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Resumo

As redes metalo-organicas (em inglés, Metal-Organic Frameworks ou MOFs) sdo
materiais porosos que apresentam habitos cristalinos distintos, possuem uma
alta area de superficie e um grande volume de poros. Esses materiais podem
ser utilizados na area farmacéutica como um sistema carreador e de liberacéo
prolongada de farmacos. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo
desenvolver materiais baseados em uma MOF de acido trimésico (1,3,5-
benzenotricarboxilato) com ions cobre (Il) (conhecida como HKUST-1) de forma
a modificar a sua morfologia octaédrica para analisar a citotoxicidade dos
diferentes habitos cristalinos frente a células saudaveis e cancerigenas como
também a capacidade desses cristais de transportarem farmacos. Neste
trabalho, além da forma padrdo, foram sintetizadas particulas na forma de
bastbes e flores. Os resultados da caracterizacdo por difracdo de raios-X e
espectroscopia no infravermelho, confirmaram a formacdo da MOF, a
cristalinidade e a presenca de picos caracteristicos da fase desejada, e as
imagens de microscopia eletronica de varredura a diferenciacdo da forma das
particulas. O efeito citotoxico gerado pelas MOFs na forma de bastdes (VCuBTC)
e octaédrica (VHKUST) foi avaliado nas linhagens celulares HDFa, HACAT e A-
375. Os resultados confirmaram que ha diferenca na viabilidade celular sendo a
forma de bastfes a mais toxica para as células. Finalmente, uma eficiéncia de
encapsulacdo de 10% (m/m) foi obtida durante os testes de incorporagdo do
farmaco modelo 5-fluorouracil para os materiais VCuBTC e VHKUST,

comprovando a eficiéncia no carreamento de farmaco pelos materiais.

Palavras-chave: MOF, Estrutura cristalina, Incorporacao de farmaco



Abstract

Metal-Organic Frameworks (MOFs) are porous materials that have distinct
crystalline habits; they have a high surface area and a large pore volume. These
materials can be used in the pharmaceutical field as a carrier and extended drug
release system. Therefore, this work intended to develop materials based on a
copper (Il) ions trimesic acid (1,3,5-benzenetricboxboxylate) MOF (known as
HKUST-1) in order to modify its octameric morphology. The cytotoxicity of these
diverse crystalline habits was analyzed against healthy and cancerous cells. The
ability of these crystals to carry drugs was also analyzed. In this work, besides
the standard form, particles in the rod-like form and flowers-like form were
synthesized. The results of the characterization by X-ray diffraction and infrared
spectroscopy confirmed the crystallinity and the presence of characteristic peaks
of the desired phase and the scanning electron microscopy images showed the
particle shape differentiation. The cytotoxic effect generated by MOFs in the form
of rods (VCuBTC) and octahedral (VHKUST) was evaluated in the cell lines
HDFa, HACAT and A-375. The results confirmed that there is a difference in cell
viability with the rod-like form, which is the most toxic to cells. Finally, an
encapsulation efficiency of 10% (w / w) was obtained during the incorporation
tests of the model 5-fluorouracil drug to the materials VCuBTC and VHKUST,
proving the efficiency of drug loading by the materials.

Keywords: MOF, crystalline structure, drug delivery
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1. INTRODUCAO

Os materiais solidos cristalinos porosos estao despertando cada vez mais
a atencdo da comunidade cientifica. Uma das classes de materiais porosos que
se destaca sdo as redes metalo-organicas (MOFs, do inglés Metal-Organic
Frameworks). Atualmente s&o conhecidas cerca de 10.000 estruturas diferentes
para esses materiais (1), 0s quais possuem uma abrangente aplicacdo na area

farmacéutica, industrial e ambiental (2—6).

As MOFs podem ser definidas como redes de coordenacéo constituidas
por ligantes organicos e centros de coordenagéo baseados em ions metélicos, ou
seja, sao materiais hibridos (7). A Figura 1 apresenta um esquema ilustrando a
formacdo das redes metalo-organicas. Nesta figura os atomos metalicos
(representados por pequenos pontos circulares) formam os pontos de
coordenacao na estrutura (chamados de “nés”) e estdo conectados aos ligantes

organicos (também denominado de espacadores de rede ou “hastes”).

Figura 1: Esquema de formacé&o das redes metalo-organicas

MOFs
ions metalicos
o0 "\ solugiio
® @ ® + / \ —)
© ——

ligantes organicos

Fonte: Autor

O responsavel pelos primeiros relatos na literatura cientifica sobre as redes
metalo-organicas foi Tomic (8) em 1965, que descreveu 0s materiais que hoje em
dia seriam denominados MOFs, polimeros metalo-organicos ou estruturas

supramoleculares.
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O tema, porém sO ganhou atencédo no final de 1995, quando a sintese
comecou a ser baseada no conceito de design reticular, que descrevia a
organizacdo de estruturas ordenadas pré-determinadas através de blocos de
construcdo molecular rigidos que se repetem e se mantém unidos através de

fortes ligacdes covalentes metal-ligante (9,10).

7

O interesse frente a essa classe de material € consequéncia das
propriedades de cristalinidade, porosidade e forte interacdo entre o metal e o
ligante. Devido a ocorréncia simultanea dessas caracteristicas, muitos estudos
destacam a sintese e a caracterizacdo das MOFs sendo direcionada para areas
especificas como o armazenamento de gases (10), catélise (2), e sensor quimico
(11), entre outras (3,11,12). Em func@o das propriedades fisico-quimicas, as
MOFs séo igualmente promissoras para uso como sistemas de carreamento de

farmacos (13,14) e diagnéstico por imagens (4).

O uso da sintese de design reticular, permitiu planejar a estrutura das
MOFs, o que influenciou no aumento exponencial do nimero de publicacbes
sobre o tema nas Ultimas décadas. O uso das propriedades fisico-quimicas, como
a alta porosidade, atuou no aumento dos estudos das MOFs voltada a finalidade

farmacéutica como o transporte de farmaco (4,5,10,15).

A Figura 2 apresenta a evolucdo temporal do nimero de publicacfes
cientificas sobre as MOFs e a Figura 3 o crescimento dos estudos na area de

transporte de farmacos.
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Figura 2: Nimero de publica¢des encontradas com o termo "metal-organic frameworks"
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Fonte: Web of Science, acessado em 13 de janeiro de 2020 (disponivel em: http://apps-
webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&s
earch_mode=GeneralSearch&SID=7C6l6xUaeU1FCAKZqglg&preferencesSaved=)

Figura 3: Niumero de publicagdes encontradas com o termo "metal-organic frameworks" e
“drug delivery”
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Fonte: Web of Science, acessado em 13 de janeiro de 2020 (disponivel em http://apps-
webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&s
earch_mode=GeneralSearch&SID=7C6l6xUaeU1FCAKZqglg&preferencesSaved=)

A grande maioria das MOFs descritas na literatura até o ano 2.000 era
composta por moléculas organicas derivadas de matérias-primas petroquimicas
nao renovaveis, por metais de transi¢do e de alta toxicidade. Atualmente as MOFs
estdo sendo constituidas por compostos naturais e biocompativeis com o sistema
biolégico (16,17).


http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
http://apps-webofknowledge.ez87.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=7C6I6xUaeU1FCAKZq1g&preferencesSaved=
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Apesar da variedade de estruturas cristalinas e de composicdo quimica,
ainda nao existem muitos estudos a respeito da influéncia da morfologia dos
cristais nas propriedades finais das MOFs, especialmente no caso da
citotoxicidade e do perfil de incorporacéo de farmacos a partir desses materiais.
Zhang e colaboradores (14) realizaram um estudo sobre materiais a base de acido
polietilenoglicol (PEG) e &cido poli latico-co-glicdlico (PLGA), projetados para
terem a morfologia semelhante a fios e morfologia esférica, o que permitiu analisar
gue a toxicidade dos materiais era dependente da sua morfologia. Os resultados
do ensaio de citotoxicidade MTT conduzidos em células de carcinoma
hepatico (HepG2) demonstraram que a viabilidade celular permaneceu em torno
de 84% para materiais de morfologia esféricas porém materiais com morfologia
semelhante a fios causaram um reducé&o da viabilidade celular em 44%, ou seja,
a viabilidade celular encontrada foi de 56%. A variacdo da viabilidade celular pode

ser benéfica, por exemplo, para o aumento da morte de células cancerigenas.

A Figura 4 retirada do trabalho de Zhang e colaboradores (14), ilustra a
influéncia da morfologia do material na citotoxicidade celular. Na representacéo
esquematica, € possivel observar que quando a célula internaliza particulas
esféricas, o lisossoma da célula permanece intacto, a caspase-3 nao é ativada, o
DNA continua intacto e a célula sobrevive. Entretanto, quando a célula internaliza
particulas na forma de fios, ocorre uma perturbacdo do lisossoma o qual tem
capacidade de induzir a ruptura da membrana lisossomal, 0 que gera uma
ativacao da caspase-3, acdo que causa danos ao DNA, induzindo a célula a

apoptose, ou seja, a morte celular.
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Figura 4: Representacdo esquematica das vias de citotoxicidade propostas com
morfologia esférica e de fios
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Com base nesse estudo, foram realizadas analise de citotoxicidade como
também a avaliacdo da incorporacdo de farmacos em MOFs de diferentes

morfologias.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Redes metalo-organicas — (Metal-Organic Frameworks — MOFs)

Os materiais porosos vém sendo estudados ha muito tempo para diversas
aplicacdes; com o avanco das técnicas de caracterizacao e de métodos de sintese
ocorreu 0 desenvolvimento das zedlitas e posteriormente dos materiais

mesoporosos (18).

Os primeiros relatos na literatura sobre materiais porosos que
apresentavam capacidade de modulacdo das propriedades estruturais como a
porosidade surgiu em 1954, ano no qual o conceito de polimeros de coordenacao
foi introduzido como sendo estruturas cristalinas inorganicas onde os ions

metalicos se ligam a componentes organicos multidentados (19).

Durante cerca de quarentas anos foram realizadas diversas pesquisas
voltadas para a area de polimeros de coordenacdo e em 1995 o termo “metal-
organic framework” foi introduzido nos trabalhos do grupo de Yaghi e
colaboradores (20), porém, sem dados especificos sobre a porosidade dos
materiais. Em 1999 houve um grande avanco no estudo das MOFs com o relato
do desenvolvimento da MOF HKUST-1 e a MOF-5, a primeira constituida por
CuSO4 e acido trimésico e a segunda constituida por Zn4O e acido tereftalico como
ligante organico. Essas MOFs apresentam porosidade permanente, estabilidade
térmica e quimica e auséncia de solvente dentro dos poros (21,22). A partir deste
trabalho muitas MOFs foram sintetizadas com diversas propriedades estruturais e
de porosidade (4,5,12,23).

Visando aperfeicoar as propriedades do material uma grande variedade de
MOFs ja foi sintetizada com diferentes metais de transicdo, bem como diferentes
ligantes organicos, 0 que permitiu a variacdo da area de superficie, do tamanho e
da funcionalidade dos poros, além da topologia do material. Por fim, quando séao
empregadas técnicas de modificacdo poés-sintese a MOF pode ter a sua a

funcionalidade quimica ajustada para finalidades como a melhora da sua
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estabilidade quimica e vetorizacdo de moléculas biologicamente ativas
(4,15,24,25).

Devido as variadas descricbes sobre o conceito de compostos de
coordenacdo e a seu campo de pesquisa ser multidisciplinar, foi necessario o
desenvolvimento de um projeto pela IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), norteando as diretrizes de terminologia e nomenclatura das
MOFs, definindo que elas sédo uma subclasse do grupo de substancias conhecidas
como polimeros de coordenacdo, as quais formam redes multidimensionais

coordenadas e que possuem espacos potencialmente vazios (26).

Frente a nomenclatura, as MOFs vem sendo descritas, na maioria das
vezes, com uma abreviatura seguida de um nimero sequencial de acordo com a
ordem cronolégica da descoberta. As abreviaturas indicam o tipo de material,
como MOF (metal-organic framework), o tipo de estrutura, como ZIF (zeolitic
imidazole framework) e SURMOF (surface-mounted metal-organic framework) ou
até mesmo o laborat6rio em que o material foi desenvolvido, como por exemplo,
MIL (Materials of Institut Lavoisier) e HKUST (Hong Kong University of Science
and Technology) (5,15,20,21,27,28).

Finalmente demonstrando a viabilidade do uso das MOFs, por exemplo,
para catélise e absorcdo de gases, a empresa BASF® comercializa uma selecéo
de cristais com diferentes tamanhos de poros, metais (como Al, Cu, Fe e Zn) e
também ligantes organicos (como BTC e BDC). As MOFs sdo comercializadas
sobre 0 nome de Basolite®, dentre elas a Basolite®-A100 (MIL-53), Basolite®-C300
(HKUST-1) e Basolite®-Z1200 (ZIF-8) (29).

2.2. Classificagdo das MOFs

As MOFs séao divididas em 3 geracdes. As MOFs de primeira geracédo séo
compostas por ions de metais de transicdo que tem a fungéo similar a “nos” e se
conectam a ligantes simples. Essas MOFs apresentam um sistema poroso
dependente das moléculas dos solventes, ou seja, durante a sintese a estrutura

porosa é formada e o solvente fica aprisionado no interior desses poros, ao



22

realizar o processo de ativacdo (descrito no item 2.3) para a remocéao do solvente
e consequentemente a obtencdo de poros vazios, a estrutura porosa entra em
colapso de forma irreversivel. O colapso do material ocorre em razéo da utilizacdo
de ligantes simples que formam interacdes fracas com o metal e que sado

sustentados pela presenca do solvente no interior dos poros (9,26,30-32).

Os materiais da segunda geracdo ao invés de um Uunico ion metalico no
vértice da rede apresentam um complexo de ions metélicos que sdo sustentados,
em mais de um ponto de coordenacdo, pelos ligantes organicos bidentados,
formando o que é conhecido como unidades de construcédo secundaria (do inglés
secondary building units — SBUs). Desta forma ha uma forte interacdo metal-
ligante dada por ligagdes covalentes que garantem a manutengéo da porosidade

das MOFs geradas mesmo ap0s a remocao das moléculas visitantes (9,10,33).

Por fim, os compostos de terceira geracao possuem alta complexidade
estrutural baseada no conceito conhecido como blocos de construcao
supramoleculares (do inglés supermolecular building layer — SBB), onde a rede
tridimensional € obtida através do empilhamento de MOFs bidimensionais. Essa
estrutura auxilia na construgdo de estruturas metalo-organicas estendidas que
apresentam poros flexiveis, os quais podem sofrer alteracdes reversiveis em sua
forma dependendo da presenca de solvente ou em resposta a estimulos externos,

como luz e temperatura (10,34).

A natureza e a concentracdo dos componentes (sais metalicos e ligantes
organicos) determinam as caracteristicas finais das MOFs, como a sua
estabilidade (conforme descrito acima), a existéncia de propriedades magnéticas,
Opticas, ou ainda possuir grandes canais para passagem de moléculas. Sendo
assim, os componentes precursores de uma MOF devem ser cuidadosamente
escolhidos, a medida que as suas propriedades sao altamente relacionadas com

a sua composicao que por sua vez afetara a aplicacéo final do material (10,12,35).

Existem diversos compostos que podem ser utilizados como ligantes
organicos, a Figura 5 apresenta alguns exemplos destes ligantes. A formacao
estrutural da MOF ocorre de acordo com a posi¢cao dos grupos de coordenacao

nas moléculas do ligante, que determinam o local em que o metal ird coordenar e
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como a rede vai ser definida que pode, por exemplo, ser linear, em forma de T ou

Y, tetraédrica, quadrado-planar, entre outras (30).

Figura 5: Exemplos de composto que podem ser utilizados como ligantes para a sintese

de MOFs
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Fonte: (disponivel em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

A formacdo das MOFs ocorre através da unido e repeticdo das ligactes
metal-componente organico formando uma rede tridimensional, que pode ser
sintetizada por diferentes técnicas que usualmente utilizam um solvente, podendo
necessitar de temperatura, que varia desde a temperatura ambiente até
aproximadamente 250 °C. As rotas alternativas de sintese podem influenciar as
caracteristicas dos materiais como o tamanho da particula, a distribuicdo de
tamanho de poros, a morfologia e consequentemente as propriedades finais do

material (36).
Atualmente os métodos de sintese descritos na literatura sao:

l. Evaporacao ou difusdo de solventes: Primeiro método utilizado para

obtencdo de materiais altamente cristalinos. O método consiste na adicdo de uma


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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solucéo contendo ions metalicos a uma solu¢cdo contendo moléculas organicas
multidentadas. Desta unido ocorre o processo de auto arranjo onde o metal forma
0s “nds” da estrutura e liga-se & molécula organica que forma as “hastes”. A
cristalizacdo desses novos materiais ocorre através da difusdo lenta de um meio
para o outro meio. A desvantagem do método é a sua lentiddo porém o mesmo é

considerado simples e eficaz (36,37);

Il. Sintese solvotérmica convencional (aguecimento elétrico): A mistura
reacional € colocada, por exemplo, em um reator de aco fechado geralmente
revestido com Teflon®, que posteriormente é aquecido a temperaturas superiores
ao ponto de ebulicdo do solvente, de forma a garantir condicbes adequadas de
pressdo (entre 10 a 100 atm) a sintese. O crescimento dos cristais pode ser
promovido também pela variacdo dos valores das rampas de aguecimento e
arrefecimento que influenciam também na modulacdo da estrutura porosa entre
micro (abertura < 20 A) e mesoporosa (abertura entre 20 e 500 A). Este método
pode ser realizado com ou sem agitacdo e o tempo da sintese pode variar de

horas a varios dias (6,13);

Il Sintese solvotérmica usando radiacdo de micro-ondas: este método
utiliza as micro-ondas para aquecer de forma rapida e uniforme o meio reacional.
Ao variar os parametros da sintese € possivel alterar o tamanho dos cristais
formados, o que aumenta a seletividade da sintese na obtencdo do material
desejado. As vantagens descritas, para além da simplicidade de producdo das
MOFs, é a eficacia do aquecimento que ocorre devido a interacdo direta da
radiacdo com o meio reacional e a baixa geracdo de residuos, desta forma,

gradativamente essa sintese vem sendo cada vez mais empregada (23,36);

V. Ultrassom: E uma sintese pouco explorada que tem como principal
objetivo a producao rapida de MOFs. O ultrassom é uma vibracdo ciclica com
frequéncia proxima a 20 KHz capaz de gerar uma alta energia que interage com
0 meio reacional através de ciclos alternados de compressao (alta presséo) e
rarefacdo (baixa pressdo). Essa sintese é normalmente utilizada para a formacao

de nanocristais uma vez que promove uma nuclea¢cdo homogénea (36,38).
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Por fim, novas formas de sinteses tém sido apresentadas e discutidas como
o controle na capacidade de formar cadeias (catenac¢do) e sintese eletroquimica
gue evita uso de solventes organicos, entre outras (39-41).

2.3. Ativacao dos poros na rede metalo-organica

Como um dos atributos mais importantes apresentados pelas MOFs € a
porosidade permanente, caracteristica fundamental para a aplicacdo do material
na liberacédo de farmacos, € essencial a desobstrucdo dessas cavidades atraves

do processo conhecido como ativacdo ou remocédo de moléculas de solventes.

Desta maneira sdo descritas a seguir algumas estratégias como sendo as

mais eficazes e gerais na ativagdo das MOFs.

l. Ativacdo convencional: faz uso de tratamento térmico e vacuo para
remover o solvente. A literatura descreve alguns exemplos bem-sucedidos de
MOFs que utilizam esse tipo de ativacdo, porém a maioria dos materiais
apresentou perda de cristalinidade e liberacdo minima de porosidade.
Consequentemente, estratégias de ativacdo adicionais foram desenvolvidas
tendo em vista a obtencdo de grandes areas de superficie para a maioria das
MOFs (42);

Il. Ativacdo por troca de solvente: é dada pela troca da sobra do
solvente que foi necessario para a sintese (como por exemplo, metanol), que
apresenta alto ponto de ebulicdo, por um solvente de ponto de ebulicdo mais baixo
(por exemplo cloroférmio - CHCI3), posteriormente é realizada a ativacao com
parametros mais moderados de temperatura e vacuo. O resultado desse processo
sdo sélidos porosos com estabilidade estrutural e area superficial aumentada,

guando comparado as MOFs ativadas convencionalmente (42,43);

II. Ativacdo por CO; supercritico: E uma técnica baseada na troca de
solventes, porém nesse caso € utilizado um solvente intermediario que seja
miscivel ao COz2 liquido. Por exemplo, a troca do solvente ocorrera ao aplicar uma
alta pressao (73 atm) por horas em uma amostra na qual o solvente (como o

s

etanol) esta soluvel em CO: liquido. Em seguida, a amostra € levada a
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temperatura supercritica de COz (isto é 31°C) o que resulta no preenchimento dos
poros das MOFs pelo CO: supercritico. Finalmente o equipamento ainda em
temperatura supercritica é lentamente ventilado e o COz2 é eliminado na forma de
um gas. Além de ser atOxica, com custos competitivos e possibilidade de
escalonamento, os resultados dessa técnica Sdo promissores uma vez que
algumas MOFs exibiram uma area superficial até quatro vezes maior do que

guando comparada a técnica tradicional de troca de solvente (44);

V. Ativacao por liofilizacdo: é um método em que a MOF é adicionada
a um solvente como o benzeno ou ciclo-hexano. A amostra € submetida a diversos
ciclos de congelamento a temperatura de 0 °C e degelo a temperatura ambiente.
ApGs o ultimo ciclo de congelamento a amostra é colocada sob vacuo e a uma
temperatura abaixo do ponto triplo do solvente. Finalmente quando a amostra esta
aquecida sobre uma presséao reduzida o solvente é sublimado e assim 0s poros

sdo desobstruidos (42).

2.4. Tamanho e forma das particulas

O controle do tamanho e forma dos cristais € uma area importante na
pesquisa das MOFs, uma vez que essas caracteristicas podem otimizar as
propriedades fisicas do material e influenciar na sua aplicacao.

As diferentes formas dos cristais de MOFs sdo estudadas visando facilitar
a sua manipulacdo e incorporacdo em area de pesquisas como de

armazenamento e separacao de gas, sistemas cataliticos e biomédicos (2,45).

Numerosos métodos e técnicas combinadas com a abundancia de
componentes disponiveis e 0s parametros varidveis do processo levaram a
producdo de milhares de materiais MOFs. Como observado na Figura 6, a MOF-
5, apresenta a geometria cubica, a HKUST-1, MIL-101 e UiO-66 apresentam
geometria octaédrica e a MOF ZIF-8 apresenta uma geometria hexagonal.
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Figura 6: Estrutura 3D e morfologia dos cristais das MOFs obtidas por MEV da, HKUST-1,
MIL-101, UiO-66, MOF-5 e ZIF-8 (10,21,46-48)
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Fonte: Lee (2009), Keeffe (2010), Chui (1999), Yaghi (2008), Lu (2014)

Os cristais de MOFs desenvolvidos na escala nanométrica sao estudados
frente a diversas aplicacoes, por exemplo, na fabricacao de flmes, membranas e
guando sao atoxicos e apresentam uma alta capacidade de carga, sdo
direcionados para pesquisas para agentes de contraste em ressonancia
magnética e liberacdo de farmacos (36,49,50).

As MOFs em escalas micrométricas podem apresentar aplicacfes
semelhantes, porém com algumas restricdes, como por exemplo, a limitacao para
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0 uso intravenoso na area de liberacdo de farmacos. O desenvolvimento de
materiais em escalas maiores, entretanto, é essencial para os estudos sobre a
estrutura do material, o qual analisa a relacdo entre a estrutura e suas
propriedades (36,51,52).

A manipulacéo e controle do tamanho e morfologia dos cristais pode ser
conseguida através de diferentes estratégias que envolvem desde parametros da
sintese como o tempo de reacao, valores de pressao, tipo de aquecimento como
também o tipo de solvente, pH, metal de escolha e a concentracéo dos reagentes

ou sua razao molar (15,52,53).

Em busca do controle do tamanho e da morfologia dos cristais de MOFs
novas rotas de sintese estdo sendo estudadas entre elas o aquecimento por
microondas, sintese por ultrassom e sintese hidrotérmica. Além disso,
recentemente vem sendo cada vez mais estudado a influéncia do crescimento dos
cristais de MOFs sobre superficie ou em substratos. O uso de agentes
estabilizantes, moduladores de coordenacdo também auxiliam nessa finalidade.
(36,39,54-56).

Avaliando a amplitude de parametros é possivel afirmar que ndo ha um
componente especifico capaz de garantir o controle da forma e do tamanho dos
cristais, ou seja, na etapa de desenvolvimento € necessario analisar e testar cada
possibilidade para conferir a hipétese de uma delas, ou 0 seu conjunto, auxiliarem

no controle desses parametros.

2.5. Uso de substratos

Uma variedade de substratos vem sendo utilizados para a formacéo de
filmes a base de MOFs, como o silicio, alumina, grafite e até mesmo superficies
organicas. Diferentes técnicas foram descritas para realizar a sintese fazendo uso

desses dispositivos, dentre elas (36,54,55,57):

l. Crescimento direto: essa estratégia depende da imersao do suporte
na solucao reacional com o controle de temperatura, o que gera a formacao dos

sitios de nucleacao que permitem o crescimento das MOFs no substrato. Como a
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nucleacdo nesses casos é pobremente heterogénea sado indicadas modificacdes
quimicas do substrato para que o filme produzido tenha uma maior qualidade
(36,54);

Il. Camada layer-by-layer (LBL): técnica realizada a temperatura
ambiente que envolve ciclos repetidos de imersdo do substrato em solucéo
contendo somente o sal metalico e posteriormente imersédo na solugdo contendo
o ligante organico. Entre os passos 0 substrato € enxaguado com solvente
apropriado para remover o excesso de componentes (ligantes ou metal). Esta
estratégia garante o crescimento de filmes mais homogéneos e com orientacao
controlada, porém é indicado a pré-funcionalizacdo do substrato com diferentes
grupos funcionais como COOH, OH e piridina (36,55,56);

Il Crescimento secundario: € uma estratégia que permite o controle da
orientacdo no crescimento das MOFs quando comparada ao crescimento direto.
E baseada no revestimento do substrato de finas camadas de metais, como titanio
e ouro, por técnicas de deposig¢ao por rotagédo (“spin-coating”) ou imersao (“dip-
coating”), este método depende somente de uma Unica etapa onde as sementes
sdo primeiramente cristalizadas e ancoradas diretamente no substrato e na
sequéncia, o substrato é imerso no meio reacional e o filme é entdo gradualmente
formado de maneira similar ao do crescimento direto. Devido a pré-existéncia de
nucleos na superficie do suporte a influéncia quimica da superficie € eliminada.
Com isso os cristais das MOFs obtidas por este método apresentam uma ligacéao

mais fraca com o substrato (36,55);

V. Solugdo quimica: Essa é uma técnica considerada rapida e simples,
onde a rota de deposicdo da solucdo quimica para a preparacdo das MOFs
emprega dispersdes estaveis de nanocristais que sao revestidas por rotacdo ou
imerséo nos substratos. O controle do crescimento das MOFs é dado por multiplas
deposicoes (36);

V. Evaporacéo: E um dos métodos mais simples de crescimento das
MOFs sobre superficie que consiste na fabricacao de filmes finos pela evaporagéo
da solucao reacional previamente adicionada sobre o substrato. Ao adicionar a

solugdo precursora a uma lamina de vidro, por exemplo, a nucleacdo e o
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crescimento sdo induzidos por exposicédo a vapores de metanol ou etanol, uma
vez que a difusdo dos vapores resulta em um processo suficientemente lento de

cristalizacao (27,54).

2.6. Redes metalo-organica HKUST-1

Em 1999 Chui e colaboradores (21), descreveram a sintese de um cristal
de benzeno tricarboxilato de cobre (Cuz(BTC)2) que foi entdo nomeado como
HKUST-1, por ser a primeira MOF desenvolvida pela Universidade de Hong Kong

(Hong Kong University of Science and Technology).

A MOF HKUST-1 possui uma estrutura eletricamente neutra construida
pela unido de conjuntos polinucleares inorganicos de cobre coordenado a quatro
oxigénios, provenientes do ligante benzeno-1,3,5- tricarboxilato e moléculas de

agua nos sitios axiais (58).

O material apresenta propriedades fisicas e quimicas tipicas de um
polimero de coordenacdo de estrutura aberta altamente porosa, com cristais de
morfologia octaédrica. As principais propriedades dessa MOF sédo a
especificidade magnética (59), catélise (60) e adsorcéo (33). Ao realizar a ativacao
do material e remover a 4gua de sua estrutura, ela se torna porosa e apresentando
trés tipos de poros de aproximadamente de 0,4 nm a 1,1 nm de didmetro. Os poros
pequenos sao tetraédricos (0,4 nm), os médios (1,0 nm) e os grandes (1,1 nm)
sdo cuboctaédricos (58). A Figura 7 ilustra a formacdo da MOF HKUST-1 e seus

poros.
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Figura 7: Estrutura da HKUST-1. A esfera azul indica o poro de 0,4 nm, a esfera amarela e
avermelhaindicam os poros de 1,0 nm e 1,1 nm respectivamente

Cu2+ + [

® Cut @0 O

Fonte: Wu (2015)

O material tem um grau razoavel de estabilidade térmica (até 240 °C) e
uma capacidade de funcionalizacdo quimica. O composto é hidrofilico e sua cor
varia de azul escuro (forma desidratada) a azul claro (forma hidratada). E
comumente sintetizado sob condi¢des hidrotermais leves (109 — 120 °C), embora
possa ser sintetizado por métodos alternativos como sintese de micro-ondas,
ultrassom, temperatura ambiente e também eletroquimicamente (metodologia
desenvolvida pela BASF®) (45,61).

A Figura 8 ilustra o processo de ativacdo que causa a remocao de
moléculas de adgua coordenadas aos atomos de cobre, porém a estrutura cristalina
do material é preservada, causando assim somente um encolhimento da gaiola
[Cu2C40sg](H20)2 — [Cu2C40s] 0 que é responsavel pela coloragcédo azul escura da

MOF. A remocéao da molécula de dgua torna os sitios de cobre ativos. (60,62)
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Figura 8 Ativacdo da HKUST-1 e remocédo de moléculas de 4gua coordenados aos atomos
de cobre
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Fonte: Bordiga (2010)

2.7. Sistemade liberacdo de farmacos

Muitas propriedades farmacoldgicas de farmacos convencionais podem ser
melhoradas através do uso de sistema de liberacdo de farmacos. A necessidade
no uso de materiais capazes de transportar e liberar os farmacos ocorre
principalmente devido a alta toxicidade de algumas moléculas frente ao

organismo, por exemplo, os farmacos anticancerigenos (63).

O uso de sistemas de liberacao de farmacos apresentam outras finalidades
como a de ampliar a biodisponibilidade do farmaco, melhorar sua estabilidade,
manter e controlar as taxas de liberacédo e direciona-los para locais especificos do

corpo, visando reduzir a frequéncia de administracédo do farmaco (63).

Os farmacos administrados através de um carreador exibem perfis
cinéticos e biologicos diferentes daqueles obtidos quando o farmaco é
administrado livremente, uma vez que o farmaco livre administrado, por exemplo,
por via oral apresenta uma inabilidade para a liberacdo controlada. O modo de
carrear um farmaco com mais eficiéncia é através da incorporacao, encapsulacao
ou adsorcdo do mesmo em sistemas biocompativeis conhecidos como

transportadores de farmacos (5,64).

Uma ampla variedade de sistemas carreadores de farmacos tem sido

objeto de estudos na area farmacéutica. Dentre os materiais desenvolvidos
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podemos destacar os lipossomas, dispositivos revestidos implantaveis,

nanoparticulas, dendrimeros e recentemente as redes metalo-organicas (65-67).

As MOFs podem ser consideradas como materiais ideais para liberagéo de
farmacos devido as propriedades inerentes ao material, entre elas a combinacao
de alta porosidade associada a grandes areas superficiais e a capacidade de

variar os tamanhos dos poros e de ajustar os grupos funcionais (5,68).

O primeiro grupo de MOF, considerado como potencial sistema de
liberacdo de farmacos € o da familia MIL (Materials of Institut Lavoisier)
desenvolvido por Férey e colaboradores (5). Frente as caracteristicas descritas
anteriormente, as MOFs da familia MIL apresenta area superficial dentre 3100-
5900 m?/g. Estes materiais foram desenvolvidos a partir de metais trivalentes e

ligantes orgéanicos que apresentam acidos carboxilicos (68).

O ibuprofeno foi escolhido como farmaco modelo por Horcajada e
colaboradores (50) para a avaliacado da incorporacéo e liberacao a partir da MOF
mesoporosa MIL-100. Eles relataram uma capacidade de carregamento de 0,35
gramas de ibuprofeno por grama de MIL-100 (50). Mais tarde, eles investigaram
MIL-53 (Cr) e MIL-53 (Fe) para adsorcdo e entrega do mesmo farmaco e
descreveram o valor de adsorgcdo em torno de 0,2 g de ibuprofeno por grama de
MOF (68).

A liberacéo do farmaco analgésico e anti-inflamatoério néo levou a perda da
cristalinidade ou decomposicdo da estrutura. A cinética do ibuprofeno liberada
através da MOF foi monitorada por HPLC, evidenciando a liberacdo constante do
farmaco durante as primeiras 8 horas e a liberacdo completa ao final de 6 dias
(50,69).

As MOFs da familia ZIFs (Zeolitic imidazolate frameworks) também vém
sendo utilizadas como sistemas de liberacdo de farmaco. Esses materiais
apresentam area superficial dentre 1300-1813 m?/g e foram utilizadas na
avaliagdo da liberacdo de farmacos anticancerigenos como 5-fluorouracil,
hidroxiuréia e mercaptopurina. Os estudos revelaram uma capacidade de 0,65 a
0,68 g/g para a adsorcao de 5-fluorouracil e hidroxiuréia e uma capacidade de
0,55 g/g na adsorgcéo de mercaptopurina (28).
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Por fim, outra MOF que é relatada como promissora para o carreamento de
farmaco é a HKUST-1. Ke e colaboradores (59) relataram o carreamento e
liberacdo de nimesulide a partir de um nanocomposto de MOF, com
caracteristicas magnéticas e alta porosidade, fabricada pela incorporacdo de
bastdes de FesO4 em cristais de HKUST-1. Esta MOF foi capaz de adsorver até
0,2 g de nimesulide por grama de MOF, e demorou até 11 dias para completar a
liberacéo do farmaco em solugéo salina fisiologica a 37 °C.

A partir dos relatos acima, € possivel afirmar que o uso das MOFs para o
carreamento de farmacos pode abrir novas perspectivas para melhoria da
eficiéncia no tratamento de doengas severas como 0 cancer, uma vez que estes
materiais podem ser desenvolvidos em meio biocompativeis e podem adsorver

farmacos com diferentes polaridades, tamanhos e grupos funcionais.

2.8. 5-Fluorouracil

Nas ultimas décadas, o cancer se tornou um evidente problema de saude
publica mundial. O 5-fluorouracil (5-FU) é amplamente utilizado no tratamento de
uma variedade de céanceres e quando combinado com outros agentes
quimioterapicos (como a oxaliplatina e o irinotecano) melhora taxas de resposta e
sobrevivéncia em cancer de mama, cabeca e pescoco, apresentando um grande
destaque na melhora da sobrevida global e livre de doencas de pacientes com

cancer colorretal estagio Il e em canceres de pele (70).

O 5-Fu é um farmaco antimetabolito analogo de uracil e timina, que
apresenta um atomo de flGor ligado ao carbono 5 em substituicdo ao atomo de
hidrogénio, conforme ilustrado na Figura 9. O 5-Fu exerce seus efeitos
anticancerigenos através da inibicdo de processos biossintéticos essenciais da
timidilato sintase (TS) e da incorporacao de seus metabdlitos em macromoléculas

como o0 RNA e DNA inibindo a sua fungéo normal (28,70).
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Figura 9: Estrutura quimica do 5-Fu
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Os pacientes tratados com 5-Fu podem apresentar toxicidades graves
induzidas pela quimioterapia como a neutropenia febril (presenca de febre, com
temperatura corporal > 38,3 °C e contagem de neutréfilos < 500/mm?3 ou entre 500
e 1.000/mm? e com tendéncia a queda), anorexia, nausea, vomito e diarréia. Tais
efeitos adversos causam significativo énus clinico e financeiro ao sistema de
saude por meio da hospitalizacao e aumento do risco de morbidade e mortalidade
(71).

A toxicidade associada ao uso de 5-FU é mais frequente em mulheres e
pacientes com idade avancada. Outros fatores clinicos também podem ser
relacionados a toxicidade e precisam de maiores investigacdes, como a influéncia
étnica, alcoolismo e a via de administracéo do farmaco. A mortalidade relacionada
a complicacbes decorrentes do tratamento quimioterapico com 5-Fu tem taxas de
0,5-1,0% dos pacientes (70,72).

Do total de pacientes tratados com 5-Fu, de 10-40% apresentam
toxicidades severas. As reacOes adversas ao tratamento com 5-Fu sé&o
consideradas severas quando classificadas em grau 3 e 4 de toxicidade, de
acordo com o Commom Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)
(70,71). O uso de sistemas carreadores de farmaco, como as MOFs, é muito

interessante, uma vez que o farmaco apresenta toxicidade severa.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é desenvolver um sistema formado por uma rede
metalo-organica (MOF) com morfologias cristalinas diferentes para avaliar a
citotoxicidade e o uso futuro em carreamento de moléculas terapéuticas. Visando

atingir esses objetivos as seguintes acdes foram adotadas:

> Desenvolver a rede metalo-organica a base de acido trimésico com

morfologia diferente da octaédrica;

> Caracterizar as propriedades estruturais dos sistemas

desenvolvidos;

> Avaliar a capacidade de encapsulamento do farmaco modelo

anticancerigeno, 5-Fluorouracil;

> Avaliar a citotoxicidade dos sistemas desenvolvidos, nas linhagens
celulares HDFa, HaCat e A-375.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

o 5-fluorouracil — C4H3N2FO2 — Massa molecular: 130,08 g/mol —
Sigma Aldrich®;
o Acetato de cobre Il - C4HsCus-H20 — Massa molecular 199,65 g/mol

— Exodo Cientifica®;

o Acido trimésico (BTC) — CeH3(CO2H)3z — Massa molecular: 210,14
g/mol - Sigma Aldrich®,

o Alcool isopropilico — C3sHsO — Massa molecular: 60,1 g/mol - Exodo

Cientifica®;
. Agua purificada - Mili-Q Plus®;

. Azul de trypan - Sigma Aldrich®;

o Camara de Neubauer - Kasvi®;

o Célula fibroblastos dérmicos humanos (HDFa);

. Célula de queratinécitos humanos (HaCat);

o Célula de melanoma humano (A375) — Banco de células do Rio de
Janeiro;

. Cloridrato de resazurina - Sigma Aldrich®;

o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) — Gibco®;
o Diclorometano — Massa molecular: 84,93 g/mol — Neon®;

o Dimetilformamida (DMF) — CsH7NO — Massa molecular: 73,09 g/mol
— Exodo Cientifica®;

o Dimetilsulfoxido (DMSO) — C2HsOS —Massa molecular: 78,13g/mol —
Exodo Cientifica®;
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Etanol — &lcool etilico absoluto — Massa molecular: 46,07 g/mol —

Exodo Cientifica®;

Garrafa de cultivo celular - Sigma Aldrich®;

Methyl Thiazolyl Blue (MTT) — Sigma Aldrich®;

Metanol — alcool metilico absoluto — Massa molecular: 32,04 g/mol —

Exodo Cientifica®;

Aldrich®;

Microplaca para cultivo celular — TPP®;

Metilmetanossulfonato — Massa molecular 110,13g/mol - Sigma

Papel filtro — LAC®;
Soro fetal bovino (SFB) - Gibco®;
Substrato de silicio — Nova Eletronic Materials®;

Sulfato de Cobre Il Pentahidratado — CuSO4-5H20 - Massa

molecular: 249,69 g/mol - Neon®;

4.2.

Tampao fosfato salino (PBS);

Tripsina EDTA - Gibco®.

Equipamentos:

Balanca digital - Shimadzu®;

Centrifuga SL-700 - Solab®;

Difratdbmetro de Raios - XD-5000 - Siemens®;
Espectrofotdmetro - Cary 60 UV-Vis — Agilent Technologies®;
Estufa a vacuo — Microtube®;

Sputter Coaster SCD-050 - Bal-Tec®,

Infravermelho System 2000 - Perkin Elmer®;
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. Leitor de microplacas Synergy H1 - Biotek®;
o Microscoépio eletronico de varredura SM-300- Topcon ®
o Sistema de purificacdo de agua Milipore - Mili-Q Plus®;

. Sputter DV-502A - Denton Vacuum®;
. Thermo Mixer — Kasvi®;

. Ultrassom Elmasonic S 40H - Elma®.

4.3. Métodos experimentais

4.3.1. Sinteses

4.3.1.1. Sintese das redes metalo-orgénicas a base de acido

trimésico e acetato de cobre - HKUST-1

A MOF HKUST-1 com forma cristalina octaédrica foi preparada utilizando a
metodologia ja descrita na literatura cientifica por Li e colaboradores (38). A
sintese foi realizada com auxilio de ultrassom. Foram pesados 0,104 g de acido
trimésico, o qual foi dissolvido em uma mistura de 6 mL de dimetilformamida
(DMF) e 2 mL de etanol absoluto para obter a solucéo ligante. A solucédo metélica
foi preparada a partir de 4 mL de uma solugé&o aquosa contendo 0,099 g de acetato
de cobre dihidratado. As duas solu¢des foram adicionadas a um tubo de ensaio e
foram mantidas em banho ultrassénico por 30 minutos. O produto formado de
coloracdo azul claro foi isolado através de processo de centrifugacdo por 10
minutos em 4032 g. Finalmente os poros do material foram ativados pelo
agquecimento em estufa a vacuo a uma temperatura de 150 °C por 24 horas e
adquiriram a coloracdo azul escura, indicativa da desidratagdo do composto. O

material sintetizado foi denominado neste trabalho de VHKUST.
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4.3.1.2. Sinteses em substrato

Na tentativa de obtencdo de redes metalo-organicas com formas cristalinas
diferentes das reportadas na literatura, as sinteses das MOFs foram feitas com o
auxilio de diferentes substratos de silicio. Antes de realizar a sintese (descrita no
item 4.3.1.3) os diferentes substratos de silicio foram preparados de forma distinta
através da deposicdo de camadas de ouro ou de camadas de titdnio+ouro. Os
substratos utilizados foram preparados em colaboracdo com o grupo de pesquisa
da professora Prof.2 Dr.2 Maria Aparecida Zaghete do Departamento de
Bioquimica e Tecnologia Quimica e do Prof. Dr. Marcelo Orlandi do
Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica da UNESP de

Araraquara.

4.3.1.2.1. Limpeza e preparo do substrato de silicio

4.3.1.2.2. Limpeza e do substrato de silicio para posterior

deposicéo de metais

Primeiramente, o substrato de silicio utilizado foi higienizado com auxilio de
equipamento de ultrassom Elma®. Em seqguida, o substrato de silicio foi imerso
em uma sequéncia de solventes (metanol absoluto, acetona e ao final em metanol
absoluto com agua purificada (50:50), a cada solvente ele foi mantido no banho
ultrassénico por 30 minutos. Apés a limpeza foi aguardada a secagem natural do

material a temperatura ambiente.

4.3.1.2.3. Preparo do substrato de silicio com camadas de ouro

O substrato de silicio foi submetido ao processo de metalizacéo por sputter,

com deposicdo de um filme de ouro sobre a superficie do substrato.

Para a realizagdo dessa deposicao foram utilizados dois equipamentos
diferentes. O primeiro da marca Bal-Tec® modelo SCD 050, disponivel no Instituto

de Quimica da UNESP de Araraquara. Os parametros utilizados foram de 25 °C
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na camara de metalizagdo com uma corrente de 40 mA e tenséo de 2 kV. O
segundo equipamento utilizado foi da marca Denton Vacuum® DV-502A, o qual
disponibiliza controle individual dos parametros. Os parametros utilizados foram a
taxa de deposicéo de 0,8 A/s, espessura de 50 nm de ouro a uma pressdo de

deposicdo de 2x10 mTorr sobre tenséo de 450 V.

4.3.1.2.4. Preparo do substrato de silicio com camadas de titanio e

ouro

O substrato de silicio foi submetido ao processo de metalizacdo por sputer
com o equipamento da marca Denton Vacuum® modelo DV-502A, sobre a
superficie do substrato de silicio foi depositado um filme de titanio e
posteriormente um filme de ouro. Os parametros utilizados da taxa de deposicéao
foi de 0,8 A/s, espessura de 10 nm de titanio e 50 nm de ouro a uma presséo de

deposicdo de 2x10° mTorr sobre tenséo de 450 V.

4.3.1.2.4.1. Abrasdo do substrato

Na tentativa de favorecer o crescimento do material na superficie do ouro,
o0s substratos de silicio recobertos com ouro utilizados na sintese descrita a seguir

foram pré-tratados com diferentes técnicas de abrasdo umida:
a. Técnica de imersao em agua régia;

b. Técnica de imersdao em metanol absoluto com abrasdo com lixa
d’agua pré-umedecida;
C. Técnica de imersdo em metanol absoluto com abrasdo por bucha

tipo scotch britte®;

d. Técnica de polimento mecanico com algoddo embebido em agua

purificada e detergente;

e. Técnica de polimento mecanico com algodédo embebido em metanol
absoluto;
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f. Técnica de polimento mecanico por imersdo em metanol absoluto e

agitacao leve.

As técnicas de imersdao em agua régia; metanol absoluto com abrasdo em
lixa d’dagua pré-umedecida; e técnica de imersdo em metanol absoluto com
abraséo por bucha tipo scotch britte® tem por finalidade promover a corroséo da
superficie de ouro. As técnicas de polimento mecéanico com algoddo embebido em
agua purificada e detergente; algodao embebido em metanol absoluto; e a técnica
de polimento mecanico por imersdo em metanol absoluto e agitacao leve, tem por
finalidade otimizar a uniformidade do substrato, melhorando a remocao de
possiveis contaminantes da superficie na qual ocorrera a reacéo (73).

4.3.1.3. Sintese das redes metalo-organicas a base de acido

trimésico e sulfato de cobre em substrato — VCuBTC.

As MOFs foram preparadas utilizando a metodologia proposta por Kojitari
e colaboradores (54) com algumas modificacdes.

A sintese foi realizada inicialmente através do método de crescimento
direto em substrato sendo posteriormente modificada para o uso da técnica de

layer-by-layer.

As MOFs sintetizadas tém como ligante o acido trimésico (BTC) e como
metal o cobre, obtido do sulfato de cobre (CuSO4) e foram denominadas de
VCuBTC.

4.3.1.3.1. Sintese de crescimento direto em substrato

Para realizar a sintese foram preparadas duas solucdes. A solugéo A foi
preparada a partir da solubilizacdo de 0,23 mM de &cido trimésico em 10 ml de
agua purificada. Para a solucéo B foram solubilizados 0,3 mM de sulfato de cobre
em 10 mL de agua purificada. A solugéo A foi adicionada a solucéo B formando a

solugéo C.
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A solucéo C (contendo o ligante e o metal) foi distribuida sobre o substrato
gue estava posicionado horizontalmente ao fundo do béquer, sendo mantida em
um sistema fechado por 24 horas. Apés esse periodo, o substrato foi retirado do
béquer e seco em temperatura ambiente em estufa a vacuo. Posteriormente a
MOF foi retirada do substrato através de raspagem manual e 0s cristais analisados

por microscopia eletrénica de varredura.

Para essa sintese foram utilizados substratos de silicio, sendo testado o
substrato de silicio sem qualquer recobrimento, substrato de silicio com
recobrimento de ouro, substrato de silicio com recobrimento de titanio e por ultimo

substrato de silicio com recobrimento de titanio recoberto com ouro.

4.3.1.3.2. Sintese layer-by-layer

A sintese de layer-by-layer foi estudada com o objetivo de melhorar o
rendimento de crescimento das MOFs sobre o substrato de silicio recoberto por

titAnio+ouro.

A técnica consiste em uma imersao ciclica do fragmento de silicio recoberto
por titdnio+ouro em solucéo do metal e posteriormente na solucéo do ligante; entre
os ciclos de imersao o substrato era lavado em solucdo de com agua purificada e
alcool absoluto (50:50) (56).

Para realizar a sintese foram preparadas duas solu¢des. A solucéo A foi
preparada a partir da solubilizacdo de 0,23 mM de acido trimésico em 15 ml de
agua purificada e 15 ml de etanol absoluto. Para a solucao B foram solubilizados
0,3 mM de sulfato de cobre em 30 mL de &gua purificada.

As solucdes prontas foram distribuidas separadamente em béqueres,
posteriormente o0 substrato revestido com titanio+ouro foi colocado ao fundo do
béquer contendo a solugcdo A onde permaneceu por 15 minutos. Apos o tempo
determinado, o substrato foi retirado da solucdo A, lavado em solucédo de agua
purificada e etanol absoluto (50:50) e adicionado no béquer contendo a solucao
B, na qual foi mantido por 15 minutos. ApGs esse periodo, o substrato foi retirado

da solucéo B, lavado em solucdo de agua purificada e etanol absoluto (50:50) e
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colocado na solucdo A. Essa operacao de imergir o substrato nas solucées foi
realizada quatro vezes. Por fim, as solugdes A e B foram misturadas, o substrato
adicionado a essa solucdo na qual permaneceu imerso por 24 horas em sistema

fechado. A Figura 10 ilustra a sintese pela metodologia layer-by-layer.

Figura 10: llustracdo da sintese por metodologia layer-by-layer
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Finalizando o periodo de sintese o substrato é retirado da solucdo, o
excesso do meio reacional é retirado da superficie do substrato através de uma
lavagem com solucdo de agua purificada e etanol absoluto (50:50) e entdo o
mesmo é colocado a temperatura ambiente em estufa a vacuo por 2 horas para
secar. Na sequéncia, as MOFs séo retiradas do substrato com o auxilio de uma
espatula, e entdo ativadas na estufa a vacuo em temperatura de 100 °C por 24
horas. A Figura 11 ilustra a retirada das MOFs do substrato, a ativagdo em estufa
a vacuo, e a alteracao da coloracao da MOF que antes da ativacdo apresentava

uma cor azul clara e ap0s a ativagédo adquiriram uma coloracdo mais escura.
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Figura 11: llustracdo da retirada das MOFs do substrato e ativacdo em estufa a vacuo. A
MOF ativada apresenta uma coloracdo levemente mais escura
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Fonte: Autor

4.3.2. Métodos de caracterizacdo

4.32.1. Difragdo de Raios X (DRX)

Para a realizacdo da difratometria de raios X das amostras em poé foi
utilizado o difratdmetro de raios X, marca Siemens®, modelo D5000. Os

parametros utilizados foram 26 = 5 — 50 ©; passo 0,005 °; tempo = 1 segundo.

4.3.2.2. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
(V)

Para realizar as andlises de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho das amostras das MOFs na forma de pé foi utilizado o
espectrofotometro Perkin Elmer®, modelo System 2000, na regido de 370 — 4000

cm™ em modo transmissao.

4.3.2.3. Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

As amostras das MOFs na forma de p6 ou o substrato contendo as MOFs
foram aderidos a uma fita de carbono condutora. O microscopio utilizado era da
marca Topcon®, modelo SM-300 com detector de elétrons secundarios e voltagem
de aceleracéo de elétrons de 10 Kv.
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4.3.3. Avaliacéo da citotoxicidade

4.3.3.1. Método colorimétrico por MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados a partir do método MTT para
avaliar a viabilidade celular apds contato com as redes metalo-organicas. As
MOFs na forma de p6 de VCuBTC e VHKUST, foram diluidas em meio de cultura
DMEM. O ensaio foi conduzido em cultura de células de fibroblastos dérmicos
humanos (HDFa). As células, apds terem sido cultivadas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) e ao apresentarem uma confluéncia de 80 a 90%
foram tripsinizadas para serem centrifugadas a 161 g por 3 minutos e finalmente
semeadas em placas de 96 pocos. A densidade celular para os ensaios de
citotoxicidade por MTT foi de 2x10° células/mL.

Para a completa adesédo das células as placas foram incubadas por 24
horas, posteriormente as células foram tratadas com 1 mL de controle positivo
(dimetilsulfoxido a 10%), controle negativo (DMEM), e diferentes concentracfes
(160 pg/mL, 310 pg/mL, 630 pg/mL, 1250 pg/mL e 2500 pg/mL) das MOFs durante
24 horas.

Apos o tratamento, o meio de cultura foi removido, as placas lavadas com
tampéao fosfato salino (PBS) (74), posteriormente foram adicionados 100 pL de
MTT (1 mg/mL em PBS) em cada pog¢o. A microplaca com as células foi incubada
a 372 °C, ao abrigo da luz, até a observacédo da presenca dos cristais violeta de
formazana (3 a 5 horas). Como a formazana € insollvel, a mesma foi solubilizada
com auxilio de 100 pL de alcool isopropilico absoluto que foram adicionados a
cada poco. Ao fim, foi realizada em leitor de placas a leitura espectrofotométrica
da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm. Os ensaios de citotoxicidade
foram realizados em trés experimentos independentes e as concentragdes, em
cada experimento, testadas em triplicatas. A porcentagem de células mortas foi
calculada em relacdo ao controle negativo, representando a citotoxicidade de
cada tratamento segundo proposto por Zhang e colaboradores (75). A Figura 12

esquematiza as principais etapas do teste de citotoxicidade.
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Figura 12: Esquema das principais etapas do teste de citotoxicidade
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Fonte: Autor

4.3.3.2. Método colorimétrico por Alamar blue®

A viabilidade celular das linhagens HaCat (queratindcitos humanos) e A-
375 (melanoma humano) foi determinada pelo método redox da resazurina de
acordo com os procedimentos descritos por Pagé e colaboradores (76) e
adaptados por De Grandis e colaboradores (77). As células foram incubadas sob
condi¢cBes padronizadas de cultivo celular (37 °C, 5% COz2, 95% de umidade), em
garrafas de cultivo de 75 cm?, contendo meio de cultura apropriado para seu
crescimento, suplementado com SFB. As células foram recolhidas das garrafas
de cultivo utilizando 3 mL de tripsina-EDTA 0,25%, centrifugadas a 200 g por 5
minutos e contadas em camara Neubauer, utilizando o método de exclusdo pela
solucdo azul de trypan a 0,004%, que cora as células inviaveis, em seguida,
ajustou-se a concentragdo para 7,5 x 10* células/mL. As células foram semeadas
em microplacas de 96 pocos obtendo uma concentracédo celular de 1,5 x 10%
células / poco, e incubadas sob as condicGes padronizadas de cultivo, durante 24
horas para permitir a aderéncia celular. Para o tratamento, foram preparadas
solugbes de 5-Fu, VHKUST+5-Fu, VHKUST, CuBTC+5-Fu e CuBTC, em
concentracdo inicial de 200 uM, de forma que pode-se realizar 5 diluices na
microplaca, a fim de se obter concentragdes de 200 puM, 100 uM, 50 uM, 25 uM e
12,5 uM. O controle positivo constituiu-se de metilmetanosulfonato (150 uM) e o
controle negativo foi composto pelos po¢cos com células que receberam apenas
meio de cultura. Novamente as células foram incubadas por 24 h. ApGs esse
periodo, o meio de cultura foi removido, e logo em seguida foram adicionados 50

pL de cloridrato de resazurina 0,01%. As placas foram novamente incubadas por
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3 horas (HaCat) ou 2 horas (A-375). Em seguida, procedeu-se a leitura da
fluorescéncia em leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek®) em filtros de
excitacdo e de emissdao nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata. Os
resultados foram expressos pela porcentagem de viabilidade celular (%) calculada
em relacdo a fluorescéncia emitida pelo controle negativo, considerada como
100% de viabilidade. A Figura 13 esquematiza as principais etapas do teste de

citotoxicidade por Alamar blue®.

Figura 13: Esquema das principais etapas do teste de citotoxicidade por Alamar blue®
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Fonte: Autor

4.3.4. Eficiéncia de incorporacdo de farmaco nas redes metalo-

orgénicas

Para avaliar a eficiéncia de incorporacao foi utilizado o 5-Fluorouracil (5-
Fu) como farmaco modelo. Primeiramente, 0,01 g do farmaco 5-Fu foi dissolvido
em 30 mL de agua purificada. Apos a sua completa dissolucao, 0,003 g das MOFs
foram adicionadas a solucdo. Para o preparo desta suspensao foi utilizada a
proporcdo de 3:1 (massa: massa) do farmaco e das MOFs, baseando-se na

metodologia descrita na literatura por Horcajada e colaboradores (69).

O material foi colocado em um equipamento Thermo mixer sobre agitagao
constante com aquecimento de 27,4 °C por 12h, 24h e 72h. Apés o periodo de
agitacdo, o material foi centrifugado a 4032 g por 15 minutos, em seguida, foi
medida a absorbéncia do sobrenadante por equipamento UV/Vis. Dessa maneira,
a absorbancia referente ao farmaco livre ndo incorporado as MOFs foi

determinada no sobrenadante, apés a centrifugagéo.
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Para quantificar a eficiéncia de encapsulacao, foi necessario primeiramente
fazer uma curva analitica do farmaco estudado nas concentra¢des 0,0016 mg/mL,
0,0013 mg/mL, 0,0010 mg/mL, 0,0008 mg/mL, 0,0005 mg/mL e 0,0002 mg/mL
com medidas de absorbancia realizadas no intervalo de 200-600nm (absorcao

maxima do 5-Fluorouracil A = 265 nm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Sintese de VHKUST

Visando os posteriores estudos comparativos da eficiéncia de incorporacao
e citoxicidade, a MOF HKUST-1 foi sintetizada sem o auxilio de substrato
conforme descrito na literatura (38), sendo denominada neste trabalho como
VHKUST. Para realizar a ativacdo dos poros do material e assim obter poros
livres, a MOF em forma de pé VHKUST foi colocada em estufa a vacuo com
temperatura de 150 °C por 24 horas. Posteriormente o po foi caracterizado para
confirmar a formagao de uma MOF com 0 mesmo aspecto, estrutura e morfologia

de cristais descritos por Chui e colaboradores (21).

A Figura 14 apresenta uma fotografia do material policristalino sintetizado
por esse método antes (A) e apds (B) tratamento em estufa a vacuo. Observa-se
a formacao de um po de coloragéo azul claro antes da ativacao por calor térmico
em estufa e outro de coloracao azul escura ap6s o tratamento térmico. A mudanca
na coloracao observada esta de acordo com o descrito na literatura (21,22) e esta
associada a remocdo das moléculas de agua covalentemente coordenadas,

gerando sitios de coordenacéo insaturados sobre os ions cobre (Il).

Figura 14: Fotografia do material policristalino VHKUST antes (A) e ap6s ativacdo térmica

(B)

H @cC
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Fonte: Autor
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A microscopia obtida por MEV do po sintetizado apos ativacao térmica dos
poros € apresentada na Figura 15 sendo que a foto (A) apresenta uma micrografia
de aumento de 1000 vezes e a foto (B) um aumento de 10.000 vezes para melhor
observacdo da morfologia octaédrica dos cristais dessa MOF, a qual esta
conforme descrito na literatura (21). Além da morfologia foi possivel observar que

o crescimento dos cristais foi homogéneo e seu tamanho variou em 1 a 2 pm.

Figura 15: Microscopia Eletrénica de Varredura da VHKUST ativada

X 10,000

Fonte: Autor

A Figura 16 (A) apresenta o difratograma de raios-X da MOF VHKUST, em
gue a andlise de difracao de raios X em p6 do material foi realizada para confirmar
a pureza da fase cristalina no material, 0s nimeros acima dos picos correspondem
aos indices de Miller. Pode-se observar que o difratograma apresenta picos
intensos e definidos, caracteristicos de material cristalino. A posi¢cdo em 20 e a
relacdo de intensidade dos picos sdo compativeis com o0s valores
correspondentes a rede metalo-organica, os dados foram comparados com o
calculado com base na ficha CIF 2300380 referente a HKUST-1, ilustrada na

Figura 16 (B) e com o descrito por Chui e colaboradores e (21,27,78).
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Figura 16: Difratograma de raios-X da VHKUST apés ativagao (A) e a ficha CIF 2300380
referente a HKUST-1 (B)
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Fonte: Autor

A técnica de espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho foi
empregada para verificar através das bandas de absorcdo na regido do
infravermelho, se ocorreu a ligacdo entre o acido trimésico e o acetato de cobre
utilizado.

A Figura 17 apresenta o espectro vibracional da MOF VHKUST ativada.

Podemos observar bandas relativas a coordenacéo do ligante organico atraves
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do grupo carboxilato, a saber, estiramento assimétrico COO em 1644 cm ~ (seta
preta), e estiramento simétrico COO em 1373 cm ~* (seta rosa). Além disso, pode
ser observada uma banda de média intensidade em 1449 cm ! (seta roxa)
atribuida aos movimentos vibracionais de estiramento C-C e movimentos
vibracionais de estiramento do anel aroméatico. A banda relativa ao estiramento
Cu-0 pode ser observada em 490 cm ! (seta verde) confirmando que o &tomo de
oxigénio estd coordenado ao Cu. (79) Além disso, uma observacao importante a
partir desse estudo foi a auséncia da banda associada a ligacdo C=0 em 1700
cm 1, referente ao ligante livre. Esses dados comprovaram que o ligante organico
foi desprotonado para a coordenacéo aos ions de cobre para a formacao da MOF
HKUST-1 (80,81).

Figura 17: Espectro infravermelho da MOF VHKUST apés ativacao
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Fonte: Autor

Com os resultados das técnicas de caracterizacao foi possivel comprovar
gue o material sintetizado apresenta 0 mesmo aspecto de coloracdo, a mesma
estrutura cristalina e a mesma morfologia da HKUST-1 descrita em literatura

(21,27,38), conforme esperado.
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5.2. Sintese das redes metalo-organicas sobre substratos
(SURMOFs, MOFs on surface)

Na tentativa de obten¢cdo da MOF cujas particulas apresentassem héabitos
cristalinos diferentes do padréo octaédrico, algumas alteracdes nas condicdes de
sintese foram realizadas seguindo a metodologia descrita por Kojtari e
colaboradores (54). A literatura descreve o uso de diferentes substratos para a
formacgéo de filmes a base de MOF (27,36,54,55). Com o objetivo de identificar
gual dos substratos responderia melhor a finalidade do projeto de produzir MOFs,

foram avaliados ao total 4 substratos de silicio com diferentes recobrimentos.

O primeiro onde o substrato de silicio foi recoberto com ouro, o segundo
com o substrato de silicio sem recobrimento, o terceiro com o substrato de silicio
recoberto com titanio e o quarto com o substrato de silicio recoberto por titanio e

em seguida recoberto com ouro.

5.2.1 Sintese em substrato de silicio com deposicao de ouro

A metodologia de crescimento direto foi empregada nos substratos
preparados conforme descrito no item 4.3.1.2.3. Nesses substratos foram
testadas diferentes técnicas de abrasdo e analisada a sua influéncia no

crescimento do material sobre o substrato.

A Figura 18 apresenta as microscopias eletrbnicas de varredura dos

materiais sintetizados em substratos submetidos a diferentes técnicas de abrasao.
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Figura 18: Imagem de Microscopia eletrénica de varredura das MOFs sintetizadas em
substratos submetidos a diferentes técnicas de abrasdo. A — agua régia; B — lixad'agua; C
- bucha tipo Scotch Britte®; D — algoddo com agua e detergente; E — algoddo em metanol;
F — metanol com agitacéo

Fonte: Autor
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E possivel observar através das microscopias a formacéo de ranhuras
(indicada pelas setas brancas) de diferentes tamanhos na superficie dos
substratos causada pela abrasdo. O tamanho das ranhuras é dependente do
meétodo de abraséo utilizado. As microscopias revelaram ainda a formacao de uma
maior quantidade de cristais no substrato que foi submetido a técnica de abraséo
gue utilizou o polimento mecanico por imersao em metanol e agitacao leve (Figura
19F). Podemos observar também uma morfologia alongada dos cristais, Kojtari e
colaboradores (54) nomearam esse tipo de morfologia como fios (do inglés
“wires”), McGuire e colaboradores (52) nomearam esse tipo de morfologia como
bastbes (do inglés “rod-like”), neste trabalho consideramos a morfologia como
sendo de bastbes. Os cristais formados ndo foram afetados pelas técnicas de
abrasdo. Sendo assim, concluiu-se que a técnica de polimento mecanico por
imersdo em metanol e agitacdo leve foi a melhor para o crescimento das MOFs

no substrato recobertos apenas por ouro.

Finalmente, ap6s o teste de abrasdo os substratos preparados pelo
equipamento da marca Bal-Tec modelo SCD 050 Sputter Coater ndo foram mais
utilizados. Os substratos utilizados nos testes descritos a seguir, foram o0s
preparados pelo equipamento Denton Vacuum DV-502A, o qual oferecia um maior
controle de parametros para a deposi¢cdo da camada de ouro no substrato de

silicio.

5.3. Influéncia do local de imersao

Além da influéncia das diferentes técnicas de abraséo, foi avaliado o efeito
do posicionamento do substrato no meio reacional, uma vez que até o momento
na literatura ndo foi encontrada comparacdes referentes a posi¢do do substrato

no meio reacional.

A primeira posicdo avaliada é a tradicional, cujo substrato € colocado no
fundo do recipiente contendo o meio reacional com a face do depdésito de ouro
voltada para o meio reacional. Na segunda posi¢cdo avaliada, o substrato foi
colocado na superficie do meio reacional e com a face do substrato que contém o

depdsito de ouro voltado para a solugao.
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E possivel observar ap6s a sintese de contato direto com o substrato de
silicio recoberto com ouro, o crescimento de cristais nos substratos a olho nu.
Entretanto, para melhor avaliar a influéncia do posicionamento no crescimento dos
cristais, os substratos foram analisados por microscopia eletrénica de varredura.
A Figura 19 apresenta as imagens MEV dos substratos posicionado no fundo do
recipiente contendo o meio reacional (A) e na superficie do meio reacional (B).
Segundo a literatura, o material cresce de forma perpendicular & superficie do
substrato. Entretanto, ndo foi possivel observar este tipo de crescimento nos
substratos testados neste trabalho, uma vez que o transporte do substrato para a
realizacdo das andlises pode ocasionar o deslocamento dos cristais. As
diferencas observadas pelas microscopias foram em relacdo a quantidade de
cristal formada a partir do posicionamento diferente do substrato. Observou-se
gue quando o substrato foi colocado no fundo do recipiente ocorreu o crescimento
de uma maior quantidade de cristais devido a acédo da gravidade. Observamos
também que o posicionamento do substrato ndo afetou a morfologia dos cristais.
ApOs analise por microscopia eletrdnica, os cristais foram retirados da superficie
dos substratos por raspagem com auxilio de espatula, e sua massa foi medida.
Através da técnica de pesagem, foi possivel confirmar as observacdes realizadas
a partir das microscopias, uma vez que o rendimento do material foi de 0,002 g
para o substrato posicionado no fundo do recipiente e de = 0,001 g para substrato

posicionado na superficie.
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Figura 19: Microscopia eletronica de varredura dos substratos com depdsito de ouro
contendo cristais de MOF posicionados no fundo do recipiente que contém o meio
reacional (A) e na superficie do meio reacional (B)

Fonte: Autor

Dessa forma as sinteses subsequentes foram realizadas com o substrato

posicionado no fundo do recipiente contendo o meio reacional.

5.4. Sintese em substrato de silicio sem deposicéao

Os resultados envolvendo a sintese por contato direto com o substrato
recoberto com ouro foram apresentados anteriormente e demonstraram a sua
eficiéncia no que diz respeito a formagéo do material com habito cristalino distinto

(bastdes) em relacdo ao padréo (octaédrico).

A Figura 20 apresenta a imagem MEV da MOF sintetizada pelo método de
contato direto com auxilio de substrato de silicio sem recobrimento. E importante
destacar que, ao contrario do observado para os substratos recobertos com ouro,
nao foi possivel verificar a olho nu se houve ou néo crescimento dos cristais da
MOF. O uso da microscopia eletrdnica revelou, entretanto, que houve crescimento
da MOF ainda que em uma quantidade de cristais significativamente menor. Apos
a raspagem do substrato com auxilio de uma espatula para retirada dos cristais,
nao foi possivel determinar por pesagem a quantidade de cristais formada, mesmo
utilizando uma balanca analitica de alta precisédo, confirmando o baixo rendimento

da sintese neste substrato.
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Figura 20: Imagem MEV do material formado sobre substrato de silicio sem recobrimento

Fonte: Autor

5.5. Sintese em substrato de silicio com deposi¢cdo de uma camada
de titanio

A sintese de contato direto com o substrato de silicio recoberto por uma
camada de 10 nm de titanio preparado pelo equipamento Denton Vacuum DV-
502A, foi realizada. A Figura 21 apresenta a imagem MEV da MOF sintetizada
sobre substrato de silicio recoberto com titanio. Vale ressaltar que foi possivel,
assim como no caso dos substratos recobertos com ouro, observar a olho nu a

formacéao de cristais da MOF-.

Na Figura 21 (A) é possivel observar a formacgéo de uma grande quantidade
de cristais com morfologia alongada como bastdes, enquanto a Figura 21 (B)
apresenta a imagem com um aumento de 1.500 vezes, a fim de destacar a
morfologia encontrada. As particulas cristalinas observadas possuem um
comprimento que varia de 48 - 61,2 um e espessura que varia de 3,07 um - 4,6

gm.
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Figura 21: Microscopia (MEV) das MOFs sintetizadas com auxilio de substrato de silicio
recoberto com titanio

Fonte: Autor

5.6. Sintese em substrato de silicio com deposicdo de uma camada

de titdnio e ouro

A Figura 22 apresenta a microscopia MEV da MOF sintetizada sobre o
substrato de silicio recoberto com uma espessura de 10 nm de titdnio e 50 nm de
ouro, no mesmo aumento apresentado para os substratos anteriores (A) e com
um aumento de 1.500 vezes (B). Foi possivel observar a olho nu o crescimento
de cristais na superficie do substrato. A imagem apresentada na Figura 22 (A)
revela a formacéo de grande quantidade de cristais com morfologia alongada na
forma de bastbes. Os cristais formados apresentaram comprimento variando de
18 - 29,6 pum e largura variando de 1,3 - 2,96 pm. Desta forma, podemos concluir
gue o tamanho dos cristais formados € menor do que aquele obtido quando o
substrato foi recoberto apenas com titanio. Apds a retirada dos cristais da

superficie do substrato, foi obtida uma massa de = 0,0002 g.
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Figura 22: Microscopia MEV da MOF sintetizada sobre substrato de silicio recoberto com
titAnio+ouro no mesmo aumento apresentado para os substratos anteriores (A) e com um
aumento de 1.500 vezes (B)

Fonte: Autor

O rendimento obtido a partir do crescimento dos cristais sobre substrato
recobertos por titnio+ouro foi dez vezes superior ao encontrado anteriormente na

MOF crescida sobre o substrato de silicio recoberto s6 com ouro (0,0020 g).

O tamanho dos cristais formados, entretanto, € menor quando o
recobrimento é feito com titdnio+ouro em comparacao ao recobrimento somente
com titnio. A Figura 23 ilustra a diferenca, sendo possivel observar que a razéo
de 15,48 um do menor cristal de MOF crescido em titanio é superior a razao de
10,00 um do maior cristal de MOF crescido em titdnio+ouro. Por esta razao optou-
se por conduzir os estudos seguintes com o substrato de titanio+ouro. Vale
ressaltar que o menor tamanho de particula da matriz porosa é vantajoso para
aplicacdo como sistema de liberacdo de farmacos por diferentes vias de

administragao.
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Figura 23: Comparacéo do crescimento dos cristais sobre substrato de titanio+ouro e dos
cristais crescidos por substrato de silicio somente com ouro

Titanio X Titanio+Ouro

MOF em titanio Menor cristal obtido:

48,0 um de comprimentoe largura de 3,1 pm.

Maior cristal obtido:
MOF em titanio+ouro

—

29,60 pum de comprimento e largura de 2,96 um.

Fonte: Autor

A Figura 24 apresenta a relacdo entre a distribuicdo de tamanhos de
particulas e a via de administracdo (82). Além de determinar a via de
administracdo, o tamanho e a forma das particulas podem ter influéncia em uma
grande variedade de propriedades fisico-quimicas e no processo de fabricacéo,
incluindo: taxa de dissolucéo e biodisponibilidade dos principios ativos, taxa de

liberacdo prolongada do farmaco, taxa de absorcao e tempo de depuracao.
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Figura 24: Relacao entre a distribuicdo de tamanhos de particulas e vias de administracdo
(82)
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Fonte: Adaptado de Shekunov (2007)

Considerando o tamanho da particula sintetizada neste trabalho e a relacéo
entre a distribuicdo de tamanhos de particulas e vias de administracdo, podemos
concluir que as MOFs podem ser empregadas para via de administracdo oral,

intraperitoneal, nasal, pulmonar e dérmica.

5.7. Influéncia da variagdo da concentracdo dos reagentes nas
propriedades dos cristais obtidos pela sintese de contato direto em

substrato de silicio recoberto com titanio e ouro.

A sintese de contato direto foi realizada com diferentes concentracdes dos
reagentes, da solucédo do ligante (acido trimésico) e do metal (sulfato de cobre)
sobre o substrato de silicio recoberto por titanio+ouro, com o objetivo de avaliar a

possivel influéncia da concentracéo dos reagentes na morfologia dos cristais bem
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como no rendimento. Assim, foram testados os seguintes parametros referentes

a razdo molar metal:ligante:

0,23 mmol de BTC e 0,30 mmol de sulfato de cobre;
0,12 mmol de BTC e 0,15 mmol de sulfato de cobre;
0,10 mmol de BTC e 0,10 mmol de sulfato de cobre;
0,03 mmol de BTC e 0,30 mmol de sulfato de cobre.

A

A Figura 25 apresenta as imagens MEV dos materiais obtidos apds a
variacdo nas concentracdes dos reagentes para a formacdo da MOF. A Figura 25
(A) apresenta a microscopia MEV do material obtido via sintese usando a
condicao de concentracdo numero 1, a Figura 25 (B) apresenta a microscopia
MEV ap0s sintese com a concentracdo numero 2 enquanto que a Figura 25 (C)
apresenta a imagem MEV obtida apo6s a sintese com a concentragdo namero 3.
Na imagem MEV da Figura 25 (A e B), e na microscopia da Figura 25 (C) foi
possivel observar que os materiais crescidos sobre o substrato usando a condicao
3, ndo apresentaram as caracteristicas padrdo da MOF HKUST-1 ou de cristais
alongados. Por fim, para sintese com os parametros de concentracdo namero 4,
néo foi possivel observar crescimento de cristais sobre o substrato e desta forma
a microscopia MEV néo foi apresentada.
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Figura 25: Influéncia da concentracdo dos reagentes no tipo de particula formada: Figura
(A) sintese com a concentracéo descrita no subitem 1; Figura (B) sintese com a
concentracdo descrita no subitem 2; Figura (C) sintese com a concentragéo descrita no
subitem 3

Fonte: Autor

A partir das observacdes das microscopias MEV foi possivel determinar
gue a concentracdo namero 1 (0,23 mmol de BTC e 0,30 mmol de Cu), é a mais
indicada para prosseguirmos os estudos na busca de uma MOF com morfologia

de cristais mais alongados semelhantes a bastdes.
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5.8. Sintese de contato direito em substrato de silicio com
deposicdo de uma camada de titdnio e ouro com variacdo do volume de

solucéo.

A partir da concentracdo ideal para a formacdo de cristais alongados,
determinada no item anterior, diferentes volumes do meio reacional (0,23 mmol
de BTC + 0,30 mmol de sulfato de cobre) foram colocados em contato com o
substrato de titanio+ouro. Esses parametros foram estudados com o objetivo de
avaliar a possivel influéncia do volume do meio reacional na morfologia dos
cristais bem como no rendimento. Dessa forma, foram testados os seguintes

volumes da solucao:
1. 3 mL de solugéo (0,23 mmol de BTC+ 0,30 mmol de CuSOQa);
2. 4 mL de solucéo (0,23 mmol de BTC+ 0,30 mmol de CuSOQy);

3. 18 mL de soluc¢éo (0,23 mmol de BTC+ 0,30 mmol de CuSOa).

Todas as condi¢des estudadas apresentaram crescimento de cristais ap6s
o periodo de contato de 24 horas. A Figura 26 apresenta a imagem MEV obtida
do material retirado do substrato titAnio+ouro apés imersdo em 3 mL de meio
reacional. Foi possivel observar a morfologia alongada de bastées com diametro

de = 30 um e espessura de = 0,3 ym.

Para a realizacao da sintese foi utilizada a mesma quantidade de substrato
para todos os volumes testado. Apds a sintese o substrato foi raspado
manualmente para a retirada do material crescido sobre 0 mesmo. Ao realizar a
pesagem de cada amostra foi obtida a média de 0,0029 g. Desta forma é possivel
afirmar que o volume de 3 mL é suficiente para que ocorra o crescimento da MOF
sobre o substrato de titanio+ouro com didametro de 1 cm por 1 cm submerso em
meio reacional, uma vez que o rendimento da sintese e a morfologia dos cristais

nao se alteram se um volume maior que 3 mL for utilizado.
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Figura 26: Imagem MEV obtida do material retirado do substrato Titanio+Ouro apds
imers@o em 3 mL de meio reacional

Fonte: Autor

5.9. Sintese de contato direto sobre substrato de silicio com

deposicédo de titanio e ouro com variacdo do tempo de contato

A literatura relata que o crescimento de cristais pode ocorrer em minutos,
horas e semanas dependendo do tipo de sintese empregada (27,36,54,55).
Buscando analisar a possivel influéncia do tempo de reacdo na morfologia dos

cristais bem como no rendimento, foram estudados o0s seguintes tempos de

reacao:
1. 24 horas de imersao no meio reacional,
2. 48 horas de imersédo no meio reacional;
3. 72 horas de imersao no meio reacional.

A Figura 27 apresenta as imagens MEV do material retirado do substrato
apos 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C) de imersdo no meio reacional.
Através das imagens, foi possivel observar que todos os modelos de tempos de
contato avaliados apresentaram crescimento de cristais de MOF. Na Figura 27
(A) foi possivel observar um aglomerado de particulas de MOFs com morfologia
semelhante a bastdes. Na Figura 27 (B) e (C) foi possivel observar o crescimento
de MOFs com morfologia diferente do padrao relatado na literatura e das descritas

até o presente momento, isto porque, o0s cristais visualizados através da
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microscopia sdo alongados, estdo unidos em uma mesma base e 0 seu
crescimento ocorre em diferentes direcbes, o que da a esses cristais uma
aparéncia descrita por Pung e colaboradores (83) como forma de flores, os quais

apresentam um diametro de 37,5 um e espessura de 3 pm.

Figura 27: Imagens MEV do material retirado do substrato titAnio+ouro apés 24 horas (A),
48 horas (B) e 72 horas de imersdo em meio reacional

Fonte: Autor

Os estudos realizados demonstram que ocorre uma diferenciacdo da

morfologia dos cristais quando o tempo de reagdo é superior a 24 horas.

A Figura 28 ilustra o mecanismo de formagéo do cristal em forma de flores
proposto por Pung (83). O mecanismo é descrito como a ocorréncia de nucleacao

primaria, a qual origina a forma de bastdes, o contato desses bastdes um com o
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outro durante o processo de sintese ocasiona na superficie de alguns bastdes
uma nucleacdo secundaria, na qual as “pétalas” sao formadas por bastdes que se
unem uns aos outros através de um bastdo base, resultando na formacédo de

particulas semelhantes a flores.

Figura 28: llustracdo do mecanismo de formacéao do cristal em forma de flores (83)

o ©
0] o ©O o
o © cu®* I
ions metdlicos de Maior taxa de .
cobre crescimento Estrutura como Bastdo

! 4
-CES

Bastoes em contato

uns com os outros
Estrutura como Flor

Fonte: Pung (2012)

5.10. Ativacao dos poros do material VCuBTC

A Figura 29, apresenta as fotos do material VCuBTC antes do processo de
ativacdo (A) e apO6s o processo de ativacdo pelo processo de aquecimento
térmico, realizado com o auxilio de estufa a vacuo com temperatura de 100 °C por
24 horas (B). Na Figura 29 (A) é possivel observar que a coloragdo da MOF antes
do processo de ativagdo € azul clara, enquanto que na Figura 29 (B) ap6s o
processo de ativacdo é a coloracdo da MOF é azul escura. A alteracdo da
coloragdo segue o padréo ja descrito em literatura, desta forma € possivel sugerir

gue o processo de ativacao utilizado foi eficiente.
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Figura 29: Foto do p6 das MOFs VCuBTC antes do processo de ativacéo (A) e apés o
processo de ativacéao (B)

A - B

Fonte: Autor

5.11. Sintese layer-by-layer

Apés avaliar e definir os parametros para que a sintese da MOF a base de
cobre e &cido trimésico sobre o substrato fosse a mais adequada para o
crescimento de materiais em morfologia diferentes do padrdo relatado na
literatura, estudamos a alteracdo da rota sintética em busca de obtencdo de um
melhor rendimento e manutencdo da morfologia de bastdes. Desta forma, a
metodologia de sintese foi alterada de “contato direto” para a técnica de “layer-by-
layer” (LBL). Conforme descrito anteriormente, os estudos garantiram a defini¢cao

dos seguintes parametros como sendo os mais adequados:

o Substrato de silicio recoberto com titanio e ouro;

o Concentracdo de 0,23 mmol de acido trimésico e 0,30 mmol de
sulfato de cobre (Il);

o Tempo de imerséo de 24 horas;

o Ativacdo dos poros por calor térmico na estufa a vacuo com

temperatura de 100 °C por 24 horas.

A Figura 30 ilustra o esquema de nucleagédo em superficie de substrato da

sintese de LBL.
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Figura 30: Representacéo esquematica da nucleagdo em superficie de substrato
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Crescimento do filme

Fonte: Adaptado Stavila (2012)(84)

A Figura 31 apresenta as fotos do substrato silicio recoberto por
titAnio+ouro apos a sintese layer-by-layer (A) e apés a sintese de contato direto
(B). Na foto apresentada na Figura 31 (A) é possivel observar um amplo
crescimento de cristais na coloracdo azul na superficie do substrato, na Figura 31
(B) também é observado o crescimento de cristais, entretanto, quando comparada
com a foto anterior é possivel visualizar a camada de titdnio+ouro do substrato.
Essa observacdo foi confirmada pelo célculo do rendimento, através da
comparacao da massa do produto final obtido pela técnica de contato direto (0,029

g) em relacdo a massa do produto final obtida pela técnica layer-by-layer (0,090

9)-

Figura 31: Fotos do substrato silicio recoberto por titAnio+ouro ap6s a sintese layer-by-
layer (A) e apés a sintese de contato direto (B)

Fonte: Autor
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A Figura 32 apresenta a imagem MEV do material obtido pela técnica layer-
by-layer, onde é possivel observar que apesar da alteracao da técnica da sintese
da MOF, as particulas ainda apresentam a morfologia de bastées.

Figura 32: Imagem MEV da MOF obtida por sintese de layer-by-layer

Fonte: Autor

Dessa forma podemos concluir que a técnica layer-by-layer foi a mais
indicada para o crescimento da MOF, uma vez que apresenta alto rendimento
(maior que 300%) quando comparado com a técnica de sintese de contato direto.
O ganho no rendimento € importante, pois comprova a eficiéncia da técnica, afinal,
a quantidade de material gasto para realizar a sintese layer-by-layer e o tempo de

reacdo idéntico ao utilizado na técnica de contato direto.

Os cristais obtidos pela sintese layer-by-layer foram caracterizados por
difracdo de raios X. A Figura 33 (A) apresenta o difratograma da amostra VCuBTC
apos ativacao dos poros. A analise de difracdo de raios X em p6 do material foi
realizada para confirmar a pureza da fase cristalina no material, os nUmeros acima
dos picos correspondem aos indices de Miller. Pode-se observar que o
difratograma apresenta picos intensos e definidos, caracteristicos de material
cristalino. A posicdo em 20 dos picos sdo compativeis com os valores
correspondentes a rede metalo-organica, os dados foram comparados com base
na ficha CIF 7214298 referente a CuBTC ilustrada na Figura 33 (B) e com o
descrito por Kojtari e colaboradores (35,54).
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Na Figura 33 foi possivel observar que ocorreu uma inversdo em relacdo a
intensidade dos picos, o qual na CIF 7214298 a maior intensidade era na diregao
(200) enquanto que na MOF VCuBTC, o pico mais intenso ocorreu na dire¢ao
(020), isso pode ter ocorrido devido ao crescimento preferencial do cristal em
relacdo a uma das direcOes cristalograficas, e alteracdes no tipo de sintese e

ativacao de poros utilizados.

Figura 33: Difratogramas de raios-X da MOF VCuBTC ap6s ativacdo dos poros (A) e o
difatrograma de raios-X da CIF 7214298
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Fonte: Autor
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A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi
empregada para verificar através das bandas de absorcdo na regido do
infravermelho, se ocorreu a ligacédo entre a acido trimésico e o sulfato de cobre

utilizado.

A Figura 34 apresenta os espectros vibracionais da MOF VCuBTC ap0s
ativacdo. No grafico podemos observar bandas relativas ao estiramento
assimétrico COO em 1631 cm ~* (seta preta), estiramento simétrico COO em 1244
cm ! (seta laranja) e uma banda relativa aos movimentos vibracionais de
estiramento C-C e ao estiramento do anel aromatico em 1447 cm ! (seta
vermelha). A banda relativa ao estiramento SO4 pode ser observada em 1117 cm
1 e em 613 cm™? (seta verde) indicado que existe sulfato na amostra, a banda
relativa ao estiramento Cu—O pode ser observada em 488 cm ! (seta azul)
confirmando que o a&tomo de oxigénio esta coordenado ao Cu (79). Esses dados
comprovaram que ocorreu a desprotonacdo do ligante Hs3BTC na MOF e a
formacdo das mesmas ligacGes descritas na literatura para a MOF HKUST-1
(80,81).

Figura 34: Espectro vibracional na regido do infravermelho da amostra VCuBTC apdés

ativacao
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Fonte: Autor
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5.12. Ensaios de incorporacao do farmaco 5-fluorouracil

A fim de comprovar a aplicagdo da MOF VCuBTC apés ativacdo na
incorporacdo de farmacos, foi realizado o teste de incorporagédo do farmaco 5-

fluorouracil, conforme descrito no item 4.3.4.

A guantidade de farmaco incorporada foi relacionada de forma
inversamente proporcional com a quantidade obtida na solugdo sobrenadante,
que foi calculada a partir da curva analitica do 5-Fu.

A curva analitica do 5-Fu, ilustrada na Figura 33, foi obtida a partir da
solubilizacdo do farmaco em meio aquoso nas concentracdes: 0,0016 mg/mL,
0,0013 mg/mL, 0,0010 mg/mL, 0,0008 mg/mL, 0,0005 mg/mL e 0,0002 mg/mL.

A Figura 35 apresenta a curva analitica do 5-Fu em &gua obtida por UV-Vis
e sua equacdao da reta. A equacédo obtida a partir da reta foi y = 524,63x - 0,0671
e o coeficiente de correlacédo (R2) igual a 0,9996 indicando a linearidade da curva

analitica.

Figura 35: Curva analitica do 5-Fu em &gua obtida por UV-Vis e sua equacdo da reta
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Fonte: Autor

O teste de incorporacéo consistiu no preparo de uma solucéo aquosa de 5-
Fu na qual foi adicionada a MOF (VCuBTC ou VHKUST). A suspensao MOF+5-
Fu foi mantida em agitacdo por 24 horas. ApOs esse periodo a suspensao foi
centrifugada e o sobrenadante analisado por espectroscopia UV/Vis. A quantidade
de farmaco que pode ser verificada por meio da utilizagdo de espectrofotbmetro
de absor¢do molecular na regido do ultravioleta-visivel, pelo acompanhamento da

absorgdo em 265 nm, sendo que o valor obtido € inversamente proporcional a
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guantidade de farmaco incorporado ao MOF. Dessa forma, foi possivel comparar
a quantidade de farmaco antes e ap6s o contato com o material e, assim, avaliar
0 quanto cada material incorporou de farmaco em seus poros. A tabela 1 evidéncia
a incorporacao do 5-Fu na amostra VCuBTC e VHKUST.

Tabela 1: Determinacéo da eficiéncia de encapsulacao (EE%) obtida com a MOF VCuBTC e
VHKUST apés contato com solucao contendo 5-Fu

VCuBTC VHKUST

EE (%) * 11,96 (£ 0,149%)| 10,21 (+ 0,189%)

Fonte: Autor

*Para a obtencéo dos valores de EE (%) descritos na Tabela 1 foi realizada
a média de 3 incorporacdes independentes da MOF VCuBTC (valores obtidos
12,129 %, 11,893 % e 11,853 % = 35,875/ 3 = 11,958 % + 0,149% ) e da MOF
VKUST (valores obtidos 10,231 %, 10,389 % e 10,011 % = 30,631 /3 = 10,210 %
+0,189% ).

Através dos resultados de eficiéncia de encapsulacédo descrito na Tabela 1
foi possivel concluir que o contato de 24 horas da MOF com a solucéo contendo
5-Fu resulta na incorporacéo do farmaco ao material. A faixa de incorporacédo é

condizente com a relatada por Yingpeng e colaboradores (85).

A Figura 36 apresenta o espectro vibracional na regiao do infravermelho
do farmaco 5-Fu e da MOF VHKUST + 5-Fu (A) e o espectro vibracional na regiao
do infravermelho do farmaco 5-Fu e da MOF VCuBTC + 5Fu (B).
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Figura 36: Espectro infravermelho do farmaco 5-Fu e da MOF VKHUST+5-Fu (A) e do 5-Fu
e da MOF VCuBTC+5-Fu (B)
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A Figura 36 (A) apresenta o espectro de IV da MOF VHKUST + 5-Fu sendo
possivel observar a permanéncia das principais bandas nas mesmas regifes
descritas anteriormente para VHKUST apds ativacdo. Finalmente, comparando os
espectros de 5-Fu com o espectro de VHKUST + 5-Fu foi possivel observar
bandas que estédo presentes em ambos os espectros como 1504 cm 1, 1383 cmr
1,934 cm 1,568 cm 1 e 420 cm™, o que sugere a presenca do fArmaco na amostra
VHKUST analisada. As curvas ainda mostram que ndo houve a formacao de
nenhuma nova banda, ou seja, nenhum novo grupo funcional, provavelmente
porque ndo houve nenhuma reacdo quimica, somente interacéo fisica entre a

MOF e o farmaco.

A Figura 36 (B) apresenta o espectro de IV da MOF VCuBTC + 5-Fu sendo
possivel observar a permanéncia das principais bandas nas mesmas regides
descritas anteriormente para VCuBTC ap0s ativacdo. Finalmente, ao realizar a
comparacao do espectro de IV de 5-Fu com o da MOF VCuBTC + 5-Fu, foi
possivel observar bandas que estdo presentes em ambos 0s espectros como
1713 cm 1, 1181 cm 1, 938 cm 1, 746 cm "1 e 550 cm™ 0 que sugere a presenca
do farmaco na amostra de VCuBTC analisada. As curvas ainda mostram que nao
houve a formagcdo de nenhuma nova banda, ou seja, nenhum novo grupo
funcional, provavelmente porque ndo houve nenhuma reacdo quimica, somente

interacdo fisica entre a MOF e o farmaco.
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A Figura 37 apresenta a imagem MEV do material VCuBTC e VHKUST
antes e ap0s o contato com a solugéo de 5-Fu.

Figura 37: Imagem MEV da MOF VCuBTC antes da incorporacéo do 5-Fu (A) e ap6s a
incorporacédo do 5-FU (B) e da MOF VHKUST antes da incorporacao do 5-Fu (C) e ap6s a
incorporacéo do 5-Fu (D)

Fonte: Autor

A Figura 37 (A) da MOF VCuBTC antes da incorporacdo do farmaco foi
possivel verificar que as particulas apresentavam uma superficie lisa, e que apés
a incorporacdo do 5-Fu (Figura 37 (B)) a superficie apresenta alteracoes,
perdendo a sua caracteristica lisa, mas mantendo a sua morfologia de bastdo. A
imagem 37 (C) apresenta o material VHKUST antes da incorporacdo do farmaco

onde foi possivel verificar que as particulas apresentavam uma superficie lisa e
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octaédrica, entretanto, ap0s a incorporacao do 5-Fu (Figura 37 (D)) a superficie

apresenta alteracdes, perdendo a sua morfologia octaédrica.

5.13. Avaliagéo da citotoxicidade

7

A citotoxicidade € uma medida importante para avaliar o impacto do
material na administracdo de medicamentos. O efeito citotoxico gerado pelas
MOFs foi avaliado inicialmente na linhagem celular HDFa. A linhagem celular foi
submetida ao tratamento com as redes metal-organicas VHKUST e VCuBTC. Este
procedimento teve como objetivo avaliar a influéncia da morfologia octaédrica
encontrada em VHKUST e da morfologia de bastdes encontrada em VCuBTC na
citotoxicidade. A Figura 38 apresenta a fotografia da placa de 96 pocos com o

tratamento de MTT (A) e apods a retirada do tratamento de MTT (B)

Figura 38: Placa de 96 pocos com o tratamento de MTT (A) e ap6s a retirada do tratamento
de MTT (B)

>
1

e

) /N
},
. 1‘:'.
.)...
“

7
'y

B
y
7

-~ N

Y

.} .‘
3 : . R

i by \ NN
! AT WIS AR ASZ AT A S SR A

Fonte: Autor
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A Figura 39 apresenta os resultados de viabilidade celular via ensaio
colorimétrico por MTT obtidos para a MOF VHKUST e para a MOF VCuBTC.

Figura 39: Viabilidade celular via ensaio colorimétrico para avaliagéo de citotoxicidade
MTT das MOFs VCuBTC e da MOF VHKUST frente a linhagem celular HDFa
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Fonte: Autor

Os resultados apresentados na Figura 39 mostraram que todas as MOFs
avaliadas causaram uma reducao na viabilidade celular. A Tabela 2 apresenta os

resultados com o desvio padrdo das principais diferengas encontradas.

Tabela 2: Resultados de viabilidade celular para a célula HDFa

160 pg/mL Viabilidade celular Morte celular

2500 pg/mL Viabilidade celular Morte celular

Fonte: Autor



82

A partir dos dados descritos na Tabela 2 podemos afirmar que na menor
concentracdo estudada (160 pg/mL) a MOF VCuBTC apresentou uma maior
citotoxicidade para a célula HDFa comparada ao MOF VHKUST.

As MOFs sintetizadas nesse estudo podem ser administradas em
diferentes vias, dentre elas a via de administracdo cutanea. Dessa forma, foi
realizado um segundo teste de viabilidade celular via ensaio colorimétrico de
Alamar blue® com o objetivo de avaliar o efeito na viabilidade celular da linhagem
nao-tumoral HaCat e tumoral A-375 para a MOF VCuBTC apés ativacdo, VCuBTC
apOs incorporacdo de 5-FU, VHKUST apés ativacdo, e VHKUST apéds
incorporagdo de 5-FU. O ensaio de Alamar blue® foi utilizado para garantir a
confiabilidade do resultado uma vez que o material utilizado apresenta uma
coloracéo azul, coloracdo que poderia ter afetado os resultados obtidos pelo teste
de MTT.

A Figura 40 (A) apresenta a fotografia da placa de 96 pocos apds o
tratamento com as MOFs e a aplicagdo da resazurina, a Figura 40 (B) a fotografia
da placa de 96 pocos ap0s a reducdo da resazurina sendo possivel visualizar a
diferenciacdo na coloracdo dos pogos.

Figura 40: Fotografia da placa de 96 pog¢os ap6s o tratamento com a resasurina (A) e (B)
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A Figura 41 apresenta o gréafico dos resultados dos valores obtidos na
leitura da fluorescéncia da viabilidade da célula HaCaT (A) e A-375 (B), os quais

indicam a porcentagem de células viaveis apos o tratamento por 24 horas com
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diferentes concentracdes (200 puM, 100 pM, 50 pM, 25 uM e 12,5 uM) das MOFs
e do farmaco 5-Fu.

Figura 41: Gréfico da viabilidade celular (%) das células HaCat (A) e A-375 (B), ap6s o
tratamento de 24 horas com 5-Fu, VHKUST+5-Fu, VHKUST, VCuBTC+5-Fu e VCuBTC. Os
dados estdo expressos pela média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

**** Significativamente diferente (Teste t de Student, p<0,05).

A HaCat

== 5Fu /=3 VHKUST + 5Fu mm \HKUST == VCuBTC +5Fuy =8 VCuBTC

X

1004 — T
1
i il * ok k
80_ — *| %
i ¥
T
60+ T T
40-
20+
0 - - - || - I L S

CN CP 12,5 25 50 100 200

120+

Viabilidade Celular (%)

Concentracdes (UM)

B A-375

=== 5Fu =3 VHKUST + 5Fu = VHKUST &= VCuBTC +5Fy ®=mm VCuBTC

1004 — i L]

| IHI—Il
0 | .| || ||
25

CN CP 12,5

120+

3
—

[=2]
o
1

B
i

Viabilidade Celular (%)

N
o
1

50 100 200

Concentragdes (UM)

Fonte: Autor



84

Os resultados apresentados na Figura 41 (A) e (B) mostraram que todas as

MOFs avaliadas causaram uma reducao na viabilidade celular.

A Figura 42 apresenta os dados somente da MOF VHKUST e VCuBTC
para a célula HaCat e a Tabela 3 apresenta os resultados com o desvio padrao

das principais diferencas encontradas.

Figura 42: Gréfico da viabilidade celular (%) das células HaCat (A) ap6s o tratamento de 24
horas com VHKUST e VCuBTC. Os dados estédo expressos pela média + desvio padréo de
trés experimentos independentes. **** Significativamente diferente (Teste t de Student,
p<0,05).
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Tabela 3: Resultados de viabilidade celular para a célula HaCat frente a VHKUST e

VCuBTC
12,5 uM Viabilidade celular Morte celular
VHKUST 97% + 4,0 3%
VCuBTC 68% + 2,0 32%
200 pM Viabilidade celular Morte celular
VHKUST 60 + 6,1 40%
VCuBTC 20% + 2,3 80%

Fonte: Autor
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A Figura 43 apresenta os dados somente da MOF VHKUST+5Fu e
VCuBTC+5Fu para a célula HaCat e a Tabela 4 apresenta os resultados com o
desvio padréo das principais diferencas encontradas.

Figura 43: Gréfico da viabilidade celular (%) das células HaCat (A) ap6s o tratamento de 24
horas com VHKUST+5Fu e VCuBTC+5Fu. Os dados estdo expressos pela média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. ** Significativamente diferente (Teste t de
Student, p<0,05).
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Tabela 4 Resultados de viabilidade celular para a célula HaCat frente a VHKUST+5Fu e
VCuBTC+5Fu

12,5 pM Viabilidade celular Morte celular

200 pM Viabilidade celular Morte celular

Fonte: Autor
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A Figura 44 apresenta os dados somente da MOF VHKUST e VCuBTC

para a célula A-375 e a Tabela 5 apresenta os resultados com o desvio padrdo

das principais diferengas encontradas.

Figura 44: Grafico da viabilidade celular (%) das células A-375 (B) ap6s o tratamento de 24
horas com VHKUST e VCuBTC. Os dados estao expressos pela média + desvio padrédo de

trés experimentos independentes. **** Significativamente diferente (Teste t de Student,
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Tabela 5: Resultados de viabilidade celular para a célula A-375 frente a VHKUST e VCuBTC

12,50 uM Viabilidade celular Morte celular
VHKUST 91+9,8 9%
VCuBTC 51% + 6,4 49%
200 uM Viabilidade celular Morte celular
VHKUST 40+£1,5 60%
VCuBTC 9% £ 1,0 91%

Fonte: Autor
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A Figura 45 apresenta os dados somente da MOF VHKUST+5Fu e
VCuBTC+5Fu para a célula A-375 e a Tabela 6 apresenta os resultados com o

desvio padréo das principais diferencas encontradas.
Figura 45: Gréfico da viabilidade celular (%) das células A-375 (B) ap6s o tratamento de 24
horas com VHKUST+5Fu e VCuBTC+5Fu. Os dados estdo expressos pela média + desvio

padrdo de trés experimentos independentes. *** Significativamente diferente (Teste t de
Student, p<0,05).
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Tabela 6: Resultados de viabilidade celular para a célula A-375 frente a VHKUST+5Fu e
VCuBTC+5Fu

12,50 uM Viabilidade celular Morte celular

200 uM Viabilidade celular Morte celular

Fonte: Autor
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Finalmente, a Tabela 7 apresenta um comparativos entres os resultados
encontrados para a célula HaCat e para a célula A-375 na concentragdo usual
para o tratamento de cancer de pele (100uM), demonstrando que a viabilidade
celular € menor para células tumorais quando comparado a células ndo tumorais,

ou seja, a MOF causa uma maior morte celular para as células tumorais.

Tabela 7: Comparativo da citotoxicidade apresentada pelo material em células néo
tumorais (HaCat) e células tumorais (A-375) na concentragdo usual para tratamento de
cancer de pele.

HaCat A-375
100 M Viabilidade Morte 100 UM Viabilidade Morte
celular celular celular celular
VHKUST 77%+3,6 23% VHKUST 61% +6,5 39%
VCuBTC 37%+3,5 62% VCuBTC 18%+2,0 82%
VHKUST+5-Fu 66%+ 3,5 24% VHKUST+5-Fu 49% +5,8 51%
VCuBTC+5-Fu 41%+ 3,3 53% VCuBTC+5-Fu 24%+ 3,5 76%
5-Fu A47%+2,0 53% 5-Fu 33%+3,0 67%

Fonte: Autor

Os efeitos da citotoxicidade encontrados nos nossos estudos corroboram
com os descritos por Zhang e colaboradores (14) no qual os autores descrevem
gue as células alimentadas com particulas de PLGA-PEG em forma de alongadas
foram capazes de induzir citotoxicidade significativa nas linhas celulares

estudadas.

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram, que o material VCuBTC
em forma de fios € consideravelmente mais toxico para as células HDFa, HaCaT
e A-375, quando comparado com a MOF VHKUST. Uma segunda observacao &
gue ambas as MOFs apresentaram uma mesma faixa de incorporagéo de farmaco
5-Fu, ou seja, durante o teste de citotoxicidade a mesma quantidade de farmaco

estava incorporada a matriz cristalina.

Finalmente, podemos dizer que a citotoxicidade apresentada pelo material

€ mais dependente da forma cristalina do que dos seus componentes, uma vez
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gue as duas MOFs avaliadas apresentaram a mesma CcOmpOSiCao quimica,

estruturas cristalinas semelhantes e incorporagao de 5-Fu semelhantes.
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6. CONCLUSOES

A sintese das redes metalo-organicas realizadas nesse trabalho, a base de
acido trimésico e ions de cobre (lI) com crescimento em substrato, apresentaram

morfologia de bastdes confirmando a eficiéncia do método de trabalho.

A microscopia eletrbnica de varredura das MOFs permitiu a visualizagéo de
diferentes formas geométricas e as analises dos difratogramas de raios-X
comprovaram a cristalinidade do material e a sua semelhanca com a MOF padréo
HKUST-1.

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho revelou que as
MOFs submetidas ao processo de incorporacdo de farmacos apresentaram
bandas caracteristicas do farmaco modelo 5-Fu, sugerindo que o mesmo foi

incorporado nos cristais.

A MOF VCuBTC submetidas a testes colorimétricos de citotoxicidade
apresentaram uma citoxicidade maior para as células HDFa, HaCat e A-375 em
comparacao com a MOF VHKUST, o que evidencia a relacdo da morfologia da

MOF com a sua citotoxicidade.

Além disso, a MOF desenvolvida foi capaz de incorporar o farmaco modelo

5-Fu, sendo assim um material promissor para o carreamento de farmaco.
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