuir os canais livres, a adsor¢do de AU na amostra deveria ser grande,
entretanto quando observamos a Figura 3, este ndo é o resultando obtido, a
adsorcdo é praticamente nula. Para a silica que foi submetida ao processo de
refluxo, onde os grupos amino permanecem, os espectros estdo na Figura 4.

Pagina | 6



£ g 8 5 OQ X Seminario de Extens&o e Inovagao
\ XXV Seminério de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica r PR
SICI TE 23 a 27 de Novembro I To'edo - PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

Figura 3 — Espectro de AU (4,0x10° mol.L?) apds contato com MCM-41 calcinada.
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Fonte: Producdo do préprio autor.

Figura 4 — Espectro de AU (4,0x10 mol.L?) apds contato com MCM-41 refluxada.
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Fonte: Produgdo do proéprio autor.

Na Figura 4 é apresentado uma pequena diminuicdo do sinal de AU apds 4
horas de experimento, isso pode ser explicado por uma intera¢ao entre as
moléculas de AU e os grupos amina presentes na parede da silica devido a sua
funcionalizacdo. Embora seja muito pequena a adsor¢do pode ser explicada pela
interagdo entre o AU, que no pH estudado encontra-se na forma anibnica, com os
a superficie amino-funcionalizada, que apresenta potencial zeta positivo,
aproximadamente 17,7 mV (Silva, 2019, p.1606).

Para nivel de comparacdo, amostras possuindo compostos fotossensiveis
também foram submetidas ao ensaio de adsorcdo, os espectros da amostra
contendo Azure A estdo na Figura 5 e os espectros da amostra contendo Eritrosina
na Figura 6.

Nas figuras 5 e 6 é obtido um sinal por volta de 500 a 600 nm, este é atribuido
a presenca de corante no sobrenadante. Os espectros obtidos mostram que a
liberagdo de Azure A no meio foi bem maior em relagdo a Eritrosina. Isso deve-se
a atracdo de cargas, de acordo Silva (2019) os ensaios de potencial zeta mostram
a superficie da silica tem um potencial ligeiramente positivo (17,7 mV), logo a
atracdo é maior com moléculas de carga negativa, no caso estudado o corante
Eritrosina encontra-se na forma anidnica, de maneira que a interagdo é mais forte
ha uma menor liberagdo do corante no meio.

O contrario é apresentado em relacdo ao Azure, um corante catidnico, neste
a interacdo com os grupos amino presentes na parte externa da MCM-41 é
pequena, ocasionando uma libera¢ao do corante no meio.
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Figura 5 — Espectro de AU (4,0x10° mol.L?) apds contato com MCM-41/Azure A.
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Figura 6— Espectro de AU (4,0x10™ mol.L') apds contato com MCM-41/Eritrosina.

05 ¥
— 30 minutos|

—— 1hora
—— 2 horas
——4 horas
——6horas |

0.4+

034

Absorbancia

024

0.1+

00

T T T
200 300 400 500 600
Comprimento de Onda {nm)

Fonte: Produgdo do proéprio autor.

Ainda nas figuras 5 e 6 tem-se uma diminuicdo significativa do sinal de AU,
este efeito é atribuido a degradacdo proporcionada pela presenca dos corantes
fotossensiveis responsdveis pela geracdo de oxigénio singleto, os quais degradam
o AU. A degradacao se apresenta maior no ensaio contendo Azure A pela
disposicao do material no meio.

CONCLUSOES

Através dos ensaios de adsor¢do de AU em silica (1 mL/mg) ndo é possivel
demonstrar que ocorre a adsor¢cdo do composto nos canais da MCM-41. Na
amostra calcinada, a que seria responsavel pela maior adsorg¢do teoricamente, ndo
se observou um resultado favoravel, mostrando que a adsor¢ao ndo ocorreu ou foi
minima. A amostra submetida ao refluxo apresenta um sinal menor apés 4 horas
de contato da solu¢gdo com a MCM-41, porém n3ao mostrou um resultado
significativo e por isto nao foi averiguada a concentrac¢do real de AU apds o ensaio.

Quando se tem a presenca de compostos que sdo capazes de gerar o oxigénio
singleto, o sinal de AU apresentado tem uma diminuicdo bem grande quando
comparada com as amostras sem estes.

Entretanto, ao menos nas condig¢des utilizadas as nanoparticulas, a principio,
nado interferem nestes ensaios. Isso deve estar associada a baixa concentracdo de
AU utilizada. Adicionalmente, estes resultados abrem espaco para a continuacao
desse estudo em intervalos de concentracdo de AU mais elevada, o que pode
possibilitar a utilizacdo desses matérias porosos como adsorventes desta sonda.
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