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RESUMO

Dentre os solidos de coordenacdo, destacam-se os Metal-Organic Frameworks (MOFs), que
sdo polimeros de coordenagdo com estrutura aberta contendo poros potencialmente vazios. Por
serem cristalinos, porosos, leves e possuirem valores elevados de area superficial e consideravel
estabilidade térmica, essa nova classe de compostos vem sendo aplicada em diversas areas
como armazenamento e separacdo de gases, catalise heterogénea, drug delivery, sensores
quimicos, entre outras. A possibilidade de construcdo desses materiais porosos usando
bioelementos e ligantes organicos biocompativeis ou com atividade bioldgica deu origem aos
BioMOFs (Metal-Organic Frameworks Biocompativeis). Esses compostos, além das
caracteristicas ja descritas anteriormente, possuem baixa ou nenhuma citotoxicidade frente a
células humanas, sendo adequados entdo para serem investigados como sistemas de liberacao
de farmaco. Dentro dessa perspectiva, o objetivo principal deste trabalho consistiu na sintese,
caracterizacdo e avaliacdo do potencial de liberacdo do farmaco modelo diclofenaco de sodio
de sélidos de coordenacdo baseados no ligante bioldgico adenina e ions cobre (I1). Foram
sintetizados dois compostos, CUBA e BioMOF-Cu, sendo o primeiro um cluster heptanuclear
inédito e o segundo, um BioMOF j& reportado na literatura. Experimentos de fisissor¢do de N>
revelaram a natureza ndo porosa do cluster CUBA e baixa area superficial de 55,13 m? g*. No
entanto, ha poros de superficie com didmetro médio de 35,87 nm. No que se refere ao BioMOF-
Cu, este apresenta natureza microporosa com area superficial de 505 m? g*. Ensaios de drug
delivery mostraram que ambos os compostos tém alta capacidade de adsorcéo de diclofenaco
de sodio (60,7% e 84,7% para CUBA e BioMOF-Cu, respectivamente), porém apresentam
uma baixa taxa de liberacdo (~ 20%), provavelmente associada a coordenagdo do farmaco ao
centro metalico nos dois materiais. Foi também determinada neste trabalho a citotoxicidade de
ambos os compostos e da adenina e os resultados ndo mostraram toxicidade frente a linhagem
celular MRC-5.Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, podemos dizer que o
objetivo principal foi alcancado, uma vez que foram obtidos s6lidos de coordenacdo porosos,
de baixa citotoxicidade e que apresentaram uma liberacdo sustentada frente ao farmaco
diclofenaco de sodio.

Palavras Chave: BioMOFs. Blocos de construcdo biocompativeis. Cluster metalico. Adenina.
Sistemas de liberacao de farmacos



ABSTRACT

Among the coordination solids, we highlight the Metal-Organic Frameworks (MOFs), which
are coordination polymers that have open structure containing potentially void pores. Because
they are crystalline, porous, light and have high surface area values and considerable thermal
stability, this new class of compounds has been applied in several areas such as gas separation,
heterogeneous catalysis, drug delivery, chemical sensors, among others. The possibility of
building porous materials using biocompatible or biologically active organic elements and
binders gave rise to BioMOFs (Biocompatible Metal-Organic Frameworks). These compounds,
in addition to the features already described above, do not require any cytotoxicity to human
cells, being suitable for the drug delivery systems. In this perspective, the main objective of this
work was to synthesize, characterize and evaluate the release potential of the diclofenac sodium
model of coordination solids based on the biological binder adenine and copper (1I) ions. Two
compounds, CUBA and BioMOF-Cu, were synthesized, the first being an unpublished
heptanuclear cluster and the second, a BioMOF already reported in the literature. Nitrogen
adsorption experiments revealed a non-porous nature of the CUBA cluster and surface area of
55.13 m? g. However, there are surface pores with an average diameter of 35.87 nm. With
regard to BioMOF-Cu, it has a microporous nature with a surface area of 505 m? g™. (60.7%
and 84.7% for CUBA and BioMOF-Cu, respectively). However, a low release rate (~ 20%)
was associated with the coordination of the drug in the metallic center of the two materials. The
cytotoxicity of both compounds and adenine was also determined in the present study and the
results showed no toxicity against the MRC-5 cell line. In view of the results obtained in this
work, we can say that the main objective was achieved, since they were obtained a porous, low-
cytotoxic, porous coordination solids and sustained release against the diclofenac sodium drug.

Keywords: BioMOFs. Biocompatible building blocks. Metallic cluster. Adenine. Drug
delivery.
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1 INTRODUCAO

Metal Organic Frameworks (MOFs) sdo polimeros ou redes de coordenacdo que
possuem estrutura aberta, contendo poros que podem ser potencialmente vazios.! Possuindo
alta cristalinidade, elevada area superficial e boa estabilidade térmica, essa classe de materiais
porosos € uma das areas da Quimica que esta em pleno crescimento nos dias atuais. Por serem
solidos de coordenacdo, é possivel também modular a estrutura interna dos poros e/ou a
funcionalidade da superficie, dependendo do tipo de propriedade desejada.?

O grande interesse nesta classe de materiais se fundamenta em algumas caracteristicas
importantes, tais como: 0 numero quase ilimitado de combinagdes entre os blocos de construcéo
(cations ou clusters metalicos) e ligantes multitdpicos, a possibilidade de uso de diferentes
métodos de sintese Quimica — convencional, solvotérmica, difusdo, mecanosintese, além
daquelas assistidas por microondas e ultrassom- para a sua preparacgéo,® além da gama de
aplicacbes como armazenamento e separacdo de gases, catalise heterogénea, drug delivery,

sensores quimicos, dentre outras.

1.1 Design dos MOFs

Dependendo da natureza do centro metalico, das caracteristicas eletrnicas e estruturais
dos ligantes adicionados no meio reacional, dos pardmetros experimentais de sintese (razéo
molar metal:ligante, pH, solvente, temperatura, etc.), o processo de auto-montagem (self-
assembly) pode levar a formacdo de MOFs que podem ser classificados como de primeira,
segunda ou terceira geragéao.

Os MOFs de primeira geragcdo consistem em compostos nos quais ions metalicos
funcionam como Vértices, interconectados por ligantes com mais de um sitio de coordenacao
disponivel, formando uma rede de coordenagdo porosa tridimensional como mostrado na

Figura 1.



20

Figura 1 - Topologias tipicas de MOFs de primeira geracdo. Ligantes organicos (azul) conectam fons metélicos
(vermelho) formando redes de coordenagdo com diferentes topologias.

v -
|

Fonte: Perry et al., 2009.*

Nas estruturas de segunda geracéo, os vértices da rede de coordenagdo sdo formados
por clusters de ions metalicos de diferentes geometrias, chamados Secondary Building Units —
SBUs (ver alguns exemplos na Figura 2). Esses blocos de construcdo conferem uma maior
estabilidade aos MOFs em comparacdo aos de primeira geracdo, devido a maior robustez
alcancada pela presenca dos clusters.®
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Figura 2 - Principais SBUs para construcdo de MOFs de segunda geracéo. a) cluster paddle-wheel quadrado de
formula geral [M2(O2CR)4L,] (M= metal de transicdo, L= ligante axial); b) cluster trimetalico pu3-oxo do tipo
[M30(02CR)6L3], podendo atuar como um triangulo molecular ou um prisma triangular (d); ¢) cluster tetrametalico
p4-oxo hexacarboxilato, [M4O(O2CR)s], protétipo para um octaedro molecular.

a.) : ¢ d.)

Fonte: Perry et al., 2009.*

Ha pelo menos dois importantes requisitos que devem ser preenchidos para que um
cluster metalico possa ser usado como SBU.® A estrutura do ndcleo M-O-C tem que ser uma
SBU cuja forma é definida por aqueles atomos que representam pontos de extensdo para outras
SBUs, que geralmente sdo separadas apenas por espacadores. Ou seja, tais &tomos definem a
geometria basica da SBU e serdo relevantes para prever a topologia da rede formada. Além
disso, cada monocarboxilato no complexo, a principio, ser substituido por um di-, tri- ou
multicarboxilato a fim de polimerizar a SBU em uma rede estendida. Contudo, o modo de
coordenacdo de cada ligante no complexo fornece informacgdes (geométrica e conformacional)
que sdo igualmente importantes para a previsao da topologia da rede resultante.

Nos MOFs de terceira geracdo, blocos de construcdo maiores e de alta simetria
chamados Metal Organic Polyhedra (MOPs) sdo usados para a construcdo dessa classe de
materiais porosos, como ilustrado na Figura 3. Essas unidades de construcdo tém sido
chamadas por alguns autores de Supermolecular Buildings Blocks (SBBs). A intencéo de adota-
los esta ligada a possibilidade de um controle maior sobre a topologia, assim como a obtencédo

de um novo nivel de escala para o sélido resultante.*
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Figura 3 - MOFs de terceira geracdo. Em cima: Nanobola metalorganica com 24 trimeros tetrazdicos de Cu?*
(triangulos vermelhos no esquema) em torno na periferia. Em baixo: um Unico trimero conectado a trés

nanobolasSBBs.

HIERARCHICAL BUILDING BLOCKS
ATEWASSY 4N worLod

Fonte: Perry et al., 2009.*

1.2 Compostos de Cu (I1) e suas propriedades bioldgicas

O cobre € o terceiro elemento de transicdo mais abundante no corpo humano (80 — 120
mg) depois do ferro (4,0 — 5,0 g) e do zinco (1,4 - 2,3 g).” A biodisponibilidade geral e o destino
metabdlico do cobre em dietas de humanos sdo bem compreendidos.® A ingestdo diaria de Cu
em humanos € aproximadamente 1,5 — 3,0 mg. O corpo de um homem adulto saudavel médio
(70 Kg) contém aproximadamente 110 mg de cobre, do qual grande parte estd no esqueleto
(946 mg), musculo esquelético (26 mg), figado (10 mg), cérebro (8,8 mg) e sangue (6 mg).°

O uso medicinal do cobre é de fato, milenar. Em cerca de 3000 a.C., os egipcios
utilizavam o cobre como um antisséptico para esterilizar agua de beber.*® Em torno de 1500
a.C., ha relatos do uso medicinal de unguentos & base de cobre. E conhecido ha muito tempo,
também, o uso de braceletes de cobre como um remédio popular para o tratamento de artrite.!

No entanto, o cobre foi reconhecido pela primeira vez como um elemento biolégico

essencial apenas em 1920, quando foi descoberto que dietas eficientes em cobre administradas
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a animais causavam anemia e que, além disso, sais de cobre corrigiam a doenca. O
reconhecimento do cobre como um elemento necessario para o desempenho de certas funcdes
bioldgicas aconteceu nesta mesma década. Assim sendo, este metal € um componente catalitico
para muitas enzimas, que atua exibindo atividade redutase-oxidativa e hidroxilases, auxiliando
no transporte de elétrons na citrocromo oxidase, atuando como co-fator em processos
metabdlicos envolvendo tecido articular/conectivo, co-fator para omelanogénese e o sistema
imunoldgico (seu papel como anti-inflamatorio), entre outros.?

Com base nisso tem havido na literatura um interesse crescente na investigacdo de
compostos de cobre (I1) que utilizam farmacos como ligantes ou para aplicacdo em drug
delivery, uma vez que este metal € um bioelemento e pode acarretar na redugdo da toxicidade
dos materiais, além das propriedades que este metal confere por ser um metal de transicdo, uma
vez que na teoria dos compostos de coordenacdo é bem sabido que ions de Cu (Il) possuem
configuracéo eletronica 3d°, com niimeros de coordenacao de 4 a 6, que incluem as geometrias
quadrado planar, tetraédrica, bipiramide trigonal, pirdmide de base quadrada e octaédrica.

A Tabela 1 mostra alguns materiais a base de ions Cu (lII) que utilizam farmacos como

ligantes ou ainda sdo aplicados em drug delivery.

Tabela 1 — Compostos a base de ions cobre (1) contendo farmacos como ligantes ou aplicados em drug delivery.

Compostos Farmaco Utilizagao do fArmaco Referéncia
Complexos Metdlicos
[Cu2(mef)2(H20)2] Acidomefenamico Ligante 13
[Cu2(ibf)2(H20)2] Ibuprofen Ligante 14
[Cu2(naprox)2(H20)2] Naproxeno Ligante 14
[Cu2(dicl)2(H20)2] Diclofenaco Ligante 14
MOFs
[Cuz(L2)(H20)2]n 5-Fluorouracil Drug Delivery 15
[Cu(L”)(4,4"-bipy)(H20)]a 5-Fluorouracil Drug Delivery 16

L = 2,5-di(3',5'-dicarboxilfenil) piridina; L’’= 4cido difenilmetano-4,4’-dicarboxilico.

Fonte: Autor
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1.3 Sistemas para liberacdo de farmaco

Sistemas para liberacdo de farmaco tém desempenhado importante papel no que se
refere a modos alternativos de administracdo de farmacos, vacinas e agentes de diagndstico.
Apesar do grande avango da industria farmacéutica observado no altimo século, as formulagdes
atuais sdo, via de regra, incapazes de se localizar em grande quantidade nos sitios especificos
de acdo. Quando um farmaco € administrado, via de regra, suas moléculas se difundem e se
distribuem por todo o corpo, resultando em efeitos colaterais indesejaveis. Portanto,
distribuicdo ndo especifica e 0 acimulo inadequado de agentes terapéuticos continuam sendo
grandes desafios para o desenvolvimento de farmacos.’

Atualmente, abordagens que buscam a administracdo controlada e em sitios especificos
de acdo mostram-se mais favoraveis frente aos métodos tradicionais. A melhoria nos resultados
terapéuticos centra-se principalmente em fatores como baixas dosagens, distribuicéo especifica,
reducdo na biodegradacdo, diminui¢do na frequéncia de administracdo, manutencdo do nivel
terapéutico e, consequentemente, reducéo nos efeitos colaterais e melhor adeséo do paciente ao
tratamento. 819

O design e a sintese de sistemas eficientes para aplicacdo em drug delivery sdo de vital
importancia para a medicina e satde. Desde a aprovacdo dos primeiros sistemas para drug
delivery pela FDA (US Food and Drug Administration) em 1989, a saber, Zoladex para cancer
de prostata e mama, e Lupron Depot para cancer de prostata e endometriose, diversos sistemas
estdo agora disponiveis comercialmente para o tratamento de varios tipos de cancer, infeccdes
e degeneracdo muscular.?

As inovacdes que vém sendo observadas na area de Quimica de Materiais aliadas a
Nanotecnologia vém auxiliando no desenvolvimento de diversos sistemas para drug delivery,
criando transportadores biodegradaveis, biocompativeis, direcionaveis e que apresentam
respostas a diversos estimulos. Entretanto, alguns fatores devem ser levados em consideracéo
antes do desenvolvimento desses sistemas, entre eles, a difusdo, a estrutura da matriz,
capacidade de adsorcdo, cinética e estimulos para a liberagéo.?!??

A Tabela 2 mostra um historico da aprovacdo de alguns sistemas para drug delivery
pela FDA. Na tabela consta também o nome comercial e o tipo de material, ano de aprovacéo,

tecnologia e indicacéo.
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Tabela 2 - Exemplos de sistemas de drug delivery aprovado pela FDA e disponiveis no mercado.

Nome Comercial Ano de~ Tecnologia Indicacéo
Aprovacao
Lipossomas e Micelas
Daunoxoma 1996 DaunorrubicinaLipossomal Sarcoma de Kaposi e HIV
Depocyt 1997 CitarabinaLipossomal Meningite por linfoma
Visudyne 1999 VerteporfinaLipossomal Degeneragdo muscular
DepoDur 2004 Sulfato de Morfina Lipossomal Dor p6s-operatéria
Materiais Biodegradéveis
Zoladex 1989 PLGA/Acetato de Gosserrelina Cancer de prostata e mama
LupronDepot 1989 PLGA/Acetato de Leuprolida Céncer de prostata e
endometriose
Gliadel 1996 Polifeprosan 20/Carmustina Gliobastoma multiforme
Vivitrol 2006 PLGA/Naltrexona Dependéncia de &lcool e 6pio
Proteinas
Zevalin 2002 Anti-CD20/itrio-90 Linfoma ndo-Hodgkin
Bexxar 2003 Anti-CD20/iodo-131 Linfoma ndo-Hodgkin
Abraxane 2005 Albumina/Paclitaxel Cancer de mama
Polimeros
Oncaspar 1994 PEG/L-asparaginase Leucemia linfoblastica aguda
PEG-intron 2001 PEG/Interferon alfa-2b Hepatite crénica C
Krystexxa 2010 PEG/Urato Oxidase Gota
Omontys 2012 PEG/Peginesatide Anemia

Fonte: adaptado de Zang et al., 2009.%°

Apesar desses avangos, nos ultimos anos é crescente a busca por novos materiais com
propriedades distintas que possam ser empregados em sistemas de drug delivery. Isto pode
aumentar de forma significativa a eficiéncia de diversos farmacos e agentes terapéuticos ja
existentes. Além disso, pesquisas mostram a viabilidade econdmica e temporal do
desenvolvimento desses sistemas. Enquanto o desenvolvimento de um sistema de drug delivery
tem um custo médio de US$ 20-50 milhdes com duracdo de 3-4 anos, um novo farmaco custa
em média US$ 500 milhdes com o tempo médio de 10 anos.®

Entre tais materiais, 0s MOFs apresentam-se como um dos mais promissores. Entre as
vantagens oferecidas estdo a possibilidade de ajuste da estrutura e tamanho de poro pela
mudanca dos centros metalicos e/ou ligantes organicos, elevado volume de poro, porosidade
regular, presenca de sitios ativos de ligacao dentro da estrutura o que permite uma facil adsor¢édo
de moléculas hdspedes, oferecendo oportunidades Unicas para Seu UsSO em areas como a

medicina e a biomedicina.?*?
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1.3.1 MOFs como sistemas de liberacéo de farmaco

A primeira familia utilizada como sistemas de liberacdo de farmacos foi aquela
denominada MIL (Materials of Institut Lavoisier), desenvolvida por Ferey e colaboradores. O
estudo consistia na liberacdo controlada do farmaco ibuprofeno incorporado nesta familia de
MOFs, mais especificamente o MIL-53 (Fe), e o estudo evidenciou o grande potencial deste
MOF ndo téxico em drug delivery. lbuprofeno foi incorporado numa proporcio de 0,210 g.g*
de MIL-53 (Fe) e a sua cinética de liberacdo investigada em tampéao SBF (simulated body fluid)
a 37°C. A completa liberacdo do farmaco ocorreu ap6s trés semanas e o longo tempo de
liberagdo foi atribuido a flexibilidade do MOF e as fortes interacbes ndo covalentes entre o
farmaco e a matriz porosa.?®

Desde entdo é crescente o desenvolvimento de MOFs para serem aplicados na liberacao
controlada dos mais diversos agentes terapéuticos como a doxorrubicina,?’” gencitabina,?® 5-
Fluoracil,?® imatinib,® ibuprofeno,® dxido nitrico,*%entre outros. Adicionalmente, vem sendo
relatado que a cinética de liberagdo pode ser afetada por diversos estimulos, entre eles a luz,*
0 pH,3 concentracio exdgena de cations e temperatura.®

No entanto, em aplicacdes bioldgicas como drug delivery, é recomendavel o uso de
materiais biocompativeis. Para tal, busca-se o uso de blocos de construcéo que sejam biologica-
e ambientalmente compativeis a fim de minimizar a toxicidade dos MOFs e aumentar a
biocompatibilidade, sendo normalmente utilizados os BioMOFs.®” Esses compostos envolvem
0 uso de metais biocompativeis tais como cobre, zinco, magnésio, célcio, ferro, dentre outros e
bioligantes como aminoacidos, peptideos, acucares, vitamina Bz, DNA, nucleotideos, bases
nitrogenadas, etc.3%%

Um dos primeiros MOFs dentro deste contexto foi o BioMOF-1 utilizado para
incorporacdo do farmaco procainamida. Este material é formado por gaiolas (cages) de
adeninato de zinco [Zng(adenina)s] interligadas pelo acido 4-4’-bifenildicarboxilico. A
procainamida foi incorporada numa proporgdo de 0,22 g.g* de material e sua cinética de
liberacdo avaliada em tampéo fosfato (PBS-phosphate buffered saline). A liberagdo manteve-
se constante até 20 horas, atingindo 100% a partir de 60 horas. A liberacdo da procainamida
ocorre pelo processo de troca catidnica, evidenciando que este processo pode ser ativado pela
concentragéo fisiologica de cations como Na* e K*.4°

Uma abordagem alternativa consiste no uso de farmacos como ligantes orgénicos na
construcdo do MOF, o que pode evitar a necessidade de grande area superficial para a adsorcéo

de uma elevada quantidade de farmaco.** Diversos BioMOFs vém sendo com sucesso
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construidos usando tal estratégia. Entre os mais notaveis estda 0 MOF chamado BioMIL-5,
baseado em ions Zn?* e &cido azelaico, com interessantes propriedades antibacterianas contra
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis;*> um MOF com propriedades
antioxidantes sintetizado a partir de ions magnésio e acido galico;* e o0 medi-MOF-1, baseado
em zinco e no bioligante curcumina que apresenta excelentes propriedades anti-inflamatérias,

antioxidantes, antineoplasicas e anti-HIV.*

1.4 Bases nitrogenadas como ligantes para construcdo de BioMOFs

Bases nitrogenadas possuem atomos de nitrogénio e oxigénio com pares de elétrons
isolados que permitem a essas biomoléculas agirem como ligantes multidentados. Assim, sua
rica capacidade de ligar-se a metais, assim como de formar ligaces de hidrogénio, aliada a
rigidez de sua estrutura molecular, fazem delas ligantes ideais para a construcdo de diversos
BioMOFs.* Neste contexto, a adenina por apresentar cinco potenciais sitios de coordenago,
sendo dois imidazolatos, dois pirimidinatos e um grupo NH>, cuja ordem de basicidade é dada
por: No> N> N7> N3> Nig, como mostrado na Figura 4, tem sido a base nitrogenada mais

extensivamente utilizada na construgio de BioMOFs.%

Figura 4 - Potencialis sitios de coordenagdo da adenina.

10
NH,
N
=N
S
P
N
S N3

Fonte: Burneo et al., 2015.%

Como mostrado na Figura 5, a adenina pode apresentar varios modos de coordenacéo.
Em a e b, a adenina atua como um ligante monodentado, principalmente através das posicdes
N3 e N9. Esta base nitrogenada também pode atuar como um ligante bidentado, apresentando
uma variedade de combinacdes, dependendo dos sitios de N que participam nas ligacdes com
0s metais. Em geral, as combinacGes possiveis estdo mostradas em c, d, e, f e g. Além de atuar
como um ligante bidentado, a adenina também pode se coordenar por meio de mais de dois

sitios de nitrogénio. Para MOFs, o0 modo de coordenagdo mais comumente encontrado é
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[N3,N7,N9], sendo mostrado pela letra h na Figura 5. Vale ressaltar que os modos menos

usuais de coordenacdo da adenina sdo o i e 0 j e que ela ainda pode estar coordenada por quatro
ions metélicos como mostrado em k.

Figura 5 - Representagdo dos diferentes modos de coordenacéo da adenina.

a b.
H.
Ng gt
D DY,
NN L~
7 H v
M M™
[N3] [No]
c d e. f g
H H. H
L N e "y Mgt e L
H v " ' M™
{ Nx) L / LA LA L N)
:43 \ N3 R{Q M3 NE N Ne 5"3 ij
MF MY MF MY H MY
[N3, NoJ [N7, No] [N1, No] [Ny, N7 [N3, N]
h 1 . . MT oy k
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Fonte: Burneo et al., 2015.4

A adenina apresenta ainda 14 tautémeros ndo substituidos, dos quais 0 9H-amino € a
espécie mais estavel em fase gasosa, em agua e no estado solido. O segundo tautbmero mais
estavel em fase gasosa e aquosa é a espécie 7H-amino. De acordo com calculos tedricos, 0

tautdmero 3H-amino e 1H,9H-imino sdo os proximos nessa ordem de estabilidade (ver Figura
6).47
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Figura 6 - Os quatro tautdmeros mais estaveis da adenina. O termo anti é referente a posicdo dos prétons nos
nitrogénios N1 e N6.
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Fonte: Lippert & Gupta, 2009.#

O equilibrio entre esses quatro tautbmeros da adenina pode ser afetado por fatores como
temperatura, polaridade do solvente, pKa do préton “movel” e modificagdes Quimicas no
esqueleto. Aliado a isso, a possibilidade de trés diferentes modos de coordenacéo, faz da
adenina um ligante ideal na obtencdo de MOFs, uma vez que pequenas modificacbes em
pardmetros de sintese como solvente, pH e temperatura podem conduzir & formacdo de

compostos com topologias e propriedades distintas.

1.5 Diclofenaco de Sédio

O diclofenaco de sédio (Figura 7) é um anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINE) com
tempo de meia-vida bioldgica de 1-2 horas e consequentemente requer doses mdultiplas para
manter o nivel terapéutico do farmaco no sangue.*

Baseado no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), o diclofenaco pode ser
classificado como um farmaco de Classe Il. Farmacos de Classe Il sdo aqueles com alta
permeabilidade, mas com solubilidade em meio aquoso insuficiente para dissolver a dose inteira
no trato gastrointestinal. Para estes farmacos a dissolugédo €, portanto, o passo limitante na

absorgo.*
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Figura 7 - Estrutura molecular do diclofenaco de sodio.

Cl O
NH Na

Cl

Fonte: Autor

O diclofenaco de sodio é um AINE, da classe do acido fenilacético, sendo largamente
prescrito para o tratamento de doencas inflamatérias tais como artrite reumatoide e
osteoartrite.®® Porém seu uso é limitado pela alta incidéncia de efeitos indesejados,
principalmente, sobre o trato gastrointestinal, que incluem irritacdo, sangramento, ulceracao e,
eventualmente, perfuracdo na parede géastrica. Além disso, esse farmaco é pouco solivel em
agua e em pH acido (< 3), mas é muito solGvel na faixa de pH entre 5 — 8. °!

Desta forma, estratégias que possam diminuir a super dosagem do farmaco, por meio
da liberacéo controlada, sdo de extrema importancia para aumentar a sua absorcao pelo paciente

e diminuir os efeitos adversos.>?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Sintetizar, caracterizar, realizar avaliacdo textural e avaliar o potencial em drug delivery
de dois sélidos de coordenacao baseados em ions cobre (11) e adenina, frente ao farmaco

diclofenaco de sodio.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar compostos de cobre (I1) contendo o ligante adenina, bem como caracteriza-
los por meio de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, difratometria de
raios-X de pod, analise térmica, analise elementar, analise de cobre, microscopia

eletrénica de varredura e ressonancia paramagnética eletronica.

e Realizar experimentos de adsor¢édo de nitrogénio para avaliacéo textural.

e Estudar a capacidade dos compostos obtidos em encapsular o farmaco diclofenaco de

sodio.

e Avaliar o potencial destes materiais na liberacéo controlada do diclofenaco de sodio in

vitro.

e Determinar a citotoxicidade (ICso) dos compostos obtidos frente a linhagem MRC-5

(células normais de fibroblastos pulmonares).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes usados no trabalho, por apresentarem elevada pureza, foram

utilizados sem nenhum tratamento ou purificacdo prévia e estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes e solventes utilizados no trabalho.

Reagente/Solvente Procedéncia
N,N-Dimetilformamida (DMF) Merck
Agua Destilada -
Acido Nitrico Vetec
Acido 4-4’-Bifenildicarboxilico (bpdc) Aldrich
Adenina Aldrich
Acetato de Cobre Aldrich

Fonte: autor

3.2 Sinteses
3.2.1 CUBA

Adenina (0,125 mmol), bpdc (0,25 mmol), acetato de cobre monohidratado (0,375
mmol), &cido nitrico (1 mmol), DMF (13,5 mL) e 4gua (1 mL) foram adicionados em um tubo
de teflon®e mantidos sob agitagdo por 30 minutos. O tubo foi ento selado em um reator para
sintese solvotérmica, colocado em estufa de programacao controlada e mantido a 130°C por 24
horas. O solido cinza esverdeado obtido foi filtrado e lavado trés vezes com uma mistura
DMF:H20 (13:1) e seco sob vacuo por 8 horas. Programacdo da estufa: 30-130°C em 2 horas;
130°C por 24 horas; 130-30°C em 12 horas (taxa de arrefecimento = 7,2 °C.min). Apés a
secagem, o material foi submetido ao processo de ativagdo via aquecimento do composto a

160°C por 24 horas sob vacuo. O composto foi entdo denominado de CUBA-ativado.
3.2.2 BioMOF-Cu®®

Adenina (1 mmol), acetato de cobre monoidratado (1 mmol) e agua (80 pL) foram
adicionados a um reator mecanoquimico e este permaneceu agitando a uma frequéncia de 25

Hz por 1 minuto, em temperatura ambiente. Apos o tempo de agitacédo, foi obtido um solido
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verde que foi posteriormente lavado com &gua e &cido acético na propor¢édo de 1:1 e seco sob
vacuo. Apos a secagem, o material foi submetido ao processo de ativacdo para retirada dos
solventes presentes nos poros. O processo de ativacdo deu-se por meio de aquecimento do
material a 110°C por 24 horas sob vacuo. O composto foi entdo denominado BioMOF-Cu-
ativado.

3.3 Caracterizacoes

3.3.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdmetro Nicolet 1S5 thermo Scientific (4000-400 cm™), com resolugdo de 4 cm™,

usando pastilhas de KBr.

3.3.2 Difracédo de raios-X de pé (DRX)

Os difratogramas foram obtidos no difratdmetro Siemens, modelo D5000, DIFRAC
PLUS XRD COMMANDER, instalado do Departamento de Fisico-Quimica deste Instituto.

3.3.3 Andlise térmica

As curvas TG-DTA foram obtidas utilizando o equipamento SDTQ600 da TA
Instruments, em cadinhos de a-Al;O3 (40 uL) para amostra e referéncia, que foram aquecidos
desde a temperatura ambiente até 800°C, obedecendo uma razao de aquecimento de 10°C min

1 Ar sintético foi utilizado como atmosfera do forno, com vazao média de 150 mL min.

3.3.4 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG)

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas em um microscopio
de alta resolucdo (TOPCON SM-300) operando entre 10 e 20 kV. As amostras foram colocadas

em suporte, cobertas com uma fina camada de carbono.
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3.3.5 Analise elementar

As analises elementares foram realizadas pela Central Analitica do 1Q-USP-SP usando
um microanalisador ELEMENTAR ANALYSER CHN modelo 2400 Perkin-Elmer, que
permite a determinacdo de porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio com preciséo de
+0,5 %.

3.3.6 Espectroscopia de absorcao eletrénica no UV-Vis

Os espectros eletronicos foram obtidos em solucdo aquosa para 0s ensaios de
encapsulacdo e em tampdo PBS para os ensaios de liberacéo do farmaco diclofenaco de sodio,
utilizando-se o equipamento Thermo Scientific UV-Vis Espectrophotometer-Evolution array e

cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico.

3.3.7 Ressonancia paramagnética eletronica (EPR)

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a Profa. Dra. Ana Maria da
Costa Ferreira, do Instituto de Quimica de S&o Paulo — USP. Os espectros de EPR foram obtidos
no espectrometro BRUKER, modelo EMX, operando na banda X (9,33 GHz), com poténcia de
20 mW e frequéncia de modulacdo de 100 kHz. Os experimentos foram realizados a 77K, no

estado solido.

3.4 Avaliacao textural do cluster CUBA: obtencdo de isotermas de adsorcao de N2

Informac0es sobre a textura porosa das amostras foram obtidas através dos dados de
adsorcdo-dessorcao de N2, usando 0 método volumetrico estético e intervalo de pressdo relativa
entre 0,002 e 0,998, e o equipamento ASAP 2020- Micrometrics, equipado com transdutores
para baixas (p < 10mmHg) e altas pressfes (10 < p < 1000mmHg) . As amostras foram pré-
tratadas a 160°C sob vacuo da ordem de 10° mmHg durante 24h, para eliminar vapores
adsorvidos nas cavidades. Importante salientar que antes da realizagdo dessas medidas, 0
material (CUBA) foi previamente ativado em estufa a vacuo, por 24h e temperatura de 160°C,

com a finalidade de retirar as moléculas de solvente presente nos poros do composto.



35

3.5 Anélise do teor de cobre por complexometria com EDTA%

Para a analise do teor de cobre foram pesados 5 mg da amostra em uma balanca analitica
com incerteza de 0,01 mg. A amostra foi aberta pela adicdo de 5 gotas de solugdo aquosa de
HNO3z (70 % m/m) a quente. Apds o resfriamento, adicionou-se 1 mL de solucdo tampé&o de
acetato de amoénio 2 mol/L e, em seguida, um excesso conhecido de solugdo de EDTA 0,01
mol/L, suficiente para complexar todo o cobre (I1) presente na amostra. Seguiu-se o0 ajuste do
pH para 5 = 0,1 e a adicdo do indicador alaranjado de xilenol, em quantidade suficiente para
observar a cor amarela. Em seguida, a mesma foi submetida a titulagdo com solucéo ZnCl, 0,01
mol/L, previamente padronizada com EDTA. A viragem foi observada pelo aparecimento da

cor rosa. O teor de cobre foi calculado através da Equacéo 1:

Equacdo 1: Tcu = MMcu X (Cepta X VeDTA - Cznciz X Vznci2) + Mamostra

Onde, Tcy = teor de cobre
Mcy = concentragdo da solucéo de EDTA
CepTa = concentracdo da solugdo de EDTA
VepTa = Volume da solucdo de EDTA
Cznci2 = concentracdo da solucédo de cloreto de zinco
Vznci2 = volume da solucao de cloreto de zinco

Moamostra= Massa da amostra pesada

3.6 Metodologia Computacional para proposicao estrutura do CUBA

Os dados de composicdo elementar tedrica foram gerados através do programa
ACD/Chemsketch version 12.0.° O esquema 2-D do cluster de cobre foi planejado no
programa BIOVIA Discovery Studio.®® Finalmente, para optimizacdo 3-D fez-se uso de
mecanica molecular através da parametrizagio CHARMM.®" O arquivo de saida foi salvo no
formato MDL molfile.
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3.7 Drug Delivery

3.7.1 Ensaio de encapsulacéo do farmaco diclofenaco de sédio

O farmaco diclofenaco de sddio (DS) foi encapsulado em ambos os compostos obtidos
neste trabalho, através do seguinte procedimento experimental:

Foram dissolvidos 200 mg de diclofenaco de sodio em 42 mL de dgua Mili-Q (4,7612
mg.mL™). Posteriormente nesta solucéo foi disperso 60 mg do CUBA-ativado e BioMOF-Cu-
ativado. Os recipientes foram fechados e mantidos sob agitacdo por um periodo de contato de
2,4 e 7 dias, para o composto CUBA-ativado e 4 dias para o0 composto BioMOF-Cu-ativado.
Ao final, as suspensdes foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram
recolhidos e submetidos a analise por espectroscopia de absorcdo eletrénica no UV para
determinacéo indireta da quantidade de diclofenaco adsorvida. Foi construida, entdo, uma curva
de calibragdo nas concentragdes de 2,5, 5, 15, 25 e 35 pg.mL™ com medidas de absorbancia
realizadas em A =275 nm (maximo de absor¢do do diclofenaco), utilizando agua Milli-Q como
branco. Os pellets obtidos apds centrifugacdo foram lavados varias vezes com uma solucao
agua/etanol (1:1) e secos em dessecador e submetidos a espectroscopia no infravermelho,
difracdo de raios-X de pé e analise térmica. Depois desse processo, os pellets foram chamados,
de DS@CUBA2, DS@CUBA4, DS@CUBAT7 (para os tempos de contato de 2, 4 e 7 dias) e
DS@BioMOF-Cu4 (para o tempo de contato de 4 dias).

3.7.2 Ensaio de liberacédo do farmaco diclofenaco de sodio

Em 10 mL de tamp&o PBS pH 7,4 foram dispersos 5 mg de DS@CUBA2,DS@CUBA4,
DS@CUBA7 e DS@BioMOF-Cu4. Essas dispersdes foram mantidas sob agitacdo branda a
temperatura de 37°C, e aos tempos de 0,5; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24; 36; 48; 60; 72; 84; 96; 108;
120; 132; 144; 156; 168 e 192 horas, foram centrifugadas e uma aliquota de 4 mL dos
sobrenadantes foram retiradas para determinacdo do teor de diclofenaco de sddio e
posteriormente foram adicionados 4mL de tampédo PBS pH 7,4. As aliquotas retiradas foram
entdo submetidas a analise de espectroscopia de absorcdo molecular no UV para determinacao
do teor de diclofenaco e posterior construcdo da curva de liberacdo do diclofenaco em funcéo
do tempo a partir do DS@CUBA2,DS@CUBA4, DS@CUBA7 (para os tempos de contato de
2,4 e 7 dias) e DS@bioMOF-Cu4 (para o tempo de contato de 4 dias). Para determinacdo da

concentracdo de diclofenaco foi construida uma curva de calibracdo nas concentracdes de 1,25,
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25,5, 15,25 e 35 pg.mL™ com medidas de absorbancia em A = 275 nm (méximo de absorcio

do diclofenaco), utilizando tampéao PBS pH 7,4 como branco.

3.7.3 Ensaio de citotoxicidade

Em colaboracgéo com o Prof. Dr. Fernando Pavan e a pés-doutoranda Patricia Bento da
Silva, do Departamento de FArmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara — UNESP, foram realizados ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular in
vitro frente a linhagem MRC-5 (células normais de fibroblastos pulmonares) para todos com
compostos obtidos neste trabalho, com o intuito de determinar o valor de 1Cso, que corresponde

a concentracdo minima necessaria para matar 50% das células.

Cultura de Células

As celulas MRC-5 foram obtidas da American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA) e incubadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina 100 U/mL,; streptomicina
100 pg/mL). As culturas foram mantidas num ambiente umidificado a 37 °C com 5% de COz e

subcultivadas duas vezes por semana.

Testes de Citotoxicidade

Foi utilizado um ensaio de redugéo da resazurina para investigar a citotoxicidade de toda
a serie de compostos obtidos neste trabalho (CUBA, BioMOF-Cu, DS@CUBAZ2,
DS@CUBA4, DS@CUBA7, BioMOF-Cu-4D juntamente com o ligante adenina e a
doxorrubicina como controle positivo) em relacdo as células MRC-5. O ensaio baseia-se na
reducdo do corante indicador, resazurina, na resorufina altamente fluorescente por viabilidade
celular. As células ndo viaveis perdem rapidamente a capacidade metabolica para reduzir a
rezasurina e assim ndo produzem um sinal fluorescente. Resumidamente, as células foram
separadas por tratamento com tripsina/ EDTA 0,25% (VitroCell, Brasil) e 2,5x10*celulas foram
colocadas em cada pogo de uma placa de cultura celular de 96 pogos (Costar, EUA) num volume
total de 100 pL. As células foram deixadas aderir durante a noite e depois foram tratadas com
diferentes concentracdes de farmacos. Apds 24 h de incubacdo na presenca dos compostos,
removeu-se 0 meio de adicionaram-se 50 pL de resazurina (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,01%

p /v em DMEM a cada poco e incubaram-se as placas a 37 °C durante 3 h.
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A fluorescéncia foi medida em leitor de placas Biotek Synergy H1 (Biotek, Winooski,
VT) utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 530 nm e um comprimento de onda
de emissdo de 590 nm. As células ndo tratadas constituiram o controle negativo (células viaveis)
e as células tratadas com doxorrubicina a 100 nmol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
constituiram o controle positivo (células mortas). Todos os testes foram realizados em triplicata.
Os valores de ICso representam as concentragdes das amostras necessarias para inibir 50% da
proliferacdo celular e foram calculadas a partir de uma curva de calibracdo por curvas de

regressdo utilizando GraphPad Prism versdo 5.01.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cluster heptanuclear de cobre(ll) (CUBA)

Para sintese deste material, foram testadas diversas condi¢es experimentais (variacdo
da concentracdo metal:ligante, mudanca na temperatura de resfriamento da sintese e adicao de
surfactantes) na tentativa de obtencdo de um BioMOF. Porém foram enfrentados alguns
problemas na execucdo desta sintese, uma vez, que hd uma dificuldade muito grande em
reproduzir este material, além disso era necessario realizar uma limpeza minuciosa dos copos
de teflon utilizados para sintese solvotérmica, para diminuir os contaminantes e também
obtengdo do mesmo material.

Além disso, na sintese dos MOFs sdo utilizados ligantes pontes para ajudar no
crescimento tridimensional da rede, sendo que neste trabalho foi utilizado o ligante bpdc, que
posteriormente foi visto sua ndo incorporacdo na estrutura, culminando na nao formacao do
MOF desejado. Uma possivel explicacdo para ndo coordenacdo do bpdc aos ions de cobre (11)
se deve muito provavelmente a menor forca de ligagdo Cu-O, quando comparada a ligacédo Cu-
N e uma possibilidade de compensar isso seria aumentar muito a quantidade desse ligante em
relacdo a adenina. Uma outra possibilidade seria substituir o acetado de cobre usado como

material de partida por outra fonte de ions Cu(Il) como nitrato ou cloreto.

4.1.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos ligantes bpdc e adenina e do

CUBA estéo ilustrados na Figura 8.
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Figura 8 - Espectros vibracionais no infravermelho dos ligantes e do material obtido (CUBA).
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Fonte: Autor

As principais frequéncias vibracionais observadas nos espectros dos ligantes®®® e do

material obtido, bem como as suas atribui¢@es, sdo mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Principais frequéncias na regido do infravermelho dos ligantes livres e do material obtido (CUBA).

Frequéncia / cm™

Atribuicéo
bpdc adenina CUBA
vOH - — 3358s 3433s
vasNH - 3269m 3262
vsNH - 3120b 3108
vCH 2972w, 2822w 2972s 2920w, 2853w
vC=N7 - 1672s -
vasCOO (acetato)” 1680s, 1603s - 1622vs
6CH +3CN - 1454m 1468m
ONCH - 1414s 1410m
vsCOO - - 1384m
yC8-H + yC2-H - 1365m -
vC-N-C - 1334s 1341w
vNC + 6CH - - 1277w
vCNH; - 1249m 1210m
vNC + 8CH - 1027w 1034vw
vNC + tNH> 846s (6CH) 845s 832w
8OCO (acetato)” 757s - 743vw
8tCar Car Car - - 777m
danel - 642b 644m

*Ver a seguir
v = estiramento, 0 = deformagdo angular, y = deformagdo fora do plano, r = balango (rocking), np = no plano, fp = fora do plano.
b= broad, m= médium, s= strong, v= very, w= weak.

Fonte: Mathlouthi et al., 1984; Sienkiewicz-Gromiuk et al., 2014 e Silverstein et al., 2005.

As principais observagoes que podem ser tiradas da comparagao entre esses espectros
vibracionais, mostrados na Figura 8, sdo que apenas o ligante nitrogenado esta presente na
esfera de coordenacéo dos ions cobre (11), que é completada com a coordenacéo de ions acetato
(presenca de bandas em 1622, 1384 e 743 cm™, associadas respectivamente aos modos
vibracionais vaCOO, sCOO e 60CO) proveniente do sal precursor. Ja a presenca do ligante
adenina pode ser confirmada principalmente pela presenca das bandas: estiramento assimétrico
NH em 3262 cm™ (vasNH); estiramento simétrico NH em 3108 cm™ (vsNH); estiramento

carbono-nitrogénio em 1341 cm™ (vC-N-C) e estiramento carbono-amina em 1210 cm™ (vC-
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NH.). Além disso, pode ser observada também no espectro vibracional do composto, uma banda
intensa centrada em 3433 cm™, que deve estar relacionada a presenca de moléculas de agua,

que corresponde a quase 10% do material, como foi depois verificado por analise térmica.

4.1.2 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugéo

A Figura 9 ilustra as imagens de microscopia MEV-FEG do CUBA.

Figura 9 - Microscopia eletrénica de varredura do composto: a) 500x; b) 5.000x e ¢) 10.000x.
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Fonte: Autor

As imagens MEV-FEG evidenciaram a formagao de um material de baixa cristalinidade
(resultados esses que por si ja apontavam para a ndo obtengdo do MOF desejado) formado por
aglomerados de dimensdo nanométrica, que se organizam em uma estrutura maior, semelhante
a de um coral, o que confere ao material uma alta porosidade de superficie. Devido a esta
propriedade, o composto foi posteriormente investigado como transportador do agente

terapéutico diclofenaco de sodio.

4.1.3 Difracao de raios-X de p6

A Figura 10 apresenta os padrdes de difracdo do CUBA antes e apds a ativacdo do

material, que foi realizada em estufa a vacuo, a 160°C, durante 24 h.
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Figura 10 - Padrédo de difracdo de raios-X de p6 para 0 CUBA, antes e ap0ds a ativacao.
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Fonte: Autor

Com esta técnica foi possivel verificar a baixa cristalinidade do composto obtido, o que
ja era o primeiro indicio de que ndo deveria tratar-se de um BioMOF, uma vez que 0s MOFs
sdo materiais altamente cristalinos. Por outro lado, a Figura 10 evidencia que ap06s a ativagéo,
0 CUBA manteve o mesmo padréo de difracdo observado para o composto ndo ativado, sendo
gue em ambos os difratogramas os picos de difracdo puderam ser observados no mesmo valor
de 26 (43,17° e 50,26°). Este resultado é bastante positivo, uma vez que a ativacao ndo alterou

a natureza do composto.

4.1.4 Analise térmica

A Figura 11 apresenta as curvas TG e DTA do CUBA antes da ativacdo. A primeira
perda de massa (8,61 %) pode ser observada entre 30 e 274 °C e pode ser atribuida a saida de
moléculas de solvente, sendo eles, &gua, DMF e cations dimetilambnio oriundos da
decomposicdo térmica do DMF em condigdes solvotérmicas. A segunda perda de 23,95% de
massa ocorre no intervalo de 274 — 398 °C pode estar relacionada com a eliminacdo da matéria
organica contida no material, sendo acompanhada por um evento exotérmico em 302 °C. Houve
na etapa final da decomposicdo do material, a formacdo de um residuo, correspondendo a

67,44% da massa inicial.
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A temperatura onset (Tonset), €ncontrada para 0 CUBA, que tem sido utilizada como

indicativo da estabilidade térmica de um composto, € igual a 274 °C.

Figura 11 - Curvas TG e DTA obtidas para 0 CUBA néo ativado.
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Fonte: Autor

A Figura 12 mostra as curvas TG e DTA obtidas para 0 CUBA-ativado. Apds processo
de ativacdo a 160 °C por 24 horas sob vacuo foi possivel observar a variacdo da Tonset de 274
para 255 °C e, também uma perda de massa de 10,01% entre a temperatura ambiente e 255 °C
referente a saida das moléculas de 4gua (como o IV ja havia mostrado), juntamente com 0 DMF
e cétions dimetilaménio oriundos da decomposicdo térmica do DMF em condicOes
solvotérmicas. A segunda perda entre 255-363 °C pode estar relacionada com a eliminacéo da
matéria organica contida no material, cuja perda de massa foi de 30,72%, sendo acompanhada
por trés eventos exotérmicos em 278, 316 e 360 °C, respectivamente (dois dos quais, também
observado na Figura 11 com intensidades bem mais baixas). Na etapa final da decomposicéo

térmica do material, houve a formacédo do residuo, sendo este, 59,27% da massa inicial.
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Figura 12 - Curvas TG e DTA obtidas para 0 CUBA-ativado.
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Fonte: Autor

A Tabela 5 resume os dados obtidos das curvas TG e DTA para 0os compostos CUBA-

sem ativar e CUBA-ativado.

Tabela 5 — Dados referentes a analise térmica dos compostos CUBA- sem ativar e ativado.

Temperatura Perda de Massa Picos Exotérmicos

Composto Atribuicéo C) (%) C)

Solventes Tamp. — 274 8,61 —

CUB_A-sem Ellmlna(;?o' matéria 274 398 23,95 302
ativar organica

Residuo 398 - 800 67,44 —

Solventes Tamb. — 255 10,01 —

CUBA-ativado ' Minacéo materia 255 363 30,72 278, 316 e 360

organica

Residuo 352 — 800 59,27 —

Fonte: Autor

Vale ressaltar que em ambos os termogramas do material (ativado e sem ativar), a
porcentagem residual encontrada é muito elevada, quase 70% da massa inicial do CUBA,

sugerindo tratar-se de um cluster de cobre. Com base nesses resultados, foi obtido o0 DRX de
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po do residuo da decomposicdo térmica do material, e comparado com um banco de dados, para
tentar identificar os possiveis compostos que poderiam estar presentes no solido. A Figura 13
mostra o difratograma referente ao residuo gerado na analise térmica, além de dois padrdes de
difracdo de raios-X obtidos através da base de dados - Inorganic Crystal Structure Database
(ICSD) - referentes as possiveis estruturas que podem estar presentes no residuo do CUBA.

Figura 13 - Comparacdo entre o padrao de difracdo de raios-X do residuo da TG do CUBA e os padrdes obtidos
pelo banco de dados ICSD de CuO e Cu4Os.
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Fonte: Autor

Com base na Figura 13, podemos inferir que o residuo da analise térmica consiste em
uma mistura de 6xido de cobre (1) e o cluster metalico paramelaconita (Cu4O3). Uma vez que
na sintese deste material utilizou-se um sal de cobre (II), é de se esperar a formacdo do 6xido
de cobre (Il) (CuO), e este quando aquecido a temperaturas de 500-600 °C h& uma leve
decomposicio do CuO em Cu20.5! O 6xido de cobre (I1) quando na presenca do 6xido de cobre
(1) ira reagir para a formagdo do cluster metélico.5%63 Como a andlise térmica do material foi
realizada até 900°C foi possivel a formacéo dos dois 0xidos, uma vez que o cluster pode ter se

formado a partir da reacéo representada pela Equacao 2.

Equacéo 2: 2 CuO + Cu20 — Cu4Os
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4.1.5 Fisissorcao de N2

A Figura 14 ilustra a isoterma de fisissor¢do de N2 obtida pelo método BET do CUBA-
ativado (160 °C, 24 horas, sob vacuo). Como esperado, a isoterma obtida apresentou
comportamento do tipo 111, tipico de s6lidos n&o porosos.®*

As isotermas do tipo 11 se originam sob condi¢6es nas quais as moléculas de gas tém
maior afinidade umas pelas outras do que pela superficie do adsorvente, sendo que, as

interacdes adsorvente-adsorvato sio relativamente fracas.®

Figura 14 - Isoterma de fisissogdo de N, parao CUBA-ativado.
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Fonte: Autor

Apesar do CUBA-ativado apresentar uma isoterma do tipo Ill, tipica de s6lidos ndo
porosos, as imagens de microscopia eletrénica de varredura (ver Figura 9) evidenciaram a
presenca de poros de superficie. A Figura 15 ilustra a distribuicdo do diametro de poro obtida
pelo método de BJH para o material. O didmetro dos poros varia de 6,83-83,58nm, com
didmetro médio de 35,87 nm.
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Figura 15 - Curva de distribui¢do do didmetro de poro (BJH) parao CUBA-ativado.
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Fonte: Autor

A Tabela 6 resume os dados relacionados a porosidade do CUBA-ativado obtidos pela

medida de adsorcdo de N2, bem como o valor da area superficial calculada pelo método de BET.

Tabela 6— Resumo dos dados obtidos pela medida de fisissor¢do de N, para 0 CUBA-ativado.

Area Superficial (BET) 55,13 m* g
Volume de Poro (BJH) 0,49 cm3g?
Diametro Médio de Poro (BJH) 35,87 nm

Fonte: Autor

Com os dados obtidos, pode-se inferir que o material obtido realmente ndo é um MOF
ja que apresenta uma baixa area superficial, além de sua isoterma ser caracteristica de sélidos
ndo porosos. Em contrapartida, o material apresenta poros de superficie, o que justifica seu uso

como uma matriz em ensaios de drug delivery.
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4.1.6 Ressonancia paramagnética eletronica (EPR)

E bem sabido que os espectros de EPR podem auxiliar no diagndstico da geometria de
coordenacdo de sistemas paramagnéticos bem como elucidar a natureza das distor¢des das
simetrias ideais.%® O cobre (*3Cu ou ®°Cu) tem spin nuclear | = 3/2, o qual da origem ao
desdobramento hiperfino entre o elétron desemparelhado e o proprio ndcleo. Assim, um
espectro de EPR de complexos de Cu (Il) consiste de quatro linhas largas {(21 + 1) = 2(3/2) +
1 = 4}. Mas, para muitos compostos, os elétrons d estdo deslocalizados em uma consideravel
extensdo por sobre os ligantes e, assim, se 0s atomos dos ligantes tiverem eles mesmos um spin
nuclear, entdo se pode esperar por padrdes de desdobramento superhiperfino sobrepostos a estas
linhas.%78

A Figura 16 apresenta o espectro de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) obtido

para o composto CUBA, no estado sélido, a 77 K.

Figura 16 - Espectro EPR do composto CUBA, no estado sélido a 77 K.
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Fonte: Autor

O espectro de EPR obtido para o composto indica uma simetria axial, ou seja, 0
ambiente ao redor do ion Cu (I1) no eixo z é diferente do ambiente nos eixos Xy, que sao iguais
e 0 parametro g, tem maior valor do que o g..%° Sendo assim, obteve-se uma relagio g;> g.> 2

para 0 composto, sugerindo um sitio de coordenagdo com geometria tetragonal distorcida.
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A relacdo g/ A, estima o grau de distor¢éo da espécie quadrado planar de cobre(ll). Os
valores de g;/ A entre 110-120 cm sdo tipicos de complexos planares, enquanto que o intervalo
de 130-150 cm ¢é caracteristico de pequena para moderada distor¢do, enquanto que o intervalo
de 180-250 cm indica consideravel distor¢do tetraédrica.’® Para o composto CUBA obteve-se
um valor igual a 130 cm, sugerindo que a geometria ao redor do ion é quase quadrado planar.
Além disso, nenhuma banda correspondente as transi¢des AMs = £ 2 (em campos ~1500G) foi
observada no espectro, sugerindo que ndo ha interacdo Cu — Cu.” Portanto os ions metalicos

no clusters interagem via os ligantes em ponte, como era esperado.

4.1.7 Analise elementar e férmula minima

Devido a formagdo dos o0xidos CuO e Cu4Oz no residuo da analise téermica, houve a
necessidade de determinar o teor de cobre no composto CUBA através da técnica de
complexometria com EDTA.

A titulagdo complexométrica foi realizada em triplicata, sendo encontrado um valor
médio de 50,10 % de cobre. Esse valor foi obtido utilizando a Equacdo 1 ja apresentada

anteriormente:

Equa(;éO 1: Tcu = MMcy X (CEDTA X VEepTA - Cznci2 X VZnCIZ) + Mamostra

A Tabela 7 apresenta os resultados da analise elementar e do teor de cobre para esse

material.

Tabela 7 — Analise elementar e teor metalico para 0 CUBA.

% dos elementos

Resultados
C H N o* Cu
Teorico 19,40 1,90 14,20 19,40 45,00
Experimental 20,81 1,66 16,93 10,50 50,10

%0 = %(100 - Cu—-C—-N —H)

Fonte: Autor

A partir dos resultados analiticos mostrados na Tabela 7, bem como dos dados
espectroscépicos, foi possivel tentativamente propor para o composto CUBA a férmula minima
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C16H10N10012Cuy7. Cabe salientar que a caracterizacao estrutural do cluster ndo foi possivel por
causa da baixa cristalinidade do sélido (ver Figura 10).

De qualquer modo, uma das possibilidades estruturais esta ilustrada na Figura 17, onde
pode ser observada a presenca de um cluster contendo sete ions metalicos, no estado de
oxidagdo 2+, no qual o ion central encontra-se em um ambiente octaédrico distorcido, enquanto
os demais atomos de cobre apresentam-se com geometria quadratica planar notavelmente
distorcida (em alguns casos é denominado como quadrado planar tetraedricamente distorcido).
A conexao entre os metais no cluster [Cu7Os(Ac’)z(adenina);] é feita entdo pelos anions oxo em
ponte, anions acetato e duas moléculas de adenina coordenada através dos atomos de nitrogénio
N3 e NO.

Figura 17 - Representacdo de uma possivel estrutura para o cluster CUBA (o programa utilizado para otimizacdo

da estrutura 3D foi 0 Accelrys Discovery Studio 4.1, que possui parametrizacao para o cobre). Nestes arquivos 0s
hidrogénios estdo omitidos para melhor visualizagao.

Fonte: Autor
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4.2 BioMOF-Cu

A repreparacao deste MOF, ja descrito na literatura, permitiu utilizar neste trabalho uma
metodologia sintética diferente da técnica solvotérmica (usada para a sintese do cluster CUBA),
que consistiu no uso da Mecanoquimica. Em consonancia com os principios da Quimica
Inorganica Verde, através dessa estratégia sintética pode-se obter o material desejado a
temperatura e pressdo ambientes, em um tempo muito curto de reacdo (apenas alguns minutos),

além de evitar o0 uso de solventes organicos.

4.2.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho do ligante adenina e do BioMOF-

Cu estéo ilustrados na Figura 18.

Figura 18 - Espectros vibracionais no infravermelho da adenina e do BioMOF-Cu.
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Fonte: Autor

As atribuicdes das frequéncias vibracionais presentes no ligante>®° e no material obtido

sdo mostradas na Tabela 8.



53

Tabela 8 - Principais frequéncias na regido do infravermelho do ligante adenina e do material obtido.

Frequéncia/ cm™

Atribuigao Adenina BioMOF-Cu
vasOH 3358w 3372br
vasNH 3269m 3200br
vsNH 3120b 3170br

vCHaiitatico 2972m 2956w
vasCOO (acetato) 1672s 1669br
vC=C + 6NH, 1603s 1600br
ONCH 1414s 1409br
yC8-H + yC2-H 1365m 1340w
vC-N + vC=N 1310s 1304w
vCNH; 1249m 1206m
danel 1122w 1147m

vNC + tNH> 849s 844w
danel 638b 649w

v = estiramento, 0 = deformagdo angular, y = deformagdo fora do plano.
b= broad, m= médium, s= strong, v= very, w= weak.

Fonte: Autor

A partir da observacdo dos espectros vibracionais da adenina e do BioMOF-Cu
mostrados na Figura 18, podemos inferir a presenca do ligante na esfera de coordenacdo dos
ions cobre (Il), devido a presenca das bandas caracteristicas da adenina no espectro do
composto obtido.
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4.2.2 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolucéo

A Figura 19 ilustra as imagens de MEV-FEG do BioMOF-Cu.

Figura 19 - Microscopia eletrénica de varredura do composto: a) 1.500x; b) 50.000x, c¢) 10.000x, d) bio-MOF
[Cu(ade)(OAC)]-0,88H20-0,50HOAC™,

d) bio-MOF [Cu{ade)}(OAc)]-0,88H20:0.50HOAC

Fonte: Autor

De acordo com Chunmei Jia e colaboradores® a imagem de microscopia (Figura 19d)
evidenciou a formagdo de um material em escala nanomeétrica com uma textura rugosa e
homogénea conferindo ao material uma alta porosidade. Quando se compara esta imagem com
as obtidas no presente trabalho (Figuras 19a-c), podemos perceber caracteristicas morfoldgicas
semelhantes. Com base na estrutura porosa deste material, podemos inferir que ele apresenta
uma potencialidade para aplicagdo em drug delivery.
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4.2.3 Difracéo de raios-X de po

Uma vez que a sintese utilizada neste trabalho foi uma sintese ja reportada na
literatura®, houve a necessidade de verificar se o padrio de difracio se manteve inalterado apds
a reproducdo do material.

A Figura 20 apresenta os padrdes de difragdo do BioMOF-Cu sem ativar, BioMOF-

Cu-ativado e o padréo de difracdo obtido através da base de dados ICSD.

Figura 20 - Padréo de difracdo de raios-X de p6 para 0 BioMOF-Cu: ICSD, sem ativar e ativado.
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Fonte: Autor

Analisando os difratogramas, podemos inferir que apds a realizagéo da sintese o perfil
cristalino do material obtido se manteve o0 mesmo quando comparado com o da literatura,
indicando a formacdo do mesmo material, sendo neste caso o0 bio-MOF
[Cu(ade)(OAc)]-0,88H20:0,50HOAc,>*% chamado neste trabalho de BioMOF-Cu. A
estrutura cristalina do bio-MOF[Cu(ade)(OAc)]-0,88H20-0,50HOAc pode ser vista na
Figura 21.
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Figura 21 - Estrutura cristalina do bio-MOF [Cu(ade)(OAc)]-0,88H20-0,50HOAC: a) SBU com geometria
paddle-wheel ligados pelos nitrogénios Ns e Ng da adenina; b) SBU infinita do bio-MOF e c¢) Estrutura
tridimensional da rede
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N9 N3

Fonte:Sonia Pérez-Yafez et al.®

Vale ressaltar que ap6s o processo de ativacdo (110°C, 24h, vacuo) o BioMOF-Cu
manteve o mesmo padrdo de difracdo observado para o composto sem ativar, sendo este um
resultado bastante positivo, uma vez que a ativagdo ndo alterou a natureza cristalina do

composto.

4.2.4 Analise térmica

A Figura 22 apresenta as curvas TG e DTA do BioMOF-Cu-sem ativar. A perda de
6,65% em massa observada a partir da temperatura ambiente até 87 °C pode ser atribuida a
saida das moléculas de agua contidas nos poros do material, sendo acompanhada por um pico
endotérmico em 62 °C. A segunda perda, correspondente a 73,18% de massa, foi observada
entre 87-349 °C e pode ser referente a eliminacdo da matéria organica contida no material,
sendo acompanhada por dois picos exotérmicos em 337 e 346 °C. Houve na etapa final da
decomposic¢éo térmica do material a formacéao do residuo, sendo este, 20,17% da massa inicial.
A temperatura onset (Tonset), encontrada para 0 BioMOF-Cu sintetizado neste trabalho, é igual
a 302 °C.
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Figura 22 - Curvas TG e DTA obtidas para 0 BioMOF-Cu ndo ativado.
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Fonte: Autor

A Figura 23 mostra as curvas TG e DTA obtidas para 0 BioMOF-Cu-ativado. Apés
processo de ativacdo a 110 °C por 24 horas sob vacuo, foi possivel observar a variagao da T onset
de 302 para 338°C e também uma perda de massa de 2,46% entre a temperatura ambiente até
63 °C referente a saida das moléculas de agua contidas nos poros do material. Essa perda de
2,46% apresentada na curva TG do BioMOF-Cu-ativado é bem inferior aos 6,65% de perda
de massa observada no BioMOF-Cu-sem ativar. A segunda perda, correspondente a 77,93%
de massa, foi observada entre 63—-375 °C e pode ser referente a eliminacdo da matéria organica
contida no material, sendo acompanhada por dois picos exotérmicos em 356 e 376 °C. Houve
na etapa final da decomposicdo térmica, a formacao do residuo, sendo este, 19,61% da massa
inicial. Com base nos dados apresentados, podemos inferir que o processo de ativacdo foi
eficiente (mas ndo completo, ver a seguir) na remocao das moléculas de &gua oclusas na

estrutura porosa do material.



Figura 23 - Curvas TG e DTA obtidas para 0 BioMOF-Cu-ativado.
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Fonte: Autor

A Tabela 9 resume os dados obtidos das curvas TG e DTA para os compostos BioMOF-

Cu-sem ativar e BioMOF-ativado.

Temperatura (°C)

Tabela 9 — Dados referentes a analise térmica dos compostos BioMOF-Cu-sem ativar e ativado.

Composto Atribuicio Temperatura Perda de Massa Picos Exotérmicos
P ¢ cc) (%) ¢c)
Agua Tamp. — 87 6,65 62 (endotérmico)
BloMOI_:-Cu- Ellmlna(;?o' materia 87 349 73,18 337 6 346
sem ativar organica
Residuo 349 — 800 20,17 —
Agua Tamp. — 63 2,46 —
BloMOF—Cu— Ellmlna(;?o_ materia 63 - 375 77,03 356 ¢ 376
ativado organica
Residuo 375-800 19,61 —

Fonte: Autor
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4.2.5 Fisissorcao de N2

Com base nas caracterizacOes apresentadas para 0 BioMOF-Cu e valendo-se do fato
que este material foi sintetizado com base na literatura,®*®* ha evidéncias que houve a formagéo
do bio-MOF[Cu(ade)(0Ac)]-0,88H20-0,50HOA ¢, como ja havia sido previsto anteriormente,
uma vez que as caracterizagdes obtidas neste trabalho estdo de acordo com as da literatura.
Segundo Sonia Pérez-Yafez e colaboradores® 0 bio-
MOF[Cu(ade)(OAc)]-0,88H20-0,50HOAc apresenta curvas de adsor¢do que se assemelham
a uma isoterma do tipo I, sendo caracteristico de um sélido cristalino microporoso (< 2 nm)
com distribui¢éo de tamanho de poro uniforme.

Para solidos microporosos, a isoterma do tipo | (Figura 24) mostra um ramo quase
vertical na primeira regido da curva. Isto se deve a grande facilidade de adsor¢do em poros com
diametros menores que 20 A. Apds o preenchimento dos microporos, que acontece em ordem
crescente de tamanho, praticamente ndo ha outras regides onde a adsor¢éo seja significativa. A
curva, portanto, mostra uma regido quase constante que volta a crescer quando o fendmeno de

condensacéo comeca a ocorrer.®

Figura 24 - Isoterma de fisissor¢éo de N para o bio-MOF [Cu(ade)(OAc)]-0,88H20-0,50HOAC.
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Fonte: Sonia Pérez-Yafez et al.%*

A Tabela 10 resume os dados experimentais e tedricos relacionados a porosidade do
material obtido por Sonia Pérez-Yafez e colaboradores® pela medida de adsorcéo de N2, bem
como o valor da area superficial calculada pelo método de BET. Vale ressaltar que ndo foi
possivel comparar os dados da literatura com os obtidos neste trabalho, uma vez que, houve

problemas no equipamento, ocasionando ao ndo recebimento do resultado a tempo de serem
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colocados nesta dissertacdo. Porém, espera-se valores muito préximos aos da literatura por

haver evidéncias da formacdo do mesmo material.

Tabela 10 — Resumo dos dados contidos na literatura® obtidos pela medida de fisissorgéo de N.

Teorico
Area Superficial (BET) 654,8 m?g!
Volume de Poro (BJH) 0,286 cm3g!
Experimental
Area Superficial (BET) 505 m?g!
Volume de Poro (BJH) 0,173 cm3g?

Fonte: Pérez-Yafez et al., 2011.%4

Materiais porosos com alta area superficial, como o obtido neste trabalho vém sendo
cada vez mais estudados na formulacdo de agentes de liberacdo controlada de farmacos em
sistemas bioldgicos. Essa classe de materiais oferece varias caracteristicas atraentes para a
liberacdo controlada de farmacos, tais como uma alta capacidade de adsorcéo, capacidade dos
poros em alterar o estado cristalino de um farmaco para amorfo, possibilidade de estabilizar
farmacos incorporados dentro desses poros e a facilidade de alterar as dimensdes dos poros para
controlar a cinética de liberagdo de farmacos.”? Por essa razdo, esse material também foi

submetido a ensaios de encapsulacéo e liberagcdo do farmaco diclofenaco de sodio.

4.3 Estudo em Drug Delivery in vitro

4.3.1 Ensaio de encapsulamento do farmaco Diclofenaco de Sédio

Em fungdo das caracteristicas porosas do CUBA-ativado (poros superficiais) e do
BioMOF-Cu-ativado (microporos), os mesmos foram submetidos a ensaio de encapsulagéo do
farmaco diclofenaco de sodio, que possui um comprimento maximo de 10,841 A (1,0841 nm)™®
possibilitando entdo a entrada deste farmaco nos poros de ambos os materiais obtidos neste

trabalho.



61

s CUBA

A Figura 25 ilustra os difratogramas de raios-X de p6 do CUBA-ativado, bem como
dos pellets obtidos ap6s 2, 4 e 7 dias de contato com o farmaco (DS@CUBA2, DS@CUBA4
e DS@CUBAY). Com base nos resultados obtidos por essa técnica, podemos inferir que ap6s
0 encapsulamento, independentemente do tempo de contato, o padréo de difragdo do CUBA-
ativado manteve-se inalterado, indicando que o processo de encapsulacdo nao alterou a
estrutura do material.

Figura 25 - Padréao de difracdo de raios-X de p6 para 0 CUBA-ativado, DS@CUBA2, DS@CUBA4 e
DS@CUBAT.
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Fonte: Autor

A Figura 26 mostra um estudo comparativo entre os espectros no infravermelho das
amostras DS@QCUBA7, DS@CUBA4, DS@CUBAZ2, diclofenaco livre e CUBA-ativado.
Como destacado na figura, a presenca do farmaco na matriz pode ser observada pelo
aparecimento da banda em 1453 cm? referente a deformacdo angular 5(CH2)™ do diclofenaco

de sbdio.
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Figura 26 - Espectros no infravermelho do diclofenaco de sddio livre, CUBA-ativado, DS@CUBAZ2,
DS@CUBA4 e DS@CUBAT.
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Outro ponto relevante deste estudo é analisar se houve a interacdo do f&rmaco com a
matriz de cobre; com base nisso, foram analisados os espectros na regido do infravermelho do
diclofenaco de sédio livre, do CUBA-ativado, DS@QCUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBA?7,
(ver Figura 27), com o intuito de verificar os possiveis deslocamentos das bandas associadas
aos modos dos grupos coordenantes NH e COO (sitios de coordenacdo em potencial) do
farmaco quando associados a matriz.
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Figura 27 - Espectros no infravermelho do diclofenaco de sddio livre, CUBA-ativado, DS@CUBAZ2,
DS@CUBA4 e DS@CUBAT.
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As principais observacOes obtidas a partir da comparacdo entre 0s espectros
vibracionais™" da Figura 27 sdo: a) ndo é possivel verificar os deslocamentos das bandas
associadas aos modos dos grupos coordenantes do farmaco associado a matriz, uma vez que ha
bandas caracteristicas do ligante adenina e dos ions acetato nestas regides; b) aparecimento das
bandas em 1453 cm™ (deformacdo angular 5(CH2)) e 1555 cm™ (estiramento do anel) do
diclofenaco livre nos compostos DS@CUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBAT; c) aparecimento
da banda em 1505 cm™ nos espectros do DS@CUBA2, DS@CUBA4 ¢ DS@CUBAY
(mostrado no retangulo em laranja) pode estar associada a formagéo de ligagcOes de hidrogénio
entre a adenina do cluster e o diclofenaco,”® uma vez que a literatura atribui esta banda a
ligacOes de hidrogénio da adenina com a &gua.

A curva TG do CUBA-ativado mostrada na Figura 12 evidenciou que a saida das
moléculas de solvente ocorre até 255°C. A Figura 28 apresenta as curvas TG e DTA dos
compostos DS@CUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBA7, com base nos termogramas dos
compostos obtidos, podemos sugerir as seguintes atribuigdes: Na curva do composto
DS@CUBAZ2 a perda de 11,70% em massa observada a partir da temperatura ambiente até 231
°C pode ser atribuida a saida de moléculas de solvente, sendo eles, agua, DMF e céations
dimetilamonio oriundos da decomposicédo térmica do DMF em condicdes solvotérmicas. A
segunda perda de massa de 36,57% entre 231-450 °C pode estar relacionada a eliminac¢do da
matéria organica contida no material, sendo acompanhada por dois picos exotérmicos em 273
e 333 °C.

No composto DS@CUBA4 a primeira perda de massa de 13,35 % entre a temperatura
ambiente e 230 °C pode ser atribuida & saida de moléculas de solvente (H.O e DMF). A segunda
perda de massa entre 230—450°C pode estar relacionada a eliminacdo da matéria organica, cuja
perda de massa foi de 38,40% sendo acompanhada por dois eventos exotérmicos em 271 e 332
°C. Vale ressaltar que em ambos os termogramas (DS@CUBA2 e DS@CUBA4) ha um
aumento de massa entre as temperaturas 303—425°C provavelmente associado a oxidagdo do
residuo metalico formado apds a queima da matéria organica.

DS@CUBA7 a primeira perda de massa de 13,98% entre a temperatura ambiente e
249°C pode ser atribuida a saida de moléculas de solvente (H.O e DMF). A segunda perda entre
249-520°C pode estar relacionada a eliminacdo da matéria organica, cuja perda de massa foi
de 41,90 % sendo acompanhada por dois picos exotérmicos em 283 e 332 °C.

Quando se compara os trés termogramas percebe-se que no termograma do composto
DS@CUBAT7 as perdas de massa estdo melhor definidas, isso se deve muito provavelmente ao

fato de o material com tempo de contato de 7 dias ter apresentado uma maior taxa de
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incorporacdo do farmaco diclofenaco de sddio, tornando as perdas de massa mais evidentes.
Além disso, percebe-se um aumento da perda de massa referente a eliminacdo da matéria
organica quando se compara 0s compostos encapsulados com 0 CUBA-ativado, sendo que este

aumento pode estar relacionado a incorporacao do farmaco a matriz.



Figura 28 - Curvas TG e DTA dos compostos DS@CUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBA?7.
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Como mostrado na Figura 29, a decomposicao térmica do diclofenaco de sédio ocorre
em 270 °C acompanhada por processo exotérmico em 275 °C. A decomposicdo do diclofenaco
livre ocorre em temperatura maior do que quando adsorvido, provavelmente em funcéo do fato
de as forgas intermoleculares serem mais fortes quando o farmaco estad em seu estado solido
livre do que quando adsorvido sob sua forma anionica em uma matriz com poros como a do
CUBA-ativado.

Figura 29 - Curvas TG e DTA do diclofenaco de sédio.
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Fonte: Autor

A Tabela 11 resume os dados obtidos nas curvas TG e DTA para os compostos CUBA-
ativado, DS@QCUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBA?7.
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Tabela 11 — Dados referentes a analise térmica dos compostos CUBA-ativado, DS@CUBA2, DS@CUBA4 e
DS@CUBA?7.

o Temperatura Perda de Picos
Composto Atribuicgdo o
(°C) Massa (%0) Exotérmicos (°C)
Solventes Tamb. — 255 10,01 —
CUBA-ativado  Clminagdo matéria 255 — 352 30,72 278, 316 € 360
organica
Residuo 352 - 800 59,27 —
Solventes Tamp. — 231 11,70 —
Eliminacdo matéria
DS@CUBA2 L 231-450 36,57 273 e 333
organica
Residuo 450 — 800 51,73 —
Solventes Tamb, — 230 13,35 —
Eliminagdo matéria
DS@CUBA4 . 230 — 450 38,40 271e 332
organica
Residuo 425 - 800 48,25 —
Solventes Tamb, — 249 13,16 —
DS@CUBAY Eliminagdo matéria
. 249 — 520 41,90 283 e 332
organica
Residuo 520 — 800 44,94 —

Fonte: Autor

A Figura 30 mostra os espectros de absor¢cdo no UV da solucéo sobrenadante apds 2, 4
e 7 dias de incorporagdo do diclofenaco no CUBA-ativado. E possivel observar que a
caracteristica espectral do diclofenaco foi mantida em ambos os ensaios, evidenciando que a
interacdo com o material obtido ndo degrada a estrutura quimica do farmaco. A absorbancia
medida em 275 nm, que corresponde a0 maximo de absor¢édo do diclofenaco, foi de 0,68; 0,61

e 0,37 para 2, 4 e 7 dias, respectivamente.
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Figura 30 - Espectro de absor¢do eletrdnica no ultravioleta do DS@CUBA2, DS@CUBA4 e DS@CUBA?7.
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A partir desses valores de absorcdo e com a equacdo da reta mostrada na curva de
calibracdo apresentada na Figura 31, foi possivel determinar a concentracao do diclofenaco no

sobrenadante (e indiretamente a quantidade de fa&rmaco adsorvido no material).

Figura 31 - Curva de calibragéo do diclofenaco em solucéo aquosa.
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Substituindo o valor de y pela absorbancia medida (as amostras foram lidas em
triplicata) e considerando o fator de diluicdo igual a 150, as concentracdes de diclofenaco no
sobrenadante, apos tempos de contato matriz/farmaco iguais a 2, 4 e 7 dias, sdo 3,3583 mg/mL,;
3,0123 mg/mL e 1,8706 mg/mL, respectivamente. Como a concentracéo inicial do diclofenaco
era de 4,761 mg/mL, significa que as concentragdes finais do sobrenadante ap6s 2, 4 e 7 dias
de contato correspondem a 70,53%; 63,26% e 39,28% respectivamente, da concentracdo inicial.
Desta forma, a quantidade de farmaco incorporado por material foi de 29,47% para o
DS@CUBAZ2, 36,74% para DS@CUBAA4 e 60,72% para 0 DS@CUBAT.

A Tabela 12 resume os dados do ensaio de encapsulagéo realizados neste trabalho para
0 composto CUBA.

Tabela 12 — Resumo dos dados do ensaio de encapsulacdo do diclofenaco apés 2, 4 e 7 dias de experimento.

Razéo diclofenaco:Composto

Tempo de Incorporacéo % de Encapsulamento (9.9
DS@CUBA?2 29,47 0,99
DS@CUBA4 36,74 1,22
DS@CUBA7Y 60,72 2,00

Fonte: Autor

+» BioMOF-Cu

A Figura 32 ilustra os difratogramas de raios-X de p6 do BioMOF-Cu-ativado, bem
como do pellet obtido apés 4 dias de contato com o farmaco (BioMOF-Cu-4D). Com base nos
resultados obtidos por essa técnica, podemos inferir que ap6s o encapsulamento, o padrédo de
difracdo do BioMOF-Cu-ativado manteve-se inalterado, indicando que o processo de

encapsulacdo ndo alterou a estrutura do material.
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Figura 32 - Padrédo de difracdo de raios-X de p6 para 0 BioMOF-Cu-ativado e BioMOF-Cu-4D.
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Fonte: Autor

A Figura 33 mostra um estudo comparativo entre os espectros no infravermelho do
DS@BioMOF-Cu-4D, diclofenaco livre e BioMOF-Cu-ativado. Como destacado na figura,
a presenca do fa&rmaco na matriz pode ser observada pelo aparecimento das bandas em 1453 e
1400 cm™ referente a deformacdo angular 8(CH2) e ao estiramento simétrico da carbonila
vs(COQ") do diclofenaco de sddio livre, respectivamente. Além disso houve o deslocamento de
algumas bandas quando se compara o espectro do farmaco livre com 0 DS@BioMOF-Cu-4D.

As bandas do diclofenaco livre que se deslocaram quando incorporadas a matriz porosa
(DS@BioMOF-Cu-4D) foram: a) estiramento carbono-nitrogénio v(C-N) que deslocou de
1292 cmt para 1275 cm; b) estiramento assimétrico da carbonila vas(COO") que deslocou de
1574 cm™ para 1580 cm™ e por fim a banda referente a deformacdo angular S(NH), que
deslocou de 1590 cm™ para 1610 cm™, indicando portanto a coordenagéo do farmaco a matriz

porosa.
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Figura 33 - Espectros no infravermelho do diclofenaco de sédio livre, BioMOF-Cu-ativado e DS@BioMOF-

Cu-4D.
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A Figura 34 apresenta as curvas TG e DTA do composto ap0s ensaio de encapsulacdo

do farmaco diclofenaco, com tempo de contato de 4 dias (DS@BioMOF-Cu-4D). A primeira

perda de massa entre a temperatura ambiente e 67 °C pode ser atribuida a saida das moléculas

de &gua contidas nos poros do material. A segunda perda de massa, correspondente a 79,15%,

entre 70-340 °C pode ser referente a eliminacdo da matéria organica contida no material, sendo

acompanhada por dois picos exotérmicos em 118 e 300 °C. Quando compara este termograma

com o do BioMOF-Cu-ativado, percebe-se que houve um aumento na perda de massa referente

a eliminacdo da matéria organica, este aumento pode estar relacionado a presenca do farmaco

a matriz porosa.
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Figura 34 - Curvas TG e DTA do composto DS@BioMOF-Cu-4D.
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Como j& foi mostrado na Figura 29, a decomposi¢édo térmica do diclofenaco de sodio
livre inicia em 270 °C acompanhada por um processo exotérmico em 275 °C. A decomposi¢édo
do diclofenaco livre ocorre em temperatura maior do que quando adsorvido, provavelmente em
funcdo do fato de as forgas intermoleculares serem mais fortes quando o farmaco esta em seu
estado solido livre do que quando adsorvido sob sua forma aniénica em uma matriz porosa
como a do BioMOF-Cu-ativado.

A Tabela 13 resume os dados obtidos nas curvas TG e DTA para 0s compostos
BioMOF-Cu-ativado e DS@BioMOF-Cu-4D.
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Tabela 13 — Dados referentes a analise térmica dos compostos BioMOF-Cu-ativado e DS@BioMOF-Cu-4D.

e Temperatura Perda de Massa Picos Exotérmicos
Composto Atribuicéo b

(°C) (%) (°C)
Agua Tamb, - 63 2,46 b
BloMOF-Cu- Ellmlna(;iio_materla 63 _ 349 77.93 356 e 376
ativado organica
Residuo 375800 19,61 —
Agua Tamp. — 67 4,09 —
DS@BioMOF- Ellmlnagiao_ matéria 67— 340 7915 118 e 300
Cu-4D orgéanica
Residuo 340 — 800 16,76 e

Fonte: Autor

A Figura 35 mostra o espectro de absorcdo no UV da solugdo sobrenadante resultante
apos 4 dias de contato entre 0 material poroso ativado e o farmaco. E possivel observar que a
caracteristica espectral do diclofenaco foi mantida apds o ensaio, evidenciando que a interacao
com o material poroso ndo degrada a estrutura quimica do farmaco. A absorbancia medida em

275 nm, 0 m&ximo de absorcdo da banda do diclofenaco, foi de 0,21.

Figura 35 - Espectro de absorcéo eletr6nica no ultravioleta do DS@BioMOF-Cu-4D.
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A partir desse valor de absor¢do e com a equagdo da reta mostrada na curva de
calibracdo apresentada na Figura 31, foi possivel determinar a concentracao do diclofenaco no
sobrenadante (e indiretamente a quantidade de farmaco adsorvido no material).

Substituindo o valor de y pela absorbancia medida (a amostra foi lida em triplicata) e
considerando o fator de dilui¢do igual a 100, a concentracdo de diclofenaco no sobrenadante,
apos tempo de contato matriz/farmaco igual a 4 dias, foi 0,729 mg/mL. Como a concentracdo
inicial do diclofenaco era de 4,761 mg/mL, significa que a concentracao final do sobrenadante
apos 4 dias de contato corresponde a 15,32% da concentrac¢do inicial. Desta forma, a quantidade
de farmaco incorporado pelo material DS@BioMOF-Cu-4D foi 84,68%.

A Tabela 14 resume os dados do ensaio de encapsulagéo para ambos 0s compostos
obtidos neste trabalho (CUBA e BioMOF-Cu).

Tabela 14 — Resumos dos dados do ensaio de encapsulacdo do diclofenaco para os compostos CUBA e
BioMOF-Cu.

Tempo de Incorporacéo % de Encapsulamento Razdo diclofenaco: Composto

(9.9

DS@CUBA2 29,47 0,99
DS@CUBA4 36,74 1,22
DS@CUBA7 60,72 2,00
BioMOF-Cu-4D 84,68 2,82

Fonte: Autor

O farmaco diclofenaco vem sendo utilizado em sistemas de drug delivery que utilizam
diversas matrizes como hospedeiros. Exemplos vao desde nanoparticulas a base de amido até
os surfactantes ndo-anionicos SPAN® 60 e TWEEN® 60. A Tabela 15 traz alguns resultados
de estudos de encapsulamento do diclofenaco, bem como a matriz hospedeira utilizada e a

quantidade de farmaco encapsulado (razdo farmaco/hospedeiro).
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Tabela 15 - Dados referentes ao encapsulamento do diclofenaco em diferentes matrizes.

] Razédo o
Hospedeiro i . Referéncia
Farmaco/Matriz (9.g-1)
Nanoparticula de amido 0,0182 77
SPAN® 60 (Estereatosorbitano) 0,073 78
TWEEN® 60 (Monoestereatosorbitano polietileno
. 0,020 78
glicol)
MOF MIL-53(Fe) 0,632 79
MOF ZJU-800 0,588 80

Fonte: Autor

Apesar de eficientes no encapsulamento do diclofenaco, pois este farmaco possui
carater anfifilico, podendo interagir com porcdes hidrofébicas e hidrofilicas da matriz,” estes
hospedeiros apresentam uma eficiéncia bem menor no encapsulamento de diclofenaco quando
comparado aos resultados obtidos neste trabalho, sendo que apesar do CUBA néo ser um MOF,
seus poros de superficie conseguem adsorver quantidades de farmaco comparaveis a dos MOFs.

De fato, nos ultimos anos, os MOFs tém sido capazes de encapsular diversos farmacos
em sua estrutura porosa e entrega-los de forma eficiente as células em sistemas in vitro.
Exemplos sdo os trabalhos de Horcajada et al. (2009) que relataram o encapsulamento de
diferentes agentes anticancer dentro de MOFs;®! McKinlay et al. (2008) que incorporaram e
verificaram a liberacdo do agente vasodilatador oxido nitrico (NO)®? e He et al. (2014) usando
MOF como matriz para incorporacao da molécula antitumoral cis-platina, assim como o agente
de reconhecimento siRNA, com o objetivo de aprimorar as atividades terapéuticas.®

Algumas das principais vantagens dos MOFs como agentes para drug delivery - quando
comparados com sistemas organicos como lipossomas, micelas e surfactantes ou inorgéanicos
como zedlitas e silicas mesoporosas - sdo sua alta capacidade de carga, possibilidade de
funcionalizacéo pds-sintese e uso de ligantes que podem aumentar a afinidade entre o farmaco
e as células alvo.

Ainda em relagdo a capacidade de carregamento de farmacos, foi realizado muito
recentemente estudos computacionais mostrando que MOFs podem encapsular até 2 g de
farmaco por grama de material poroso, uma capacidade, como corrobora nosso trabalho, muito
maior que o potencial encontrado em outras matrizes organicas e silicas mesoporosas que
apresentam capacidade tipicamente de 0,3 mg.gt.84%

Porém vale evidenciar que 0 DS@BioMOF-Cu conseguiu incorporar uma razao de

diclofenaco por grama de material maior que 2 g. Além disso quando comparado com 0s MOFs
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MIL-53 (Fe) e ZJU-800 percebe-se que a taxa de encapsulacéo para 0 BioMOF-Cu estd muito
acima dos demais MOFs citados acima, uma vez que a razdo de incorporacdo de diclofenaco
por grama desses materiais fica em torno de 0,6 g.

Um fator que deve ser levado em consideracéo e que foram utilizadas metodologias
diferentes para quantificacdo da quantidade de diclofenaco encapsulado nos materiais, o que
pode ter ocasionado em um resultado super estimado para 0 DS@BioMOF-Cu-4D uma vez
que a metodologia utilizada era mais factivel a erros, por ndo ser mecanizada como realizado
nos MOFs MIL-53 (Fe) e ZJU-800.

4.3.2 Ensaio de liberagdo do farmaco Diclofenaco de Sdio

Devido a forte afinidade do CUBA e do BioMOF-Cu pelas moléculas de diclofenaco,
avaliou-se o potencial de liberacdo deste farmaco encapsulado nos materiais obtidos em tampéo
fosfato (Phosphate Buffered Saline — PBS) em pH 7,4. Para determinacdo da concentracao de
diclofenaco que foi liberada foi construida uma curva de calibragdo, como mostrado na Figura
36.

Figura 36 - Curva de calibracdo do diclofenaco em tampéo fosfato.
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Fonte: Autor

Substituindo o valor de y pela absorbancia medida nos diferentes intervalos de tempo,
foi possivel determinar a concentracdo de diclofenaco de sodio presente no sobrenadante

coletado em 2, 4 e 7 dias para 0 CUBA e 4 dias para 0 BioMOF-Cu e entdo calcular a
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porcentagem de farmaco liberado, como mostrado na Figura 37. Vale ressaltar que as medidas

foram realizadas em triplicata.

Figura 37 - Perfil de liberacdo do farmaco noDS@CUBA2, DS@CUBA4, DS@CUBA7eBioMOF-Cu-
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Fonte: Autor

A partir da Figura 37 observa-se que para 0s compostos do CUBA a liberacdo do
farmaco manteve-se crescente até aproximadamente 84 horas de ensaio, devido provavelmente
as moléculas fisicamente adsorvidas na estrutura porosa do material, sendo que a liberacdo
méaxima do diclofenaco foi proxima a 18%, 13% e 13% para os materiais DS@CUBAZ2,
DS@CUBA4 e DS@CUBAY7, respectivamente, depois de 192 h de experimento. Ja para o
BioMOF-Cu-4D a liberacdo manteve-se crescente até 36 horas de ensaio e a taxa de liberacéo
do farmaco foi de aproximadamente 21%, apds 108 horas de experimento.

O fato de obtermos uma baixa taxa de liberacdo para todos os compostos obtidos pode
estar relacionada com a coordenacdo do fA&rmaco as matrizes. Pois como mostrado na Figura
33 houve a coordenacdo do diclofenaco ao BioMOF-Cu-ativado e acredita-se que 0 mesmo

tenha ocorrido com o CUBA-ativado, porém nao foi possivel verificar os deslocamentos das
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bandas associadas aos modos dos grupos coordenantes (comprovando a coordenagdo) do
farmaco associado a esta matriz, devido a presenca de bandas caracteristicas do ligante adenina
e dos ions acetato na mesma regiao.

Outra explicacdo pode estar relacionada ao fato de que o farmaco sai muito lentamente
da estrutura porosa impossibilitando observar a variacdo da sua concentracdo pois esta ocorre
a valores muito baixos ndo sendo possivel detecta-los por espectroscopia de absorcéo eletrénica
no UV.

4.3.3 Ensaios de citotoxicidade

Os valores de 1Cso obtidos para toda a série de compostos investigados nesse trabalho,
incluindo os ligantes e farmacos livres, frente a linhagem MRC-5 (ATCC-CCL-171) estdo
sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados da citotoxicidade (ICsp) sobre a linhagem celular MRC-5 dos ligantes livres, diclofenaco
de sddio e compostos de Cu(ll) em THF.

Composto ICs0 (ug mL™Y)
Adenina > 100
CUBA > 100
Diclofenaco de sodio > 100
DS@CUBA2 > 100
DS@CUBA4 > 100
DS@CUBA7 > 100
BioMOF-Cu > 100
BioMOF-Cu-4D > 100
Doxorrubicina 1,90

Fonte: Autor

Ao analisar os resultados de citotoxicidade frente a linhagem celular MRC-5
(fibroblasto pulmonar), foi observado o mesmo valor de 1Cso para todas as amostras analisadas
(ligantes livres, diclofenaco de sddio e compostos de cobre(ll)). Valores de I1Cso superiores a
100 pg mL* revelam que os compostos ndo apresentaram toxicidade frente a essa linhagem
celular. Importante destacar que para a realizacdo do ensaio, utilizou-se o farmaco padréo
doxorrubicina como controle positivo e obteve-se o valor de 1,90 pg mL™* para o ICso,
mostrando que este composto é altamente toxico para essa linhagem celular e como controle
positivo valida o teste.®
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho utilizou-se duas metodologias de sinteses diferentes, a solvotérmica e a
mecanoquimica, obtendo dois compostos diferentes de ions Cu (I1), sendo um deles inédito (o
cluster CUBA). Na sintese solvotérmica, foram utilizados dois ligantes diferentes, um N-
doador (adenina) e o acido 4,4 -bifenildicarboxilato (O-doador), e através dela foi possivel
obter um material de coloracéo cinza esverdeado, denominado CUBA, no qual h& indicios de
coordenacdo apenas do ligante bioldgico. Através das técnicas utilizadas para caracterizar o
material obtido, sugere-se que tenha se formado um cluster heptanuclear (provavelmente uma
unidade de construgdo secundaria, SBU), uma vez que a isoterma de fisissorcdo de N2 ndo
caracteriza material poroso e hd uma grande quantidade de metal presente no composto. Em
contrapartida, 0 composto obtido apresenta poros de superficie em escala mesoporosa, o que
culminou na sua aplicagdo em ensaios de drug delivery.

Em uma segunda etapa do trabalho e com a utilizacdo da sintese mecanoquimica,
obteve-se um BioMOF de cor verde escuro (BioMOF-Cu) contendo Cu(ll) e adenina, ja
reportado na literatura. Este material possui caracteristicas microporosas e elevada area
superficial (505 m? g%).

Com base nas caracteristicas de ambos os materiais obtidos, realizou-se experimentos
de drug delivery. Tanto o CUBA quanto o BioMOF-Cu apresentaram resultados bastante
satisfatorios no que diz respeito a encapsulagdo do farmaco diclofenaco de sodio, 60,7% e
84,7%, respectivamente. Porém, quando estes materiais foram submetidos aos ensaios de
liberacdo, percebeu-se uma baixa taxa de liberacdo do agente terapéutico, indicando nos dois
casos a coordenagdo do farmaco na matriz (como evidenciado nos experimentos de
espectroscopia vibracional). Vale ressaltar que apesar da baixa taxa de liberagdo, o f&rmaco
possuiu uma liberacdo sustentada quando utilizado nessas matrizes apresentando uma grande
potencialidade para a aplicagdo em sistemas de liberacdo controlada.

Além disso, esses materiais ndo se mostraram tdxicos frente a linhagem celular MRC-
5, atingindo, portanto, o objetivo inicial do trabalho que era desenvolver compostos que fossem
ambiental- e biologicamente biocompativeis na tentativa de diminuir a toxicidade dos mesmos,

para sistemas de liberacdo controlada de farmacos.



81

6 PERSPECTIVAS

- Realizacdo de estudos in situ das cinéticas de adsorcdo e liberacdo do farmaco, usando
espectroscopia no UV-Vis;

- Proposicao da composicdo estequiométrica dos materiais encapsulados;

- Obtenc¢do do CUBA e BioMOF-Cu em escala nanométrica;

-Realizagéo de estudos de drug delivery in vivo.

- Tentativa de obtencdo de MOF de cobre(ll) utilizando o diclofenaco como espagador
organico;
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