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RESUMO

Um dos maiores desafios da medicina moderna nas ultimas décadas tem sido o
desenvolvimento e uso de carreadores biocompativeis que garantam uma liberacdo de
moléculas bioativas no corpo humano de forma eficiente. A maioria dos carreadores
existentes demonstram algumas desvantagens como baixa capacidade de carregamento e
rpida liberacdo com efeito burst. Nesse contexto, uma sub-classe de polimeros de
coordenacado, conhecida como Metal-Organic Frameworks (MOFs), tem atraido a atencdo de
pesquisadores do mundo todo posto que as propriedades fisicas caracteristicas das MOFs,
principalmente porosidade permanente e elevada area especifica, as tornam materiais
excepcionais para aplicacdo em sistemas de liberagdo de farmacos (SLFs). Neste trabalho,
uma MOF ndo-toxica a base de ions zinco(ll), denominada bio-MOF-1, foi sintetizada e
caracterizada utilizando acido 4,4’-bifenildicarboxilico e adenina como ligantes. O material
poroso microcristalino obtido apresentou elevada capacidade de carregamento (0,340 g g%) do
metalofarmaco anticancerigeno Ru-90, [cis-[Ru(bpy)2(NOz)(solv)](PFe)]. A liberacdo do
complexo Ru-90 da matriz bio-MOF-1 ¢é dependente do pH, e, portanto, este material se
torna um candidato promissor em drug delivery de farmacos anticancerigenos. A aplicagdo de
modelos cinéticos revela que o mecanismo de liberacdo do Ru-90 dos poros da matriz posora
se ajusta a equacdo de Korsmeyer-Peppas para o sistema em pH 5,0 e pH 7,4; os gréficos
mostram elevada linearidade dos dados e coeficiente de correlagdo (R?) maior que 0,96. O
valor de n ficou abaixo de 0,45, sugerindo que o mecanismo de transporte segue um modelo
quase-Fickiano. De fato, o estudo cinético sugere que a bio-MOF-1 libera o farmaco
principalmente por difusdo. Os resultados de viabilidade celular in vitro revelam que a
oclusdo de Ru-90 facilitou seu acesso e aumentou sua disponibilidade nas células utilizadas:
A395 (tumoral) e L929 (ndo tumoral). Na segunda parte do trabalho, com o objetivo de tentar
miniaturizar as particulas da bio-MOF-1, diferentes amostras (Zn_HAc, Zn _pyd e
Zn_pydmicro) foram obtidas utilizando técnicas de micro-ondas e moduladores de
coordenacdo. A utilizacdo do acido acético como agente modulador reduziu ligeiramente o
tamanho de particula quando comparado com o método solvotérmico convencional. Foi
também observado que, dependendo do tipo de modulador (acido acético ou piridina) e da
rota sintética utilizada (solvotérmica convencional ou assistida por micro-ondas), foi possivel
também obter compostos com diferentes morfologias (prismas, bastBes concéntricos ou
particulas quase-esféricas).

Palavras-chave: MOFs, sistema de liberacdo de farmacos (SLF), fArmacos anticancerigenos,
metalofarmacos



ABSTRACT

One of the greatest bottlenecks in modern medicine has been the development and use of
biocompatible carriers that assure efficient drug delivery in the body. Most of the existing
carriers have shown some drawbacks like poor loading and rapid drug release with a "burst"
effect. In this context, a subclass of coordination polymers, known as Metal-Organic
Frameworks (MOFs), has drawn the attention of researchers across the world: the unique
physical properties of MOFs make them exceptional materials for drug delivery systems
(DDS). Here, we have synthesized and characterized a non-toxic Zn-based MOF, designated
bio-MOF-1, by using 4,4-biphenyldicarboxylic acid and adenine as linkers. The
microcrystalline porous material presented great loading capacity (0.340 g g1) for the
antitumoral metallodrug Ru-90 [cis-[Ru(bpy)2(NOz2)(solv)](PFs)]. The release of Ru-90 from
the bio-MOF-1 matrix is depending on pH, and therefore, this material is a promising
candidate for anticancer drug delivery. The fitting of kinetic equation models showed that the
mechanism of Ru-90 release from bio- MOF-1 is adjusted by the Korsmeyer-Peppas model
for the system at pH 5,0 and pH 7,4; the plots displayed high linearity and correlation
coefficient values (R?) greater than 0.96. The n values were under 0.45 (Korsmeyer-Peppas
model), which suggested the quasi Fickian model for the transport mechanism. In fact, the
kinetic study results showed that bio-MOF-1 delivers the anticancer complex Ru-90 mostly
through a diffusive mechanism. The in vitro cytotoxicity results demonstrated that Ru-90
occlusion facilitated its access and increased its availability in the cells A395 (tumoral) and
L929 (non-tumoral). Moreover, microcrystalline particles of bio-MOF-1, here named
Zn_HAc, Zn_pyd and Zn_pydmicro, Were obtained by microwaves-assisted techniques and
the addition of coordination modulators. The use of acetic acid as a modulator decreased
slightly the size of particles when compared to the conventional solvothermal route. In
conclusion, depending on the type of modulator (acetic acid or pyridine) as well as the
synthetic route (conventional solvothermal or microwave-assisted), we were capable to obtain
different morphologies (rods, spheres, and clusters).

Keywords: MOFs, drug delivery systems (DDS), anticancer drugs, metallodrugs
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1. INTRODUCAO

Metal-Organic Frameworks (MOFs), uma nova classe de polimeros de coordenagéo,™
tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido a suas propriedades unicas tais como
estrutura porosa e cristalina,/? grande &rea superficial com funcionalidade de poros
ajustaveis,™ cavidades hidrofilicas-hidrofobicas,[ possibilidade de funcionalizacio da matriz
porosa,l® e em diversos casos biodegradabilidade intrinseca.[®!

Naturalmente, com o passar do tempo, estas propriedades foram sendo exploradas nos
mais diversos tipos de aplicacdes e em diversas areas, como armazenamentol’! e separacéo de
gases,® purificacdo da agua,’®% catélise heterogénea,*"! semicondutores,™™? magnetismo,**!
e sensores,'4 entre outras. De forma mais recente, a utilizacdo de MOFs para incorporacio e
liberacdo de farmacos (drug delivery) vém ganhando cada vez mais destaque, como pode ser
observado no gréafico da Figura 1.

Figura 1. Numero de publicagbes envolvendo MOFs em bioimagem, biosensores, catalise, drug
delivery, separacdo de gases, armazenamento de gases, luminescéncia e sensores.

10° ]—e— Bioimagem

]—«— Biosensores

|—a— Catalise

| —e— Drug delivery

—=@— Separagdo de gases

10° < —=— Armazenamento de gases
—p— Luminescéncia
]—w— Sensores

Numero de publicagdes (1999-2018)

100“:

Fonte: Adaptado de Gulcay, 2020.1*°]

O encapsulamento de farmacos € utilizado para melhorar a sua biodistribuicdo, meia-
vida sistémica e consequentemente seu efeito terapéutico. Nesse sentido, o uso de MOFs
como sistemas de liberacdo de farmacos (SLFs) torna-se conveniente pelo fato de varios de
seus representantes apresentarem caracteristicas adequadas e preencherem requisitos basicos
para serem carreadores de moléculas bioativas tais como baixa toxicidade, grande capacidade
de encapsulamento, apresentacdo em escala nanométrica, possibilidade de modificacdo de sua

superficie e liberacdo do agente ativo de forma controlada.
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Ao longo das altimas duas décadas, alguns materiais de origem organica e inorganica
foram desenvolvidos como SLFs incluindo nanoparticulas de o6xido de zinco,
dendrimeros,[*”l lipossomas,*8 micelas,[*¥! e silica mesoporosa.? Entretanto, sabe-se que
esses tipos de carreadores apresentam certas desvantagens quando comparadas as MOFs
destacando-se a toxicidade indesejavel, baixissima capacidade de incorporacdo e controle
ineficiente sobre a liberagdo.?Y

Dentro desse cenario, diversas MOFs ja tiveram sua eficiéncia comprovada por meio
de estudos de liberacdo de agentes terapéuticos. O trabalho pioneiro de Horcajada, P. e
colaboradores,?? em 2006, avaliando o encapsulamento e a liberagdo do farmaco ibuprofeno
em duas MOFs distintas (MIL-100 e MIL-101) contribuiu imensamente para 0 avango das
pesquisas com outros tipos de MOFs e agentes terapéuticos.[?3-2°]

Por conta da aplicacdo bioldgica, torna-se necessario que a estrutura das MOFs seja
composta por unidades biocompativeis. Assim sendo, as bio-MOFs, uma familia de MOFs,
vém chamando a atencdo como SLFs. Construidas através da coordenacdo de biomoléculas
como aminoacidos, peptideos, proteinas, sacarideos e bases nitrogenadas com céations
metalicos biocompativeis, as bio-MOFs apresentam um futuro promissor na area de drug
delivery.[27-2]

Em 2009, An e colaboradores sintetizaram e caracterizaram o primeiro representante
das bio-MOFs, a bio-MOF-1 ([(Zns(adenine)s(bpdc)sO)]-2Me2NH2-8DMF-11H20). O
material poroso formado por gaiolas (cages) de adeninato de zinco interligadas por acido 4-
4’-bifenildicarboxilico teve seu potencial como SLF avaliado. A incorporacdo de
procainamida atingida foi de 0,22 g g de material e sua cinética de liberagio foi avaliada em
solucdo tampéo PBS, atingindo 100% de liberagdo apds 60h.% E interessante notar que a
matriz porosa da bio-MOF-1 apresenta uma natureza anibnica intrinseca que favorece a
adsorcdo de farmacos com moléculas catidnicas. Recentemente, Lucena e colaboradores
avaliaram o potencial de liberacdo do farmaco diclofenaco de sddio incorporado na matriz
porosa da bio-MOF-1. O farmaco foi carregado numa proporcio de 1,72 g g de material e
apresentou uma capacidade de liberacdo de 56% ap0s 2 dias de imersdo em solucdo tampéo
PBS, demostrando um interessante perfil de liberacio controlada.t

Frente ao exposto, o design, a sintese e a caracterizacdo de MOFs com grande
capacidade de incorporacdo e liberagdo controlada, somadas a uma natureza biocompativel

(bio-MOFs) tornam esse material um promissor sistema para aplicagdo em drug delivery.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo serd apresentada uma revisdo dos principais topicos referente ao estudo
realizado, incluindo abordagens envolvendo o design, sintese e caracterizacdo, propriedades e

aplicacdes das MOFs.

2.1. Design de MOFs

Segundo a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), “MOFs séo
redes de coordenacdo contendo espacadores organicos multitopicos que apresentam cavidades
potencialmente vazias”.®2l Em se tratando de espacadores, ligantes organicos com diversas
funcionalidades vém sendo utilizados no desenvolvimento de MOFs ao longo dos anos, desde
carboxilatos bidentados até aromaticos polidentados, como mostra a Figura 2.

Figura 2. Acidos organicos utilizados como ligantes na construgio de MOFs. (a) &cido oxalico; (b)

acido fumarico; (c) &cido 1,4-butanodicarboxilico; (d) &cido trimésico; (e) acido 4,6-diidroxi benzeno-
1,2,5-sulfénico; (f) acido 4,5-imidazoldicarboxilico; (g) acido 1,3,5-benzenotribenzoico.

a) b) <)
[+] OH
OH
- SOH NV/I\\NH
o
o
HO S0.H OH OH
HO OH
d) e) f

Fonte: Autor, 2021.

De forma semelhante, o centro metalico bem como sua geometria (ver Figura 3) sdo

de fundamental importancia para a construgéo da estrutura das MOFs.



Figura 3. Geometria de coordenacao de metais de transicao.
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Assim sendo, a escolha do ion metéalico e do ligante que serdo utilizados na sintese do

material ird determinar o tipo de rede obtida, podendo crescer em duas ou trés dimensdes. Do

ponto de vista topologico, todas as MOFs apresentam nos vértices de suas redes unidades de

construcdo secundaria (SBUs — secondary building blocks) que contemplam ions metalicos e

atomos de oxigénio.’*®! A Figura 4 mostra algumas SBUs utilizadas na construgdo de

MOFs.

Figura 4. Diferentes tipos de SBUs que frequentemente sdo utilizadas na construgdo de MOFs. Em
azul: clusters metéalicos; em vermelho: &tomos de oxigénio; em preto: &tomos de carbono.

o % I

M,(CO,), M;O(CO,), ZrgO,(OH)~ M;0,4(CO,),
(M=Cu,Zn, Fe (M=Zn,Cr,In, (CO,),, (M=2Zn, Mg,Co,Ni, Mn,
Co,Mo,Cr, Ru) and Ga) Fe and Cu)

Fonte: Miiller, 2016.!
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Na arquitetura da rede de coordenagdo das MOFs, os ligantes organicos apresentam
papel fundamental ao serem responsaveis por realizar a conexdo entre as SBUs.!! A Figura
abaixo nos mostra a célula unitaria (Figura 5a) e a estrutura tridimensional da rede MOF-5
(Figura 5b) que originalmente foi descrita por Yaghi e colaboradores, em 1999.5%¢! Fica claro
como a estrutura € construida a partir da interacdo entre os centros metalicos de zinco(ll) com
o ligante organico 1,4-benzenodicarboxilato onde a esfera amarela representa o volume de
poro da matriz.

Figura 5. Representacdo da MOF-5. (a) Célula unitéria; (b) Estrutura tridimensional da rede
cristalina. (azul: fons Zn?*; vermelho: atomos de oxigénio; preto: &tomos de carbono).

a)

Fonte: Adaptado de Yaghi, 1999.E6

Em se tratando da estrutura da rede metalorganica e da topologia, as MOFs podem ser
classificadas como de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo, dependendo da natureza
do centro metélico e das caracteristicas eletronicas e estruturais do ligante organico utilizados
na sintese.%"]

As MOFs de primeira geracao apresentam apenas um unico ion metélico funcionando
como vertice da rede. Os vertices sdo entdo interconectados por ligantes com mais de um sitio
de coordenacao disponivel formando assim a rede de coordenacdo. Acontece que 0S centros
metalicos utilizados nessa geracdo ndo eram robustos o suficiente para manter a rigidez

estrutural da rede apds a retirada das moléculas de solvente, favorecendo o colapso da mesma.
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Portanto, do ponto de vista prético, as MOFs de primeira geracdo acabaram ndo sendo tdo
atrativas visto que sua utilizag&o se restringia & uma Unica vez. [t 3

Por outro lado, as MOFs de segunda geracéo, onde os vértices da rede sdo formados
por SBUs, possuem estabilidade e porosidade permanente frente a remocdo de moléculas
hospedes.l Um exemplo tipico de MOF de segunda geragdo é a bio-MOF-1 possuindo
elevada éarea superficial (~ 1700 m? g*) e natureza microporosa.*®! A estrutura cristalina da
bio-MOF-1 esté representada na Figura 6.
Figura 6. Representagdo da bio-MOF-1. a) cluster oxo-centrado de ZnsO onde cada par de Zn?* é
ligado em ponte pelos nitrogénios N3 e N9 de duas adeninas; b) SBU formada por quatro adeninas em
faces opostas do octaedro e oito Zn?* tetraédricos; c¢) Coluna de SBU da bio-MOF-1; d) Estrutura

tridimensional da rede. (azul escuro: ions Zn%"; preto: 4tomos de carbono; azul claro: atomos de
nitrogénio; vermelho: &tomos de oxigénio).

bio-MOF-1

-

o
W

g
W

a) b) c) d)

Fonte: An et al, 2009.53

Por sua vez, as MOFs de terceira geracdo tem como caracteristica principal uma
flexibilidade estrutural a qual permite que a estrutura se deforme reversivelmente frente a
adsorcdo/dessorcdo de moléculas ou estimulos externos como luz, temperatura ou campo
elétrico. As MOFs de quarta geracdo sdo aquelas aptas a sofrer modificacdes pds-sintéticas e
n&o alterar sua topologia ou mesmo sua integridade estrutural. Estas funcionalizagfes visam a
introdugdo de grupos funcionais na estrutura da MOF ja sintetizada a fim de trazer uma
funcionalidade a mais para o material.[**"1 A Figura 7 ilustra o comportamento das diferentes
geracOes de MOFs frente a introducdo/remogédo de moléculas hdspedes em sua estrutura.

Vale a pena destacar que a principio, drug delivery com MOFs é aplicavel da 22 a 42
geragdo, no entanto até que as MOFs de 3% e 42 geracdo pudessem ser totalmente

compreendidas e amplamente exploradas, essa area ainda estava engatinhando. A
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compreensdo da flexibilidade e dindmica do estado s6lido das MOFs pode alterar a nogéo
intuitiva de que os sélidos cristalinos séo estruturalmente rigidos e estaticos como os sélidos

inorganicos comuns. Isso preparou o terreno para o uso de MOFs em drug delivery, pois a

transformacao estrutural é essencial para a incorporacao e liberacdo de farmacos.

Figura 7. Representac@es estruturais do efeito da remocdo de uma molécula ou ion héspede (G) dos
poros de MOFs de diferentes geracdes. Legenda: aresta azul = ligantes; poliedro vermelho = SBU
metalica; esfera azul = modificacdo pos-sintética; elipse rosa: espécie de interesse.

%&7" :
1° Geragio ‘>\ 1 ‘((G 2% Geragio

G
6 —

G

3% Geragio

4° Geragio

Fonte: Adaptado de Liu, 2013.57

2.2. Sintese de MOFs

Um grande nimero de métodos e rotas sintéticas para a preparacdo de MOFs vem
sendo apresentados e discutidos ao longo dos anos. Em grande parte dessas abordagens, a
sintese ocorre em fase liquida com a mistura em solucdo contendo os ions metalicos e ligantes
organicos. Porém, preparacdes de MOFs em estado solido vém ganhando cada vez mais
espaco, sobretudo por serem relativamente rapidas e ambientalmente adequadas (livre de
solventes).[!l A sintese de MOFs em fase liquida requer a presenca de ligantes organicos
multitdépicos e SBUs inorganicas - componentes que determinam a estrutura da MOF - bem
como solventes, utilizados como meio reacional uma vez que a maioria dos sais metalicos e
ligantes organicos se apresentam no estado sélido. "

Embora o método solvotérmico com aquecimento elétrico convencional [“142 tenha
sido adotado de forma rotineira na sintese de MOFs, métodos alternativos incluindo a sintese
assistida por micro-ondas,*®! sintese eletroquimica,*! sintese sonoquimical*>¢! e sintese por
spray-driert”l vém ganhando cada vez mais espaco, uma vez que apresentam certas vantagens

como menor tempo de sintese, preparagdo de particulas mais uniformes e possibilidade de
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miniaturizacdo em nanoescala, sendo esta uUltima de fundamental importancia para o
desenvolvimento de SLFs, uma vez que sistemas nanoparticulados (< 200 nm) exercem um
papel decisivo nos processos de internalizacdo celular favorecendo o aumento da bioatividade
do farmaco. A Figura 8 ilustra a linha do tempo referente aos principais métodos e abordagens
sintéticas de MOFs, com destaque para a sintese solvotérmica e sintese assistida por micro-
ondas, utilizadas nesse trabalho.

Figura 8. Linha do tempo das principais abordagens desenvolvidas para a sintese de MOFs. Em
destaque: sintese solvotérmica e sintese assistida por micro-ondas.

SOLVOTHERMAL | MICROWAVE IONOTHE RMAL
ELECTROCHEMISTRY sonocn:mcul SPRAY DRYER FLOW CHEMISTRY
1995 1998 2001 T 2004 2007 T 2013 T 2018
| |
HYDROTHERMAL | TEMPLATE SUPERCRITICAL

MECHANOCHEMISTRY SOL GEL

ATOMIC LAYER DEPOSITION

Fonte: Olajire, 2018.14°1

O método solvotérmico consiste em reacdes que ocorrem em recipientes fechados sob
pressdes elevadas e temperaturas acima do ponto de ebulicdo do solvente (353 - 453K).
Seguindo a linha de raciocinio, sinteses ndo-solvotérmicas por sua vez ocorrem em pressao
atmosférica, com temperatura inferior ou igual ao ponto de ebuli¢io do solvente.[*®]

Como mencionado, a sintese solvotérmica € a técnica mais utilizada na preparacéo de
MOFs. Isso se deve ao baixo custo e simplicidade do aparato técnico, facilidade na obtencéo
de cristais com elevado grau de cristalinidade e area superficial. Além disso, é uma técnica
muito importante para realizar o crescimento de monocristais adequados para resolucéo
estrutural por difratometria de raios-X (DRX). Entretanto, a técnica sofre com alguns
inconvenientes como tempos prolongados de reacdo (alguns dias) e a formacdo de fases
impuras.[42]

Como alternativas a sintese solvotérmica, o uso de micro-ondas e ultrassom no
preparo de MOFs aparece como solucBes para superar as desvantagens inerentes ao método
convencional. Essas técnicas geralmente permitem uma répida cristalizacdo das MOFs. Em
particular, a utilizacdo da sintese assistida por micro-ondas, em detrimento da sintese
solvotérmica convencional, favorece um rapido e uniforme processo de nucleacéo através da
formacdo de pontos superaquecidos com répida transferéncia de calor, gerando assim

particulas com distribuicio de tamanho mais homogeneo,*®5% como mostra a Figura 9.
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Enquanto na sintese solvotérmica o calor vem de fora para dentro do meio reacional atraves
de transferéncia por conveccéo (deixando as paredes do frasco muito quentes), as micro-ondas

atravessam a parede do vaso e aquecem diretamente a mistura a nivel molecular.

Figura 9. Esquema grafico da introdugdo de calor e distribuicdo de temperatura no meio reacional
utilizando a sintese solvotérmica convencional e com o auxilio de micro-ondas.
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Fonte: Adaptado de Kappe, 2019.54
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Como forma de demonstrar as vantagens da técnica em relacdo ao método
solvotérmico no que diz respeito ao tempo de reacdo e homogeneidade do material, Ni e
Masel realizaram a sintese dos materiais IRMOF-1, IRMOF-2 e IRMOF-3 em
dietilformamida em apenas 90 segundos utilizando micro-ondas, contra 48-100 h utilizando o
método solvotérmico convencional, onde em ambos os métodos a qualidade dos cristais se
manteve inalterada.® Da mesma forma, Margiolaki e colaboradores avaliaram a viabilidade
do uso dessas rotas sintéticas distintas na obtengdo da MOF de cromo(lll) MIL-101(Cr).
Enguanto o método convencional na presenca de acido fluoridrico (HF) levou a formacdo de
cristais polidispersos de poucos micrometros em 16 horas, nanoparticulas monodispersas de
aproximadamente 20 nm foram obtidas em apenas 5 minutos com o auxilio de micro-ondas e
sem a presenca de HF.5%

No caso da sintese sonoquimica, a reagdo ocorre atraves da aplicacdo de ultrassom de
alta energia no meio reacional. Quando o ultrassom interage com o liquido, pontos
superaquecidos sdo formados através do fendmeno de cavitagdo favorecendo uma rapida
nucleacdo e também a formacéo de cristais mais homogéneos. Uma limitacdo da técnica é o
baixo rendimento.*® Em 2008, Jiang e colaboradores reportaram pela primeira vez de forma
eficiente a sintese de nanoMOFs baseados no ion metalico zinco(ll), utilizando a técnica de

ultrassom.®®l Em particular, nanocristais da MOF Zn3(BTC)2.2H20 foram produzidos ap6s 5
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minutos em condi¢des ambientes. O método solvotérmico convencional, para essa rota

sintética, utiliza temperatura de 140 °C e leva em torno 24h para a obtencdo da mesma fase.

2.3. Controle sobre o crescimento de cristais das MOFs

Desde a sua descoberta, a imensa maioria dos estudos com MOFs estiveram focados
na obtencdo de fases bulk de misturas polidispersas contendo cristais com diferentes
magnitudes de tamanho. Entretanto, de forma mais recente, um grande esforco tem sido
dedicado ao estudo de nanoparticulas monodispersas de MOFs, trazendo a tona uma
variedade de propriedades ndo antes observadas em sistemas bulk, tais como cinética de
adsorcao/dessorcdo acelerada e melhora na biodisponibilidade.4

Embora a sintese de MOFs em nanoescala venha sendo reportada com bastante
frequéncia, o design e a preparacdo confiavel de nanoparticulas (NPs) uniformes ainda
permanece como um grande desafio a ser superado. Por um lado, a termodindmica da
formagdo de MOFs pode variar muito dependendo da combinagcdo metal-ligante e da
topologia e dessa forma, os métodos de sintese geralmente sdo concebidos especificamente
para uma determinada MOF. Do ponto de vista cinético, a formacdo das ligacGes de
coordenacdo que levam ao crescimento das MOFs é muito lenta em comparacdo a taxa de
difusdo do precursor em solugdo, gerando longos periodos de nucleacdo e uma distribuicdo
ampla do tamanho dos cristais da MOF.[]

Como consequéncia, torna-se inevitavel a utilizacdo de algumas ferramentas para um
melhor entendimento sobre a mecanica do controle do tamanho dos cristais das MOFs, como
por exemplo, 0 modelo de LaMer ilustrado na Figura 10.

Figura 10. Representacdo esquematica do processo de nucleacdo e crescimento de cristais de acordo
com o modelo de LaMer.
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De acordo com o modelo, a formacéo dos cristais se da em 4 etapas principais: (1) um
aumento rapido na concentragcdo de monémeros precursores (Figura 10, estagio 1); (2) uma
nucleacdo homogénea proeminente a medida que a concentracdo de mondmeros reativos
excede a concentracdo critica de nucleacdo — Cnyc; (3) rapida reducdo na concentracdo de
mondmeros em solucdo, o que inibe possiveis eventos de nucleagdo futuros (Figura 10,
estagio I1) e (4) crescimento do cristal até atingir a concentracdo de saturagdo — Csat (Figura
10, estagio I1). O curto periodo que separa a nucleacdo do crescimento do cristal é critico
para a formacdo de NPs uniformes. Dessa forma, para a obtencao de particulas uniformes em
nanoescala é essencial a geracdo de um grande nimero de nucleos e logo em seguida finalizar
o crescimento do cristal através da eliminacao dos precursores da solugo.!

Nota-se, que 0 modelo de LaMer considera que a nucleacdo ocorre separadamente do
crescimento do cristal, descrevendo ambos em termos de forcas motrizes desencadeadas por
altas concentragdes de precursores. Hermes e colaboradores estudaram o processo de
nucleagdo homogénea e crescimento de cristais da MOF-5 em dietilformamida. Os dados
sugerem que, de fato, a MOF-5 segue o0 modelo de LaMer onde a nucleagdo e o crescimento
da MOF ocorreram em tempos distintos.°8! Entretanto, outros sistemas como ZIF-8571 e
HKUST-1581 apresentam um comportamento diferente, exibindo uma lenta nucleagio que
acaba coincidindo com o crescimento do cristal. Além disso, a maioria das sinteses de
nanoMOFs ocorre em meios diluidos, o que torna dificil a discussdo de resultados a luz do
modelo de LaMer.

Dessa forma, a termodinamica continua sendo fundamental para o entendimento sobre
a nucleacdo e o crescimento de cristais de MOFs; porém, o tamanho do cristal parece estar
mais ligado a um controle cinético através de para@metros quimicos que favorecem a
terminacdo do cristal gerando particulas menores e mais homogéneas. As condicdes criticas
para garantir a formacdo de MOFs em nanoescala envolve a deplecdo da concentracdo local
de ifons metélicos, permitindo que os ligantes finalizem o crescimento da particula. De acordo
com o autor, tais condi¢des envolvem ligantes em excesso (ligante organico ou modulador?),
reagentes em concentragdes diluidas, forte ligagdo entre metal-ligante e baixa atividade de
protons.1 No modelo cinético proposto por Marshall e colaboradores (ver Figura 11), a

formagéo de cristais de MOFs em nanoescala depende da competicdo entre quatro equilibrios

! Moduladores sdo tipicamente acidos monocarboxilicos e em alguns casos bases de Bransted, utilizados em
sinteses de nanoMOFs. Sua principal funcdo € influenciar o tamanho das MOFs através da interferéncia na
desprotonacdo do ligante organico. Moduladores também sdo utilizados para prevenir a agregacdo de
particulas.[®]
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quimicos: (1) desprotonacédo do ligante; (2) desprotonacdo do modulador; (3) coordenacdo do

ligante e (4) terminac&o do cristal.l>®]

Figura 11. Equilibrios quimicos por trds do controle do crescimento de cristais de MOFs segundo
modelo cinético.

1) L—H == L~ +H*
2) Mod—H == Mod-+ H*

3) I +M*== L—M
4) L—M + Mod- == L—M-Mod

Fonte: Marshall, 2019.59

Toda e qualquer estratégia deve ser baseada levando em conta esses quatro equilibrios.
Dessa forma, um equilibrio que apresenta altas taxas de avango e baixa reversibilidade tende a
interromper rapidamente o crescimento para formar pequenos nanocristais ao invés de crescer
de forma constante em direcdo a fase bulk, como mostra a Figura 12. Um exemplo classico de
baixa reversibilidade e taxa de reacio elevada é a UiO-66,5" onde a reacéo entre o metal e o
ligante apresenta intrinsicamente essa caracteristica e por isso quando comparada com outras
MOFs, a UiO-66 tende a ter seu didmetro reduzido.

De acordo com o equilibrio 1 da Figura 11, o ligante organico deve ser desprotonado
antes de formar ligacbes metal-ligante. Os moduladores por sua vez, que geralmente sdo
acidos fracos, também devem sofrer desprotonagdo (eqg. 2). A coordenagdo entre 0s ions
metalicos e os ligantes organicos torna possivel o crescimento das particulas (eg. 3). O
crescimento do cristal, portanto, é entdo dominado pela chegada de moléculas de reagentes
solvatados. Por fim, durante a etapa de terminacéo (eg. 4) ligantes e moduladores competem
pelos locais de coordenacdo dos ions metélicos. De acordo com o modelo, esse processo
continuara até que a concentracdo local de ligante organico exceda muito a concentracdo de
fons metalicos, o que de fato interrompera o crescimento do cristal.[%!

Figura 12. llustracdo esquematica do comportamento das MOFs de acordo com a taxa de reagdo e
reversibilidade.
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Fonte: Autor, 2021.
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Como mencionado, existem alguns parametros-chave como concentragéo de reagentes
e de modulador, a razéo equivalente (r)> de modulador, os valores de pKa dos moduladores e
a forca de ligacdo metal-ligante, que tornam possivel a deplecédo local da concentracdo de ions
metalicos e devem ser levados em consideracdo no desenvolvimento de metodologias para
controlar o tamanho das MOFs.

Em se tratando de moduladores, quando &cidos carboxilicos sdo utilizados, sua
presenca pode aumentar ou diminuir o tamanho das MOFs dependendo se irdo impedir a
desprotonacao do ligante (eq. 1) ou atuar como agentes de terminacao (eg. 4). Ao interferir na
desprotonagéo, os moduladores acabam diminuindo a taxa de complexacdo metal-ligante (eq.
3) quando comparada a difusdo do ion metalico no meio, resultando em MOFs com didmetro
maior. Por outro lado, podem gerar particulas menores ao agirem na superficie do cristal
impedindo seu crescimento. Vale ressaltar que quanto menos acido for o modulador, menor
sera a quantidade de protons disponiveis no meio para a protonacao do ligante, deslocando o
equilibrio 1 para a direita.[>%

Em 2011, Jiang e colaboradores realizaram a sintese de nanoparticulas da MOF MIL-
101(Cr) adicionando 0,33 equivalentes de diferentes moduladores &cidos ao meio
reacional.[%®1 Pode ser observado a partir da Figura 13, que a adicio de acidos mais fracos
(pKa maiores) como o acido 4-nitrobenzoico, &cido benzoico, &cido 4-metoxibenzdico e acido

estearico levou a producéo de particulas com menores tamanhos.

Figura 13. Diminui¢do do tamanho dos cristais da MOF MIL-101(Cr) com o aumento do pKa do
modulador utilizado.
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Fonte: Jiang, 2011.[5

2 Razdo entre a quantidade em mols de modulador e a quantidade em mols de ligante orgénico. 6%
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De forma geral, a utilizacdo de pequenas quantidades de é&cidos fracos como
moduladores leva a diminuigdo do tamanho dos cristais até certo ponto, quando a atividade de
prétons em solucdo atinge um dado valor que comeca a interferir na desprotonacao do ligante
organico, gerando particulas maiores.[63

A interagdo entre o metal e o ligante organico também deve ser levada em conta
dentro da perspectiva do modelo cinético. Fortes interacbes metal-ligante favorecem a
geracdo de particulas menores uma vez que elas aumentam as taxas de complexacéo (eg. 3) e
terminacdo (eq. 4) durante o crescimento dos cristais, esgotando dessa forma, as
concentragdes locais dos ions metalicos em relagdo aos ligantes e moduladores.[®® Por fim,
vale ainda destacar que diversos métodos de sintese alternativos vém sendo utilizados em
complemento ao modelo cinético na preparacdo de particulas de MOFs menores e mais

homogéneas, incluindo a utilizacdo de micro-ondas e ultrassom.

2.4. Aplicacdo de MOFs como Sistemas de Liberacdo de Farmacos (SLF)

Sistemas de liberacdo de farmacos (em inglés, drug delivery systems) podem ser
definidos como dispositivos capazes de introduzir moléculas bioativas para dentro do corpo
humano. Quando um agente terapéutico € administrado, seja por via oral ou sistémica, apenas
uma pequena fracdo da dose atinge o tecido alvo, sendo grande parte do montante
desperdicada devido ao processo de biodistribuicdo para outros tecidos, metabolizacdo e
excrecdo antes de atingir o local desejado, e, portanto, é natural que grande parte dos
farmacos apresente um baixo tempo de meia-vida apds administracio.[%4

Nesse contexto, dentro da era moderna da Medicina, esforcos tém sido direcionados
para 0 desenvolvimento de novas plataformas terapéuticas as quais permitam manter
concentrages plasmaéticas ideais dos farmacos, diminuindo flutuagBes entre doses e
consequentemente a necessidade de administracdo frequente, o que impacta de forma direta
na adesdo do paciente ao tratamento. Além disso, busca-se um controle sobre a liberacdo dos
farmacos, tornando possivel melhorar a eficiéncia terapéutica do medicamento e a0 mesmo
tempo reduzir seus efeitos toxicos ao aumentar a quantidade e a persisténcia do medicamento
sobre a vizinhanca das células-alvo, enquanto reduz a exposi¢do do medicamento as células
n&o-alvo.[646%

Um sistema de entrega controlada de medicamento requer consideracdo simultanea de

varios fatores, como a propriedade do medicamento, a via de administracdo, a natureza do
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veiculo de entrega, o mecanismo de liberagio do medicamento, a capacidade de
direcionamento e sua biocompatibilidade,®*! dentre outros, como ilustra a Figura 14.

Figura 14. Requisitos a serem levados em consideracdo na avaliacdo de sistemas de liberacdo
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Fonte: Adaptado de Paolino, 2006.[54

Diversos tipos de sistemas (organicos e inorganicos) tém sido desenvolvidos para
aplicacdo no carregamento e liberacdo controlada de farmacos. Cabe aqui o0 destaque para o
emprego de lipossomas no carregamento de cisplatina para tratamento de céncer de
pulmao, %71 nanoparticulas de silica porosa no carregamento do farmaco anticincer
camptotecina,’® micelas organicas no carregamento do horménio diidrotestosteronal®! e
nanoparticulas poliméricas no carregamento do anticancer docetaxel.l””]

Entretanto, estes sistemas apresentam uma ou mais desvantagens como instabilidade,
baixa solubilidade, baixa capacidade de incorporacdo, biodistribuicdo inadequada, alta
resposta imunoldgica e toxicidade, quando comparados as MOFs, as quais apresentam certas
propriedades, ja citadas anteriormente, que favorecem a superacdo dessas barreiras
farmacolégicas.[’™ Ao longo do século, com o trabalho pioneiro de Horcajada e colaboradores
em 200672 avaliando o carregamento de ibuprofeno em duas MOFs distintas MIL-100 e
MIL-101, o numero de publicacbes envolvendo MOFs em drug delivery cresceu
exponencialmente, ultrapassando 1200 publicacdes ja em 2015,

A Tabela 1 resume dados importantes de grandes estudos envolvendo a aplicagéo das
MOFs como SLFs em drug delivery. Vale a pena destacar o estudo realizado por Rojas e
colaboradores, que avaliaram o potencial de carregamento e o perfil de liberacdo de dois
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farmacos anticancerigenos em uma matriz porosa a base de Zn(l1).I’>! Foram observados, em
alguns casos, perfis interessantes de liberagcdo controlada, bastante desejado na terapia contra

0 cancer.

Tabela 1. Dados referentes a estudos utilizando MOFs como sistemas de libera¢&o de farmacos.

MOF Farmaco/Atividade Carregamento Liberacdo  Meio Ref

Calceina/Marcador
fluorescente

MIL-100 Ibuprofeno/Antiinflamatorio 0,35gg* 100%-72h PBS [72]

UiO-66 0,16 g g’ 100%-30h PBS [74]

MIL-101 Ibuprofeno/Antiinflamatorio 149g? 100%-144h PBS [72]
bio-MOF-1 Procai”g‘;‘:é?:g\"“mia 022ggl  100%-72h PBS [39]
Zoor (WETACHGE | 0Sgyl e FES gy
ZBOP NH: e oo 020990 o T T

* RAPTA-C = [Ru(p-cymene)Clz(pta)] — (pta = 1,3,5-triaza-7-phospaadamantane)

O cancer ¢ uma ameaca a saude dos seres humanos causando milhdes de mortes
anualmente. Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, o cancer é a segunda
principal causa de morte no pais, onde matou mais de 250 mil pessoas em 2017, perdendo
apenas para doencas cardiovasculares.’® A quimioterapia ainda é o método de tratamento
dominante. No entanto, a administracdo direta tradicional de medicamentos terapéuticos a
pacientes vem sendo questionada devido a limitagdes intrinsecas, incluindo efeitos colaterais
indesejaveis, farmacocinética deficiente e biodistribuicdo insuficiente. Assim, esforcos tém
sido feitos para o desenvolvimento de novas plataformas de drogas para liberagdo controlada
de medicamentos que consigam alcancar efeitos colaterais reduzidos e eficcia terapéutica
aumentada.[’7 781

Desde a descoberta da atividade anticancerigena da Cisplatina, farmacos a base de
platina tem mostrado grande importancia no tratamento de neoplasias e agora sdo vastamente
utilizados na terapia para tratar diversos tipos de tumores solidos incluindo de ovarios,
coloretal e pulmdo. Embora esse tipo de farmaco apresente grande eficacia, também tem
mostrado algumas desvantagens como resisténcia a droga, neurotoxicidade e
nefrotoxicidade.””! Na tentativa de minimizar esses fatores, novos tipos de complexos
metalicos, vém sendo estudados. Nesse sentido uma nova série de complexos metalicos a base

de ruténio com importante atividade antitumoral vem emergindo. Segundo Rojas, 0 sucesso
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desses novos metalofarmacos a base de ruténio repousa no fato de sua habilidade em interagir
com diferentes alvos biologicos e interferir em diversos processos fisiologicos redox,
promovendo uma combinacéo de mecanismos de ag&o.["

Frente ao exposto, foi realizada a sintese da bio-MOF-1, uma MOF biocompativel a
base de zinco(ll), e seu potencial para drug delivery foi avaliado. A incorporagdo do
complexo cati6nico cis-[Ru(bpy)2(NO2)(solv)](PFs), aqui denominado de Ru-90, no interior
dos poros da bio-MOF-1 também foi realizada. O metalofarmaco Ru-90 é um candidato ideal
para a administracdo com liberacdo controlada uma vez que a matriz porosa da bio-MOF-1
apresenta afinidade sobre moléculas catibnicas ao mesmo tempo em que oferece protecdo
contra uma répida biodegradacdo, minimiza efeitos colaterais, aumenta a solubilidade da
substancia e garante concentracOes satisfatorias nos locais de acdo. A miniaturizacdo do
material em nanoescala também foi objeto de estudo, uma vez que a internalizacdo celular
eficaz e a liberacéo intracelular de biomoléculas com atividade terapéutica séo caracteristicas
intrinsecas aos sistemas de liberacdo nanoparticulados, o que aumenta consideravelmente a

citotoxicidade de farmacos anticancerigenos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho é sintetizar e caracterizar uma BioMOF a base de
zinco(ll), adenina e acido 4-4’bifenildicarboxilico (bpdc), bem como investigar seu potencial

em drug delivery utilizando um metalofarmaco baseado em ions ruténio(ll).

3.1. Objetivos especificos

- Estudar o efeito do pH sobre a liberacdo do farmaco Ru-90 da matriz porosa da bio-MOF-1.
- Avaliar o efeito da utilizacdo da sintese assistida por micro-ondas sobre o tamanho dos
cristais da bio-MOF-1.

- Avaliar o efeito da utilizacdo de moduladores de coordenacdo (acido acético e piridina)
sobre o tamanho dos cristais da bio-MOF-1.

- Realizar estudos de citotoxicidade in vitro do farmaco Ru-90 em sua forma livre e

incorporado a matriz da bio-MOF-1.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

32

Todos os reagentes e solventes usados nesse trabalho estdo compilados na Tabela 2 e

por apresentarem elevada pureza, foram utilizados sem nenhum tratamento ou purificacéo

prévia.

Tabela 2. Materiais utilizados no estudo.

Material

Procedéncia

Acetato de zinco(Il) diidratado
Acido Nitrico
Adenina
Acido 4-4’-Bifenildicarboxilico (bpdc)
N,N-Dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Metanol
Fosfato de potassio monobasico (KH2POa)
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO.)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Cloreto de ruténio(lll) triidratado
2,2’-bipiridina
Linhagem celular A375
Linhagem celular L929
RPMI 1640
DMEM
Soro Fetal Bovino (FBS)

Penicilina-estreptomicina

Vetec
Vetec
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Synth
Synth
Synth
Aldrich Chemicals
Aldrich Chemicals
ATCC, Mannassas, VA, EUA
Banco de células do Rio de Janeiro, Brasil
Invitrogen, EUA
Invitrogen, EUA
Invitrogen, EUA
Invitrogen, EUA

Fonte: Autor, 2021.

4.2. Sinteses

4.2.1. Sintese do complexo Ru-90

O complexo cis-[RuClz(bpy)2].2H20O foi preparado segundo a metodologia

apresentada por Dwyer e colaboradores.®l Os complexos cis-[Ru(bpy)2(NO2)2].H20 e cis-
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[Ru(bpy)2(-NO2)(NO)](PFs) foram preparados conforme descrito por Meyer e
colaboradores.[® Com base na sintese do complexo cis-[RuL(bpy)2(NO)](PFe)2 (L = 4-pic,
py, 4-acpy),® o preparo do complexo Ru-90 foi realizado. Resumidamente, o sal cis-
[Ru(bpy)2(NO2)(NO)](PFs) (0,128 mmol L?) dissolvido em 20 mL de acetona. Uma
quantidade equimolar de NaN3 (0,130 mmol L) foi entdo dissolvida em 3 mL de metanol e
adicionado gota a gota a solucdo. Apds 30 minutos, 250 mL de Et>O anidro foram
adicionados para produzir um precipitado avermelhado que foi entdo coletado e lavado com
Et,0.

4.2.2. Sintese da bio-MOF-1

Os cristais foram preparados pelo método solvotérmico. Para esta finalidade, adenina
(0,125 mmol), bpdc (0,25 mmol), acetato de zinco diidratado (0,375 mmol), acido nitrico (1
mmol) e DMF/Metanol (1:1, 14 mL) foram adicionados a um copo teflon® de 20 mL e
mantidos sob agitacdo por 30 minutos. O copo foi entdo selado em um reator e a mistura
resultante aquecida a 130°C por 24 horas. ApGs o resfriamento a temperatura ambiente, o pé
branco microcristalino resultante foi lavado trés vezes com uma mistura DMF/Metanol (1:1),
filtrado e entdo seco sob vacuo durante 8 horas. Por fim, os poros do material foram ativados
através da aplicacdo de vacuo (50 mbar) a 130°C por mais 24 horas.

4.2.3. Sintese de MOFs a base de zinco(ll) com auxilio de moduladores

Nessa etapa, foi empregada a mesma metodologia de sintese utilizada no preparo da
bio-MOF-1. Ap6s colocar todos os reagentes no copo teflon®, foram adicionados diferentes
concentracdes de acido acético e piridina como agentes moduladores. O fator r (onde r é
definido aqui como a razao entre a concentracdo de modulador e ligante) para o acido acético
foi de 2, 5, 10, 15 e 100 e para a piridina foi de 2, 10, 30, 50 e 100. Por fim, os poros do
material foram ativados através da aplicacdo de vacuo (50 mbar) a 130°C por mais 24 horas.

4.2.4. Sintese de MOFs a base de zinco(ll) com auxilio de moduladores usando sintese

solvotérmica assistida por micro-ondas

A sintese assistida por micro-ondas foi realizada utilizando um Micro-ondas Discover
SP/CEM. Adenina (0,125 mmol), bpdc (0,25 mmol), acetato de zinco(ll) diidratado (0,375
mmol), acido nitrico (1 mmol), DMF (13,5 mL) e agua destilada (1 mL) foram adicionados a

um tubo de vidro adequado de 35 mL. A solucgéo resultante foi aquecida durante 10 min até
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dissolucdo total dos reagentes; ao final da dissolucédo adicionou-se diferentes concentracdes de
acido acético e piridina como agentes moduladores. O fator r para a piridina foi 50 e 100. O
tubo foi entdo selado e colocado no dispositivo, onde permaneceu a 130°C durante 30 min.
Apds o tempo de reacdo, o produto foi isolado por centrifugacdo e o precipitado, lavado trés
vezes com DMF, e entdo seco sob vacuo durante 8h. Por fim, os poros do material foram
ativados através da aplicacdo de vacuo (50 mbar) a 130°C por mais 24 horas.

4.3. Caracterizagoes
4.3.1. Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

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

usando pastilha de KBr.

4.3.2. Difragéo de raios-X de p6 (DRX)

Os difratogramas foram obtidos utilizando um difratbmetro Rigaku Rint 2000, a
temperatura ambiente, sob radiacdo de Cu-Ko (A = 1,5406 A), com poténcia de 40 kV e
corrente elétrica de 50 mA, instalado do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de
Quimica — UNESP Araraquara. Os espectros das amostras foram obtidos com varredura de

raios X de angulo aberto 20 entre 4° e 70° e velocidade do goniometro de 0,02°/min.

4.3.3. Microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo (MEV-FEG)

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

colocadas em suporte e coberta com uma fina camada de carbono.

4.3.4. Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de anélise térmica da Mettler
Toledo, modelo TG/DSC-1. A atmosfera sera de gas inerte (N2) como gas de purga a uma
vazdo de 50 mL mint, massa da amostra de aproximadamente 10 mg e cadinhos de aAlO3 de

70 uL, razao de aquecimento de 10°C min-1 e intervalo de temperatura de 30 — 1000 °C.
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4.3.5. Analise de porosidade via isotermas de fisissorcao de N2

Foi determinada usando o equipamento ASAP 2010- MICROMETRICS. As amostras
foram pré-tratadas a 100°C sob vacuo da ordem de 10 mmHg, durante 24 h, para eliminar
vapores adsorvidos nas cavidades. Importante salientar que antes da realizacdo dessas
medidas, os materiais foram previamente ativados em estufa a vacuo, por 24h e temperatura
de 130 °C, com a finalidade de retirar as moléculas de solvente presentes nos poros dos
MOFs.

4.4. Estudo de estabilidade quimica

A estabilidade quimica da bio-MOF-1 foi avaliada suspendendo aproximadamente 4
mg do material em 10 mL de solucdo aquosa em pH 5,0 e pH 7,4. A suspensdo entdo foi
mantida sob agitacdo constante em um Thermo Mixer Kasvi a 37°C, e apds os tempos de 4 h e

12 h o material foi filtrado e realizada a difracdo de raios-x de po.

4.5. Curvas de calibracdo

Com o intuito de garantir a quantificacdo do Ru-90 ao longo dos ensaios de
incorporacdo e liberagcdo, a metodologia proposta foi testada, baseando-se na Resolugéo RE n°
166, Brasil, 2017.[8%1 Os experimentos foram realizados seguindo a metodologia proposta por
Sauaia e colaboradores,® em cromatégrafo SPD M20A (Shimadzu), equipado com dectetor
DAD, deteccdo em 440 nm, com bomba LC-20A, instalado no Departamento de Quimica
Orgénica do Instituto de Quimica — UNESP Araraquara. A separagao foi realizada em coluna
C18 de fase reversa (Luna, Phenomenex) 250 x 4,60 mm (5 um). Foi utilizada eluicdo
isocratica com 20:80 de metanol e d4gua deionizada contendo 0,1% de &cido formico, pH=3
com vazdo de 1,0 mL min%, volume de injegdo de 5 pL e temperatura ajustada a 33°C.

Para testar a metodologia avaliou-se as seguintes figuras de meérito: linearidade e
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), conforme descrito na Resolucdo n°166,
2017.

45.1. Linearidade

A linearidade, tanto nos ensaios de incorporacdo como liberacdo, foi avaliada pela
construcdo de trés curvas analiticas, determinada pela anélise de sete niveis de concentraces
diferentes em trés dias diferentes. Para ensaios de incorporagdo, pesou-se 10 mg de padrdo de

Ru-90 diluindo em 100 mL de agua Mili-Q com 2% de DMSO, para obter uma solucéo
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estoque de 100 pg mL™* de Ru-90. A partir dessa solugdo estoque foram realizadas seis
diluicdes, totalizando sete pontos: 10; 20; 30; 50; 65; 80 ¢ 100 pg mL™. As solugBes padréo
foram preparadas em triplicata e para cada concentracdo descrita, foram realizadas trés
injecOes previamente filtradas em membrana filtrante de 0,22 pum. O mesmo procedimento foi
utilizado nos ensaios de liberagéo, utilizando tampé&o fosfato (PBS) como solvente para a
preparacdo das solucbes padrdo, em dois pHs distintos (5.0 e 7.4). A partir da média dos
valores das areas encontradas e das concentragdes testadas para as trés curvas a equacgdo da
reta foi determinada atraves do estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos
quadrados, e calculada a anélise de variancia (ANOVA), avaliando-se a validade dos
parametros estatisticos.

4.5.2. Precisdo — Repetibilidade

A precisdo intracorrida ou repetibilidade foi avaliada usando trés concentracOes
diferentes da curva analitica (20, 50 e 80 ug mL™), no mesmo dia sob as mesmas condicdes
experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.5.3. Precisdo Intermediéria - Reprodutibilidade

A precisdo intercorrida ou intermediaria foi realizada nas mesmas condi¢fes, com
analistas diferentes em dias diferentes e consecutivos. Os resultados foram analisados através

do coeficiente de variagdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6. Encapsulamento do Ru-90 nos poros da matriz de Zn(ll) (bio-MOF-1)

Primeiramente, uma solucdo de Ru-90 foi preparada com agua (2% DMSO) numa
concentragdo de 333,33 pg mL™. Os ensaios foram realizados utilizando uma técnica de
impregnacdo. Para esse objetivo, 20 mg da bio-MOF-1 ativada foram suspensos na solugéo
de Ru-90 (0,5:1 mg Ru-90/ mg bio-MOF-1) sob agitagdo em temperatura ambiente ao longo
de 24 horas. Em seguida, a suspensdo resultante, de coloragdo alaranjada, foi submetida a
centrifugagéo (6000 rpm durante 15 minutos). O sobrenadante foi ent&o coletado e submetido
a analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) para determinagéo
indireta da quantidade de Ru-90 incorporada, como mostra a Equacéo 1.

Q%) = R‘“gf:)“@.mo [1]
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onde, Rug) é a concentragéo inicial de Ru-90 (333,33 pg mL™) e Rug) € a concentragdo de
Ru-90 no sobrenadante ap6s o ensaio de encapsulamento. O pellet obtido ap6s centrifugacdo
e separacdo do sobrenadante foi lavado trés vezes com uma solucdo de agua (2% DMSO) para
retirar 0 excesso de Ru-90 presente na superficie da bio-MOF-1. Ap6s secagem, o0 po
alaranjado agora designado de Ru-90@bio-MOF-1 foi submetido a espectroscopia no

infravermelho, difracéo de raios-x de pd e analise térmica.

4.7. Ensaios de liberacao in vitro do Ru-90

Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco Ru-90 foram obtidos com o auxilio de um
Thermo Mixer Kasvi. A liberacdo foi realizada em solucdo tampédo PBS, em pH 5,0 (pH
endossomal de células cancerigenas) e em pH 7,4 (pH fisioldgico), ambas a 37+0,5 °C, sob
agitacdo constante (300 rpm). Para isso, foram adicionados entre 6,5-7 mg de material
incorporado Ru-90@bio-MOF-1 em 12 mL de meio receptor. A quantidade de Ru-90
liberada no meio foi determinada através de CLAE-DAD. Aliquotas foram retiradas depois de
0.25,0.5,1, 2,4,6,8, 10, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h. Para cada aliquota retirada,
uma quantidade idéntica de meio receptor foi imediatamente adicionada, afim de se manter

constante o volume.

4.8. Ensaios de viabilidade celular

As linhagens tumoral de melanoma humano A375 e ndo tumoral L929 (fibroblastos)
foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm®, com meio de cultura RPMI-1640 (Gibco®
com 25,0 mM de HEPES, L-glutamina e sem bicarbonato de sddio), suplementado com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidtico. Foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera de
5% de CO; até serem utilizadas no experimento. Apds 80% de confluéncia das células nas
garrafas, estas foram tripsinizadas, contadas (cAmara de Neubauer) e posteriormente semeadas
1x10* células/pogo em placas de 96 pocos. Apds o periodo de incubacdo de 24 horas, as
células foram tratadas com diferentes concentragdes dos respectivos complexos, sendo 0
complexo Ru-90 dissolvido em DMSO e bio-MOF-1 e Ru-90@bio-MOF-1 em tampéo
PBS. As concentracOes utilizadas foram de 100 uM até 0,78 uM e a porcentagem de DMSO
por poco foi no méximo 1%. Apds o periodo de 24 h de incubacgéo, foi adicionado uma
solugdo de MTT (0,5 mg mL?). Durante 3 horas, ocorre a formagao de cristais de formazan
em células viaveis. Este processo envolve o processo de conversdo via enzimas redutimétricas
mitocondriais do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difenil tetrazolio)] (MTT), em
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um sal de colorac¢do coloragdo violeta (Amax = 490 nm) o formazan, solivel em solventes
organico. Apos o periodo de incubacéo, a solucdo de MTT foi retirada e os cristais formados
foram solubilizados em 100 uLL de DMSO. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada
através da divisdo da absorbancia média das células tratadas com os compostos pela
absorbéancia média do controle. A porcentagem de viabilidade celular versus a concentragdo
de farmaco (escala logaritmica) foi calculada através da Equacdo de Hill no software
GraphPad Prism (versdo 8.0) para determinar a concentracdo de farmaco que inibe 50% da
viabilidade celular referente ao controle (ICso) j& com os erros estimados relativo a media dos

trés experimentos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sintese da bio-MOF-1

A reacéo entre o metal precursor Zn(CHzCOO)2-2H>0 com os ligantes adenina e bpdc
sob condigdes solvotérmicas gerou um po branco microcristalino. A Figura 15 apresenta 0s
padrbes de difragdo de raios-X de p6 para as amostras da MOF como sintetizada e ap6s o
processo de ativagdo, como também o padrdo simulado para a bio-MOF-1. Pode-se observar
nestes padrdes os picos de Bragg tipicos da topologia da bio-MOF-1,*¥ indicando ndo
apenas que houve a formacéo da fase desejada como também que o processo de ativacdo nédo

modificou a cristalinidade do material.

Figura 15. Padrbes de raios-X de pd dos cristais da bio-MOF-1 sintetizada, bio-MOF-1 ativada e
bio-MOF-1 simulada.

J A H bio-MOF-1 sintetizada
=
2
<
[
= bio-MOF-1 ativada
E .

l I I bio-MOF-1 simulada
5 10 15 20 25 30 35

26 / grau
Fonte: Autor, 2021.

As imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) foram obtidas e estéo
ilustradas na Figura 16. Como pode ser visto na Figura 16a, o material é organizado na forma
de bastdes (rod-like particles) que variam entre 5 - 9 um em média. Com base na Figura 16b,
registrada apds o processo de ativacdo (50 mbar, 130 °C, 24h), é possivel observar uma
porosidade superficial bem como a presenca de uma segunda fase, ndo detectada no DRX de
po, muito provavelmente devido a baixa quantidade.

Com o intuito de confirmar a porosidade da bio-MOF-1, a avaliagcdo textural do

composto ativado foi realizada através da analise de adsorcdo-dessorcdo de N2 a 77K. A
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adsorcdo de gas pela MOF revelou uma érea especifica de aproximadamente 796 m?g™
contendo microporos e mesoporos com volumes de 0,24 cm® gt (calculado via t-plot) e 0,57
cm?® g (calculado via BET), respectivamente. Como pode ser visto na Figura 17, a amostra
da bio-MOF-1 ativada apresenta uma isoterma do tipo |1 com tipo IV - dado que em baixas
pressdes relativas, j& ocorre bastante adsorcao, tipico de material microporoso - com um loop
de histerese do tipo H2, que estd associada com o preenchimento completo dos mesoporos
através de um processo secundario de condensacdo capilar. Tal comportamento € tipico de
materiais que apresentam uma rede com poros interconectados.!®8"1 Os dados de fisissor¢io
de N estdo de acordo com o trabalho anterior proposto por Lucena e colaboradores,! onde
também foi obtida uma estrutura porosa hierarquica para a bio-MOF-1. Nesse sentido, 0s
resultados tornam-se promissores, uma vez que materiais com poros interconectados parecem
ser mais eficientes em termos de difusdo de moléculas,®®8% o que é uma caracteristica muito
desejavel para sistemas de drug delivery.

Figura 16. Imagens da microscopia eletronica de varredura de amostras da (a) bio-MOF-1

sintetizada e (b) bio-MOF-1 ativada mostrando a formagdo de defeitos na superficie causados pelo
processo de ativacao.

10 um Sintetizada

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 17. Isotermas de fisissor¢cdo de N para a bio-MOF-1 ativada. (Simbolos em forma de X
representam o processo de adsorcao; simbolos em forma de O representam o processo de dessor¢do).
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Fonte: Autor, 2021.

5.2. Estabilidade quimica da bio-MOF-1

Embora ndo haja um método padrdo de avaliacdo da estabilidade quimica de MOFs
em meio acido, basico ou neutro, a técnica de difracdo de raios-X de p6 frequentemente é
utilizada para comparar os padrdes de difracdo antes e apds os ensaios de estabilidade. Além
disso, ndo hd um consenso sobre 0s tempos de imersdo e temperatura que devam ser
empregados,’®°2 e, portanto, comparagio entre estudos se torna problematica. Nesse estudo,
a estabilidade da bio-MOF-1 foi avaliada sob condi¢6es experimentais que simularam ambas
condicdes fisioldgicas (pH = 7,4) e patoldgicas (pH = 5,0) a 37 °C. E os resultados mostraram
que a estrutura da bio-MOF-1 foi mantida apds cinco dias de imersao, através da analise dos
respectivos padrdes de difracdo mostrados na Figura 18.

Segundo o estudo realizado por An e colaboradores,1 mesmo ap6s a imersdo em
solugéo tampéo PBS (pH = 7,4) durante 14 dias, o padrdo de difracdo da bio-MOF-1 néo foi
alterado e sua cristalinidade foi mantida. Contudo, o padréo de difragdo aqui obtido para a
bio-MOF-1 apo6s imersdo em solucdo PBS (pH = 7,4) apds 5 dias revelou uma tendéncia a
diminuicdo de sua cristalinidade com alargamento significante de seus picos e reducédo de suas
intensidades, o que sugere uma degradacéo inicial de sua estrutura. Esse resultado pode estar
relacionado com o processo de ativagdo da bio-MOF-1 realizado nesse estudo, o qual pode
ter enfraquecido a estrutura e afetado sua estabilidade. Por outro lado, mesmo que a
cristalinidade da bio-MOF-1 tenha sido mantida, é possivel observar um padrdo de difragdo
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diferente apds contato com solucéo tampao PBS (pH = 5,0) por 5 dias, sugerindo que a matriz
[(Zng(adenine)s(bpdc)sO)]-2Me2NH.-8DMF-11H,0 possa ter experimentado uma transi¢do
de fase.

Figura 18. Padrdes de raios-X de p6 dos cristais da bio-MOF-1 ativada antes e ap6s imersdo a 37°C
durante 5 dias em pH 7,4 e pH 5,0.

Apds imersio em pH 5.0

o
2
.- o
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\J bio-MOF-1 ativada

5 1l1.'l 15 Zlﬂ ZlS 30 35
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Fonte: Autor, 2021.

5.3. Tentativa de miniaturizacéo das particulas da bio-MOF-1 para escala nanométrica

Nessa etapa, foi avaliado o efeito da utilizacdo da radiacdo micro-ondas e do uso de
agentes moduladores sobre o tamanho e a morfologia de cristais da bio-MOF-1. Dependendo
da técnica de sintese e do tipo de modulador utilizado, os compostos foram denominados por
Zn_HAc, Zn_pyd e Zn_pydmicro.

5.3.1. Uso de moduladores de coordenacéo

O uso de agentes moduladores para o controle do crescimento de cristais ja é bem
conhecido e amplamente utilizado em sintese de materiais. Especificamente na sintese de
MOFs, promovem uma competicdo com os ligantes orgénicos pelos centros metalicos. Essa
competicdo pode tanto favorecer o crescimento do cristal em uma determinada direcdo como
impedir o seu crescimento.[® ®l Neste trabalho, 4cido acético foi selecionado por apresentar o
mesmo grupo funcional do ligante orgéanico bpdc, e portanto, era esperado uma boa interacéo

com os centros metalicos de Zn(ll). Por sua vez, a piridina foi utilizada na tentativa de
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estimular uma competicdo com o ligante adenina, uma base nitrogenada. Ambos apresentam
grupos nitrogenados doadores de elétrons.

A sintese solvotérmica convencional utilizando diferentes concentracbes dos
moduladores &cido acético e piridina, com r = 2, 5, 10, 15 e 100 para o &cido acético e r = 2,
10, 30, 50 e 100 para a piridina, produziu uma familia de compostos (amostras Zn_HAc e
Zn_pyd, respectivamente) precipitados na forma de pds brancos. As Figuras 19 e 20 mostram
os padrdes de difracdo de raios-X de po para as séries Zn-HAcC e Zn_pyd, respectivamente,
bem como o padrédo simulado para a bio-MOF-1. Observando os padrfes é possivel notar que
de fato houve a formacdo da fase desejada uma vez que os picos de Bragg, caracteristicos da
topologia da bio-MOF-1,% foram mantidos tanto para a familia Zn_HAc quanto para
Zn_pyd.

Figura 19. Padrdes de raios-X de p6 da série Zn_HAc e da bio-MOF-1 simulada.
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Fonte: Autor, 2021.

Figura 20. Padrdes de raios-X de pd da série Zn_pyd e da bio-MOF-1 simulada.
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Fonte: Autor, 2021.
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A Figura 21 ilustra o comportamento do tamanho das particulas das séries Zn_HAc e
Zn_pyd a medida em que r sofre incrementos positivos. Pode-se observar que r parece
influenciar igualmente o tamanho das particulas de ambas as séries, dada a tendéncia
apresentada nos graficos. Entretanto, a reducdo do tamanho observada para a série Zn_HAc
(linha preta) foi mais pronunciada do que para a série Zn_pyd (linha vermelha).

Figura 21. Influéncia de r sobre o tamanho das particulas de MOFs a base de zinco(ll). Linha preta:
Zn_HAc; Linha vermelha: Zn_pyd.
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Fonte: Autor, 2021.

Com relacédo a influéncia da razéo r no tamanho dos cristais, nota-se inicialmente, um
aumento das particulas de MOFs em ambas as séries. No entanto, conforme incrementos
adicionais de r vdo sendo utilizados, foi observada, de forma geral, uma diminui¢cdo do
tamanho dos cristais, principalmente para a série Zn_HAc.

Tal comportamento pode ser explicado pelo modelo cinético ilustrado na Figura 11.
Como apresentado na Introducdo desse trabalho, a presenca de moduladores pode aumentar
ou diminuir o tamanho do cristal dependendo se irdo impedir a desprotonacéo do ligante (Fig.
11, eqg. 1) ou atuar como agentes de terminacdo do cristal (Fig. 11, eq. 4). Interferindo na
desprotonacdo, &cido acético e piridina tendem a diminuir a taxa de complexagdo do ligante
(Fig. 11, eq. 3), resultando em particulas maiores (Fig. 21, r = 2). Por outro lado, podem
restringir o crescimento do cristal se passando por agentes de terminacdo (Fig. 21, r = 5-
50).15¢

O uso dos moduladores de coordenagdo nesse trabalho também exerceu um papel

sobre a forma das particulas. A influéncia dos moduladores na morfologia dos cristais pode
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ser observada nas imagens MEV-FEG ilustradas na Figura 22. Enquanto a utilizagdo de acido
acético produziu particulas na forma de prismas isolados (Fig. 22b), o uso da piridina levou a
producdo, majoritariamente, de particulas na forma de bastdes concéntricos (Fig. 22d). A acéo
da piridina como modulador parece ter influenciado muito mais a forma dos cristais do que
propriamente as dimensdes, visto que o tamanho das particulas sob a acdo da piridina variou
entre aproximadamente 14 - 23um, valores muito acima daqueles encontrados em cristais
obtidos sem o uso de moduladores (~ 5 - 9um). Em contrapartida, a presenca do acido acético
como modulador ndo sé reduziu o tamanho dos cristais (< 5um) como ndo alterou a
morfologia cléassica da bio-MOF-1.

Figura 22. Imagens de microscopia eletrénica de varredura das MOFs de Zn(ll) utilizando 4cido
acético (a-b) e piridina (c-d) como moduladores na sintese solvotérmica.

10 pm

Fonte: Autor, 2021.

5.3.2. Sintese solvotérmica assistida por micro-ondas associada ao uso de piridina como

modulador

Essa etapa do trabalho procurou investigar a influéncia da modificacdo da rota
sintética no tamanho das particulas formadas. Dentro desse contexto, a sintese solvotérmica
assistida por micro-ondas tem demonstrado ser um método atraente para a sintese rapida de

MOFs.®% Durante a sintese, ha a promocdo de um processo acelerado de nucleagéo,
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levando em geral a producéo de materiais puros (uma Unica fase), com particulas de tamanho
relativamente  pequenos e com distribuicilo homogénea.®? A reacdo entre
Zn(CH3CO00)2.2H20 e os ligantes bpdc e adenina, utilizando a técnica de micro-ondas na
presenca do modulador piridina (r = 50 e r = 100), produziu so6lidos brancos, aqui
denominados de Zn_pydmicro. Os padrdes de difracdo de raios-X de po6 (ver Figura 23) sdo
consistentes com o padrdo simulado da bio-MOF-1,2% confirmando assim, a topologia

caracteristica do material.

Figura 23. Padrdes de raios-X de pd da série Zn_pydmicro € da bio-MOF-1 simulada.
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Fonte: Autor, 2021.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (ver Figuras 24a-b) revelaram a
manutencdo da morfologia caracteristica da bio-MOF-1 (bastdes prismaticos) e, que de fato,
houve um aumento no tamanho dos cristais (12,40 £ 3,29 um), quando a razéo r = 50 foi
utilizada, quando em comparacdo ao material obtido sem modulador. Por outro lado, as
imagens MEV-FEG ilustradas nas Figuras 24c-d mostram a formacéo de particulas esféricas
irregulares com tamanho de aproximadamente 7,51 + 1,33 um, quando r = 100. Portanto, a
piridina parece ter promovido um crescimento mais lento ao longo do eixo principal dos
bastdes (Fig. 24c), diminuindo seu alongamento e tornando os cristais arredondados. A forma
de um cristal é organizada pela coexisténcia do crescimento de faces mais lentas e mais
répidas. A medida que o cristal cresce, ele se molda gradualmente & estrutura cercada pelas

faces de crescimento mais lentas.[°8]
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Figura 24.Imagens de microscopia eletronica de varredura das MOFs de Zn(ll) obtidas pelo uso de
micro-ondas utilizando piridina como modulador nas razdes r = 50 (a-b) e r = 100 (c-d).

100 pm 10 um

10 um

Fonte: Autor, 2021.

5.4. Ensaios de encapsulacdo e liberacdo de farmaco

Devido as caracteristicas micro e mesoporosa da bio-MOF-1 ativada, esta foi
submetida a ensaios de encapsulacdo utilizando o metalofarmaco Ru-90, cuja estrutura

molecular é representada na Figura 25.

Figura 25. Representacéo estrutural do metalofarmaco Ru-90, [cis-[Ru(bpy)2(NO2)(solv)](PFs)].

— — |PFg

Fonte: Sauaia, 2003.181
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O metalofarmaco Ru-90 pertence a uma familia de complexos metalicos a base de
ruténio que apresenta notavel atividade anticancerigena.[®®1%l O farmaco possui baixa
estabilidade e solubilidade em &gua, além de apresentar certa toxicidade relacionada a
liberacdo e entrega em sitios ndo especificos. Dessa forma, sua incorporacdo nos poros da
matriz da bio-MOF-1 pode ndo s6 minimizar os efeitos da toxicidade, como também
aumentar sua biodisponibilidade nos tecidos-alvo, através de uma liberacdo controlada. O
composto Ru-90 foi cordialmente cedido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Roberto

Santana da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto, em colaboracao.

5.4.1. Validacédo do método de quantificacdo de Ru-90 por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de arranjos de diiodos (CLAE-DAD)

Com o objetivo de validar a metodologia e garantir a quantificacdo de Ru-90 durante
0s ensaios de drug delivery com a bio-MOF-1, avaliou-se os parametros linearidade e
precisdo, baseando-se na Resolucdo RE n° 166, 2017.

A Figura 26 mostra o cromatograma do Ru-90 em solucdo de agua e 2% de DMSO
(vIV). E possivel observar boa resolucdo e simetria de pico, com tempo de retencdo de 11,31
minutos. O pico referente ao tempo de retencdo 4,5 minutos pode estar relacionado a algum
tipo de impureza presente na amostra, enquanto o pico referente ao tempo de retencdo 5,65
minutos esta associado a presenca do isoémero trans-[Ru(bpy)2(NO2)(solv)](PFs), como
reportado por Sauaia et al.[d
Figura 26. Cromatograma do Ru-90 (65 pg mL?) em &gua/DMSO 2% obtido pelo método

cromatografico utilizado. Fase mével: metanol e agua (20:80) com 0,1% de acido férmico pH =3.0;
Coluna C18-Luna (4,6 mm x 250 mm) 5 um; Vazéo 1,0 mL min; A = 440 nm; Injegdo 50 pL; 33°C.
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Fonte: Autor, 2021.
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A Figura 27 mostra o cromatograma do Ru-90 em solugdo tampéo PBS pH 7,4 (linha
azul) e pH 5,0 (linha verde). Aqui também observa-se boa resolugdo e simetria de pico, com
tempos de retencdo de 11,35 e 10,82 minutos, respectivamente para pH 5,0 e pH 7,4. Os picos
que aparecem entre 6-7 minutos podem estar associados a presenca do isémero trans-
[Ru(bpy)2(NO2)(solv)](PFe).

Figura 27. Cromatograma do Ru-90 (65 pug mL™) em solugdo tampdo PBS pH = 5.0 (verde) e pH =
7.4 (azul) obtido pelo método cromatografico utilizado. Fase moével: metanol e dgua (20:80) com 0,1%

de acido férmico pH =3.0; Coluna C18-Luna (4,6 mm x 250 mm) 5 um; Vazdo 1,0 mL min™; A = 440
nm; Injecdo 50 uL; 33°C.
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Fonte: Autor, 2021.

5.4.1.1. Linearidade — agua/DMSO 2%

Uma curva analitica para o farmaco Ru-90 foi construida a partir de solugdes padrao
de concentragdes 10; 20; 30; 50; 65; 80 e 100 pug mL™?, utilizando 4gua/DMSO 2% como
solvente. Para cada concentragdo foram realizadas injecGes em triplicata e os resultados
médios das areas dos picos cromatograficos foram utilizados para o estudo de regressdo
linear. A Tabela 3 mostra os valores das areas dos picos para cada ponto da curva analitica
representada na Figura 18. A ANOVA, calculada para os dados obtidos a partir da curva
analitica, encontra-se representada na Tabela 4.
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Tabela 3. Valores das areas dos picos de Ru-90 em agua/DMSO 2% referentes a curva de calibracao.

Ru-90 (ug mL™Y)

Area? Area média + DPP

CV%(%)

10

2.713
3.834 3.101+635

2.756

20,48

20

8.414
8.466 8.467+54

8.522

0,64

30

18.638
17.595 18.329+639

18.755

3,48

50

40.584
40.992 40.836+220

40.931

0,54

65

66.952
66.316 66.467+429

66.134

0,65

80

83.167
86.708 85.923+2.459

87.894

2,86

100

101.261
104.453 103.566+1.648

103.566

1,60

&/alor médio das trés determinacdes

bDP= Desvio Padrdo

‘CV= Coeficiente de variacdo

Fonte: Autor, 2021.

Figura 28. Curva de calibracdo do Ru-90 em 4gua/DMSO 2% obtida por CLAE-DAD. Fase movel:
metanol e 4gua (20:80) com 0,1% de &cido formico pH =3.0; Coluna C18-Luna (4,6 mm x 250 mm) 5
um; Vazéo 1,0 mL min?; A = 440 nm; Injegdo 50 pL; 33°C.
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Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 4. Anélise de variancia para os valores das areas dos picos obtidos para a construcdo da curva
de calibracdo do Ru-90 utilizando 4gua/DMSO 2% como solvente.

Fontes de Graus de Soma de A

Variacio Liberdade Quadrados Variancia Fcalculado Ftabelado
Entre

Concentragoes 6 27.933.682.000 4.655.613.667 76,43 2,85
Regressdo

Linear 1 27.080.883.221 27.080.883.221  44.457" 4,60
Desvio de

Linearidade 5 852.798.778  170.559.756 280" 296
Dentro 14 852.798.778 60.914.198

(residuo)

Total 20 27.953.302.339

* Significativo para p < 0,05
Fonte: Autor, 2021.

Com base na analise estatistica, pode-se dizer que ndo existe desvio significativo de
linearidade, uma vez que Fca < Ftab, aceitando assim a hipotese Ho, e que existe regressdo
linear dos dados obtidos para o limite de confianga de 5%, onde Fcaic > Fan, rejeitando assim a

hipdtese Ho.

5.4.1.2. Precisdo — agua/DMSO 2%

A precisdo foi avaliada através do coeficiente de variacdo percentual das amostras
submetidas a ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade.

Para a repetibilidade, foram utilizadas concentra¢des baixa, média e alta da curva
analitica (20, 50 e 80 pug mL™). As injeces foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas
condicdes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista, onde os ensaios foram
realizados em triplicata.

O coeficiente de variacdo (CV%) entre as amostras de mesma concentragdo e
realizadas no mesmo dia, conforme pode ser visto na Tabela 5, foi de 1,80%, tendo o maior
valor na concentragdo de 50 pg mL* de 3,58%, demonstrando assim que o método pode ser

considerado preciso.
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Tabela 5. Determinagdo da repetibilidade de Ru-90 em agua/DMSO 2% por CLAE-DAD.

Ru-90 (ug mL™1) Area? Area média CVP (%) CV Geral (%)

8.184
20 7.204 8.203 0,23
9.222
41.844
50 43.822 43.527 3,58 1,80
44.914
80 85.024
87.746 86.447 1,58
86.571

&\/alor médio das determinacbes
PCV = Coeficiente de variagdo
Fonte: Autor, 2021.

Para avaliar a reprodutibilidade também foram utilizadas concentracdes baixa, média e
alta da curva analitica (20, 50 e 80 pug mL™), expressando os resultados com base no
coeficiente de variagdo. As injecdes foram realizadas em dois dias diferentes e por analistas
diferentes (A e B), utilizando o mesmo equipamento. Os ensaios foram realizados em
triplicata. O CV percentual (%) entre as amostras de mesma concentracao e realizadas em dias
diferentes e por analistas diferentes, conforme apresentado na Tabela 6, foi de 1,12%, tendo o
maior valor na concentragdo de 50 pg/mL que foi de 3,58%, quando foi preparada pelo

analista A no primeiro dia de ensaio, demonstrando assim, que o0 método é preciso.

Tabela 6. Determinagdo da reprodutibilidade de Ru-90 em 4gua/DMSO 2% por CLAE-DAD.

Dia Analista Ru-90 (ugmL™) Areamédia® CVP(%) CV Geral (%)

20 8.203 0,23
1 A 50 43527 3,58

80 86.447 1,58

20 11.825 0,41 1,12
2 B 50 39.195 0,47

80 84.979 0,44

&\/alor médio das determinacdes
bCV = Coeficiente de variagio
Fonte: Autor, 2021.
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5.4.1.3. Linearidade — PBS pH 5,0

Uma curva analitica para o farmaco Ru-90 foi construida a partir de solugdes padréo
de concentragdes 10; 20; 30; 50; 65; 80 e 100 pug mL™, em solucdo tampdo PBS pH = 5.0.
Para cada concentracdo foram realizadas injecdes em triplicata e os resultados medios das
areas dos picos cromatogréficos foram utilizados para o estudo de regressdo linear. A Tabela
7 mostra os valores das areas dos picos para cada ponto da curva analitica representada na
Figura 29. A ANOVA, calculada para os dados obtidos a partir da curva analitica, encontra-se

representada na Tabela 8.

Tabela 7. Valores das areas dos picos de Ru-90 em solugédo tampao PBS pH = 5.0 referentes a curva
de calibragéo.

Ru-90 (ug mL™1) Area? Area média + DP CV¢(%)

16.250
10 16181 15.395+770 5,00

16.755

33.216
20 34.502 33.319+1.135 3,41

32.240

50.612
30 48,532 50.707+2.225 4,39

52.978

89.239
50 89.573 88.683+1.263 1,42

87.238

106.460
65 107 331 107.087+547 0,51

107.470

129.513
80 129.356 129.747+547 0,42

130.372

159.561
100 162.262 160.699+1400 0,87

160.274

a/alor médio das trés determinacdes
bDP= Desvio Padrio
‘CV= Coeficiente de variagado

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 29. Curva de calibracdo do Ru-90 em PBS pH 5,0 obtida por CLAE-DAD. Fase movel:
metanol e 4gua (20:80) com 0,1% de &cido férmico pH =3.0; Coluna C18-Luna (4,6 mm x 250 mm) 5
um; Vazédo 1,0 mL min?; A = 440 nm; Injegdo 50 pL; 33°C.
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Fonte: Autor, 2021.

Tabela 8. Anélise de variancia para os valores das areas dos picos obtidos para a construcao da curva
de calibragdo do Ru-90 em solucdo tampdo PBS pH =5.0 .

Fontes de Graus de Soma de A .

Variacio Liberdade  Quadrados Variancia Fcalculado Ftabelado
Entre

Concentragdes 6 50.739.608.774 8.456.601.462 685,79* 2,85
Regresséo

Linear 1 50.566.972.878 50.566.972.878 4.100,76* 4,60
Desvio de

Linearidade 5 172.635.897 3.452.7179 2,80* 2,96
Dentro 14 172.635.897 12.331.135

(residuo)

Total 20 50.761.572.139

* Significativo para p < 0,05
Fonte: Autor, 2021.

Com base na analise estatistica pode-se dizer que ndo existe desvio significativo de
linearidade, uma vez que Fca < Frnb, aceitando assim a hipotese Ho, e que existe regressdo
linear dos dados obtidos para o limite de confianca de 5%, onde Fcaic > Fran, rejeitando assim a

hipdtese Ho.
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5.4.1.4. Preciséo — PBS pH 5,0

A precisdo foi avaliada através do coeficiente de variacdo percentual das amostras,
submetidas a ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade.

Para a repetibilidade, foram utilizadas concentracdes baixa, média e alta da curva
analitica (20, 50 e 80 pg mL™). As injecGes foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas
condicBes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista, onde os ensaios foram
realizados em triplicata.

De acordo com a Tabela 9 o coeficiente de variacdo (CV%) entre as amostras de
mesma concentragao e realizadas no mesmo dia foi de 0,72%, demonstrando repetibilidade do

método.

Tabela 9. Determinacdo da repetibilidade de Ru-90 em solucéo tamp&o PBS pH 5,0 por CLAE-DAD.

Ru-90 (ug mL™1) Area? Area média CVP(%)  CV Geral (%)

35.316
20 35.271 35.609 1,54
36.240
90.510
50 90.219 90.443 0,22 0,72
90.601
80 138.075
138.348 137.906 0,40

137.294
8/alor médio das determinaces

bCV = Coeficiente de variacio

Fonte: Autor, 2021.

Para avaliar a reprodutibilidade os resultados também foram expressos com base no
coeficiente de variacdo percentual. As injecdes foram realizadas em dois dias diferentes e por
analistas diferentes (A e B), utilizando o0 mesmo equipamento. Os ensaios foram realizados
em triplicata. O CV percentual (%) entre as amostras de mesma concentracdo e realizadas em
dias diferentes e por analistas diferentes, conforme apresentado na Tabela 10, foi de 1,03%,
tendo o maior valor na concentragdo de 20 pg/mL que foi de 3,08%, quando foi preparada

pelo analista B no segundo dia de ensaio, demonstrando assim, que 0 método € preciso.
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Tabela 10. Determinacdo da reprodutibilidade de Ru-90 em solugdo tampéo PBS pH 5,0 por CLAE-

DAD.

Dia Analista Ru-90 (ug mL™Y)  Area méd

a2 CVP (%)

CV Geral (%)

1 A

20
50
80
20
50
80

35.609
90.443
137.906
41.580
95.633
150.107

1,54
0,22
0,40
3,08
0,67
0,25

1,03

&\/alor médio das determinacdes
bCV = Coeficiente de variacio

Fonte: Autor, 2021.

5.4.1.5. Linearidade — PBS pH 7,4

Uma curva analitica para o farmaco Ru-90 foi construida a partir de solu¢des padréo

de concentragBes 10; 20; 30; 50; 65; 80 e 100 pg mL™, em solugdo tampéo PBS pH = 7.4.

Para cada concentracdo foram realizadas injecGes em triplicata e os resultados médios das

areas dos picos cromatogréaficos foram utilizados para o estudo de regressao linear. A Tabela

11 mostra os valores das areas dos picos para cada ponto da curva analitica representada na

Figura 30. A ANOVA, encontra-se representada na Tabela 12.

Tabela 11. Valores das areas dos picos de Ru-90 em solucéo tampdo PBS pH = 7.4 referentes a curva

de calibrag&o.

Ru-90 (ug mL™?)

Area?

Area média + DPP

CV°(%)

10

33.546
34.348
34.786

34.227+629

1,84

20

71.026
72.378
71.663

71.689+1.135

0,94

30

104.431
103.029
101.069

102.843+1.689

1,64

50

176.570
177.552
180.742

178.288+2.181

1,22

65

228.040
232.746
232.987

231.258+2.789

1,21

Continua
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80

281.696
281.313 282.455+1.658 0,59

284.357

100

359.315
347.944 353.787+5.692 1,61

354.101

@\/alor médio das trés determinacdes

bDP= Desvio Padrdo

°CV= Coeficiente de variacao

Fonte: Autor, 2021.

Figura 30. Curva de calibracdo do Ru-90 em PBS pH 7,4 obtida por CLAE-DAD. Fase mdvel:
metanol e 4gua (20:80) com 0,1% de &cido férmico pH =3.0; Coluna C18-Luna (4,6 mm x 250 mm) 5
pum; Vazédo 1,0 mL min-1; A = 440 nm; Injeg¢do 50 pL; 33°C.
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Fonte: Autor, 2021.

Tabela 12. Analise de variancia para os valores das areas dos picos obtidos para a construgdo da curva
de calibragdo do Ru-90 em solugéo tampdo PBS pH = 7.4.

Fontes de Graus de Soma de

Variacio Liberdade Quadrados Variancia Fcalculado Ftabelado
Entre

Concentragdes 6 246.777.813.993 41.129.635.666 11.761,29* 2,85
Regressdo

Linear 1 246.728.855.493  246.728.855.493  70.553,71* 4,60
Desvio de

Linearidade 5 48.958.501 9.791.700 2,80* 2,96
Dentro (residuo) 14 48.958.501 3.497.036

Total

20 246.880.593.580

* Significativo para p < 0,05

Fonte: Autor, 2021.
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Com base na andlise estatistica pode-se dizer que ndo existe desvio significativo de
linearidade, uma vez que Fca < Frp, aceitando assim a hipotese Ho, e que existe regressdo
linear dos dados obtidos para o limite de confianca de 5%, onde Fcaic > Fuab, rejeitando assim a

hipdtese Ho.

5.4.1.6. Preciséo - PBS pH 7,4

A precisdo foi avaliada através do coeficiente de variacdo percentual das amostras,
submetidas a ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade, como realizado anteriormente para
0s ensaios de encapsulamento.

Para a repetibilidade, foram utilizadas concentra¢des baixa, média e alta da curva
analitica (20, 50 e 80 pug mL™). As injecdes foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas
condicdes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista, onde os ensaios foram
realizados em triplicata.

De acordo com a Tabela 13 o coeficiente de variacdo (CV%) entre as amostras de
mesma concentracado e realizadas no mesmo dia foi de 1,00%, demonstrando repetibilidade do

método.

Tabela 13. Determinag&o da repetibilidade de Ru-90 em solugdo tampéo PBS pH 7,4 por CLAE-
DAD.

Ru-90 (ug mL™Y) Area? Area média CVP (%)  CV Geral (%)

71.690
20 71176 71.294 0,49
71.017
178.816
50 178.614 179.277 0,55 1,00
180.402
80 277.910
288.921 283.882 1,96
284.814
&/alor médio das determinagoes
bCV = Coeficiente de variagio

Fonte: Autor, 2021.

Para avaliar a precisdo intermediaria os resultados também foram expressos com base
no coeficiente de variacdo percentual. As inje¢cdes foram realizadas em dois dias diferentes e
por analistas diferentes (A e B), utilizando o mesmo equipamento. Os ensaios foram
realizados em triplicata. O CV percentual (%) entre as amostras de mesma concentracdo e

realizadas em dias diferentes e por analistas diferentes, conforme apresentado na Tabela 14,
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foi de 1,17%, tendo o maior valor na concentragdo de 80 pug/mL que foi de 2,91%, quando foi
preparada pelo analista B no segundo dia de ensaio, demonstrando assim, que 0 método é

preciso.

Tabela 14. Determinagéo da reprodutibilidade de Ru-90 em solucéo tampéao PBS pH 7,4 por CLAE-
DAD.

Dia Analista Ru-90 (ugmL?) Areamédia®2 CVP (%) CV Geral (%)

20 71.294 0,49
1 A 50 179.277 0,55

80 283.882 1,96

20 80.856 0,68 1,17
2 B 50 181.000 0,41

80 308.312 2,91

&alor médio das determinacbes
bCV = Coeficiente de variacio

Fonte: Autor, 2021.

5.4.2. Encapsulacéo do farmaco Ru-90

De forma a avaliar o potencial de aplicacdo da bio-MOF-1, sintetizada e devidamente
caracterizada neste trabalho, ensaios de encapsulacdo do metalofarmaco anticancerigeno néo-
convencional Ru-90 foram realizados através do método de impregnacdo. Os resultados
obtidos apds os ensaios de encapsulacdo, através da analise termogravimétrica e
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, confirmam a presenca do
metalofarmaco na estrutura da bio-MOF-1.

A Figura 31a ilustra, através de um gréfico, as curvas termogravimétricas da bio-
MOF-1 ativada (linha preta), do material incorporado Ru-90@bio-MOF-1 (linha vermelha)
e da bio-MOF-1 sintetizada (linha azul). Pode-se observar que a bio-MOF-1 apresenta boa
estabilidade térmica (Tonset ~ 380°C). Além disso, o plateau presente entre 90-374°C sugere
que de fato as moléculas do solvente foram completamente removidas pelo processo de
ativacdo. A curva vermelha, referente ao material Ru-90@bio-MOF-1, mostra uma perda de
massa entre 130-350°C de aproximadamente 18%, associada & decomposi¢do térmica do
farmaco
Ru-90. A presenga de moléculas de Ru-90 na matriz porosa da bio-MOF-1 também foi

confirmada utilizando a técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (ver
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Figura 31b). E possivel observar o aparecimento de uma banda em 550 cm™ no espectro do
material incorporado (linha verde), a qual pode ser atribuida ao modo vibracional v(Ru-N) das
moléculas do farmaco Ru-90.1%I

Figura 31. (a) Curvas TG da bio-MOF-1 ativada (linha preta), Ru-90@bio-MOF-1 (linha vermelha)

e bio-MOF-1 sintetizada (linha azul). (b) Espectros vibracionais no infravermelho da bio-MOF-1
sintetizada (linha preta), Ru-90 (linha roxa) e Ru-90@bio-MOF-1 (linha verde).
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Fonte: Autor, 2021.

Apds os ensaios de encapsulacdo do farmaco Ru-90, o padréo de difracdo de raios-X
de pbé da bio-MOF-1 (ver Figura 32) foi obtido com o intuito de avaliar sua integridade
estrutural.

Figura 32. Padrfes de raios-X de pd dos cristais da bio-MOF-1 antes e apds incorporagdo do farmaco
Ru-90.

Ru-90@bio-MOF-1

Yl OO DU
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Fonte: Autor, 2021.
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E possivel observar que ap6s a incorporacdo, a MOF ainda apresenta estrutura
cristalina, porém, o perfil de difracéo foi alterado em relacéo ao material inicialmente ativado.
Este resultado confirma o comportamento flexivel da matriz porosa da MOF, uma vez que se
pode acomodar moléculas hospedes através do alongamento e/ou encolhimento de sua
estrutura porosa, o que acaba afetando seus padrdes de difracdo de raios-X, volume e simetria.

Por fim, uma vez que os parametros linearidade e preciséo encontram-se em de acordo
com as normas de validacdo, foi possivel determinar a quantidade de farmaco presente na
matriz porosa da bio-MOF-1 atraves da equacdo de reta presente no grafico da Figura 28. Os
ensaios alcancaram uma incorporagdo de aproximadamente 50% de Ru-90 ou 0,340 g g*
(gramas de farmaco por grama de material), demonstrando o grande potencial da MOF no
carregamento de moléculas catidnicas.

Complexos de ruténio vém sendo amplamente estudados em sistemas de drug delivery
utilizando diversas matrizes hospedeiras. Exemplos vao desde nanoparticulas de silica
mesoporosa e polimeros até lipossomas e micelas. Apesar de eficientes na incorporacdo do
metalofarmaco, estas matrizes apresentam eficiéncia de encapsulamento bem abaixo daquela
obtida neste trabalho. Fischer e colaboradores,[®! atingiram 0,025 g g* de encapsulacdo de
um complexo de ruténio ao utilizar nanoparticulas poliméricas como hospedeiro, enquanto
Guo e colaboradores,'®! obtiveram uma incorporacdo de apenas 0,018 g g* utilizando

lipossomas.

5.4.3. Ensaios de liberacao do farmaco Ru-90

Os perfis de liberagcdo in vitro do Ru-90 sdo apresentados na Figura 33, onde é
possivel observar que a dessor¢cdo de moléculas do farmaco aconteceu até o final dos ensaios,
sem a presenca de um plateau.

De fato, estruturas como a da bio-MOF-1 ativada, contendo poros maiores
interconectados por poros menores, sdo por natureza excelentes plataformas para liberacdo a
longo prazo de farmacos.!*%-1%1 Em ambos os casos (pH 5,0 e pH 7,4), nota-se uma liberacio
controlada de Ru-90 sem o desenvolvimento de efeito burst®, comum em materiais
microcristalinos.1%1° Apgs 7 dias, 43,11% do Ru-90 incorporado foi liberado em pH 5,0,
enquanto que em pH 7,4 apenas 25,36%. Os resultados indicam que a liberagdo de Ru-90 da
matriz porosa da bio-MOF-1 é sensivel ao pH, e que, de fato, ha uma forte interagédo entre a

bio-MOF-1 e as moléculas do farmaco. Do ponto de vista farmacocinético, um SLF sensivel

3 Grande quantidade de farmaco liberada nos primeiros minutos de ensaio.
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ao pH pode ndo so reduzir efeitos indesejaveis relacionados com o transporte do farmaco pela
corrente sanguinea como também otimizar sua liberacdo no tecido canceroso alvo, que por
sua vez apresenta moderada acidez quando comparado a um tecido saudavel [}

Figura 33. Perfis de liberacdo do farmaco Ru-90 da matriz bio-MOF-1 em solugéo tampdo PBS pH

5,0 (simbolo circular preto) e pH 7,4 (simbolo quadrado vermelho), a 37°C. Os dados foram ajustados
pela equacdo de Korsmeyer-Peppas como indicado pelas linhas preta e vermelha.
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Fonte: Autor, 2021.

Nesse contexto, é de extrema importancia a compreensdo do mecanismo através do
qual ocorre a liberacdo para a escolha do material mais adequado como também para obter
informacBes sobre o comportamento da concentracdo do farmaco no plasma. Assim sendo,
alguns modelos matematicos foram ajustados aos dados obtidos com o intuito de interpretar o
comportamento do farmaco durante o ensaio de liberagdo. A Tabela 15 traz um resumo de
alguns modelos cinéticos e seus respectivos parametros de regressédo utilizados no ajuste dos
dados.

Estudos cinéticos envolvendo a bio-MOF-1 sdo muito escassos, contudo, foi possivel
ajustar os dados a uma equacao matematica que melhor descrevesse a liberacdo de Ru-90 a
partir dessa matriz porosa. Com base no coeficiente de correlacdo (R?), o modelo cinético que
melhor ajusta os dados de liberagdo é o de Korsmeyer-Peppas, tanto para pH 5,0 quanto pH

7,4, onde os valores de n encontrados foram 0,255 e 0,362, respectivamente (ver Tabela 15).
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Neste caso, a cinética de transporte do farmaco é caracterizada pela difusividade.[***! Vale
ressaltar que, embora os valores de n estejam abaixo do limite imposto pelo modelo de
Korsmeyer-Peppas (n = 0,45), ainda assim, indicam um processo de liberacdo controlado por
difusdo, do tipo quasi-Fickiano.[**"-11]

Tabela 15. Modelos cinéticos considerados para a bio-MOF-1 e seus respectivos parametros
calculados.

Modelo Equagéo* KpHis.0 KpH74  Npuso  NpHza  R%phso  RZ%pr7a
Ordem Zerol***] F =kt 0,359 0,188 : : 064 050
Korsmeyer-

F =kt" 12,5 393 0255 0362 09 0,99
Peppas!*'¥
Hixson-Crowel|[**%] F=100[1-(1-kt)>]  0,00158  0,00083 - - 0,69 0,86
Primeira Ordem!*1¢] F = 100(1-¢™") 0,00546  0,00222 - - 072 087

* F representa a porcentagem cumulativa de liberagdo do farmaco; t representa o tempo de liberacdo; k é uma
constante de liberacdo especifica do sistema e n é o expoente de liberagéo que corresponde ao tipo de mecanismo
de transporte.

Fonte: Autor, 2021.

5.5. Avaliagéo de viabilidade celular in vitro

Com o intuito de avaliar a citotoxicidade do sistema Ru-90@bio-MOF-1, sua
viabilidade celular foi estudada tanto em linhagem tumoral de melanoma humano (A-375)
guanto em linhagem ndo tumoral L929 (fibroblastos). Os valores de ICso mostram que o
complexo Ru-90 ndo ¢é citotdxico até atingir a concentracdo de 100 uM; entretanto, ap6s sua
inclusdo nos poros da bio-MOF-1, houve um aumento da citotoxicidade em ambas as
linhagens (ver Tabela 16). A presenca do complexo no interior da MOF pode ter facilitado
seu acesso e disponibilidade para as células (ver Figura 34). Entretanto, ao comparar 0s
valores de ICsop com a cisplatina, um medicamento referéncia no tratamento do cancer, a
eficacia foi menor. Quanto ao indice de seletividade (SI), o sistema Ru-90@bio-MOF-1
mostrou ser um pouco mais seletivo para a linhagem tumoral em comparagéo a cisplatina, o
que corrobora com a acdo antitumoral do sistema composto pelo farmaco Ru-90 e a bio-
MOF-1.
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Tabela 16. Efeitos citotoxicos dos compostos Ru-90, bio-MOF-1, Ru-90@bio-MOF-1 e cisplatina
em diferentes linhagens celulares apds 24 horas de incubacao.

I1Cso [pM]
Compostos
A375 L929 SI*
Ru-90 >100 >100 1
bio-MOF-1 >100 >100 1
Ru-90@bio-MOF-1 43.8+3.8 31.5+19 0.72
Cisplatina 27.3+1.38 18.0+£0.3 0.65

indice de Seletividade: 1C50L929/1C50A375

Fonte: Autor, 2021.

Figura 34. Viabilidade celular dos compostos Ru-90, bio-MOF-1 e Ru-90@bio-MOF-1 em 24 horas
de incubacdo: (a) Linhagem tumoral A375 e (b) Linhagem ndo tumoral L929.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a sintese solvotérmica levou & obtencdo da bio-MOF-1 com
caracteristicas de material mesoporoso (3 nm de didmetro médio de poro) e area especifica
(BET) de 796 m?g. Por conta, entdo, dessas propriedades, o material apresentou excelente
resultado quando submetido a encapsulagdo do complexo anticancerigeno a base de ruténio
Ru-90, cis-[Ru(bpy)2(NO2)(solv)](PFs). A liberacdo do metalofarmaco se mostrou responsiva
ao pH do meio, com liberacdo de 25% e 43% em pH 7,4 e pH 5,0, respectivamente, apos 170
horas. Particularmente, acredita-se que o SLF Ru-90@bio-MOF-1 desenvolvido neste estudo
possa ser um candidato promissor em drug delivery de medicamentos anticancerigenos
baseados em compostos metalicos, uma vez que libera uma quantidade maior de farmaco
guando em pH 5,0, valor esse que é tipico de regides tumorais. Vale ressaltar que em ambos
0s ensaios, o farmaco demonstrou um perfil de liberacdo sustentada, controlado por um
mecanismo de difusdo quando utilizada a matriz bio-MOF-1, apresentando assim, um grande
potencial para a aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada. Os estudos de viabilidade
celular, por sua vez, demonstraram que a oclusdo do complexo Ru-90 nos poros da bio-
MOF-1 facilitou seu acesso e disponibilidade tanto na linhagem tumoral (A375) quanto ndo
tumoral (L929). A sintese modulada e a técnica solvotérmica assistida por micro-ondas foram
utilizadas com sucesso para produzir particulas micrométricas das séries Zn_HAc, Zn_pyd,
Zn_HAcCmicro € Zn_pydmicro. Com base na estrutura desta MOF mista (contendo dois
diferentes ligantes organicos), o uso de moduladores de coordenacdo apresentando distintos
grupos funcionais e rotas sintéticas também influenciou na morfologia das particulas,

direcionando-a para bastdes, aglomerados ou esferas.



66

7. PERSPECTIVAS

O trabalho, como esperado, abriu vérias frentes de investigacdo, dentre as quais

destacam-se os estudos:

- Influéncia do modulador de coordenacéo piridina sobre a morfologia da bio-MOF-1.

- Influéncia da concentracdo do modulador &cido acético sobre o tamanho dos cristais da bio-
MOF-1 utilizando a sintese solvotérmica como metodologia.

- Influéncia do pH e temperatura sobre o tamanho dos cristais da bio-MOF-1.

- Influéncia da morfologia da bio-MOF-1 sobre o encapsulamento e liberacdo do farmaco
Ru-90.

- Influéncia do pH, temperatura e concentragdo do farmaco sobre a cinética de liberagdo do
Ru-90.

- Realizacéo de ensaios in vivo de drug delivery do farmaco Ru-90 utilizando nanocristais da
bio-MOF-1.

- Desenvolvimento de estruturas core-shell do tipo MOF@MOF para liberagdo de dois ou

mais farmacos a partir de uma plataforma de liberacao.
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