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RESUMO

Metal-Organic Frameworks (MOFs) sdo polimeros ou redes de coordenagcdo que possuem
estrutura aberta contendo poros potencialmente disponiveis. Por serem cristalinos, porosos,
leves e possuirem valores elevados de area especifica e considerdvel estabilidade térmica, essa
nova classe de compostos vem sendo estudada em diversas dreas como armazenamento €
separacdo de gases, catdlise heterogénea, drug delivery, sensores quimicos, entre outras. A
possibilidade de constru¢do desses materiais porosos usando bioelementos e ligantes
orgdnicos biocompativeis ou com atividade biologica deu origem aos BioMOFs
(Biocompatible Metal-Organic Frameworks). Esses compostos, além das caracteristicas ja
descritas anteriormente, possuem baixa ou nenhuma citotoxicidade frente a células humanas,
sendo adequados entdo para serem investigadas em drug delivery. Desta forma, objetiva-se
neste trabalho realizar a sintese, caracterizacdo e avaliagdo do potencial em drug delivery de
BioMOFs baseados no ligante adenina e ions zinco (II). Na primeira etapa do trabalho foi
investigado o efeito de alteracdes nas condi¢Oes de sintese de um sistema ja estudado na
literatura (BioMOF-1 ¢ BioMOF-100), incluindo pH e razdao CTAB:Zn. Medidas de difracdo
de raios-X do pé e ressonancia magnética nuclear no estado sélido mostraram que, de uma
maneira geral, as mudancas nesses parametros levaram a formac¢ao de um mesmo produto, o
BioMOF-1. No entanto, medidas de fisissor¢cdo de N, e fotoluminescéncia evidenciaram um
material com porosidade e luminescéncia, respectivamente, distintas das observadas em seus
andlogos. Incrementos no pH da sintese diminuiram nucleacdo dos cristais do BioMOF-Zn
levando a obtencao de cristais de até 31,11 um em pH 6,75. A presencga do surfactante CTAB
também influenciou a nucleagdo dos cristais de BioMOF-Zn, sendo possivel obter particulas
de até 46,73 um com o uso da razdo CTAB:Zn igual a 1. Experimentos de fisissor¢ao de N,
revelaram a natureza micro e mesoporosa do BioMOF-Zn, com didmetros de porode 5,70 nm
e drea especifica de 350,71 m’ g Esse composto também apresenta forte emissdo no visivel
em 465 nm quando excitado com radiacdo UV (A = 365 nm). Ensaios de drug delivery
mostraram que o BioMOF-Zn tem alta capacidade de adsorcdo de diclofenaco de sédio (1,78
g do farmaco por grama de material em 7 dias de encapsulamento). Aliado a isto, o perfil de
liberacao do diclofenaco em tampao PBS pH 7,4 (56% apds 48 horas) revela que este material
pode ser considerado um promissor candidato a carregador de farmacos anidnicos em
sistemas de drug delivery.

Palavras Chave: Transportadores de farmacos. Biocompativeis. Adenina.



ABSTRACT

Metal-Organic Frameworks (MOFs) are coordination polymers that have an open structure,
containing potentially void porous. Being crystalline, porous, light and have high values of
specific area and a considerable thermal stability, this new class of compounds has been
studied in various fields such as storage and separation gas, heterogeneous catalysis, drug
delivery, chemical sensors, among others. The possibility of construction of porous materials
using bioelements and biocompatible organic ligands with biological activity provided the
called BioMOFs (Biocompatible Metal-Organic Frameworks). Moreover, these class of
materials has a low or none citotoxicity against human cells, being suitable to be investigated
in drug delivery systems. Thus aim of this study is synthesis, characterization and evaluation
potential of drug delivery of BioMOFs based on adenine linker and zinc (II). In the first stage
of the work was investigated the effect of changes in conditions of synthesis of a system have
reported, the BioMOF-1 and BioMOF-100, including pH and CTAB:Zn ratio. Powder x-ray
diffraction and nuclear magnetic resonance measurements showed that in general, changes in
these parameters led to the formation of a single product, the BioMOF-1.However, nitrogen
adsorption and photoluminescence measurements showed a material with porosity and
luminescence, respectively, different of the analogues it. Increase in pH of the synthesis
decreased nucleation of BioMOF-Zn crystals, leading to obtaining crystals of up 31,11 um at
pH 6,75. The presence of CTAB surfactant also influenced BioMOF-Zn crystals nucleation,
it is possible to obtain particles of up to 46,73 um using the CTAB:Zn ratio equal to 1.
Nitrogen adsorption studies showed a micro and mesoporous nature of BioMOF-Zn, with
average pore size of 5.70 nm and BET surface area of 350 m* g, These material also shows
stronger emission in visible at 465 nm upon excited with UV ligth (Ax = 365 nm). Drug
delivery experiments showed that BioMOF-Zn has a high capacity for adsorption of
diclofenac (1,78 drug per gram of material). Allied to this, the release profile of diclofenac in
PBS buffer pH 7,4 (56% after 48 hours)reveals that this material it is a promising candidate
for anionic molecules carrier in drug delivery systems.

Keywords: Drug carriers. Biocompatible. Adenine.
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1 INTRODUCAO

Polimeros de coordenagao contendo entidades que se estendem em uma, duas ou trés
dimensdes, tém atraido muita aten¢do devida sua estrutura porosa e cristalina, funcionalidades
e potenciais alplicalc;()es.1 A variedade de fons/clusters metalicos, ligantes organicos e padrdes
estruturais proporcionam um ndmero quase infinito de combinagdes possiveis.2

Dentro dessa ampla classe de compostos estdo inseridos os Metal-Organic
Frameworks (MOFs) que sdo sélidos de coordenac¢do porosos com estrutura tridimensional.
Sua relevancia ndo estd relacionada somente a sua concepg¢do e sintese, mas também ao fato
de apresentarem elevada drea especifica, com dimensao e funcionalidade dos poros ajustaveis,
implicando na possibilidade de acomodar uma grande variedade de diferentes hospedes nessas
cavidades.’

Em func¢do dessa capacidade de armazenamento de diferentes espécies, os MOFs vém
apresentando diversas aplicagdes que variam desde armazenamento e adsorcdo seletiva de
gases, catdlise, sensores, armazenamento e liberacdo de farmacos (drug delivery), entre
outras.”*

Dentre essas aplicacdes, o armazenamento e a liberacdo controlada de farmacos vem
ganhando cada vez mais destaque, pois a acdo dessas espécies no organismo, quando
administradas pela via convencional, pode ser limitada por fatores como baixa solubilidade,
necessidade de altas dosagens, elevada toxicidade, tempos de meia vida pequenos e/ou
degradacdo in vivo. Nesse sentido, a liberacdo controlada poderd possibilitar que o farmaco
atue no seu sitio de acdo especifico e em uma concentragdo segura, diminuindo
principalmente os riscos de intoxica¢do com super dosagens, efeitos colaterais e a degradacao
do farmaco no organismo.’

Nessa dire¢ao, os MOFs exibem muitas caracteristicas que se deseja para um bom
transportador de farmacos, incluindo sua excepcional drea especifica, biodegradabilidade
intrinseca — dependendo do metal e ligantes utilizados — e possibilidade de funcionaliza¢do
pos-sintese, o que pode melhorar tanto a interagdo do farmaco com o MOF, bem como a
interacdo com as células alvos. Alguns desses sistemas ja tiveram sua efici€éncia comprovada
por meio de estudos da liberacdo de agentes terapéuticos como ibuprofeno, procainamida e
6xido nitrico.’

Dentro desse contexto, recentemente o estudo da liberacdo controlada de aspirina pelo
MOF MIL-100(Fe) (MIL: Materials of Institut Lavoisier) evidenciou o grande potencial

desse material ndo téxico em drug delivery. Aspirina foi carregada numa propor¢do de 125
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mg.g"' de MIL-100(Fe) e sua cinética de liberacdo foi investigada em tampdo PBS pH 7,4
(Phosphate Buffered Saline). Apds 264 horas (11 dias) de experimento, 35% da aspirina
foram liberadas, mostrando que essa liberagdo lenta do farmaco contido nos poros do MOF
seria um beneficio quando quantidades elevadas do farmaco forem administradas, diminuindo
seus efeitos citotoxicos e melhorando sua atividade terapéutica.”

Em fun¢do da aplicacdo bioldgica, € necessario que a estrutura dos MOFs seja
construida por unidades (fons ou clusters metélicos e ligantes polidentados) bioldgica e
ambientalmente compativeis. Neste intuito, vem ganhando cada vez mais espaco o projeto de
MOFs biocompativeis, os chamados BioMOFs, obtidos pelo emprego de metais como zinco,
ferro, cobre, niquel e cobalto, e principalmente pelo uso de biomoléculas como ligantes tais
como aminodcidos, peptideos, proteinas, sacarideos e bases nitrogenadas.®

Nesse sentido, o BioMOF-1, formado por gaiolas (cages) de adeninato de zinco do
tipo [Zns(adenina),] interligadas pelo acido organico 4-4’-bifenildicarboxilico teve o seu
potencial como carregador da procainamida avaliado. O farmaco foi carregado numa
proporcio de 0,22 g.g”' de material e sua cinética de liberacdo avaliada em tampdo PBS. A
liberacdo manteve-se constante até 20 horas, atingindo 100% a partir de 60 horas. A liberagcao
da procainamida ocorre neste caso por troca catidnica, evidenciando que este processo pode
ser ativado pela concentragio fisioldgica de cations como Na* e K*?

Desta forma, o design e a sintese de BioMOFs com capacidade de armazenar e liberar
farmacos de forma controlada, aliada a sua potencial biocompatibilidade, permitem que essa
nova classe de materiais possa ser explorada como novos sistemas para drug delivery de
espécies ativas (fairmacos, vacinas, genes, etc.), abrindo novas e promissoras perspectivas nos

campos da medicina, farmacologia e cosmética.
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1.1 Design de MOFs

De maneira geral, em funcdo da natureza do centro metédlico e das caracteristicas
eletronicas e estruturais dos ligantes, os MOFs podem ser classificados como de primeira,
segunda ou terceira geracao.

Os MOFs de primeira geragdo consistem em compostos nos quais ifons metalicos
funcionam como vértices, interconectados por ligantes com mais de um sitio de coordenagdo
disponivel, formando uma rede de cordenacdo porosa tridimensional como mostrado na

Figura 1."°

Figura 1 — Topologias de MOFs de primeira geragdo. Ligantes organicos (azul) conectam fons metalicos

(vermelho) formando redes de coordenag@o com diferentes topologias.
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Nas estruturas de segunda geragado, os vértices da rede de coordenagdo sao formados

|
e et

Fonte: Perry et al., 2009.'"°

por clusters de ions metélicos de diferentes geometrias, chamados Secondary Building Units —
SBUs (Figura 2). Esses blocos de constru¢cdo conferem uma maior estabilidade térmica aos
MOFs em comparacdo aos de primeira geracdo, devido a maior robustez alcangada pela

presenca dos clusters.'!



18

Figura 2 — Principais SBUs para constru¢do de MOFs. a) cluster paddle-wheel quadrado de férmula geral
[My(O,CR)4L,] (M= metal de transicdo, L= ligante axial); b) cluster trimetdlico u3-oxo do tipo
[M;0(0,CR)gL;], podendo atuar como um tridngulo molecular ou um prisma triangular (d); c) cluster
tetrametdlico u4-oxo hexacarboxilato, [M4O(0O,CR);¢], protétipo para um octaedro molecular.

Fonte: Perry et al., 2009.'"°

Exemplos tipicos de MOFs de segunda geracdo sdo os andlogos BioMOF-1,
[Zng(ad)4(bpdc)cO.2Me,NH,,8DMF,11H,0 (ad: adenina; bpdc: acido 4-4’-
bifenildicarboxilico) que possui como principais caracteristicas drea especifica de 1.700 m*g”
e natureza microporosa;9 e BioMOF-lOO,12 [Zng(ad)4(bpdc)s0.4Me,NH,,49DMF,31H,0],de
natureza mesoporosa ¢ com 4.300 ng'l de drea especifica. A estrutura cristalina do

BioMOF-1 e do BioMOF-100estao representados na Figura 3.
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Figura 3 — BioMOF-1: a) cluster oxo-centrado de Zn,O onde cada par de Zn®* é ligado em ponte pelos
nitrogénios N3 e N9 de duas adeninas; b) gaiola formada por quatro adeninas em faces opostas do octaedro e
oito Zn** tetraédricos; ¢) SBU infinita do BioMOF-1; d) Estrutura tridimensional da rede.BioMOF-100: ¢)
unidades de construgcdo octaédricas de adeninato de zinco (ZABU); b) as unidades ZABU sdo conectadas a

outras quatro unidades ZABU via 12 ligantes bpdc; c) longos canais do BioMOF-100 ao longo dos planos [110],
[101] e [011].

BioMOF-1

BioMOF-100

f)

Fonte: An et al., 2009’ e An et al., 2011"2
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Nos MOFs de terceira geragcdo, blocos de constru¢do maiores e de alta simetria
chamados Metal Organic Polyhedra (MOPs) sdo usados para a construcdo dessa classe de
materiais porosos, como ilustrado na Figura 4. Essas unidades de construcdo tém sido
chamadas por alguns autores de Supermolecular Buildings Blocks (SBBs). A intencdo de

adotéd-los estd ligada a possibilidade de um controle maior sobre a topologia, assim como a

~ . - 1
obtencdo de um novo nivel de escala para o sélido resultante. 0

Figura 4 — Algumas SBBs utilizadas na construcio de MOFS de terceira geracdo. a: em cima: nanobola
metalorgénica com 24 trimeros tetrazélicos de Cu®* (tridngulos vermelhos no esquema). Em baixo: um tnico

trimero conectado a trés nanobolas SBBs; b) hierarquia da constru¢do de MOFs de terceira geracéo.

A)

JASSY 4 WOLLO®

amEw

L BUILDING BLOCKS

RCHICA

__HIERAR

Fonte: Perry et al., 2010."°
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1.2 Sistemas de drug delivery

Quando um farmaco € administrado, apenas uma pequena fracdo da dose atinge o
tecido alvo. A maior parte, devido a sua distribuicdo por outros tecidos e metabolizagdao ou
excrecdo antes de atingir o local de acdo, é desperdicada.”> Além disso, alguns farmacos
apresentam um baixo tempo de meia-vida e apds sua adminstracdo, por via oral ou
intravenosa, atingem um pico apds o qual sua a¢do diminui.

Neste sentido, € crescente a busca por solugdes terap€uticas que permitam manter as
concentracdes plasmaticas do farmaco em niveis ideiais de tratabilidade. A diminui¢do das
flutuagcdes dedoses administradas podem eliminar a necessidade de administracdes frequentes,
melhorando a ades@o do paciente ao tratamento. Além disso, busca-se controlar a capacidade
e o tempo de liberacdo do farmaco em dreas especificas do organismo para que, os beneficios
clinicos destes, sejam maximizados e o efeitos colaterais minimizados.'*

Assim, sistemas de carregamento e liberagdo controlada de farmacos apresentam
algumas vantagens sobre os métodos convencionais que liberam o agente ativo em um curto
periodo de tempo. Entre elas estdo: a manutencao de niveis constantes de droga no organismo,
aplicacdo do agente diretamente no sitio de ac¢do, levando a altas concentragdes localizadas e
evitando efeitos colaterais sistémicos e menor frequéncia de adminstracdo, o que pode
aumentar o conforto do paciente e a eficicia do tratamento."

Alguns fatores devem ser levados em consideracao no desenvolvimento de sistemas de
drug delivery, entre eles a estrutura da matriz, a cinética de liberagdo, os mecanismos para
controlar a liberacdo do farmaco como erosao, difusao, intumescimento, a natureza quimica e
as propriedades dos materiais utilizados.'°Cabe salientar que outros fatores como a porosidade
e a capacidade de adsorcao, afetam a liberacdo de farmacos a partir de biomateriais.'”"®

Diversos sistemas tém sido desenvolvidos para o emprego no carregamento e
liberacdo controlada dos mais diferentes farmacos. Cabe destacar aqui o emprego de
nanoparticulas de silicas mesoporosas no carreamento do farmaco anticancer camptotecinal;19
nanoparticulas poliméricas no carreamento do anticincer docetaxel;”” nanoparticulas de ouro

no drug delivery de proteinas funcionais;”'

ciclodextrina no drug delivery do antibidtico
eritromicina.”

Nas ultimas décadas, comparados a esses sistemas Transportadores de fairmacos, uma
rota alternativa e hibrida tem sido o desenvolvimento de materiais porosos do tipo MOF.
Estes materiais oferecem vdrias vantagens além ja citadas anteriormente, como ajuste da
estrutura e tamanho de poro através da mudanca dos centros metdlicos e/ou ligantes

organicos, elevado volume de poro, porosidade regular, presenga de sitios de ligacdo ativos
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dentro da estrutura o que permite uma fécil adsor¢cdo de moléculas héspedes e oferece uma
oportunidade sem precedentes para seu uso em dreas como medicina e biomedicina. >

Em decorréncia disso, t€m sido observados grandes avangos na pesquisa e
desenvolvimento de sistemas Transportadores de farmacos baseados em MOFs. Como atesta
a Figura 5, é crescente o nimero de publicacdes nessa drea apenas realizando uma busca
rapida no Web of Science contendo as palavras-chaves Metal-Organic Framework and drug

delivery.

Figura 5 — Publicagdes na Web of Science sobre uso de MOFs em Drug Delivery.
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Fonte: web of sciences
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1.3 MOFs em sistemas de drug delivery

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para incorporar espécies farmacoldgicas
dentro da estrutura porosa dos MOFs. Como mostra a Figura 6, estes métodos de
carregamento se enquadram em duas estratégias gerais: uma quando o préprio ligante
apresenta atividade terapéutica, e a outra, mais comum e a utilizada neste trabalho, quando o

farmaco € adsorvido na estrutura porosa do MOF.

Figura 6 — MOFs em sistemas de drug delivery: a)farmaco utilizado como ligante; b) farmaco adsorvido na
estrutura porosa do MOF.

Fonte: Imaz et al., 201 1.8

Recentemente, a possibilidade do uso de farmacos como ligantes foi testada com o uso
da curcumina, um agente terapéutico natural conhecido por suas propriedades anti-oxidantes,
antiinflamatodrias, anti-cancerigenas e anti-HIV, na constru¢do de um MOF a base de ions
zinco(II).25 O BioMOF obtido, foi chamado de medi-MOF-1, cuja férmula minima é
[Zn3(curcumina),].7DMA.3EtOH, possuindo uma drea superficial de 3.002 m”g"' e tamanho
de poro de 9,2 A. O estudo da biodegrabilidade in vitro do medi-MOF-1 evidenciou que o
processo de degradacdo ocorre de maneira rdpida, sendo que na primeira hora 30,5% da
quantidade total do ligante curcumina foi liberado.

J4 quando um farmaco é adsorvido na estrutura do MOF, vdrios fatores podem
influenciar a cinética de liberagdo de farmacos, entre eles a concentracao, fons exdgenos,pH e
temperatura. Recentemente foi relatado que a liberagdo do farmaco 5-Fluoruracil a partir do

MOF Ui0-66-NH, é simultaneamente controlada pelo pH e pela concentracio de Ca** em



24

células tumorais dsseas, sendo que a liberacdo maxima ocorre em pH 2 (~60%, 60 min) e em

600 mmol.L! de fons célcio (~80%, 160 min).%

Recentemente vérios estudos vém mostrando o potencial da aplicagdo de MOFs no

carreamento de farmacos. Cabe destacar aqui o do composto MIL-100 (Fe) para liberacdo do

o A . . ~ . 27 . c A
agente anticancer doxorrubicina em tampao Tris;”" delivery da droga anticincer busofan em

tampao PBS por um MOF baseado em zinco e nos ligantes 5-nitroisoftédlico e 2,2’-dimetil-

4,4’—bipiridina;28 liberacdo controlada de 5—ﬂuoruracil;29 e a liberacdo controlada de

ibuprofeno pelo MOF-74-Fe(III).*

A Tabela 1 resume importantes dados desses estudos, como o tipo de MOF, o farmaco

utilizado, a capacidade carregamento, além do periodo de tempo e meio reacional no qual

ocorreu a liberacdo do farmaco.

Tabela 1 — Dados referentes ao uso de MOFs em drug delivery com o farmaco adsorvido

MOF Farmaco/Atividade Carregamento Liberacao Meio  Ref
[Zn(NO,DC)(dmbpy)os]- . 45% - 0-20h
Busofan/anticancer 0,17 g.& PBS 28
(C:HeO). (H,0) 55% - 20-36h
NH,(CH;)[Zn3(L),-3.5D : - .
ME 5-Fluoruracil/ anticancer 0,22 g.g 92% - 120 h PBS 29
MOF-74 Ibuprofeno/antiinflamatdrio 021 gg' 50% - 4horas ~ PBS 30
7Zn,(1,4-bdc),(dabco)}, Ibuprofeno/antiinflamatério 0,15 g.g'1 80% - 12 dias SBF 31
Procainamida/arritmia .
BioMOF-1 0,22¢g.¢g 100% - 72 h PBS 9
cardiaca
. 100% - 21
MIL-53-Fe Ibuprofeno/antiinflamatério 021 g.g di SBF 32
ias
[Cu(L)(4,4™-bipy)(H,0)],
Py 5-fluorouracil/ anticAncer 0,27 g.g" 61% -95h PBS 33

1.5nCH;CN
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1.4 Biomoléculas como ligantes para a construcao de BioMOFs: bases nitrogenadas

Bases nitrogenadas possuem dtomos de nitrogénio e oxigénio com pares de elétrons
isolados que permitem a essas biomoléculas agirem como ligantes multidentados. Assim, sua
rica capacidade de ligar-se a metais, assim como de formar ligacdes de hidrogénio, aliada a
rigidez de sua estrutura molecular, fazem delas ligantes ideais para a constru¢do de diversos
BioMOFs.** Dentro desse contexto, a adenina, um ligante rigido com cinco potenciais sitios
de coordenacdo a metais: dois N imidazélicos, dois N pirimidinicos ¢ um grupo NH,.*’tem
sido a base nitrogenada mais extensivamente utilizada na constru¢ao de BioMOFs devido sua
grande variedade de modos de coordenacdo (ver Figura 7.2 Alguns exemplos mostram a
obtencdo de MOFs para aplicagdes em drug delivery, sensores fotoluminescentes e
armazenamento de gases.” >’

No modo de coordenagdo 1, os nitrogé€nios imidazdlicos (N7 e N9) da adenina
coordenam-se aos fons metdlicos, enquanto que os nitrogénios N1 e NI10 podem fazer
ligacOes de hidrogénio que podem ser importantes para a estabilizacdo da estrutura no estado
solido. No Modo 2, os nitrogénios imidazdlicos N7 e N9 coordenam os ions metélicos
juntamente com nitrogénio pirimidinico N3, deixando o N1 ndo coordenado. Diferente do
modo 1, o nitrogénio N1 dificilmente forma ligacdes de hidrogénio, provavelmente devido ao
fato de estar fixado em uma posicdo por trés sitios coordenantes que impedem seu
movimento. J4& no modo 3, todos os nitrogénios heterociclicos coordenam-se aos ions
metalicos, exceto o nitrogénio N10. No entanto, poucas estruturas t€m sido sintetizadas
utilizando o modo 3 de coordenacdo, devido a impedimentos estéricos do nitrogénio N1 em

proximidade com o nitrogénio N10.

Figura 7 - Principais modos de coordenagdo da adenina.
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Fonte: Sivakova & Rowanl, 2005."2
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Além desses trés modos de coordenacdo possiveis, a adenina apresenta ainda 14
tautdmeros nao substituidos, dos quais o 9H-amino € a espécie mais estavel em fase gasosa,
em agua e no estado sélido. O segundo tautdmero mais estavel em fase gasosa e aquosa € a
espécie 7H-amino. De acordo com célculos tedricos, o tautomero 3H-amino e 1H,9H-imino

s@o0 os proximos nessa ordem de estabilidade (Figura 8).36

Figura 8 — Os quatro tautdmeros mais estdveis da adenina. O termo anti é referente a posicdo dos prétons nos
nitrogénios N1 e N6.

NH, NH; H
= N = N
N N
NP N
N n N~ N
9H — amino TH — amino
NH, _H
NS "{> \ .
mﬁ EN HN'l | »
H h""N I\'l
H
3H - amino 1H, 9H - imino (anti)

Fonte: Lippert & Gupta, 2009."

O equilibrio entre esses quatro tautdmeros da adenina pode ser afetado por fatores
como temperatura, polaridade do solvente, pKa do préton “mdével” e modificacdes quimicas
no esqueleto. Desta forma, a alteragdo em seu equilibrio tautomérico, aliada a possibilidade de
trés diferentes modos de coordenagao, faz da adenina um ligante ideal na obten¢ao de MOFs,
uma vez que pequenas modificacdes em parametros de sintese como solvente, pH e
temperatura podem conduzir a formagcdo de compostos com topologias e propriedades
distintas.

Diante disso, esse trabalho propde um estudo detalhado da influéncia de diversos
parametros experimentais na sintese de BioMOFs baseados no sistema Zn, adenina, € no
acido 4-4’- bifenildicarboxilico (bpdc). Em seguida, avaliar as propriedades de luminescéncia
e porosidade aparente dos s6lidos de coordenacao obtidos e finalmente, investigar o potencial

desse tipo de composto no encapsulamento e liberagdo do farmaco diclofenaco de sédio.



27

2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho € sintetizar e caracterizar um BioMOF baseado em
ions zinco (II), adenina e no acido 4-4’-bifenildicarboxilico (bpdc), bem como investigar seu

potencial como drug delivery do farmaco diclofenaco sédico.

2.1 Objetivos especificos

-Estudar efeito de modificacdes em parametros de sintese dos compostos BioMOF-1 e
BioMOF-100 na estrutura e propriedades dos materiais obtidos.

-Investigar diferentes parametros como pH inicial de sintese e a presenca do surfactante
CTAB nos BioMOFs obtidos.

- Investigar as propriedades luminescentes dos BioMOFs.

- Estudar a porosidade do BioMOF sintetizado.

- Estudar a capacidade do BioMOF obtido em encapsular o farmaco diclofenaco.

- Avaliar o potencial do BioMOF na liberacdo controlada do diclofenaco.



3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes
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Os reagentes e solventes, por apresentarem elevada pureza, foram utilizados sem

nenhum tratamento ou purifica¢ao prévia (Tabela 2).

Tabela 2 — Reagentes e solventes utilizados nas sinteses

Reagente/Solvente Procedéncia
N,N-Dimetilformamida (DMF) Merck
Metanol Panreac
Acido Nitrico Vetec
Acido 4-4’-Bifenildicarboxilico (bpdc) Aldrich
Adenina Aldrich
Acetato de Zinco Vetec
Hidréxido de Sédio Vetec

Fonte: Autor

3.2 Sinteses

3.2.1 BioMOF-Zn

Adenina (0,125 mmol), bpdc (0,25 mmol), acetato de zinco dihidratado (0,375 mmol),

acido nitrico (1 mmol), DMF (7 mL) e metanol (7 mL) foram adicionadas a um tubo de

teflon® e mantidos sob agitacdo por 30 minutos. O tubo foi entdo selado em reator para

sintese solvotérmica, colocado em estufa de programacao controlada e mantidos a 130 °C por

24 horas. O sélido branco obtido foi filtrado e lavado vdrias vezes com uma solugdo

DMF/metanol (1:1) e seco sob vacuo por 8 horas. Programacdo da estufa: 30 — 130 °C em 2
horas; 130 °C por 24 horas; 130 — 30 °C em 12 horas. Andlise elementar obtida: C (45,190%),
H (4,715%) e N (10,450%); calculada: C (45,190%), H (4,715%), N (10,450%), O (21,925%)
e Zn (17,71%). Férmula minima calculada: C;sH sN3OsZn. Apds secagem, o BioMOF-Zn foi

submetido ao processo de ativagdo para retirada dos solventes presentes nos poros. O

processo de ativagdo deu-se por meio de aquecimento do material a 150 °C por 24 horas sob

vacuo. O composto foi entdo denominado BioMOF-Zn-ativado.
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3.2.2 BioMOF-Zn-pH

Adenina (0,125 mmol), bpdc (0,25 mmol), acetato de zinco dihidratado (0,375 mmol),
DMF (7 mL) e metanol (7 mL) foram adicionados a um tubo de teflon®. O pH foi entdo
ajustado com 4cido nitrico e hidréxido de sédio 10 mol.L". A reacdo seguiu-se sob condicdes
solvotérmicas em estufa com programacio controlada de forma igual que a do BioMOF-Zn.

Em funcdo do pH, os BioMOFs aqui sintetizados sdo designados como apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3 — BioMOFs-Zn sintetizam diferentes valores de pH

Composto pH
BioMOF-Zn-pH 3,3 33
BioMOF-Zn-pH 4,6 4,6
BioMOF-Zn-pH 5,75 5,75
BioMOF-Zn-pH 6,75 6,75

Fonte: Autor

3.2.3 BioMOF-Zn-surfactante

Suspensao A: adenina (0,0625 mmol) dispersa em 2 mL de metanol e 35 pL de
HNO3. Suspensao B: bpdc (0,125 mmol) disperso em 2 mL. de DMF. Suspensao C: acetato
de zinco dihidratado (0,1875 mmol) em 3 mL. DMF/metanol. Suspensao D: As suspensdes A,
B e C foram misturadas e mantidas sob agitacdo por 10 mim. Foram entdo preparadas
solucdes do surfactante CTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio) em 7 mL de hexanol 0,5
mol.L? em hexano com diferentes concentragdes de CTAB, dando origem as razdes
CTAB:Zn iguais a 0,5; 1 e 2. Posteriormente a solu¢do de CTAB foi misturada a suspensdo
D, o meio reacional foi agitado vigorosamente por 30 mim e adicionado a um tubo de teflon®
e submetido a mesma programacdo da sintese do BioMOF-Zn. Os BioMOFs aqui

sintetizados sdo designados como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — BioMOFs-Zn sintetizados em diferentes concentracdes de CTAB

Composto Raziao CTAB:Zn
BioMOF-Zn-Surfac-0,5 0,5
BioMOF-Zn-Surfac-1 1
BioMOF-Zn-Surfac-2 2

Fonte: Autor
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3.3 Caracterizacoes

3.3.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdometro NICOLET IS5 THERMO SCIENTIFIC (4000-400 cm™), usando pastilhas
de KBr.

3.3.2 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucio (MEV-FEG)
As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas no microscépio
TOPCON SM-300 operando entre 10 e 20 kV. Quando necessario foi feito recobrimento com

uma fina camada de carbono.

3.3.3 Difraciao de raios-X de p6 (DRX)
Os difratogramas foram obtidos no difratometro Siemens, modelo D5000, DIFRAC
PLUS XRD COMMANDER, instalado no Departamento de Fisico-Quimica deste instituto.

3.3.4 Analise térmica

As curvas TG-DTA foram obtidas utilizando o equipamento SDTQ600 TA
INSTRUMENTS, em cadinhos de a-Al203 (40 pL) para amostra e referéncia, que foram
aquecidos desde a temperatura ambiente até 900°C, obedecendo a uma razdo de aquecimento
de 10°C min™'. Ar sintético foi utilizado como atmosfera do forno, com vazdo média de 150

mL min™.

3.3.5 Analise elementar
Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos foram determinados
utilizando o equipamento analisador elementar PERKIN ELMER 2400 SERIES II. Foram

utilizados cadinhos de prata e como compostos de referéncia EDTA, cistina e acetaldeido.

3.3.6 Ressonincia magnética nuclear no estado sélido
Os espectros de RMN de B¢, 'H e "N no estado sélido e em temperatura ambiente

foram registrados no espectrometro Avance III 400WB HD de 400 MHz.
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3.3.7 Espectroscopia de luminescéncia
Os espectros de luminescéncia foram obtidos em estado solido e a temperatura
ambiente usando o espectrofluorimetro JOBIN-YVON MODELO SPEX FLUOROLOG FL3-

22, equipado com lampada de xendnio de 450W.

3.3.8 Fisissorcao de N,

Foi determinada usando o equipamento ASAP 2010- MICROMETRICS. As amostras
foram pré-tratadas a 100°C sob vécuo da ordem de 10° mmHg, durante 24 h, para eliminar
vapores adsorvidos nas cavidades. Importante salientar que antes da realizagdo dessas
medidas, os materiais foram previamente ativados em estufa a vacuo, por 24h e temperatura

de 150 °C, com a finalidade de retirar as moléculas de solvente presentes nos poros dos

MOFs.

3.4 Ensaio de encapsulaciao do farmaco diclofenaco sodico

Foram dissolvidos 200 mg de diclofenaco sédico (DS) em 42 mL de dgua Mili-Q
(4,7612 mg.mL™). Posteriormente nesta solucio foi disperso 60 mg do BioMOF-Zn-ativado.
O recipiente foi fechado e mantido sob agitacdo por um periodo de 4 e 7 dias. Ao final, a
suspensdo foi centrifugada a 4.000 rpm por 10 mim. O sobrenadante foi recolhido e
submetido a andlise de absor¢do molecular no UV para determinacdo da concentracdo de
diclofenaco no sobrenadante. Para determinacdo da concentragdo de diclofenaco foi
construida uma curva de calibracdo nas concentracdes de 10; 20; 30; 40 e 50 ug.mL'1 com
medidas de absorbancia feita de 200-350 nm (maximo de absor¢do do diclofenaco em A = 275
nm), utilizando dgua Milli-Q como branco. O pellet obtido, designado como DS @BioMOF-
Zn-4D ¢ DS@BioMOF-Zn-7D, apés centrifugacdo foi seco em dessecador e submetido a

medidas de infravermelho, difracdo de raios-x de po e andlise térmica.

3.5 Ensaio de drug delivery do farmaco diclofenaco soédico
Em 10 mL de tampao PBS pH 7,4 foram dispersas 5 mg de DS@BioMOF-4D. Essa
dispersdo foi mantida sob agitacdo branda a temperatura ambiente, e aos tempos de 0,5; 1; 2;

3; 5;9; 22; 36 e 48 horas, foi centrifugada e uma aliquota de 4 mL do sobrenadante foi
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retirada para determinagdo do teor de diclofenaco sddico e posteriormente foram adicionadas
4 mL de tampdo PBS pH 7,4 fresco. As aliquotas retiradas foram entdo submetidas a andlise
de espectroscopia de absor¢do molecular no UV para determinacao do teor de diclofenaco e
posterior construcdo da curva de liberacdo do diclofenaco em funcdo do tempo a partir do
DS @BioMOF-Zn-4D. Para determinagdo da concentrag¢do de diclofenaco foi construida uma
curva de calibracdo (Anexo A) nas concentracdes de 2,5; 5; 15; 25 e 35 ug.mL'1 com medidas
de absorbancia feita de 200-350 nm (méaximo de absorcao do diclofenaco em A = 275 nm),

utilizando tampao PBS pH 7,4 como branco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese
O material obtido neste trabalho é baseado na sintese de outros dois compostos, o
BioMOF-1° ¢ o BioMOF-100">. Ambos os MOFs sdo de zinco e baseados nos ligante

adenina e bpdc. A Tabela S resume os dados das condicdes de sintese dos trés compostos.

Tabela 5-Parametros de sintese do BioMOF-1, BioMOF-100 ¢ BioMOF-Zn

Parimetro BioMOF-1’ BioMOF-100" BioMOF-Zn*
Solventes (mL) DMF:Agua (13:1,5) DMF:Agua DMF:Metanol (7:7)
Temperatura/horas 130°C/24 h 90 °C/24 h 130 °C/24 h

* Sintetizado neste trabalho

Fonte: Autor

A reacdo realizada nesse trabalho sob condi¢des solvotérmicas entre acetato de zinco
dihidratado, adenina e bpdc, usando a mistura de solventes DMF:Metanol (1:1) produziu um
p6 branco e microcristalino. A Figura 9 apresenta os padrdes de difracdo de raios-X do pé
para o composto sintetizado neste trabalho e os padrdes simulados para o BioMOF-1 e
BioMOF-100. E possivel observar diferencas significativas entre o padrio do material obtido
neste trabalho e o do BioMOF-100, justificado pelas diferencas entre os parametros de sintese
como temperatura e solvente. Entretanto, ndo sdo observadas diferengas significativas quando
o padrdo de difracdo de raios-X € comparado ao do BioMOF-1, exceto pelo aumento da
intensidade do pico referente ao plano [220] e um pequeno deslocamento dos picos dos planos
hkl [211], [301], [321] e [411] para regides de baixo angulo,0 que implica que o material
obtido neste trabalho trata-se do BioMOF-1. Estudos de ressonincia magnética nuclear no
estado solido (ver a seguir), ainda ndo realizados até entdo para esse material, ajudaram a

confirmar essa hipdtese.
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Figura 9 — DRX de p6 do BioMOF-1, BioMOF-100 ¢ BioMOF-Zn.

BioMOF-100 simulado

BioMOF-1 simulado

BioMOF-Zn sintetizado

20

Fonte: Autor
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4.2 Ressoniancia magnética nuclear no estado sélido

Os espectros de RMN de 'H e B¢ do ligante bpdc e a atribuicao dos sinais, feita com
bases nos espectros simulados (Anexo B) sdo apresentados na Figura 10. O ligante bpdc
pode-se coordenar a fons metdlicos apenas pelos oxigénios dos grupos carboxilicos, sendo
que esta coordenacdo pode ser feita de modo mono ou bidentado. Assim, 0s sinais mais
importantes a serem monitorados sdo aqueles referentes aos carbonos magneticamente
equivalentes 13 e 16 mostrados na Figura 10, que sdo menos blindados devido a densidade
eletronica retirada pelos dtomos de oxigénio, sendo observados, portanto, em campo mais
baixo em relagdo aos carbonos dos anéis aromdticos: 174 ppm no espectro de BC do bpdc,
valor condizente com o tedrico (168,95 ppm) e com o experimental obtido em solugdo de
CDCl; por outros autores (165,70 ppm).>’ O restante das atribuicdes estdo ilustradas na

prépria Figura 10.



Figura 10 — Espectros de RMN de 'H e "* C no estado sélido do ligante bpdc.
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Os espectros de RMN de Bc,'He "N do ligante adenina e a atribuicdo dos sinais com
bases em estudos em solug@o sao mostrados na Figura 11. A adenina possui em sua estrutura
cinco potenciais sitios de coordenagdo, desta forma, monitorar esses sitios podem ajudar a
elucidar o modo no qual a coordenacio aos fons zinco (II) pode estar ocorrendo.*®

O espectro de RMN de BC exibe quatro sinais, sendo que o sinal observado em campo
mais baixo (156,11 ppm) € referente ao carbono pirimidinico C6; o carbono C5 mais blindado
ressona em campos mais altos (117,07 ppm), o carbono imidazélico C8 aparece em 137, 55
ppm, e os carbonos C2 e C4 aparecem acoplados em 149,44 ppm. Esses valores sdo
condizentes com os obtidos experimentalmente em DMSO-de.*®

O espectro de RMN de 'H revela um sinal alargado em 15,31 ppm que pode ser
referente a um acoplamento dos hidrogénios H11 (pirimidinico) e H12 (imidazélico). Como
esperado, o sinal referente aos nitrogénios N14 do grupo amina aparece em campo alto em
1,45 ppm. Ja o sinal em 4,58 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio imidazdlico H13.

Como esperado, cinco sinais podem ser vistos no espectro de RMN de >N da adenina,
cujo espectro no estado s6lido foi pela primeira vez obtido neste trabalho. Em campo alto, os
dois sinais mais intensos estdo relacionados aos dtomos de nitrogénio ligados a dtomos de
hidrogénio, a saber, N9 (imidazdlico) e NI10 (amino) em 142,75 e 73,10 ppm,
respectivamente. Um conjunto de sinais observado em campo baixo em 215,13; 206,85 e
196,18 ppm (ver detalhe na Figura 11) refere-se aos nitrogénios N7, N1 e N3,

respectivamente.”’
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Figura 11 — Espectros de RMN de "°C, "H e "N no estado sélido do ligante adenina.
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A ressonancia magnética de N ¢ uma poderosa ferramenta para o auxilio na
elucidacdo estrutural de compostos baseados em biomoléculas contendo 4tomos de nitrogénio,
como é o caso da adenina. De fato, o espectro de RMN de "°’N do BioMOF-Zn apresentado
na Figura 12 mostra deslocamentos significativos nos sinais de todos os dtomos de nitrogénio
imidazdlicos e pirimidinicos quando comparados aos sinais da adenina livre. Os nitrogénios
imidazodlicos N7 e N9 deslocam-se para campos mais altos, apresentando-se em 177,93 e
93,39 ppm, respectivamente. Efeito semelhante ocorre com o0s nitrogénios pirimidinicos N1 e
N3 que também sdo deslocados para campos mais altos (174,74 e 166,01 ppm,
respectivamente). Esse deslocamento para campos altos associados aos nitrogénios
heterociclicos indicam a diminui¢do da ordem de ligacdo C=N apds a coordenagdo aos ions
zinco, devido ao deslocamento da densidade eletronica desses nitrogénios para o ion
metalico.*

O espectro de RMN de "*C do BioMOF-Zn evidenciam que hd um deslocamento para
campos mais altos no sinal referente aos carbonos C13 e C16 dos grupos carboxilicos (163,55
ppm), evidenciando a coordenacao monodentada desses grupos aos fons zinco (II). Além
disso, ha um sinal em 174,14 ppm que ndo estd deslocado em relagdo ao espectro do ligante
bpdc livre (ver Figura 10), indicando a possivel presenca de ligante em excesso ou adsorvido
nos poros do material. A presenca de cédtions dimetilamina adsorvidos nos poros, devido a
decomposicio do solvente DMF em condigdes solvotérmicas’ é evidenciada pela presenca
dois sinais em 36,15 e 30,75 ppm, caracteristicos de carbonos metilicos.

Os espectros de RMN de °C, N e 'H (Anexo C) no estado sélido mostram entdo que
a adenina se coordena aos fons zinco através dos nitrogénios N1, N3, N7 e N9, caracteristicos
do modo de coordenagdo 3 (ver Figura e que o bpdc se coordena de modo monodentado.
Esses resultados, aliados as medidas de difracao de raios-X de p6 comprovam que, de fato, a
metodologia de sintese empregada neste estudo levou a obten¢do do composto BioMOF-1.

A estratégia utilizada neste trabalho foi baseada na possibilidade de alteracdo dos
modos de coordenagcdo e no equilibrio tautomérico da adenina através da mudanga nos
parametros de sintese. No entanto, embora alteracdes na sintese nao tenham levado a obtengao
de um material com nova estrutura cristalina, as modifica¢des introduzidas nesse trabalho
levaram a obtencdo de um material com novas propriedades e caracteristicas quando
comparadas a seus andlogos, como estabilidade térmica, luminescéncia, drea especifica e

porosidade, além da adsor¢ao e delivery de farmacos anidénicos como o diclofenaco.



40

Figura 12 — Espectros de RMN de "*C e "N no estado sélido do BioMOF-Zn.
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Uma atribuicdo mais detalhada dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono e
nitrogénio nos ligantes adenina e bpdc, antes e apds coordenacio ao centro metalico de Zn (I1)

no BioMOF-Zn esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Resumo dos dados referentes aos espectros de RMN no estado sélido dos ligantes adenina e bpdc e
do BioMOF-Zn

Deslocamento Quimico (ppm)

Sinal
Adenina BioMOF-Zn
N1 206,85 174,74
N3 196,18 166,01
N7 215,13 177,93
N9 142,75 93,39
N10 73,13 69,30
C2-C4 143,03 143,03
Cs 117,81 117,81
Co 154,43 154,43
C8 134,22 134,22
Sinal bpdc BioMOF-Zn
Car 126,38 — 131,38
C4.C9 146,30 126,96 — 130,99
C13-C16 174,10 163,55

Fonte: Autor
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4.3 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho
Os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos ligantes bpdc e adenina

estdo ilustrados na Figura 13.

Figura 13 — Espectros vibracionais no infravermelho dos ligantes adenina e bpdc.
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Fonte: Autor

A atribuicdo dos principais modos vibracionais de cada ligante usados para a

construcdo do MOF de zinco é mostrada na Tabela 7.*'*
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Tabela 7 — Atribui¢do dos modos vibracionais ativos no infravermelho dos ligantes bpdc e adenina.

bpdc Adenina
Nuamero de onda .
( _1) Modos vibracionais Nuamero de onda (cm™) Modos vibracionais

cm
1680 V,(COO) 1672 8(NH,)
1603 v(C=0) 1603 v(C=N) e v(C=C)
1426 v,(COO0) 1506 6(C-N9-H)
1292 v(C-0) 1414 8(N=CH)
1126 Snp(Car—H) 1365 y(C8-H), y(C2-H)
1023 Snp(Car—H) 1310 v(C-N), v(C=N)
846 3¢p(Car—H)

1249 v(C-NH,)
757 6fp(CAr_ CAr_ CAr)

8(C2-N1=C6)
669 Sup(Car— Car— Car) 1121
v(C5-N7=C8)

1024 8(C-N-C)

941 3(N-C=C)

907 r(NH,)

849 Esqueleto, no plano

638 O(N-C -C)

v = estiramento, 0 = deformagdo angular, y = deformagdo fora do plano, r = balango (rocking), np = no plano, fp: fora do plano
Fonte: Autor

A Figura 14 ilustra o espectro vibracional no infravermelho do BioMOF-Zn. A
presenca dos ligantes € evidenciada por meio de algumas bandas caracteristicas, indicativo da
coordenagdo de ambos os ligantes aos fons zinco (II). A presenca do ligante bpdc pode estar
relacionada as bandas referentes aos modos de deformacgao angular fora do plano em anéis
arométicos p-substituidos em 849 cm™ (8(C-H); deformacio angular do sistema aromético no
plano (8(C—C-C) e deformacdo angular do sistema aromadtico fora do plano (6(C-C-C). J4 a
presenca do ligante adenina pelos modos de deformacdo angular fora do plano em 1383 cm’™
(y(C8 -H) e y(C2 -H)).

As principais observagdes que podem ser extraidas da comparagdo entre esses
espectros vibracionais sdo: a) ambos ligantes estdo presentes na esfera de coordenacdo do
composto; b) o ndo deslocamento da banda referente ao modo vibracional v(C=0), bem como
o deslocamento das bandas referentes aos modos vibracionais v, COO (1680 = 1665 cm'l) €
v,COO (1426 > 1383 cm™), permitem inferir coordena¢io monodentada para o grupo
carboxilato presente no ligante bpdc, o que também foi evidenciado pelas medidas de RMN

de PC.
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Figura 14 — Espectro vibracional no infravermelho para o BioMOF-Zn.
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Uma atribuicdo mais detalhada dos modos vibracionais dos ligantes bpdc e adenina

quando coordenados ao centro metalico no BioMOF-Zn estd apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 — Atribui¢do dos principais modos vibracionais dos ligantes bpdc e adenina no BioMOF-Zn

BioMOF-Zn Modos Vibracionais dos Ligantes

Niimero de onda (cm™) bpdc Adenina
3160 v(C-H)a, -
1665 V.s(COO) 3(NHy)
1604 v(C=0) v(C=N) e v(C=C)
1383 v,(CO0) y(C8 —-H) e y(C2 -H)
1213 - V(C-NH>)
1101 Sup(Car—H) 3(C2-N1=C6), v(C5-N7=C8)
1003 Sup(Car—H) 3(C-N-C)
849 3 (Car—H) Esqueleto, no plano
772 3p(Car— Car— Cay) -

Fonte: Autor

4.3.1 Efeito da ativacao, do pH e da presenca de surfactante

A Figura 15 apresenta os espectros vibracionais no infravermelho para todos os

compostos obtidos neste trabalho. Comparando os espectros no infravermelho do BioMOF-
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Zn e BioMOF-Zn-ativado nao é possivel observar diferencas significativas. Tal semelhanca
entre os espectros indica que o tratamento térmico para realizar a ativagdo (150 °C por 24 h
sob vacuo) ndo afetou a estrutura quimica do BioMOF-Zn.

Variagdes no pH inicial da sintese também nao afetaram o espectro no infravermelho
do BioMOF-Zn, indicando que independente das condi¢des iniciais de sintese, o produto
formado pode ser o0 mesmo em termos de ligacdes quimicas (Figura 15). O pH é um fator
importante a ser considerado na sintese de MOFs, pois pode afetar a ionizagdo de grupos
funcionais coordenantes e, assim, interferir nos modos de coordenacdo dos ligantes.44 A
adenina, por exemplo, possui um pKa de 9,8 para o nitrogénio N9 e um valor de pKa igual a
4,15 para o N1.* Como os valores de pH estudados neste trabalho estdo no intervalo de 1,5-
6,75 a coordenacdo ao ion zinco através do N9 da adenina a principio estaria impedida. No
entanto, em condi¢des solvotérmicas, ocorre a decomposicdo parcial do DMF no céation
dimetilamina, elevando o pH do meio reacional e disponibilizando, portanto, o N9 para a
coordenagdo. A formacgdo dos cdtions dimetilamina pode ser evidenciada pela presenca da
banda referente ao estiramento v(C—H) de carbonos alifaticos CH; em 2924 cm’, bem como
pelos sinais em 36,15 e 30,75 ppm no espectro de RMN de "°C do BioMOF-Zn j4 citado
anteriormente (ver Figura 15).

Nos espectros no infravermelho da Figura 15 € possivel observar um deslocamento da
banda referente a deformacdo angular 6(C2-N1=C6) e ao estiramento v(C5-N7=C8) para
menores comprimentos de onda (1121 cm™ = 1101 cm™) quando comparados a adenina livre,
indicativo da coordenac@o do N1 aos fons zinco (II). Ja a banda referente ao N9, a deformacao
angular 6(C-N9-H) em 1.506 cm” ndo é observada nos espectros no infravermelho dos
BioMOFs obtidos em diferentes valores de pH, sugerindo também uma possivel coordenagao
do nitrogénio N9, como explicitado no paragrafo anterior.

Em relacdo ao efeito do surfactante CTAB, a Figura 15 mostra que nao houve
alteracdes em relagdo ao espectro do BioMOF-Zn, independente da propor¢io CTAB:Zn

utilizada.
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Figura 15 — Espectros vibracionais no infravermelho do BioMOF-Zn, BioMOF-1-ativado e compostos sob
influéncia do pH e do surfactante CTAB.
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Fonte: Autor
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4.4 Microscopia eletronica de varredura

4.4.1 Efeito do pH

Alteragdes no pH inicial da sintese proporcionaram mudancas significativas no habito
cristalino e no tamanho dos cristais obtidos. No BioMOF-Zn (pH inicial em torno de 1,5), os
cristais apresentam-se na forma de bastdes de cerca de 5,96 um de comprimento (ver Figura
16), que se organizam para a constru¢do de feixes concéntricos. Portanto, durante o processo
de formacdo desse material nas condi¢cdes usadas no momento da sintese, podem ter se
formado poucos ntcleos, cujo crescimento rapido pode ter levado a um tamanho “instdvel”,

tornando-se, portanto, mais favoravel para o cristal se desdobrar (splitting crystal).

Figura 16 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn, pH 1,5: a) antes; b) apds a ativacdo.

Fonte: Autor

A Figura 17 mostra as sucessivas fases de divisao de um cristal (splitting crystal)
durante a formagdo e o crescimento dos nucleos cristalinos. Como ilustrado na figura, um
cristal pode dividir-se formando estruturas com desdobramentos simples, em forma de feixe

ou em forma de esferas (estrutura do tipo esferulita).46
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Figura 17 — Esquema das fases do desdobramento de um cristal.

Sem Desdobramento Desdobramento
Desdobramento Simples em Feixe Esferulita

Fonte: Adaptado de Tang & Alivastos, 2006.*

Esta mesma morfologia dos cristais (em forma de feixes concéntricos) também pode

ser observada em nosso trabalho quando o pH foi alterado para 3,3 como ilustra a Figura 18.

Figura 18 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn-pH 3,3: a) 5000x; b) 10.000x.

Fonte: Autor

No entanto, quando o pH inicial subiu para 4,6 trés morfologias distintas foram
observadas (ver Figura 19): cristais cubicos, cristais em forma de bastoes e o desdobramento
de parte deles gerando uma estrutura do tipo esferulita. A presenga de estruturas do tipo
esferulita evidencia a alta porosidade do BioMOF-Zn-pH 4,6 forte indicativo do aumento da
area superficial em relacdo ao BioMOF-Zn. Esse fato deverd em breve ser confirmado com

medidas de adsorcao de nitrogénio.
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Figura 19 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn-pH-4,6: a) 1.600x; b) 5.000; ¢)5.000.

a) ) c)
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Fonte: Autor

A Figura 20 mostra que quando o pH inicial da sintese foi alterado para 5,750correu
também a formacdo de cristais cubicos, sendo que tal morfologia foi preponderante nessas
condi¢cdes. Como mostra a figura, apenas algumas estruturas do tipo feixe concéntrico ainda

podem ser observadas.

Figura 20 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn-pH 5,75: a) 500x; b) 5.000x.

Fonte: Autor

No entanto, quando o pH inicial foi alterado para 6,75 (ver Figura 21), € observada a
interrup¢do do desdobramento dos cristais em forma de bastdes, gerando monocristais (ainda
que algumas estruturas do tipo esferulita ainda podem ser observadas). Isto evidencia a
tendéncia de que o aumento do pH pode levar a formacdo de monocristais, como foi

observado nesse trabalho.
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Figura 21 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn-pH 6,75: a) 500x; b) 5.000x.

= 10 pm 5 == 10 pm

Fonte: Autor

No que concerne ao tamanho dos cristais, as imagens MEV revelaram que houve um
aumento substancial no tamanho dos bastdes quando o pH foi alterado de 1,5-3,3 para 6,75
conforme mostra a Tabela 9. A mesma tendéncia pode ser observada também para os cristais
cubicos, cujo aumento no tamanho médio ocorre quando o pH foi elevado de 4,6 para 5,75.
De qualquer modo, os altos valores de desvio padrao obtidos em ambos os casos mostra que

foi possivel obter cristais com diferentes tamanhos.

Tabela 9 — Tamanho dos cristais dos BioMOFs-Zn sintetizados em diferentes pH

Comprimento Comprimento Comprimento Desvio
Composto
Médio (npm) Maximo (pm) Minimo (pm) Padrio
BioMOF-Zn (pH 1,5) 5,96 6,84 5,01 1,14
BioMOF-Zn-pH 3,30 5,70 8,55 3,54 2,32
BioMOF-Zn-pH 6,75 23,42 31,11 12,24 6,93
BioMOF-Zn-pH 4,6* 9,17 11,28 9,175 1,01
BioMOF-Zn-pH 5,75*% 20,91 25,65 15,89 3,59

*Cristais com morfologia cubica

Fonte: Autor

Convém destacar que o comportamento observado neste trabalho € diferente daquele
reportado por Seoane et al. (2015), que observaram que o tamanho dos cristalitos do MIL-
100, um MOF baseado em 4acido trimésico e aluminio, diminuiu de 330 + 70 nm para
tamanhos tdo pequenos quanto 30 + 5Snm apds elevacdo do pH (2,2 = 2,6) com adi¢do da

base trimetilamonio. Segundo os autores, a adicdo de base favoreceu a desprotonacdo do
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ligante orginico, formando uma solu¢do mais homogénea e levando o sisttma a uma
nucleacdo mais rdpida, consequentemente, obtém-se particulas menores.* Guo et al. (2011)
também demonstraram para outro MOF a base de 4cido trimésico e o fon disprésio que a
elevacio do pH (3,6 = 4,4) aumentou a taxa de nucleagdo dos cristais, levando
consequentemente a formacgdo de cristais menores (40-60 pm - 3 pum) (ver esquema na
Figura 22).” No entanto, cabe destacar que a variacdo do pH estudada por esses autores é

substancialmente menor do que a investigada neste trabalho.

Figura 22 — Influéncia do pH no crescimento dos cristais de um MOF.
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Fonte: Adaptado de Guo et al., 2011.*'
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4.4.2 Efeito do surfactante CTAB
A Figura 23 mostra que na razdo CTAB:Zn igual a 0,5 o composto BioMOF-Zn-
Surfac-0,5 apresentou significativa diminuicio no desdobramento dos cristais, quando

comparado com o BioMOF-Zn (sintese sem surfactante, ver Figura 16).

Figura 23 — Imagens MEV-FEG do BioMOF-Zn-Surfac-0,5: a) 1.000x; b) 5.000x.

Fonte: Autor

Ja na Figura 24, onde a razdo utilizada CTAB:Zn foi igual a 1, pode-se observar que
os cristais do composto BioMOF-Zn-Surfac-1 mantiveram a tendéncia na diminui¢do do

desdobramento, no entanto os cristais apresentaram comprimento médio de 31,23 um.

Figura 24 — Imagens MEV-FEG do BioMOF-Zn-Surfac-1: a) 500x; b) 1.000x.

Fonte: Autor
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Em altas concentragdes de CTAB, composto BioMOF-Zn-Surfac-2 (CTAB:Zn = 2),
pode ser observada facilmente a diminuicdo da cristalinidade. Nessa condicdo, coexistem,
conforme mostra a Figura 25, monocristais em forma de bastio (com tamanho médio de

36,22 um) e aglomerados de particulas.

Figura 25 — Imagens de MEV-FEG do BioMOF-Zn-Surfac-2: a) 500x; b) 1.000x.

Fonte: Autor

De fato, os surfactantes podem controlar a nucleagdo e cristalizacdo de materiais com
morfologia e orientagdes espaciais adequadas. Mais importante ainda € que neste trabalho o
desdobramento dos cristais pode ser significativamente interrompido na presenca de
surfactantes, como esperado e ja relatado por outros autores.*® Por outro lado, apesar de em
geral os cristais tornarem-se menores com incrementos na concentracdo de agentes

surfac:tantes,49

essa tendéncia ndo foi observada nesse trabalho quando comparamos os
compostos BioMOF-Zn-Surfac-0,5 e BioMOF-Zn-Surfac-1.

Liu et al. (2012) também obtiveram resultados semelhantes ao deste trabalho, ao
sintetizarem o HKUST, um MOF contendo acido trimésico e ions cobre(H).50 Segundo os
autores, o surfactante CTAB diminuiu eficientemente a nucleagdo dos cristais causando
significativo aumento no tamanho da particula. Em solugdo, o CTAB ioniza-se em CTA" e
Br. O cédtion CTA" possui uma cabeca positivamente carregada e uma longa cauda
hidrofébica. Devido a presenca do CTAB, os ligantes adenina e bpdc sdo envolvidos pelos
cations CTA" por meio de interagdes eletrostiticas e a por¢do hidrofébica dificulta a ligacdo

do cétion metdlico aos ligantes. Portanto, a nucleacdo € diminuida, favorecendo o aumento do

tamanho das particulas. O esquema proposto estd ilustrado na Figura 26.
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Figura 26 — Proposta para o crescimento cristalino do BioMOF sob efeito de diferentes concentra¢des de CTAB
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Fonte: Adaptado de Liu et al., (2012).%°

A Tabela 10 resume os dados do crescimento dos cristais do BioMOF sob influéncia

de diferentes concentracdes do surfactante CTAB.

Tabela 10 — Tamanho dos cristais dos BioMOFs-Zn sintetizados em diferentes razées CTAB:Zn

Comprimento Comprimento Comprimento Desvio
Composto

Médio (nm) Maximo (pm) Minimo (pm) Padrio

BioMOF (Surfac-0) 5,96 6,84 5,01 1,14

BioMOF-Zn-Surfac-05 7,04 12,40 4,00 1,89
BioMOF-Zn-Surfac-1 31,23 46,73 13,10 14,44
BioMOF-Zn-Surfac-2 36,22 60,69 14,25 16,94

Fonte: Autor
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4.5 Difracao de raios-X de po

4.5.1 Efeito da ativaciao

A Figura 27 apresenta os difratogramas de raios-X de p6 das amostras BioMOF-Zn e
BioMOF-Zn-Ativado. O principal resultado observado indica que o processo de ativagao
(150 °C, 24 h, vécuo) aplicado ao BioMOF-Zn reduziu consideravelmente o grau de
cristalinidade do material. A mais baixa cristalinidade do BioMOF-Zn-ativado em
comparacdo ao BioMOF-Zn deve estar relacionada a criagdo de defeitos na estrutura do
material apds o processo de ativacdo que proporcionou a quebra de ligacdes quimicas e a

criagdo de mesoporos (cerca de 6 nm, ver Figura 38 a seguir).

Figura 27 — Padrao de difracdo de raios-X de p6 para o BioMOF-Zn e BioMOF-Zn-Ativado.

BioMOF-Zn-ativado
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Fonte: Autor

4.5.2 Efeito do pH
A Figura 28 mostra que independente do pH inicial da sintese, o padrdo de difracdo
de raios-X ¢é mantido inalterado, sendo observada apenas uma diminui¢io no grau de

cristalinidade da amostra BioMOF-Zn-pH 5,75.
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Figura 28 — Padrao de difragio de raios-X de p6 para o BioMOF-Zn e compostos obtidos com variagdes no pH
inicial da sintese.
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Fonte: Autor

As diferengas na morfologia externa resultam das intera¢des de diversos fatores além
da estrutura cristalina interna como, por exemplo, diferentes velocidades de crescimento nas
diferentes direcdes, diferentes taxas de nucleacdo do cristal, grau de saturacido da solucgdo e
temperatura. Assim, a presenca de estruturas com diferentes morfologias em um mesmo
composto nao necessariamente significa tratar-se de polimorfos diferentes, uma vez que o
termo polimorfismo esta relacionado as diferencas em relagdo a estrutura interna de cristais

s X 1
com a mesma COITlpOSlQEl.O.5

4.5.3 Efeito do surfactante CTAB

Em relacdo ao uso do surfactante CTAB também nao houve diferengas entres os
padrdes de difracdo de raios-X de pé dos compostos BioMOF-Zn-Surfac-0,5 ¢ BioMOF-
Zn-Surfac-1 quando comparados a0 BioMOF-Zn (ver Figura 29). J4 o composto BioMOF-
Zn-Surfac-2 apresenta uma diminui¢do no grau de cristalinidade quando comparados aos
seus andlogos sintetizados na presencga de surfactante provavelmente em funcdo da presenga

dos diversos aglomerados de particulas apresentadas nas imagens de MEV-FEG (Figura 25).
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Figura 29 - Padrdo de difracdo de raios-X de pé para os BioMOFs-Zn sintetizado sem e com diferentes
quantidades do surfactante CTAB.
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Fonte: Autor
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4.6 Analise térmica

A Figura 30 apresenta as curvas TG e DTA do BioMOF-Zn. A perda de 9,93% em
massa observada a partir da temperatura ambiente até 143 °C — e acompanhada por processo
endotérmico a 70 °C — pode ser atribuida a saida das moléculas do solvente metanol oclusas
nos poros da estrutura do material. A segunda perda, correspondente a 20,07% de massa, foi
observada entre 143 e 401 °C e pode ser referente a degradacio do solvente DMF e de cétions
dimetilamina, oriundos da decomposicao térmica do DMF em condi¢des solvotérmicas. J4 a
saida dos ligantes pode ser associada a perda de 48,28% da massa entre 401 e 554 °C, sendo
acompanhada por um evento exotérmico em 495 °C. Houve na etapa final da decomposi¢dao
térmica do material, a formagdo de 6xido de zinco (ZnO) como residuo (22,06% da massa
inicial).

A temperatura onset (T,ns), que tem sido utilizada como indicativo da estabilidade
térmica de um composto, encontrada para o0 BioMOF-Zn sintetizado neste trabalho é de 401
°C, significativamente maior que aquela observada para o BioMOF-1 (300 °C)’ e seu andlogo

BioMOF-100 (350 °C)."?

Figura 30 — Curvas TG e DTG obtidas para o BioMOF-Zn.
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Fonte: Autor

A Figura 31 mostra as curvas TG e DTA obtidas para o BioMOF-Zn-Ativado. Apds

processo de ativagdao a 150 °C por 24 horas sob vacuo foi possivel observar a variagdo da
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Tonser de 401 = 385 °C e também uma perda de massa de 16,26% entre a temperatura
ambiente e 385 °C referente a saida das moléculas de solvente. Essa perda de 16,26%
apresentada na curva TG do BioMOF-Zn-ativado é bem inferior aos 30% de perda de massa
observada no BioMOF-Zn entre a temperatura ambiente e a T,,.;, mostrando que o processo
de ativacao foi eficiente (mas ndo completo, ver a seguir) na remocao das moléculas de

solvente oclusas na estrutura porosa do material.

Figura 31 — Curvas TA e DTA obtidas para o BioMOF-Zn-Ativado.
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4.7 Estudo das propriedades luminescentes

O BioMOF-Zn, sob excitacdo na regido do UV, apresenta excelentes propriedades
luminescentes, observadas mesmo quando a visualizacdo ocorre a olho nu ou através de uma
microscopia de fluorescéncia (ver Figura 32). Cada vez mais o desenvolvimento de MOFs
luminescentes vem ganhando interesse devido a potencialidade de aplica¢do na producao de
filmes luminescentes, em imageamento celular, diodos organicos emissores de luz (OLED) e
sensores (para espécies quimicas, bioldgicas e fatores fisicos como temperatura, pressao de

gases e pH).2

Figura 32 — Microscopia de fluorescéncia do BioMOF-Zn utilizando filtro DAPI.

Fonte: Autor

Cabe salientar que o BioMOF-100 ndo apresenta propriedades luminescentes no
visivel e 0 BioMOF-1 apresenta uma emissdo com a banda centrada na regido do azul (Anexo
D).

Objetivando a obteng¢do de BioMOFs emissores de luz visivel, varias modificagcdes
pos-sintese vém sendo utilizadas na literatura. Por meio do processo de troca catidnica, por
exemplo, foi possivel incorporar fons lantanideos nos poros desse composto, produzindo
dessa forma os materiais Ln>* @bio-MOF-1 (Ln**= Tb>*, Sm**, Eu** ou Yb*". Nesse estudo,
ficou demonstrado que esses compostos luminescentes podem ser utilizados como sensores
versateis para pequenas moléculas, incluindo o gis oxigénio, devido a sua natureza
microporosa e elevada area superficial (1.700 m®. g'l).52
Outro exemplo de modificagcdo pds-sintética no BioMOF-1 para o desenvolvimento de

dispositivos luminescentes foi relatado na sintese de um micro-laser do tipo Two-Photon-

Pumped (TPP). Por meio de troca idnica, o corante piridino-hemicianina (4-[p-
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(dimetilamina)estiril]-1-metilpiridino, DMASM) foi introduzido nos poros do composto. O
compésito DMASM @bio-MOF-1 assim formado exibiu fluorescéncia TPP em 640 nm
quando excitado por um laser de pulso em 1,064 nm, mostrando um novo caminho para a
criacdo de dispositivos fotdnicos em estado s6lido.”

Essas modificagdes pods-sintese mostram-se importantes na obtencdo de MOFs
luminescentes. Todavia, o desenvolvimento de materiais como o BioMOF-Zn obtido neste
trabalho apresenta a vantagem de ja possuir luminescéncia intrinseca e por essa razio, optou-
se por fazer um estudo detalhado dessa propriedade, ainda nao relatado na literatura.

O espectro de luminescéncia da adenina, ilustrado na Figura 33a, mostra uma banda
de emissao larga, com médximos em 474 e 503 nm, s6 observada quando a excitacdo € fixada
em 420 nm. Essas bandas devem estar associadas a transi¢des intraligante (IL) do tipo n* =2 =«
en* > n*

A Figura 33b mostra que o ligante carboxilico bpdc também apresenta emissdo, cuja
energia varia dependendo da energia do féton de excitacdo. Quando excitado em 336 e 288
nm, observa-se uma banda larga centrada em 400 nm, associada as transi¢des do tipo * 2> =«
[2] ou m* > n.>* J4 quando excitado em 365 nm, a banda de emissdo é deslocada para o
vermelho, ocorrendo em 430 nm.

A luminescéncia do BioMOF-Zn foi confirmada em seu espectro de
fotoluminescéncia (Figura 33c) observando-se uma banda de emissdo larga na regido do
visivel (verde-azulada) centrada em 465 nm sob excitacdo em 365 nm. Essa emissdo pode ser
atribuida a uma transicdo de transferéncia de carga do ligante para o metal (TCLM). Como os
fons Zn** apresentam orbitais 3dcompletamente preenchidos, essa transi¢ao tem como nivel
receptor os orbitais 4s do ion zinco an.>* Logo, a transi¢ao pode ser descrita como sendo do
tipo TCLM 7©*_ > 4sz,. Vale mencionar que como a adenina ndo apresenta emissao no visivel
sob excitacdo em 365 nm, os orbitais antiligantes podem ser atribuidos ao ligante bpdc. Além
disso, o BioMOF-Zn ndo apresenta, de fato, excitacdo acima de 400 nm (Figura 33c), que
corresponderia a excitacdo da molécula de adenina, como observado na Figura 33a.

Além da emissdo em 465 nm (A= 365 nm), o espectro do BioMOF-Zn exibe um
pequeno ombro em 400 nm associado as transi¢Oes intraligante (IL) localizadas sobre o
ligante bpdc. A diminui¢do significativa da intensidade dessa emissdo IL, quando comparada
a observada no espectro do bpdc livre, indica uma transferéncia de energia do ligante para o

metal, dando origem a transi¢do de transferéncia de carga n* > 4szﬂ.5 3



62

Figura 33 - Espectros de fotoluminescéncia obtidos a temperatura ambiente e no estado
solido para: a) adenina; b) bpdc; c) BioMOF-Zn.

Intensidade [ua)

a)

Comprimento de Onda (nm}

Intensidade (u.a.)

- — T — T
300 400 S00 1]

c)

Intensi dade [u.a.)

b)

400

Comprimente de Onda (nm)

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autor

700

A Tabela 11 resume os dados obtidos nos espectros de FL para o BioMOF-Zn ¢ os

ligantes adenina e bpdc.

Tabela 11 — Dados obtidos nos espectros de FL. do BioMOF-Zn, adenina e bpdc

BioMOF-Zn Adenina bpdc
Dex Aem Transicao Dex Aem Transicao Dex Aem Transicao
365 465 LMCT =n* - 4s 420 474-503 IL n* 2 7 (n) 385 430 IL n* 2 m (n)
330 400 IL n* - m (n) 370 * * 336 400 IL n* - m (n)
280 400 IL n* - m (n) 326 * * 288 400 IL n* 2 @ (n)

*N3do observado devido a baixa intensidade do sinal

Fonte: Autor
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Como mencionado anteriormente, a busca por MOFs luminescentes € crescente, € um
dos principais interesses € pela possibilidade de usar esses compostos em imageamento
celular. E, por se tratar também de um material poroso, a combinacdo dessas duas
propriedades pode levar a descoberta de materiais multifuncionais para terandstico, ou seja,
que sirvam ao mesmo tempo para realizar diagndstico e efetuar tratamento, via
encapsulamento de farmacos.”®

Dentro desse contexto, Kathryn et al. (2009) foram os primeiros a abordarem de forma
conjunta as propriedades de diagndstico e terapia por meio de modificacdes pds-sintéticas em
um MOF baseado em ferro-carboxilato denominado MIL-101. A estrutura do MIL-101 foi
carregada com um fluoréforo organico Br-BODIPY (1,3,5,7 tetrametil-4,4-difluoro-8-
bromometil-4-boro-3a,4a,-diaza-s-indaceno) e com o pré-farmaco anti-cancer etoxisuccinato-
cisplastina, mostrando que este tipo de abordagem permitird a concep¢ao de uma vasta gama
de materiais para imageamento celular e terapia.57

Em funcdo da luminescéncia no visivel ser a propriedade desejada para fins de
diagnéstico, os espectros de FL dos compostos obtidos neste trabalho ap6s modificagdes na
sintese do BioMOF-Zn (ver a seguir), serdo apresentados apenas para comprimentos de onda

de excitacdo que proporcionaram emissao nesta faixa do espectro eletromagnético.

4.7.1 Efeito da ativaciao

A Figura 34 mostra os espectros de emissdo do BioMOF-Zn-ativado, antes e apds
ativacdo. Como pode ser observado na figura, ndo houve alteragdo significativa no perfil de
emissao do material apds procedimento de ativacdo (150 °C, 24 h, estufa a vacuo). A banda
larga de emissdo centrada em 465 nm ndo sofreu alteracdes significativas apds excitacdo em
365 nm, embora tenha havido um ganho em sua intensidade, como era esperado, ja que no
composto ativado ha liberacdo de moléculas de etanol, um supressor conhecido da

luminescéncia.
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Figura 34 — Espectros de emissdo obtidos & temperatura ambiente e no estado sélido do BioMOF-Zn e
BioMOF-Zn-ativado.
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4.7.2 Efeito do pH

A Figura 35 mostra os espectros de emissdo do material sintetizado a diferentes
valores de pH.Assim como no caso do BioMOF-Zn-ativado, os compostos sintetizados em
diferentes valores de pH apresentaram pequenas alteracdes no espectro de emissdo quando
comparados ao BioMOF-Zn. Foram observados deslocamentos batocromicos a medida que o

pH inicial da sintese foi elevado, como atestado pelos diagramas de cromaticidade CIE

(também mostrado na Figura 35).
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Figura 35 — Espectros de emissdo (A, = 365 nm) a temperatura ambiente e no estado sélido e diagrama de
cromaticidade CIE dos BioMOFs-Zn sintetizados em diferentes pH.
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4.7.3 Efeito do surfactante CTAB

A Figura 36 apresenta os espectros de emissao e os diagramas CIE dos compostos
sintetizados na presenca do surfactante CTAB. Em baixas concentragcdes de CTAB, o
composto BioMOF-Zn-Surfac-0,5 manteve o perfil de emissdo do BioMOF, apresentando
uma banda larga referente a transi¢do do tipo m*. > 4sz, em 465 nm. No entanto, quando sdo
utilizadas no meio reacional, concentra¢des mais elevadas de CTAB, a sensibilizac¢do ligante-
metal € diminuida, provavelmente devido ao aumento da distancia proporcionado pela longa
cadeia carbdnica do surfactante. Esse fato também pode ser observado na Figura 36, onde
pode ser observado que as amostras BioMOF-Zn-Surfac-1 ¢ BioMOF-Zn-Surfac-2
apresentam espectros de emissao muito semelhantes aquele obtido para o ligante bpdc livre
(Figura 33b). Por essa razdo, e como atestado pelos diagramas CIE também mostrados na
Figura 36, a emissdo dessas duas amostras é, portanto, bastante deslocada para a regido do

ultravioleta.
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Figura 36 — Espectros de emissdo (Aex = 365 nm) a temperatura ambiente e no estado sélido e diagrama de
cromaticidade CIE dos BioMOFs-1 sintetizados em razdes CTAB:Zn.
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4.8 Avaliacao textural

A Figura 37 ilustra a isoterma de fisissor¢do de N, obtida na temperatura de ebuli¢io
do N, para o composto BioMOF-Zn-ativado. A isoterma obtida apresenta caracteristica do
tipo IV, tipica de materiais mesoporosos (didmetro médio entre 2-50 nm) e histerese do tipo
H2 que indica a presenca de poros com morfologia do tipo garrafa.”® As isotermas do tipo IV
exibem de forma proeminente uma regido na qual a pressao relativa varia pouco e o volume
adsorvido aumenta bruscamente. O loop de histerese do tipo H2 traz como resultado o
preenchimento completo dos mesoporos em pressao relativa menor que 1. Este tipo de
isoterma serve como uma impressao digital da geometria especifica da estrutura dos poros, ou
seja, tamanho e volume de poro.59

O padrao da isoterma obtida para o material revela a presenga de duas familias de
poros. O primeiro ponto de inflexdo da isoterma corresponde a ocorréncia da formagao da
primeira camada adsorvida que recobre toda a superficie do material. A elevacdo do volume
adsorvido para pequenos valores de pressdo relativa indica a presenca de microporos. A
segunda elevagao brusca do volume adsorvido no intervalo de pressdes relativas entre 6-8
sugere a existéncia de mesoporos interconectados aos microporos. Essa familia de mesoporos
pode ter origem tanto nos defeitos proporcionados pelo processo de ativagcdo a estrutura
cristalina do material, como discutido para a Figura 27, quanto nos espacos intercristalinos
resultantes do empacotamento das partl’culas.60

Convém destacar mais uma vez que esse resultado difere substancialmente daquele

reportado para o BioMOF-1, que parece tratar-se de um material essencialmente microporoso
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e também difere do BioMOF-100, essencialmente mesoporoso. Materiais com mesoporos
interconectados por microporos, como € o caso do BioMOF-Zn sintetizado nesse trabalho,
tem como principal vantagem melhorar a difusdo de moléculas em sua estrutura porosa.
Embora a limitacdo difusional seja usada, em alguns casos, para controlar beneficamente a
seletividade a uma determinada espécie, a presenca dos mesoporos incrementa a difusividade
de moléculas volumosas, diminuindo o tempo de residéncia da espécie nos poros do material,

impedindo a ocorréncia de possiveis reacdes indesejaveis.®!

Figura 37 — Isoterma de fissisor¢do de N, para o BioMOF-Zn-ativado.
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Fonte: Autor

A Figura 38 mostra a distribuicdo do diametro de poros do BioMOF-Zn-ativado
obtida pelo método de BJH. O diametro dos poros varia de 4 - 8 nm, com diametro médio de
5,70 nm, confirmando a caracteristica mesoporosa do material, como previsto pela isoterma
do tipo IV. A presenca dos microporos ndo € evidenciada por esta técnica devido as
limitacdes relativas ao uso do gés N, sendo que uma estratégia seria substitui-lo por gases de

moléculas menores como o argonio.
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Figura 38 — Curva de distribui¢éo do diametro de poro (BJH) para o BioMOF-Zn-ativado.
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N

A Tabela 12 resume os dados relacionados a porosidade do BioMOF-Zn-ativado
obtidos pela medida de adsor¢ao de N, bem como o valor da 4rea superficial calculada pelo

método de BET.

Tabela 12 — Dados obtidos pela medida de fisissor¢do de N, para o BioMOF-Zn-ativado

Area Especifica (BET) 350,71 m" g’

Volume de Poro (BJH) 0,21 cm’ g

Volume de Microporo 0,015 cm’g’”!
Diametro Médio de Poro (BJH) 5,70 nm

Fonte: Autor

Materiais mesoporos com alta drea especifica, como o obtido neste trabalho vém
sendo cada vez mais estudados na formulacdo de agentes de liberacao controlada de farmacos
em sistemas biologicos. Essa classe de materiais oferece vdrias caracteristicas atraentes para a
liberacdo controlada de farmacos, tais como uma alta capacidade de adsor¢do, capacidade dos
mesoporos em alterar o estado cristalino de um farmaco para amorfo, possibilidade de
estabilizar drogas carregadas dentro desses poros e a facilidade de alterar as dimensdes dos
poros para controlar a cinética de liberacdo de farmacos.®® Por essa razdo, esse material foi

submetido a ensaios de encapsulacao e liberacdo do farmaco diclofenaco de sédio.
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4.9 Ensaio de encapsulacio do farmaco diclofenaco sédico

Em funcdo das caracteristicas porosas (micro e meso) do BioMOF-Zn-ativado, o
mesmo foi submetido a ensaio de encapsula¢do do farmaco diclofenaco sédico. O diclofenaco
sddico, cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 39, ¢ um agente antiinflamatoério
nao-esterdide, largamente usado na terapia a longo prazo. Diversas pesquisas nas ultimas
décadas vém revelando que a maioria das doengas cronicas, incluindo o cancer, doencas
cardiovasculares e pulmonares, sio causadas por inflamacdes cronicas.”> A meia-vida
bioldgica do diclofenaco € cerca de 1-2 horas e consequentemente requer doses multiplas para
manter o nivel terapéutico da droga no sangue. Os efeitos colaterais adversos mais frequentes
do diclofenaco na administracdo por longo prazo sdo distirbios gastrointestinais, ulcera
péptica e hemorragia gastrointestinal. Além disso, esse farmaco € pouco solivel em dgua e em
pH éacido (1-3), mas € muito solivel na faixa de pH entre 5-8. Desta forma, estratégias que
possam diminuir a super dosagem de farmacos como o diclofenaco, por meio da liberagdao
controlada, sdo de extrema importincia para aumentar a absor¢ao do farmaco pelo paciente e

diminuir os efeitos adversos.**

Figura 39 — Diclofenaco Sédico.
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Fonte: Autor

A Figura 40 mostra que apds encapsulamento por 4 e 7 dias do fairmaco diclofenaco
sédico, o padrio de difracio de raios-X dos compostos DS@BioMOF-Zn-4D e
DS @BioMOF-Zn-7D manteve-se inalterado nas regides referentes aos planos [200] e [220]

em relacdo ao composto antes do encapsulamento.
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Figura 40 — Padrao de difrac@o de raios-X de p6 para o DS@BioMOF-Zn-4D e DS@BioMOF-Zn-4D.
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Fonte: Autor

A Figura 41 mostra um estudo comparativo entre os espectros no infravermelho do
DS @BioMOF-Zn-4D, DS@BioMOF-Zn-7D, do diclofenaco livre ¢ do BioMOF-Zn-
ativado. O aparecimento da banda em 1.453 cm™ dos compostos apds encapsulamento €
referente a deformacao angular 8(CH,)® do diclofenaco e pode ser usada como indicativo da

presenca do farmaco na estrutura do BioMOF-Zn-ativado.
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Figura 41 — Espectros no infravermelho para o DS@BioMOF-Zn-4D, DS@BioMOF-Zn-7D, diclofenaco
sodico e BioMOF-Zn-Ativado.
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Fonte: Autor

A curva TG do BioMOF-Zn-Ativado (ver Figura 31) mostrou que a saida das
moléculas dos solventes ocorre até 385 °C. A Figura 42 apresenta as curvas TG e DTA dos
compostos apds ensaio de encapsulagdo do farmaco diclofenaco, com dois tempos diferentes
de contato, amostras DS@BioMOF-Zn-4D e¢ DS@BioMOF-Zn-7D. Ambas as curvas
evidenciam duas perdas de massa até aproximadamente 385 °C. A primeira perda de massa
entre a temperatura ambiente e ~ 215 °C é devida somente a saida das moléculas de solvente.
Ja a perda de massa entre 215 e 385 °C estd relacionada a saida das moléculas de diclofenaco

oclusas na estrutura porosa do material.
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Figura 42 — Curvas TG e DTA dos compostos DS @BioMOF-Zn-4D e DS @BioMOF-Zn-7D.
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Como mostrado na Figura 43, a decomposicdo térmica do diclofenaco sédico livre
inicia em 270 °C acompanhada por um processo exotérmico em 275 °C. A decomposi¢do do
diclofenaco livre ocorre em temperatura maior do que quando adsorvido, provavelmente em
func¢do do fato de as forgas intermoleculares serem mais fortes quando o farmaco estd em seu

estado sdlido livre do que quando adsorvido sob sua forma anidnica em uma matriz porosa

como a do BioMOF-Zn-ativado.



Figura 43 — Curvas TG e DTA do diclofenaco sddico.
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A Figura 44 mostra os espectros de absor¢do no UV da solucdo sobrenadante
resultante apds 4 e 7 dias de contato entre o material poroso ativado e o farmaco. E possivel
observar que a caracteristica espectral do diclofenaco foi mantida em ambos o0s ensaios,

evidenciando que a interacdo com o material poroso ndo degrada a estrutura quimica do
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farmaco. A absorbancia medida em 275 nm, o mdximo de absor¢do da banda do diclofenaco,

foi de 0,1397 e 0,1342 para os compostos DS@BioMOF-Zn-4D ¢ DS@BioMOF-Zn-7D

respectivamente.

Figura 44 — Espectro de absor¢ao eletronica no ultravioleta do diclofenaco.
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A partir desses resultados, e com a equacao da reta mostrada pela curva de calibracio
obtida e mostrada na Figura 45, foi possivel determinar a concentragdo do diclofenaco no

sobrenadante e, indiretamente, a quantidade de farmaco adsorvida nos poros do material.

Figura 45 — Curva de calibragdo do diclofenaco de s6dio, em solucéo aquosa.
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Fonte: Autor

Substituindo o valor de y pela absorbincia medida e considerando o fator de diluicao
igual a 200, as concentragdes de diclofenaco no sobrenadante dos compostos sdo 2,3041 e
2,2132 mg.mL'l, DS@BioMOF-Zn-4D ¢ DS@BioMOF-Zn-7D, respectivamente. Como a
concentracdo inicial do diclofenaco era de 4,7612 mg.mL", significa que as concentracdes
finais do sobrenadante apds 4 e 7 dias de encapsulamento correspondem, respectivamente, a
48,3935 e 46,4841% da concentracao inicial. Desta forma, o composto DS @BioMOF-Zn-4D
foi capaz de incorporar 51,6065% do diclofenaco. J4 em apds 7 dias a incorporagdo do
material DS @ BioMOF-Zn-7D foi de 53,5160%. A Tabela 13 resume os dados do ensaio de

encapsulacdo realizados neste trabalho.

Tabela 13 — Resumo dos dados do ensaio de encapsulagdo do diclofenaco apds 4 e 7 dias de experimento.

Razao diclofenaco:MOF

Tempo de Encapsulacao % de Encapsulamento 1
(g.g")
DS@BioMOF-Zn-4D 51,6065 1,7202
DS@BioMOF-Zn-7D 53,5160 1,7838

Fonte: Autor
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O grande potencial de encapsulacdo de diclofenaco apresentado pelo BioMOF-Zn
sintetizado neste trabalho mostra uma nova possibilidade de emprego desse material na
adsor¢do de outras moléculas anidnicas, uma vez que o mesmo s6 foi testado, ate entdo, na
adsor¢do de espécies catiOnicas como o farmaco procainamida, fons terra raras e corantes
organicos catidnicos como piridino-hemicianina.

O farmaco diclofenaco vem sendo utilizado em sistemas de drug delivery que utilizam
diversas matrizes como hospedeiros. Exemplos vao desde nanoparticulas a base de amido até
os surfactantes nio-aniénicos SPAN® 60 e TWEEN® 60. A Tabela 14 traz alguns resultados
de estudos de encapsulamento do diclofenaco, bem como a matriz hospedeira utilizada e a

quantidade de farmaco encapsulado (razdao farmaco/hospedeiro).

Tabela 14 — Dados referentes ao encapsulamento do diclofenaco em diferentes matrizes.

Razao
Hospedeiro Referéncia
Farmaco/Matriz (g.g-1)
Nanoparticula de amido 0,0182 66
SPAN® 60 (Estereato sorbitano) 0,073 67
TWEEN® 60 (Monoestereato sorbitano polietileno
0,020 67
glicol)

MOF MIL-53(Fe) 0,632 68

Fonte: Autor

Apesar de eficientes no encapsulamento do diclofenaco, pois este farmaco possui
cardter anfifilico, podendo interagir com por¢des hidrofébicas e hidrofilicas da matriz,* estes
hospedeiros apresentam uma eficiéncia bem menor no encapsulamento de diclofenaco quando
comparado aos resultados obtidos neste trabalho.

De fato, nos dltimos anos, os MOFs tém sido capazes de encapsular diversos fairmacos
em sua estrutura porosa e entregd-los de forma eficiente as células em sistemas in vitro.
Exemplos sdo os trabalhos de Horcajada et al. (2009) que relataram o encapsulamento de
diferentes agentes anticancer dentro de MOFs;* McKinlay et al. (2008) que encapsularam e
verificaram a liberacdo do agente vasodilatador oxido nitrico (NO)70 e He et al. (2014) usando
MOF como carregador da molécula anticancer cis-platina, assim como o agente de
reconhecimento siRNA, com o objetivo de aprimorar as atividades terapéuticas.’’

Algumas das principais vantagens dos MOFs como agentes para drug delivery -

quando comparados com sistemas organicos como lipossomas, micelas e surfactantes ou
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inorganicos como zedlitas e silicas mesoporosas - sdo sua alta capacidade de carga,
possibilidade de funcionalizagdo pds-sintese e uso de ligantes que podem aumentar a
afinidade entre o farmaco e as células alvo.

Ainda em relacdo a capacidade de carregamento de farmacos, foi realizado muito
recentemente estudos computacionais mostrando que MOFs podem encapsular 2 g de farmaco
por grama de material poroso, uma capacidade, como corrobora nosso trabalho, muito maior
que o potencial encontrado em outros carregadores organicos e silicas mesoporosas que

apresentam capacidade tipicamente de 0,3 mg.g".”*"

4.10 Ensaio de liberacio do farmaco diclofenaco soédico

Em ambos os experimentos de encapsulagdo, a capacidade de adsorcdo de diclofenaco
ap6s foi praticamente a mesma, aproximadamente 1,7 g.g'l. Diante disto, nos ensaios de
liberacdo controlada foi utilizado apenas o composto obtido apés quatro dias de experimento.
O perfil de liberacdao do diclofenaco a partir do DS@BioMOF-Zn-4D foi estudado em
tampao PBS pH 7,4 a temperatura ambiente. A Figura 46 mostra que a liberagdo do farmaco
manteve-se crescente até aproximadamente 5 horas de ensaio, devido provavelmente as
moléculas fisicamente adsorvidas na estrutura porosa do material. Esse primeiro estigio de
liberacdo continua e imediata da dose inicial € necessdrio para produzir um efeito
farmacolégico desejado sem causar danos ao palciente.74

A liberacdo mdaxima do diclofenaco foi proxima a 56% depois de 48 horas de
experimento, o que indica uma possivel coordenag¢do do firmaco ao um sitio de coordenacao

vazio dos ions de zinco do BioMOF-Zn, isto €, uma adsor¢cao quimica.



77

Figura 46 — Perfil de liberacdo do diclofenaco a partir do DS@BioMOF-Zn-4D.
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Fonte: Autor

Beneficiados por vantagens unicas, essa classe de materiais porosos inorganicos
sintéticos vem mostrando-se eficiente em aplicacdes de drug delivery de diversos tipos de
farmacos. No entanto, esta nova drea da pesquisa em quimica encontra-se apenas no inicio, e
numerosos e detalhados estudos precisam ser feitos antes de aplicacdes clinicas, tais como,
avaliacdo da toxicidade in vivo, elucidacdo dos mecanismos de degradacdo, de modo a se
determinar a real estabilidade do MOF no organismo, modificacdo da superficie a fim de
melhorar o reconhecimento celular, além de pesquisas referentes a eficiéncia in vivo e

farmacocinética.
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5 CONCLUSOES

A metodologia de sintese empregada neste trabalho levou a obtengao de um BioMOF-
Zn com caracteristicas de material mesoporoso (5,70 nm de didametro médio de poro) e area
especifica (BET) de 350,71 m’ g"'. Em funcio disso, apresentou excelente resultado quando
foi submetido a encapsulaciao do farmaco diclofenaco sédico em suas cavidades.

O fato de este novo composto ter conseguido incorporar até 1,78 g de diclofenaco por
grama de material, quando submetido a sete dias de encapsulamento, aliado ao perfil de
liberacdo do farmaco em tampdao PBS pH 7.4, revela seu potencial como um promissor
candidato a carregador de farmacos anidnicos em sistemas de drug delivery. Além disso, a sua
forte emissdo na regido do visivel possibilita o uso desse material como agente de imagem.
Portanto, dentro desse contexto, o principal resultado do trabalho aponta para a sintese de um
material provavelmente biocompativel, que por apresentar simultaneamente forte emissdo no
visivel, porosidade permanente e grande capacidade de adsor¢@o de diclofenaco, pode ter seu
potencial investigado como material terandstico (composto que alia as propriedades
terapéuticas e diagndsticas).

Incrementos nos valores iniciais do pH da sintese diminuiram a nuclea¢do dos cristais
proporcionando significativa diminuicdo do desdobramento e aumento no tamanho dos
cristais do BioMOF-Zn, sendo possivel obter cristais de até 31,11 pm quando o pH inicial foi
elevado para 6,75. Por outro lado, a presenca do surfactante CTAB também interrompeu o
desdobramento dos cristais do material. Na condi¢ao molar CTAB:Zn igual a 1, cristais tao
grandes quanto 46,73 pm foram obtidos. No entanto, quando essa razdo € duplicada, houve
uma diminuicdo de cristalinidade — fato esse também observado com o pH 5,75 — o que foi
confirmado por DRX e MEV. No entanto, apesar da diminuicao da cristalinidade dessas duas
amostras, as alteracdes no pH inicial da sintese bem como a presenga do surfactante tiveram
influéncia na forma dos cristais, mas ndo afetaram a estrutura cristalina do BioMOF-Zn
obtido neste trabalho, mostrando a estabilidade desse sistema que independente das alteracdes

realizadas, levou de forma geral, a formacao de um mesmo produto.
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6 PERSPECTIVAS

- Influencia das diferentes morfologias nas propriedades fisicas e bioldgicas;

- Estudo in situ da encapsulacao, usando radia¢ao Sincroton (XANES e EXAFS) no LNLS;

- Estudo in situ das cinéticas de adsor¢do e liberagdo do farmaco, usando espectroscopia no
UV-Vis;

- Estudo da influéncia da temperatura, da concentracdo do farmaco e do pH na cinética de
liberacdo do diclofenaco;

- Proposi¢do da composicao estequiométrica do material encapsulado;

- Encapsulamento e liberaciao do farmaco procainamida;

- Avaliagdo da citotoxicidade;

- Obtencgao do espectro FL do pellet a fim de investigar a capacidade sensora do material;

- Obtencdo do BioMOF-Zn em escala nanométrica;

- Imageamento celular via microscopia confocal.
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7 ANEXOS

Anexo A - Curva padrio de diclofenaco sédico em PBS pH 7.4.

Absorbancia

1,04

0,84

0,6+

0,44

0,24

0.0

<

-

y = 0,026x + 0,0025

R? = 0,999

0

10 20 30

Concentragao (ug.mL")

40

86



Anexo B - Espectros simulados de RMN de 'H e °C do ligante bpdc.
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Anexo C — Espectro de RMN de 'H no estado sélido do BioMOF-Zn.
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Anexo D - Espectro de emissdo do BioMOF-1 sintetizado por An et al. (2009) e excitado em ~340 nm.
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