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Impacto esperado com a pesquisa

Com a pesquisa em design de plataformas multifuncionais espera-se um impacto
significativo na sociedade, principalmente na area da terapia combinada, com
foco em hipertermia induzida. A hipertermia € um tratamento promissor para o
cancer, onde o aumento da temperatura € direcionado para matar as células
cancerigenas. O uso da nanoplataforma proposta neste trabalho, pode aprimorar
essa terapia. A propriedade fototérmica das nanoparticulas podem ser ativas por
radiacao de infravermelho e com base em parametros especificos contribuir para
uma terapia eficiente. A plataformas multifuncionais baseadas em redes
metalorganicas (MOFs) podem ser carregadas com moléculas bioativas
anticancerigenas para atuagao de quimioterapia associada a hipertermia: um
terandstico. Essa plataforma terandstica pode reduzir os efeitos colaterais da
terapia combinada, por meio da liberagao lenta e controlada do farmaco no local
especifico do tumor. Através da engenharia de superficie, pode-se introduzir a
plataforma multifuncional propriedades caracteristicas de bioentidades
contribuindo para uma maior eficacia da terapia combinada. Em resumo, a
presente pesquisa tem o potencial de revolucionar a terapia combinada, com
foco em hipertermia, oferecendo tratamentos mais eficazes, com menos efeitos

colaterais e um impacto positivo na qualidade de vida dos pacientes.



Expected impact of the research

With research into the design of multifunctional platforms, a significant impact on
society is expected, especially in the area of combined therapy, with a focus on
induced hyperthermia. Hyperthermia is a promising treatment for cancer, where
the increase in temperature is targeted to kill cancer cells. The use of the
nanoplatform proposed in this work can improve this therapy. The photothermal
property of nanoparticles can be activated by infrared radiation and based on
specific parameters contribute to efficient therapy. Multifunctional platforms
based on metal-organic networks (MOFs) can be loaded with bioactive
anticancer molecules to act as chemotherapy associated with hyperthermia: a
theranostic. This theranostic platform can reduce the side effects of combined
therapy, through the slow and controlled release of the drug at the specific tumor
site. Through surface engineering, properties characteristic of bioentities can be
introduced to the multifunctional platform, contributing to greater effectiveness of
the combined therapy. In summary, this research has the potential to revolutionize
combined therapy, focusing on hyperthermia, offering more effective treatments,

with fewer side effects and a positive impact on patients' quality of life.
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Resumo

As Redes Metalorganicas (Metal-Organic Frameworks, abreviado pelo acrénimo MOFs)
sdo uma classe de polimeros de coordenacdo porosos formados pela coordenacéo
entre moléculas organicas e ions/clusters metalicos. Nesta tese, uma série de MOFs
baseados no ligante (i) 2-metilimidazol e ions zZn(ll), (ii) 1,3,5-benzenotricarboxilico e
ions Fe(lll) e (iii) 2-butenodidico e ions Fe(lll) foram obtidos, a saber: sistema ZIF-8 (i),
MIL-100 (ii) e MIL-88A (iii), respectivamente. Dentro desse contexto, o objetivo central
do trabalho foi investigar o uso de diferentes metodologias para a construcéo de
nanoplataformas multifuncionais baseadas no sistema NP@MOF (NP = nanoparticulas
fotoativas) para serem utilizadas no tratamento de células cancerigenas pelo método de
Hipertemia. Sendo assim, dois materiais baseados na particula azul da Prussia
funcionalizados com polivinilpirrolidona (PB-PVP) e citrato (PBcitrato) foram
sintetizadas e a propriedade do efeito fototérmico foi investigada sob irradiacé@o de laser
no comprimento de 808 nm, variando os parametros tempo de irradiacdo (0 — 600 s) e
poténcia do laser (1,0; 1,5 e 2,0 W cm?). O trabalho prosseguiu entdo, no
desenvolvimento de uma rota de preparacéo de trés compdsitos do tipo core-shell, nos
quais o caroco (core) foi constituido pelas particulas fotoativas e a casca (shell), pelas
redes metalorgéanicas (i) ZIF-8, (i) MIL-100, (iii) MIL-88A. A partir das técnicas de
difragcdo de raios X, imagem de microscopia de transmissao e varredura, espectroscopia
por dispersao de elétrons, espalhamento de luz dindmico e potencial zeta foi possivel
estabelecer a condicao core-shell dos sistemas, o tamanho das particulas e a espessura
do shell na superficie das particulas. O farmaco 6-mercaptopurina (6MP), um
imunossupressor, foi incorporado no sistema compdésito PB-PVP@ZIF-8@6MP pelo
método in-situ com uma eficiéncia de encapsulacdo de 98,02%. Estudos de liberagéo
controlado do farmaco em meio de solucdo tampéo PBS (pH 5,0 e pH 7,0) indicam uma
liberacdo de 14% em meio acido (pH 5,0). Além da sintese, caracterizacdo e estudo
fototérmico e de liberagcdo de farmaco, foi realizado o revestimento do compdsito com
membranas celulares de macréfagos (MM), dando origem a plataforma multifuncional
PB-PVP@ZIF8@6MP@MM. Além disso, foi possivel como esse mesmo material, a
formacéo de bioadesivos a base de polpa de cebola (allium cepa L.) com a producgéo do
material PB-PVP@ZIFB@6MP@FBC como proposta para uso tépico acrescentando
propriedades medicinais (caracteristicas antioxidantes, anticarcinogénicas e
antimicrobianas das fibras de cebola) a nanoplataforma. Os materiais PBcitrato @MIL-
100(Fe) e PB-PVP@MIL-100(Fe) foram obtidos com sucesso a partir de duas rotas
sintéticas distintas: auto-montagem assistida por microondas e auto-montagem do tipo
LBL (layer-by-layer). Alguns estudos adicionais ainda foram realizados, mas em sua
fase preliminar como a formacgédo do sistema PB-PVP@MIL-88A e a tentativa de
obtencédo de uma MOF inédita contendo ions Zn(ll) e o farmaco 6-mercaptopurina como
ligante, denominado de 1(Zn/6MP) e posteriormente PB-PVP@1(Zn/6MP).

Palavras-chave: Materiais nanoestruturados, Nanoparticulas, Compdsitos, Polimeros
de coordenagéo, Hipertermia.



Abstract

Metal-Organic Frameworks (abbreviated by the acronym MOFs) are a class of porous
coordination polymers formed by coordination between organic molecules and metal
ions/clusters. In this thesis, a series of MOFs based on the ligand (i) 2-methylimidazole and
Zn(ll) ions, (ii) 1,3,5-benzenetricarboxylic acid and Fe(lll) ions and (iii) 2-butenedioic acid and
Fe( Ill) were obtained, namely: ZIF-8 system (i), MIL-100 (ii) and MIL-88A (iii), respectively.
Within this context, the central objective of the work was to investigate the use of different
methodologies for the construction of multifunctional nanoplatforms based on the NP@MOF
system (NP = photoactive nanoparticles) to be used in the treatment of cancer cells using
the Hypertemia method. Within this context, the central objective of the work was to
investigate the use of different methodologies for the construction of multifunctional
nanoplatforms based on the NP@MOF system (NP = photoactive nanoparticles) to be used
in the treatment of cancer cells using the Hypertemia method. Therefore, two materials based
on the Prussian blue particle functionalized with polyvinylpyrrolidone (PB-PVP) and citrate
(PBcitrate) were synthesized and the property of the photothermal effect was investigated
under laser irradiation at a length of 808 nm, varying the irradiation time parameters. (0 —
600 s) and laser power (1.0, 1.5 and 2.0 W cm2). The work then continued, developing a
route for preparing three core-shell composites, in which the core was made up of
photoactive particles and the shell was made up of metal-organic networks (i) ZIF-8, (ii) MIL-
100, (iii) MIL-88A. Using X-ray diffraction techniques, transmission and scanning microscopy
imaging, electron scattering spectroscopy, dynamic light scattering and zeta potential, it was
possible to establish the core-shell condition of the systems, the size of the particles and the
thickness of the shell on the surface of the particles. The drug 6-mercaptopurine (6MP), an
immunosuppressant, was incorporated into the PB-PVP@ZIF-8@6MP composite system by
the in-situ method with an encapsulation efficiency of 98.02%. Controlled release studies of
the drug in PBS buffer solution (pH 5.0 and pH 7.0) indicate a release of 14% in acidic
medium (pH 5.0). In addition to the synthesis, characterization and photothermal and drug
release studies, the composite was coated with macrophage cell membranes (MM), giving
rise to the multifunctional platform PB-PVP@ZIF8@6MP@MM. Furthermore, it was possible,
using this same material, to form bioadhesives based on onion pulp (allium cepa L.) with the
production of the material PB-PVP@ZIF8@6MP@FBC as a proposal for topical use, adding
medicinal properties (characteristics antioxidants, anticarcinogenic and antimicrobial
properties of onion fibers) to the nanoplatform. The materials PBcitrate@MIL-100(Fe) and
PB-PVP@MIL-100(Fe) were successfully obtained from two distinct synthetic routes:
microwave-assisted self-assembly and layer-by-layer self-assembly. Some additional studies
were still carried out, but in their preliminary phase, such as the formation of the PB-
PVP@MIL-88A system and the attempt to obtain an unprecedented MOF containing Zn(ll)
ions and the drug 6-mercaptopurine as a ligand, called 1(Zn/6MP) and later PB-
PVP@1(Zn/6MP).

Keywords: Nanostructured materials, Nanoparticles, Composites, Coordination Polymers,
Hyperthermia.
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1. Introdugao

1.1. Metal-Organic Frameworks (MOFs)

As Redes Metalorganicas (Metal-Organic Frameworks no inglés,
abreviado pelo acronimo MOFs) s&do uma classe de polimeros de coordenagéo
porosos com potenciais aplicagdes industriais e de consumo na sociedade
moderna.’ As redes metalorganicas (a partir de agora mencionadas como
MOFs) sdo materiais formados por repeticdes peridodicas de unidades de ions
metalicos unicos ou entidades maiores formadas por varios ions metalicos
(polinucleares ou clusters) e moléculas organicas (ligantes) por meio de fortes
ligacbes de coordenacdo formando uma rede bidimensional (2D) ou
tridimensional (3D) contendo espagos vazios (cavidades).*® Se pensarmos nas
inumeras opgdes de ions metalicos e moléculas organicas, o céu é o limite para
esses materiais; ainda ousamos dizer que esses limites sao definidos apenas
pela imaginagao. As unidades de coordenagao ou blocos de construgcdo na
formagao das MOFs sao mostradas na Figura 1 e ilustram os quatros principais
conceitos dessa classe de material: (i) ion metalico ou cluster metalico (i)
molécula organica (ligante), (iii) a rede formada pela coordenagao do ligante ao
ion metalico e (iv) o espaco interno da estrutura formada.

A natureza da ligagao quimica metal-ligante na formacao das estruturas
MOFs sao predominantemente covalentes do tipo acido/base de Lewis. "8 Os
ligantes orgénicos necessitam conter grupos com pares de elétrons livres
acessiveis (ser base de Lewis) para a coordenacao do ion ou aglomerado
metalico (acido de Lewis) e serem capazes de organizar a estrutura em uma
geometria 2D ou 3D ao invés de uma estrutura discreta. As inumeras
combinagdes entre ion ou aglomerados metalicos e ligantes organicos permitem
diversas possibilidades de topologias (forma de conexdo das redes).® Essa
adaptabilidade estrutural envolve a quimica de metais, quimica de ligantes e
grupos funcionais (ver Figura 2) e fazem das MOFs, materiais altamente

promissores.
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Figura 1. Representacdo dos blocos de construgdo das redes metalorganicas
(MOFs). As redes sao formadas pela coordenagdo da molécula organica (circulo
amarelo) ao lon metalico ou cluster (circulo verde). O espago vazio é ilustrado
pelo circulo azul. A propagacgao da rede no espaco 2D ou 3D é representado pela
linha pontilhada e a area superficial do poro € representado pela forma
geométrica quadrada e hexagonal. Fonte: Adaptado da referéncia [9].

As MOFs expressam uma diversidade de caracteristicas que podem ser
relacionadas a quimica usada na formacao desses materiais. As moléculas
organicas (lineares, polidentados, sistema conjugado, entre outros) contribuem
na variedade de arquiteturas MOFs e no tamanho do espaco vazio, dos poros.
As funcionalidades especificas da porgao organica (acido-base, redox, grupos
polares e nao-polares) caracterizam a propriedade final da MOF. Os ions
metalicos ou aglomerados metalicos (clusters) acrescentam propriedades fisicas
as estruturas metalorganicas como por exemplo, luminescéncia, catalise,

biocompatibilidade, entre outros.®
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Figura 2. Representacdo dos dominios de um material MOF - Quimica de
metais, Quimica de ligantes e Grupos funcionais - presente nos blocos de
construgédo das MOFs. Fonte: Adaptado da referéncia [10].

As MOFs tém propriedades notaveis como elevada area especifica,
cristalinidade, estabilidade térmica, possibilidade de funcionalizacdo e
modificagdo pos-sintética'’ e vantagens, como métodos simples de sintese’?,
ajuste de tamanho de particula'®, poro'* e biocompatibilidade'®. Sua estrutura
versatil, tem resultado no interesse crescente no que diz respeito a estrutura e
composi¢cao, como também em esforgcos de otimizagao e funcionalidades para
necessidades futuras.’®

A diversidade estrutural e a possibilidade de modificagao (a partir dos
grupos funcionais) tornam as MOFs materiais altamente promissores com
potencial impacto em aplicagdes como armazenamento de gas'’, catalise
heterogénea’®, sistemas de liberagdo de farmacos'®, sistema de detecgdo de

compostos organicos?°, materiais biomédicos?", dispositivos emissores de luz?,

-
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entre outras. Desde a descoberta das MOFs 3D com o trabalho do Prof. Omar
Yaghi em 1999, cerca de 107 mil estruturas cristalinas tém sido reportadas e
estudadas até entido.?

As MOFs sao construidas a partir da automontagem de ions ou clusters
metdlicos inorganicos e ligantes organicos através de ligagdes coordenadas.’”®
O Prof. Omar Yaghi introduziu o conceito de quimica modular para o design

racional de estruturas-alvo MOFs através da Sintese Reticular.2

As rotas de sintese na obtencdo das MOFs ja sdao bem conhecidas e
discutidas em alguns artigos de revis&o.242526.12.27.28 Cada método pode levar a
compostos com diferentes tamanhos de particulas, distribuicdes de tamanhos e
morfologias que internamente levam a diferentes aplicagdes. Entre muitas,
algumas abordagens sintéticas importantes sao evaporagao lenta*?>%
Hidro/solvotérmica2?:39:31.32 assistida por microondas33343% sonoquimica36:37-38,
mecanoquimica3®4%41  eletroquimica*?4344, spray-drying*>4647  ionotérmica*®4°

entre outras sinteses, as quais tém sido empregadas e discutidas na literatura.

Em geral, a sintese em fase aquosa a partir do método convencional
(aquecimento elétrico) oferece alta solubilidade dos precursores e cristais
grandes de boa qualidade adequados para caracterizagao estrutural. No entanto,
requer temperaturas (~130 °C) e longos tempos de reagdo. Além disso, a
formagdo de fases impuras (precursores nao-reagidos ou recristalizado)
influencia no baixo rendimento do produto. Normalmente, nas sinteses
solvotérmicas, solventes com alto ponto de ebuligdo (DMF, DMSO, DEF,

acetonitrila) sdo usados em autoclaves revestidas com teflon.

Do ponto de vista ambiental, as abordagens sintéticas de estado sdlido ou
em agua sob temperatura ambiente sdo ambientalmente amigaveis. A sintese
mecanoquimica (moinho de bolas) é isenta de solvente, de alto rendimento,
rapida e em temperatura ambiente. Atualmente, esse € um dos métodos de
sintese em larga escala de materiais MOFs com menor custo, facil operacao e
taxa de reacdo eficiente em comparagao ao método convencional de sintese. As

vezes, para a aceleragao da reagédo, a moagem assistida por liquido é usada.
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Outra via de preparacao verde sio sinteses em fase aquosa. Além de ser
livre de solventes perigosos, apresentam vantagens como estabilidade, alta taxa
de producado, baixo custo, como também permite a produgdo continua de
MOFs.5027.31 Além do mais, em comparagdo com solventes organicos oclusos
nos canais dos poros, as moléculas de agua sao mais facilmente removidos no
processo de ativagdo.®'%2 Comparado ao método convencional, a sintese
assistida por microondas € um método simples e rapido. No geral, séo
comumente aplicados para obter MOFs em escala nanométrica com alta pureza,
distribuicdo uniforme e morfologia idéntica das particulas. Outro método para
obtengdo de nanoparticulas é a sintese sonoquimica.>® Este também é um
método eficiente para encurtar o tempo de cristalizagdo gerando centros de

nucleagdo homogéneos.

Arespeito da produgcdo de MOFs em escala industrial, os métodos devem
atender parametros importantes como custo dos reagentes, tempo de reagéo,
concentragdo, quantidade de solvente, condicdes amenas, entre outros.%*%°
Além do mais, em reatores industriais na maioria da vezes € necessaria uma
etapa de modelagem a fim de compactar o p6 em dimensdes milimétricas
(pellets, extrudados, granulos, monolitos, etc) mantendo a porosidade inicial das

particulas.%®

As metodologias sintéticas exploradas para a preparagao de materiais em
nanoescala com particulas uniformes e monodispersas (conhecidos como
nanoMOFs 0-D) apesar de serem conhecidas, ainda configuram um desafio
significativo. Com base no mecanismo de cristalizagao classico, a chave para
sintetizar nanocristais uniformes é a separacgao da nucleagao e do crescimento®’

como por exemplo, o modelo de LaMer®® (ver Figura 3).

O mecanismo de formacgao tipico de MOFs envolve a automontagem
coordenativa entre os centros de ions ou cluster metalicos e o ligante organico.
Essa formacdo pode ser compreendida pelos fundamentos da cristalizagao
classica, a qual envolve a transformacgao de fase das particulas de um arranjo

desordenado a um arranjo periddico, denominado cristal.59.60
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Figura 3. Representacdo esquematica da nucleagdo e crescimento de
nanoparticula MOF de acordo com o modelo de LaMer. Em azul, sintese de
nanoparticulas MOF pequenas e uniformes consiste na formacgao rapida de
nucleos abundantes. Em vermelho, sintese de nanoparticulas MOF grandes e
uniformes consiste na formacgao lenta de nucleos. Fonte: Adaptado da referéncia
[61].

A formacgao do cristal consiste em quatro etapas (i) aumento rapido da
concentracdao de mondmeros precursores - estagio |, (ii) nucleagdo homogénea
expressiva a medida que a concentracdo de mondmeros reativos excede a
concentragdo critica de nucleacdo (Cnucleagao), (iii) rapida nucleacdo na
concentragdo de monémeros em solugdo (a qual inibe nucleagbes futuras) —
estagio Il e (iv) crescimento do cristal até atingir a concentracado de saturacao
(Csaturagao) — estagio 1ll. Como pode ser observado, o periodo é o fator critico para
a formacédo de nanoparticulas uniformes. Desta forma, € crucial a geragéo
expressiva de nucleos e uma rapida nucleacéo, consequentemente, eliminando

os precursores da solugdo e diminuindo o tempo de crescimento do cristal.5"
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1.2.MOFs em aplicagodes bioldgicas

Para bioaplicacbes, €& essencial desenvolver uma nanoestrutura
biossegura e biofuncional. A biocompatibilidade € um dos principais requisitos e
esta associada a natureza das interacdes entre o material e as entidades /
estruturas vivas, e seu efeito resultante em ambientes bioldgicos.5? A segurancga
desses materiais MOFs incluem sua composi¢cao quimica, estrutura (rigida ou
flexivel), tamanho da particula, morfologia e propriedades de superficie. Esses
fatores sao fundamentais para direcionar o transporte dessas nanoestruturas no
sistema biolégico de modo a evitar riscos potenciais a saide.®® Em particular, as
MOFs tém varias caracteristicas que as tornam excelentes candidatas em

aplicagbes biomédicas, tais como®*:

(i) grandes superficies de poros e volumes associados a altas capacidades de

adsorgao de farmaco (carga util e eficiéncia);

(i) superficie interna (poros) e externa funcionalizaveis, onde podem ocorrer
interacoes especificas hospedeiro-hdspede, permitindo o processo reversivel de
adsorgao / dessorgao do farmaco e / ou a modificagdo de sua superficie externa

para melhorar sua estabilidade in vivo e / ou biodistribuicao;

(iii) liberacao controlada do farmaco evitando o conhecido "efeito de explosao"

(liberacao rapida da carga ativa nas primeiras horas);

(iv) a possibilidade de usar agentes de contraste saudaveis e constituintes
bioativos (cations ou ligantes organicos) em suas estruturas (materiais de

estrutura bioativos, também chamados de bioMOFs); e

(v) biodegradabilidade, mantendo-se estavel o suficiente para cumprir sua
funcdo, e entdo, sendo bioeliminada do organismo, evitando o acumulo

endogeno e efeitos de toxicidade associados.

Além disso, se tratanto de mecanismos de passagem celular, particulas em
escala nanométrica (0-D) com morfologias esféricas tém uma natureza
invasiva.?® De modo geral, os desafios criticos das MOFs em aplicagbes

biomédicas ndo sdo apenas o controle preciso do tamanho das particulas e da
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porosidade, mas também o efeito da afinidade de superficie em seus

comportamentos metabdlicos in vivo.6?

Composigao quimica. Os efeitos toxicos das MOFs, se correlacionam aos seus
cations metalicos, grupos funcionais nos ligantes organicos, contra-ions e
solventes constituintes da estrutura.? A partir de ligantes organicos
bioativos/moléculas enddgenas e centros metalicos bioativos/biocompativeis, as
estruturas MOFs biologicas (BioMOFs)® podem ser construidas e a toxicidade
pode ser superada. Qualquer composto ou elemento esta sujeito as limitacdes
associada a relagao entre deficiéncia, resposta fisioldgica 6tima e toxicidade
para uma determinada espécie em questdo, de acordo com a dose conforme a
curva representada na Figura 4. As substéncias ndo-toxicas (Figura 4A) em
baixas concentragbes contribuem beneficamente no desenvolvimento do
organismo, que passa de deficiente (regido |) para 6timo (regiao Il), e garante o
funcionamento normal. Na regido de dose ideal tém-se o balango e o equilibrio
dos elementos essenciais, a qual, acima desta concentracdo uma acéao toxica
atua no sistema bioldgico (regiao Ill). E, em uma concentracgao limite, a resposta
fisiologica é letal ao organismo. Para as substancias toxicas (Figura 4B), ha uma
faixa de concentragéo toleravel pelo organismo (regido V), seguido de uma agéo

toxica acima de uma concentragdo limite e letal.57:68
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Figura 4. Curva dose resposta da tolerancia de elementos essenciais (a) e nao-
essenciais (b) no organismo. Regido | — Sobrevivéncia, Il — Dose ideal, Il —
Toxicidade, IV — Letalidade e V — Toleravel. Fonte: Adaptado da referéncia [67].

Nesse contexto, compostos ou elementos toxicos em baixas

concentracbes podem ser benéficos para o organismo, enquanto, elementos
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essenciais (ndo-téxicos) podem ser perigosos em altas doses. Além do mais, a
toxicidade depende de outros fatores, como via de administracdo, tempo de

exposicdo e acumulo / eliminagdo do corpo.t8

A respeito de toxicidade, a concentracdo de uma substancia tem como
base a dose letal mediana (DLso0) a qual expressa a quantidade capaz de matar
50% dos individuos de uma populagdo em teste apds um determinado periodo.
Levando em consideragcdo as MOFs em testes in vivo, a dose oral letal em ratos
(DLso, mg Kg') e a composicdo de metais em humanos, os metais mais

apropriados para bioMOFs sao apresentados na Tabela 1.5864

Tabela 1. Exemplos de metais bioativos usados na medicina, Dose letal oral
Composicao dos metais em humanos e dose oral 50 letal em rato (LDso).

DLso oral em ratos Necessidade diaria em

Elemento (mg Kg') humanos (mg dia™)

» Mg?* (sulfato) 5000 350

§ Ca?* (cloreto) 1940 1200

§ Fe3* (cloreto) 450 15

w Zn2* (acetato) 100-680 1

g Zr** (acetato) 4100 3,5

£ Ti**(didxido) 12000 0,5
Cu?*(sulfato) 30 2

) Al¥*(nitrato) 261-286 7,2

§ Bi%*(nitrato) 2000 0,005-0,02

2 \/5*(6xido) 10 0,5-1

g Gd**(cloreto) 80 ;

z Ru#*(6xido) 4580 0,004
Mn?*(acetato) 3730 4,5-8,2

@ Média para um humano adulto de 70 kg. As quantidades relativas de cada elemento
variam de individuo para individuo, principalmente devido as diferengas na proporgéao
de gordura, musculo e 0sso em seu corpo.

De acordo com a Tabela 1, as concentragdes elevadas dos metais Zn, Fe,

Ca e Mg em humanos possibilitam a administracdo de MOFs em elevadas
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concentracdes sem causar, a priori, toxicidade. Outros metais potencialmente
interessantes para a sintese de MOFs biocompativeis sao cations

biologicamente inertes, como Au, Ag, Zr e Ti.6970.71.72

Os ligantes organicos podem ser moléculas endégenas que participam do
sistema metabdlico e tem fungao fisiolégica como aminoacidos, peptideos,
proteinas, nucleobases, carboidratos e porfirinas, ou moléculas exdgenas
biologicamente ativas como moléculas terapéuticas com grupos poli-
complexantes (farmacos) na construgdo das estruturas MOFs bioldgicas.”®74 A
desvantagem do uso das moléculas bioldgicas sdo os defeitos de simetria no
produto MOF final. A flexibilidade de muitas biomoléculas leva as geometrias
desfavoraveis e a interpenetragéo, resultando em estruturas nio-porosas.” A
toxicidade de MOFs nao € bem investigada, porém mediante a decomposicao
estrutural, a exposi¢cdo dos ligantes organicos pode ter risco ao sistema
bioldgico. Quanto aos ligantes exdgenos bioativos usados para sintese de MOFs
como &cido tereftalico (DLso = 5 g kg™') na MOF-576 in vitro e UiO-66%°, acido
fumarico (DLso = 10,7 g kg™') na MIL-8877, acido latico (DLso = 4,8 g kg™') na MOF-
1201 e MOF-1203"8 estao envolvidos no ciclo de Krebs (ou ciclo do acido citrico),
e sdo oxidados para a produgcdo de energia (ATP).”47° Além deles, 2-
metilimidazol (LD50 = 1,4 g kg™), acido trimésico (DLso = 8,4 g kg') e adenina
estdo disponiveis para bioaplicagbes das estruturas ZIF-8%, MIL-1008" e
bioMOF-182, respectivamente. Algumas estruturas MOFs a partir de moléculas

orgéanicas endogenas foram obtidos.”®

1.3. Toxicidade de MOFs

As MOFs, a partir das ciéncias multidisciplinares, apresentam uma
capacidade promissora no desenvolvimento de materiais para a area biomédica
combinando caracteristicas eficientes e aplicaveis das diversas areas por meio
de sinergismos das propriedades.® Essas estruturas apresentam a capacidade
de coexisténcia (no mesmo material) de ligantes organicos bioativos e centros
metalicos biologicamente relevantes, por vezes com redes muito estaveis em

meio aquoso e sob condigdes fisioldgicas.®*
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Em aplicagdes bioldgicas, a rota de administragcdo e a toxicidade do
material dependem de parametros fisico-quimicos, como por exemplo, tamanho
de particula, morfologia, carga superficial e estabilidade das particulas que, em
escala nanométrica, sdo capazes de incorporar as células.®86 A combinacao
entre 0 tamanho de particula homogéneo com morfologias bem definidas e
uniformes na projecao de estruturas MOFs (nanoMOFs) para bioaplicagdes (ver

Figura 5) representam um desafio para os pesquisadores.?7-8
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Figura 5. Relacdo do tamanho de particula versus via de administracdo para
bioaplicacdes. A esquerda: representacdo das vias de administragdo. A direita:
representacdo dos diferentes processos dependentes do tamanho. Fonte:
Adaptado da referéncia [86].

Em decorréncia da miniaturizacdo, as nanoMOFs exibem a capacidade de

dispersdao em meios aquosos e outros solventes sendo investigadas como um

-
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promissor veiculo de entrega de agentes terapéuticos e/ou de diagndstico, com
potencialidades de impacto na area biomédica.8%®® Apesar dos avangos em
sistemas diagnosticos e terapéuticos associado ao uso de MOFs, dados

validados sobre os riscos potenciais a saude ainda estdo sendo estabelecido.®"

Por se tratar de um material (i) insoluvel em praticamente qualquer solvente,
(ii) contendo centros metalicos em concentragdes nao toleraveis por humanos e
(i) com baixa estabilidade sob diferentes condigbes, esses materiais
apresentam riscos toxicologicos graves. Uma vez administrado biologicamente,
a MOF ou seus constituintes, podem se acumular nas células no decorrer da

absorgéo, distribuigcdo e excregao bioldgica.%?

A necessidade de compreender o comportamento das MOFs em sistemas
biolégicos € de extrema importédncia, mas nem todos os estudos in vivo
apresentam o potencial efeito toxicolégico. Em 2008, por exemplo, Taylor et al.
reportaram o uso de uma nanoMOFs a base de Mn(ll) como agente de
diagnostico em imageamento por ressonancia magnética e apresentaram
resultados in vitro e in vivo sem estudos de viabilidade celular.”” * A estrutura
Mn3(BTC)2(H20)s (2) consiste do ligante acido trimésico coordenado a Mn(ll)
com particulas razoavelmente uniformes, morfologia do tipo haste espiral com 1-
2 um de comprimento, 50-100 nm de didmetro e estabilidade em fase aquosa.
As nanoparticulas foram revestidas com silica e funcionalizadas com peptideo
e fluoréforo. No entanto, nada consta acerca da particula revestida e

funcionalizada, muito menos, dados de citotoxicidade.

Em estudos atuais, a estabilidade das particulas MOFs no meio de cultura e
os estudos de citotoxicidade in vitro e in vivo estdo sendo investigados em
modelos animais, como zebra fish ou ratos. Um dos estudos mais avangados e
completos de estrutura MOFs correspondem as estruturas do Instituto de
Lavosier (MIL), particularmente, com o trabalho da Horcajada e colaboradores a
qual além da toxicidade in vivo, investigaram a biodistribuicdo, metabolismo e
excrecdo das particulas MIL-100(Fe), MIL-88A(Fe) e MIL-88B-4CHs(Fe).

Horcajada e colaboradores relataram que as estruturas apresentam elevada
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degradagdo apds 7 dias de incubagdo, com perda de cristalinidade e
decomposicao dos ligantes sob condigdes fisioldgicas (PBS, 37°C) e injecao de

doses de 220 mg Kg'.

Os produtos de degradacao da MIL-88A, Fe(lll) e acido fumarico (acido (E) -
butenodidico) sao enddégenos, ou seja, seus constituintes podem ser oxidados
para produgdo de energia, sendo reutilizado no ciclo de Krebs, por exemplo.
Ambas as estruturas apresentam baixos valores de doses letais como LDso(Fe)
= 30 g kg™', LDso(acido fumarico) = 10,7 g kg™!, LDso(acido trimésico) = 8,4 g kg
. Além do mais, MOFs a base de ferro apresentam a capacidade de modificar
os tempos de relaxamento dos protons da agua no meio circundante sob campo
magnético, com relaxividades transversais (r2) da ordem de 50 e 70 s™' mM-" para
MIL-88A e MIL-100, respectivamente, ou seja, detectavel por imagens de

ressonancia magnética.®

1.4. Biocompatibilidade

As plataformas multifuncionais enfrentam uma série complexa de
barreiras bioldgicas que limitam severamente a biodisponibilidade especifica do
local, impedindo a obtencdo de resultados terapéuticos adequados. Esses
obstaculos incluem opsonizacdo e subsequente sequestro pelo sistema
fagocitario mononuclear (MPS), distribuicdo inespecifica, limitagées do fluxo nos
vasos sanguineos, gradientes de pressao, internalizagao celular, escape dos

compartimentos endossomal e lisossomal e bombas de efluxo de farmacos.%

As estruturas baseadas em MOFs permitem o planejamento racional das
interagbes nanomaterial — bioespécies por meio do direcionamento através das
propriedades de superficies com fungdes bioldgicas desejadas (ver Figura 6).%2
Os métodos de modificacao pds sintética de MOFs, tanto covalentemente quanto
coordenadamente, fornecem uma tecnologia capacitadora para avangar a

funcao desses materiais porosos, conforme ilustrado na Figura 7.
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Figura 6. Representacdo das interagdes de particulas na presenca de
biomoléculas, incluindo interagao eletrostatica, ligacdo de hidrogénio, interacao
hidrofdbica, interacao ligante-receptor, interacéo estereosseletiva, coordenagao
e efeitos de curvatura da membrana. Fonte: Reproduzida da referéncia [62].

A modificagao de superficie (ver Figura 6) permite a inclusao de grupos
reativos no ligante MOF (esferas azuis representando grupos amina) para
modificagdo por um reagente organico (reagente de cloreto de acido azul) —
método denominado de modificagcdo pods sintética covalente; como também,
permite a inclusdo de elementos coordenativos usando uma molécula organica
de coordenacgao (reagente de acido vermelho) para se ligar a estrutura MOF —
método denominado de modificagdo pos sintética coordenada. Esta
possibilidade de ajuste de propriedades a partir do grupo funcional na superficie
permite (i) melhorar a estabilidade quimica e coloidal em meios fisiolégicos e/ou
em formulagdes mais complexas; (ii) introduzir funcionalidades bioldgicas
adicionais, como imagem ou detecgdo e (iii) controlar o destino in vivo
fornecendo aos NPs propriedades furtivas, bioadesivas ou de direcionamento,

entre outras.
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Modificagdo pés-sintética
coordenada

Modificagdo pds-sintética
covalente

Figura 7. Métodos de modificagdo pos sintética (PSM) via ligagdo coordenada
(em vermelho) ou covalente (em azul). Fonte: Adaptado da referéncia [*].

As estratégias de modificacao pods-sintética (ver Figura 7) permitem o
direcionamento das estruturas metalorganicas (MOFs) em meios biologicos in
vivo. Entretanto, ainda assim, existem varios desafios que limitam o
desenvolvimento e as bioaplicagbes das MOFs. Para transpor essas limitagoes,
inumeros métodos de modificagdo direcionadas foram propostas. Estudos
recentes, abordam um método promissor de revestimento de particulas MOFs
com membrana celular para a formagao de MOFs biomiméticos (reproduzindo o

processo natural) como mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Representacédo esquematica do método promissor para a formagéao de
MOFs biomiméticos a partir do revestimento das particulas por membranas
celulares. Fonte: Reproduzida da referéncia [96].
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As membranas celulares como globulos vermelhos, células imunes,
células cancerigenas, plaquetas por exemplo, com suas propriedades bioldgicas
contribuem no tempo de circulagdo sanguinea, no escape imunolégico e na

capacidade de direcionamento das particulas camufladas.

1.5.MOFs como sistemas de liberagao controlada de farmacos

As MOFs sado um dos nanocarreadores mais fascinantes em sistemas de
liberacdo de farmacos e se apresentam como uma grande promessa para
aplicagdes em biomedicina e nanomedicina devido a suas propriedades unicas:
alta porosidade, poro ajustaveis (que sao favoraveis ao encapsulamento de
grandes quantidades de moléculas-héspedes), cavidades hidrofilicas-
hidrofdbicas para hospedar diferentes tipos de bioentidades (ver Figura 9) e em
alguns casos, biodegradabilidade intrinseca. Além disso, a sua composigao pode
ter agentes terapéuticos (o proprio farmaco, por exemplo) como ligante
estrutural, um metal bioativo como ions metalicos centrais e suas combinagdes
de farmacos incorporados em MOFs.%”98 Em geral, nanocarreadores devem ser
capazes de (1) aprisionar o guest com grande carga util, (2) controlar a liberacao,
(3) degradar a matriz (o host), (4) permitir a funcionalizagdo da superficie de
modo a controlar o destino in vivo e (5) ser detectavel por técnicas de imagem.®®
As MOFs sao potenciais candidatas a nanocarregadores satisfazendo, de modo
geral, aos requisitos de (1) a (4). Além disso, algumas MOFs podem também
preencher a quinta condicdo, se ela for construida, por exemplo, usando um
centro metalico luminescente (ou incorporar algum marcador luminescente em
seus poros). Varias aplicacdbes de MOFs para fins biomédicos tém sido
reportadas por pesquisadores.’® Devido a alta funcionalidade do grande
conjunto de ligantes que podem ser usados na criacao de MOFs, eles sdo um
dos materiais mais promissores que podem em breve ser usados em varios
campos, incluindo aplicagbes biomédicas. Estudos mostram que a integragéo de
entidades bioldgicas em matrizes de MOF resulta em biocompdsitos (ver Figura

9) com caracteristicas funcionais que nao podem ser observadas nos
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componentes individuais, como maior estabilidade quimica e térmica, resisténcia

a proteases, seletividade conferida pela MOF e liberagéo controlada.®®
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Figura 9. Representacdo esquematica de biocompdsitos baseados em MOF
obtidos pela estratégia de encapsulamento de acordo com a bioentidade
encapsulada. Adaptado de Velasquez-Hernandez, 2021.Fonte: Adaptada da
referéncia [86].

1.6. Terapia Fototérmica usando sistemas baseados em MOFs

Os processos compreendidos no mecanismo de fototerapia envolvem a
irradiacao dos tecidos-alvo com luz e sob condigdes superficiais é relativamente
seguro e minimamente invasivo, além de oferecer beneficios terapéuticos que
podem melhorar a adesao do tratamento pelo paciente. Dentre as inUumeras
estratégias para o tratamento, a terapia fototérmica (TFT) tém se destacado por
ser seletiva e pouco invasiva.'®! O efeito fototérmico é um fendmeno associado
a radiacao eletromagnética gerado a partir da fotoexcitacdo do material, a qual
resulta na produgdo de energia térmica. Os tratamentos baseados em
hipertermia exploram a exposi¢ao do tecido alvo a altas temperaturas que podem
induzir a morte de células cancerigenas (ou seja, ablagao térmica, induzida por
temperaturas superiores a 45°C) ou aumentar a sensibilidade das células
cancerigenas a outras modalidades terapéuticas (hipertermia leve, temperaturas

entre 40 e 45°C) como ilustrado na Figura 10. Acima de 45°C, o

-
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superaquecimento celular pode ocasionar danos aos tecidos normais ao redor

do local de tratamento.
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Figura 10. llustragdo representativa da hipertermia convencional e localizada. A
hipertermia convencional cria um gradiente de calor da regido da superficie do
corpo para o interior. As abordagens de hipertermia localizada promovem o
aquecimento especifico do tecido tumoral, evitando danos nas células proximas.
Fonte: Reproduzida da referéncia [102].

Na terapia fototérmica, os fétons irradiados séo absorvidos e dispersos
pelas células e proteinas; a profundidade de penetracdo depende do
comprimento de onda da radiagao incidente.'®’ Os tecidos bioldgicos exibem
baixa absor¢ao na regido da janela de diagnéstico biolégico (650 — 1450 nm) (ver
Figura 11), regido a qual apresenta um minimo de interferéncia dos croméforos
enddégenos, a penetracao ideal de fétons através do tecido e a redugdo da
dispersao de luz.'® A radiagédo dentro da regido de diagnostico bioldgico ativa
materiais foto-responsivos e tecidos bioldgicos, induzindo reagdes fotoquimicas

e bioldégicas ou geracéo de calor.

-
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Figura 11. llustracdo esquematica da profundidade de penetracdo da luz
dependente do comprimento de onda. Fonte: Reproduzido da referéncia [104].

Alguns fotossensibilizadores estdo entre os materiais mais utilizados na
biomedicina, particularmente em terapia fototérmica para o tratamento do
cancer, induzindo a emissao de calor.'% Depois de ser excitado pela luz de um
comprimento de onda dentro da faixa do infravermelho proximo (NIR), o agente
fotoativo sofre uma conversao interna e retorna ao estado fundamental via
perdas de energia vibracional. Esse processo de relaxamento nao-radiativo
converte rapidamente a luz em calor local e a hipertermia resultante pode
regredir tumores. Nos niveis celular e molecular, os aumentos de temperatura
levam a destruicdo das células tumorais dentro do intervalo de 40—44 °C, o que
causa danos ao DNA, desnaturagao de proteinas e ruptura da membrana celular,
resultando na possivel erradicacdo dos tecidos tumorais.'®® Acima dessa
temperatura, de acordo com a extensdo do dano induzido pelo aumento da
energia térmica, o superaquecimento celular pode ocasionar apoptose (55-58
°C), necrose (60-68 °C) e morte imediata (> 72 °C) aos tecidos normais vizinhos

a regido sob tratamento. %7
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No entanto, a terapia fototérmica requer altas temperaturas no centro do
tumor para uma morte celular rapida e completa. Sendo assim, tumores
pequenos tém maior probabilidade de serem completamente destruidos com
terapia fototérmica; em contraste, grandes tumores sdo propensos a recidiva
tumoral causada por células cancerigenas residuais e, portanto, sao
frequentemente resistentes a terapia fototérmica.?® O uso de farmacos
anticancerigenos pode auxiliar na destruicdo das células recidivas
potencializando, dessa forma, a eficiéncia da terapia. Essa area de pesquisa é
muito recente e trabalhos interessantes estdo sendo reportados sobre o uso de
MOFs em plataformas terandsticas inteligentes para diagnéstico e tratamento do

cancer.8489

1.7.Sistemas de indugao de mecanismos citotoxicos em células tumorais

= Farmaco_anticancerigeno. O composto 6-mercaptopurina (6-MP) é um

imunossupressor farmacolégico comumente usados para tratamento de
leucemia, colite ulcerativa, doenca de Crohn e artrite. Recentemente, foi
demostrado por Snydee et al. a eficacia desse farmaco na inibigao tumoral
em células de melanoma A-375 e cancer de mama MCF-7.1% O potencial
desse agente anticancerigeno combinado em estruturas metalorganicas
(MOFs) para alcancar a liberagao controlada pode ser uma alternativa viavel
de tratamento frente a possibilidade de recidiva tumoral. Do que seja do
nosso conhecimento, o unico trabalho envolvendo MOFs e a 6-
mercaptopurina foi reportado por Kaur et al. usando o composto de zinco(ll)

com o ligante 2-metilimidazol conhecido como ZIF-8.1%°

= Agentes fototérmicos. Fotossensibilizadores podem ser moléculas

organicas'?, mas nanoparticulas (NPs) inorganicas'"! tém sido usadas como
uma alternativa importante para aumentar o potencial do efeito fototérmico. 2
Dentro dessa perspectiva, nanobastées de ouro (AuNRs) tém sido utilizados
devido, principalmente, a facilidade de funcionalizagao da superficie com
moléculas que melhorem a sua biocompatibilidade (Au-tiol, por exemplo), a
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intensa absor¢do no NIR (Aabs = 650-1350 nm), além do ajuste da
propriedade éptica pelo dimensionamento do comprimento do bast&o.'3 O
efeito ressonante, conhecido como ressonancia plasménica de superficie
localizada, baseado nas oscilagdes sincronizadas de plasmons de superficie
resultam na absorc¢ao e dispersao da luz aplicada. Os AuNRs apresentam
duas bandas de absorgcdo relacionados a ressonancia plasménica de
superficie: transversal (500-550 nm) e longitudinal (650-850 nm). Outro
nanomaterial escolhido para esse ttrabalho trata-se de nanoparticulas de azul
da Prussia (PBNPs). O azul da Prussia € um pigmento azul escuro, modelo
protétipo de compostos do tipo hexacianoferratos de metais de transi¢cao de
valéncia mista (Fes[Fe(CN)s]s'nH20) e € definido como um polimero de
coordenagdo contendo cations Fe3* e o complexo hexacianoferrato(ll),
[Fe(CN)e]*- Os ions Fe?* sdo coordenados aos atomos de carbono do ligante
cianeto (CN) que atua como ponte para a coordenacéo dos ions Fe3* aos
atomos de nitrogénio."'* Esses materiais apresentam biocompatibilidade,
biodegradabilidade, forma e tamanho controlaveis, baixo custo de produgéo
e facilidade de sintese e tém sido utilizados em aplicagbes biomédicas. A
absor¢cao desse material no infravermelho préximo (500 - 900 nm) esta
associada a transicdo de transferéncia de carga entre Fe(ll) e Fe(lll),

resultando no efeito fototérmico via decaimento nao-radiativo.1%.116

1.8.Nanoplataformas multifuncionais

Comparada com a terapia convencional de liberagdo de farmaco unico, a
proposta de construir sistemas contendo mais do que um componente (nesse
caso associando com um agente fototérmico)''” deve possibilitar efeitos
terapéuticos sinergéticos além de oferecer bifuncionalidade para o tratamento do
cancer, como mostrado na Figura 12. E nesse sentido, as MOFs sao de fato
excelentes estruturas para imobilizar nanoparticulas nos poros de modo a evitar
a sua agregagao que pode limitar a performance do material,'® realizar

modificagao da superficie que, no geral, fornece uma funcionalidade especifica
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ou bioconjugar moléculas de DNA, proteinas e enzimas na superficie da

estrutura.s8
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Figura 12. llustracdo esquematica do design de plataformas multifuncionais
baseadas no sistema NP@MOF. Fonte: Autoria Propria.

1.9. Motivacao

No contexto das MOFs, a nivel de design estrutural e aplicagdo, o céu é o
limite. Com o avancgo do conhecimento das propriedades das MOFs, uma nova
possibilidade de uso deste material ganha projecéo. Dentro dessa visdo, muitos
esforcos tém sido feitos a fim de obter sistemas multifuncionais para o
tratamento, diagndstico ou aplicagdes terandsticas. Nesse sentido, as estruturas
metalorgénicas (Metal Organic Frameworks — MOFs, no inglés) como uma
plataforma multifuncional, tém sido extensivamente investigadas como

excelentes candidatas a nanocarreadores para aplicagdes biomédicas.
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2. Objetivos

O objetivo central desse trabalho € a construgao de plataformas funcionais
baseadas em compdsitos nanoestruturados do tipo NP@MOF, revestidos com
membrana de macrofagos ou incorporados em biopolimeros, com potencialidade
de uso em terapia fototérmica de células tumorais. A partir do compdsito
nanoestruturado NP@MOF obtido, avaliar o comportamento da plataforma como
carreador do farmaco 6-mercaptopurina por meio de estudos de incorporagao e

liberacdo visando aplica¢gdes de tratamento quimioterapico.

2.1.Objetivos especificos

= Sintetizar e funcionalizar nanoparticulas de azul da Prussia com o polimero
polivinilpirrolidona (PB-PVP) e anions citrato (PBcitrato);

= Caracterizar e investigar o efeito fototérmico dos materiais PB-PVP e
PBcitrato;

= Realizar estudo completo e sistematico envolvendo a nanoplataforma
bifuncional PB-PVP@ZIF-8@6-MP, incluindo construgdo, caracterizagao,
estudos de incorporacédo e liberagdo do farmaco, investigacédo do efeito
fototérmico e revestimento com biofiime de cebola e membranas de
macrofagos;

= |nvestigar o efeito de duas rotas sintéticas distintas na formacao de
compositos do tipo core-shell baseados nos sistemas PBcitrato@MIL-
100(Fe) e PB-PVP@MIL-100(Fe) e avaliar o efeito de fototermia;

= Realizar estudos preliminares envolvendo mais dois sistemas: PB-
PVP@MIL-88A e um segundo envolvendo nanoparticulas de Azul da Prussia
e um material inédito contendo ions zinco(ll) e o farmaco 6-MP como ligantes

estrutural.
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3. Metodologia
3.1.Métodos Instrumentais

3.1.1. Reator micro-ondas

A sintese do material compdsito e da MOF foi realizada no equipamento CEM
modelo Discover SP disponivel no laboratério de redes metalorganicas (Applied
MOFs) no departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorgénica do

Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.

3.1.2. Estufa Solvotérmica/Hidrotérmica

A nanoparticula Azul da Prussia foi sintetizada pelo método solvotérmico
realizado na estufa M.S. Mistura Equipamento para Laboratérios disponivel no
laboratério de redes metalorganicas no departamento de Quimica Analitica,

Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.

3.1.3. Difragao de raios X de p6é

O difratograma do material sintetizado foi obtido no equipamento DIFFRAC
PLUS XRD Commander, marca SIEMENS, modelo D5000 disponivel no
laboratério multiusuarios disponivel no departamento de Quimica Analitica,
Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.
Os parametros utilizados foram radiacdo CuKa (A = 1,5406 A); 26 = 4° — 70°;
Passo tempo = 0,05/1s. Agradecemos ao GFQM-IQ pelas medidas de DRX de

po.

3.1.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva (EDS)

As imagens de microscopia e espectros de energia dispersiva foram obtidas
no miscroscopio eletrénico de varredura de alta resolugcao (FEG-MEV) da marca
JEOL, modelo JSM-7500F, com software de operagdao PC-SEM v 2,1,0,3
disponivel no Laboratério de microscopia avangada do departamento de
Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da Unesp
de Araraquara. O equipamento possui detectores de elétrons secundarios,

retroespalhados e analise quimica (energy dispersive spectroscopy — EDS) da
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marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry, com software de operacao NSS 2.3.
As imagens foram obtidas sem nenhum tipo de recobrimento, com as particulas
dos materiais suportadas em fita de carbono. Agradecemos ao LMA-IQ pela
disponibilidade de utilizacdo do microscépio eletronico de varredura.

3.1.5. Microscopia eletréonica de transmissao de alta resolugao (MET) e

Microscopia de difragao de elétrons da area selecionada (SAED)

As imagens de microscopia de alta resolugdo foram obtidas utilizando um
microscopio FEI Tecnai G2F20, operado a 200 kV, instalado no Centro de
Caracterizacao e Desenvolvimento de Protocolos em Nanotecnologia do Instituto
de Quimica da UNESP- Araraquara. As amostras foram suspensas em
isopropanol por tratamento ultrassénico e uma gota da suspensao foi depositada
em uma grade de cobre revestida com filme de carbono. O equipamento foi
utilizado para a obtencao de imagens da rede utilizando o modo de difragéo de

elétrons de area selecionada (Selected Area Electron Diffraction — SAED).
3.1.6. Analise Termogravimétrica

As medidas de termogravimetria (TG) foram realizadas no equipamento TA
Instruments Q500, instalado no Laboratério Multiusuarios de Analises Quimicas
do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara, feitas sob atmosfera de ar

sintético, com raz&o de aquecimento de 10 °C min-".

3.1.7. Potencial Zeta

O potencial zeta da dispersao das amostras foi medido no equipamento Malvern
Zetasizer Nano ZS90 instalado no Instituto de Pesquisa em Bioenergia (IPBEN)

da Unesp de Araraquara.

3.1.8. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros FTIR foram registrados no espectrofotometro NICOLET modelo
SX-FT Impact 400, na regido de 4000 — 400 cm™', resolugdo de 2 cm’, utilizando
pastilha de KBr. Equipamento instalado no Departamento de Quimica Analitica,
Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.
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3.1.9. Espectroscopia eletronica de absorg¢ao na regiao do UV-Vis-NIR

Os espectros eletrdnicos na regiao do UV-visivel-NIR foram obtidos utilizando o
espectrofotdbmetro Lambda 1050 da Perkin Elmer, instalado no Departamento de
Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da Unesp

de Araraquara.

3.1.10. Efeito Fototérmico

Os estudos de transducdo térmica dos materiais foram realizados no
equipamento Laser Tool, fibra optica de infravermelho com emissédo no
comprimento 880 nm, instalado no Departamento de Quimica Analitica, Fisico-
Quimica e Inorganica do instituto de Quimica da Unesp de Araraquara. Para a
realizacao do estudo, foi utilizado um agitador magnético e uma barra magnética

para homogeneizacao da dispersao dos compositos.

3.2. Métodos Experimentais

Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fontes
comerciais com padrdao de pureza analitica e utilizados sem purificagcao
adicional.

3.2.1. Sintese de nanoparticulas

3.21.1. Azul da Prussia, Fes[Fe(CN)e]snH20, funcionalizadas por
anions citrato (PBcitrato)

A preparagao de nanoparticulas de azul da Prussia funcionalizadas de
citrato (PBcitrato) foram obtidas a partir de modificagées feitas em um
procedimento descrito na literatura.''”""°® Primeiro, foram preparadas duas
solugdes aquosas de FeCls e Ka[Fe(CN)es] na concentragdo de 1,0 mmol L-': Para
isso, foram adicionados 3,224 mg de cloreto de ferro(lll) anidro (solugdo A) em
20 mL de agua destilada e 7,367 mg de ferrocianeto de potassio (solugdo B) em
20 mL de agua destilada. Em ambas as solugdes, foram adicionados 96,06 mg
de acido citrico. Em seguida, as solugdes foram mantidas sob forte agitacéo
mecanica, em banho de glicerina e temperatura controlada de 40°C. Entao,

nanoparticulas PBcitrato foram obtidas pela adigdo lenta (gota-a-gota) da
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solugao A a solugao B ainda sob banho de glicerina a 40 °C e intensa agitagao.
Apods a formagao completa do material, um volume de 40 mL de acetona foi
adicionado a disperséo e as nanoparticulas foram isoladas por centrifugagéao a
25000 rpm (rotor Beckman JA-25.50, 30 min, 10°C), lavadas com acetona e
secas em estufa a uma temperatura de 60 °C. O material obtido foi rotulado de
PBcitrato. As etapas de sintese para a formacédo das nanoparticulas estéao

ilustradas no
Esquema 1.

Esquema 1. Etapas de sintese das nanoparticulas azul da Prussia
funcionalizadas por grupos carboxilato (PBcitrato).

FeCl; 1,0 mmol L' (20 mL) Ki[Fe(CN)] 1,0 mmol L' (20 mL) etapa Il
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Acido citrico (0,500 mmol) Acido citrico (0,500 mmol)
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3.2.1.2. Particulas de azul da Prussia, Fes[Fe(CN)¢]3nH20, revestidas
pelo polimero polivinilpirrolidona (PB-PVP)

As nanoparticulas de azul da Prussia revestidas com polivinilpirrolidona

(PVP) foram obtidas a partir de metodologia modificada do grupo Yamauchi.'?
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Em um erlenmeyer, foi adicionado 1,0 g de PVP-10K e 226,7 mg de Ks[Fe(CN)g]
e dissolvidos em 40 mL de agua deionizada, sob agitagao vigorosa até formar
uma solugdo aquosa limpida. Apds, foram adicionados 35,0 uL de acido
cloridrico concentrado (36%) e o sistema foi mantido sob agitagdo por 30 min.
Em seguida, a solugéo foi colocada em um forno elétrico aquecido a 80 °C e
mantida por 20 h. Ao final, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e em
seguida, sob refrigeragdo (overnight). O produto foi entdo isolado por
centrifugagdo a 25000 rpm (rotor Beckman JA-25.50, 40 min a 10°C)'?!, lavado
varias vezes com agua destilada e etanol e seco em forno a 60 °C por 12 h. O
produto obtido foi nomeado PB-PVP e a metodologia de sintese é ilustrada no

Esquema 2.

Esquema 2. Etapas de sintese das nanoparticulas de azul da Prussia revestidas
pelo polimero polivinilpirrolidona (PB-PVP).

Ks[Fe(CN)4] (226,7 mg) HCI (36%) (35 pL) etapa Il
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Fonte: Autoria Prépria

3.21.3. Processo scale-up de nanoparticulas de Azul da Prussia
revestidas com polivinilpirrolidona (PVP)

A preparacédo em larga escala das nanoparticulas PB-PVP foi realizada a
partir da metodologia adaptada de Xu e colaboradores.'?' Para o processo scale-
up de producdo, em um béquer (capacidade de 3000 mL) foi adicionado 50 g de
PVP-K10 e 11,335 g de Ks[Fe(CN)s] em 2000 mL de agua destilada e mantidos
sob agitagdo mecanica vigorosa até obter uma solugao limpida. Em seguida, foi
adicionado 1750 uL de HCI concentrado (36%) sob agitagdo mecanica e
mantidos por 5 min. Finalmente, a solugao foi vertida em erlenmeyer (capacidade
de 2000 mL) e colocada em estufa elétrica com circulagao de ar (M.S.Mistura)
aquecida a 80 °C e mantida por 20 h. Ao final, as nanoparticulas PB-PVP foram
isoladas por centrifugagdo a 25000 rpm (rotor Beckman JA-25.50, 40 min a
20°C), redispersas em agua e mantidas 2 horas em banho de ultrassom. Apés
esse periodo, foram isoladas por centrifugacéo a 25000 rpm (rotor Beckman JA-

25.50, 60 min a 20°C), lavadas com etanol e secas em forno a 60 °C por 12 h.

3.2.2. Sintese dos compdsitos do tipo nucleo-casca NPs@MOFs

3.2.2.1. Composito PB-PVP@ZIF-8

O composito PB-PVP@ZIF-8 foi preparado a partir da metodologia
modificada de Wang et al.'"> Em um erlenmeyer, foram adicionados 13,3 mg de
PVP 10K, 8 mg de PB-PVP e 12 mL de agua destilada. Em seguida, a dispersao
foi mantida em banho de ultrassom por 30 minutos, seguido de agitacédo
magnética por 5 minutos. Para a formacao in situ da MOF, foi usada uma razao
molar metal:ligante (zinco: 2-metilimidazol, 2-Melm) igual a 1:4. Para isso, 25,58
mg de Zn(NOs3)2:6H20 foi solubilizado em 2 mL de agua milli-Q e em seguida,
adicionados a dispersao PB-PVP e mantidos sob agitacdo magnética vigorosa
por 10 minutos. Apoés, 112,9 mg de 2-metilimidazol (2-Melm) foi solubilizado em
8 mL de agua milli-Q e adicionado lentamente (gota a gota) a suspenséao

contendo as nanoparticulas PB-PVP e os ions Zn(ll), e o sistema foi mantido sob
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agitacdo magnética por 6 horas. Ao final, o produto foi isolado por centrifugacéo
a 6000 rpm e lavado 3x com etanol e agua. A amostra PB-PVP@ZIF-8 foi seca

sob atmosfera de vacuo durante 6 horas.

3.2.2.2. Automontagem assistida por agente de cobertura e
incorporacao in-situ do farmaco 6-mercaptopurina (6-MP)

O compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP do tipo core-shell foi também
preparado in situ a partir das metodologias modificadas de Wang et al e Kaur et
al seguindo o mesmo procedimento descrito acima.'%'15 A solugéo de sintese
foi preparada com razdo molar Zn(ll): 2-Melm: 6MP igual a 1:4:0,1. Cabe
destacar que apds inumeras tentativas, a razao descrita acima foi encontrada.
Foi preparada inicialmente uma solugdo de 6-mercaptopurina solubilizando 4,4
mg do farmaco em 6 mL de DMSO. Em seguida, a solugdo de 6MP foi misturada
a solugédo aquosa do ligante organico (2-Melm) e adicionados gota a gota a
dispersdo contendo as nanoparticulas PB-PVP e ions Zn(ll). A mistura foi
mantida sob agitacdo magnética por 6 horas. Ao final, o produto foi isolado por
centrifugacdo a 6000 rpm e lavado 3x com etanol e agua. A amostra PB-
PVP@ZIF-8@6MP foi seca sob atmosfera de vacuo durante 6 horas. Os
sobrenadantes foram recolhidos e submetidos a quantificacdo por

espectroscopia de absorgéo na regiao do UV-Vis-NIR.

3.2.2.3. Compésito PBcitrato@MIL-100(Fe) pelo método in situ
assistido por microondas

A superestrutura do tipo core-shell do material PBcitrato@MIL-100(Fe) foi
preparada pela automontagem da MOF MIL-100(Fe) na superficie das
nanoparticulas PBcitrato através da sintese assistida por micro-ondas. Primeiro,
foi preparada uma suspensdo aquosa de PBcitrato (2 mg mL') e o pH foi
ajustado para 7,0 com uma solugdo de NaOH 0,5 mol.L"". Em seguida, foi
adicionado 81,1 mg de cloreto de ferro(lll) a dispersédo e o sistema foi
homogeneizado por ultrassom. Apds, foi adicionado 35 mg de acido 1,3,5-
benzenotricarboxilico (HsBTC) a disperséo e o sistema permaneceu por 20

minutos em ultrassom. Finalmente, o meio reacional foi entdo levado a um reator
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hidrotérmico assistido por micro-ondas, a 150 °C, 299 W de poténcia, por 30
minutos. O produto obtido (PBcitrato@MIL-100(Fe)) foi isolado por
centrifugacédo a 14000 rpm (MIKRO 220R, 20 min, 25°C), lavado com agua

destilada e etanol, seco em dessecador a temperatura ambiente.

3.2.24. Compésito PBcitrato@MIL-100(Fe) pelo método layer-by-layer
(LBL)

O material PBcitrato@MIL-100(Fe) foi preparado controlando a espessura
da casca (MOF) pelo método da automontagem LBL a partir de etapas ciclicas
de reagdo, a saber nanopoarticulas PBcitrato, seguido de FeCls.6H20 e do
ligante H3BTC. O procedimento teve inicio com a preparacédo de 2 mL da
dispersdo aquosa PBcitrato (6 mg mL") em um erlenmeyer. Em seguida, foi
adicionado 4 mL de uma solugdo aquosa de FeClz.6H20 (10 mmol L") e
mantidos sob agitacdo magnética constante por 15 minutos. Apds, 4 mL de
solugdo aquosa do ligante H3BTC (10 mmol L") foi adicionada gota-a-gota e
mantido em agitacdo magnética sob banho de glicerina a 70 °C por 30 minutos.
O composito PBcitrato@MIL-100(Fe) foi isolado por centrifugagéo a 14000 rpm
(MIKRO 220R, 10 min, 4°C) e lavado com etanol varias vezes para remover o
excesso de moléculas dos precursores nédo-reagidos. Entre cada etapa do ciclo

de formagao das camadas, o compdésito obtido foi isolado e lavado com etanol.

3.2.2.5. Compésito PB-PVP@MIL-100(Fe) pelo método layer-by-layer

O material PB-PVP@MIL-100(Fe) foi preparado mantendo a espessura da
casca (MOF) controlada pelo método da automontagem layer-by-layer. O
procedimento teve inicio com a preparagcao de 100 mL de solugdo aquosa de
cloreto de ferro e 1,3,5-benzenotricarboxilico (HsBTC) (10 mmol L),
respectivamente. Em seguida, 12 mg de PB-PVP foi disperso em 5 mL da
solugao do precursor metalico em banho de ultrassom por 10 minutos, seguidos
de agitacdo mecanica intensa por 15 min. Apds, as particulas foram isoladas por
centrifugacéo (10000 rpm por 10 min) e o pellet redisperso em 5 mL de solugao
de H3BTC sob agitacdo magnética constante sob banho de glicerina a 70 °C por

30 minutos. Ao final de cada etapa do ciclo, formagao das camadas, o produto
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PB-PVP@MIL-100(Fe) obtido, foi isolado por centrifugagédo a 6000 rpm por 10
min e uma quantidade umida foi reservada para posterior analise. Na etapa final,
as particulas foram lavadas varias vezes com etanol para remoc¢ado das
nanoparticulas de azul da Prussia livres e precursores n&o-reagidos. A amostra
PB-PVP@MIL-100(Fe) foi utilizada nos ciclos na condigao umida.

3.2.2.6. Compésito PB-PVP@MIL-88A(Fe) pelo método assistido por

microondas (MW)

O composito PB-PVP@MIL-88A foi obtido pela automontagem assistida
por microondas, seguindo a metodologia adaptada de llles et al. e Chalanti et al.
122123 A sintese foi realizada na proporgao massica de 1,2: 1,0812: 0,46428 g L-
' (PB-PVP: Fe(lll): ligante). Em um erlenmeyer, foi adicionado 0,010812 g de
cloreto de ferro(lll) hexahidratado e solubilizados em 10 mL de agua milli-Q sob
agitacao até a formagao de solugdo homogénea. Em seguida, 12 mg de PB-PVP
foi adicionado a solucéo e dispersos em um banho de ultrassom por 5 minutos.
Apos, a dispersao foi mantida sob agitagdo magnética e 0,0046428 g de acido
fumarico foi adicionado e mantidos até completa solubilizagdo. Finalmente, a
mistura foi vertida em um reator de vidro e submetido ao reator de microondas
(299 W, 299 psi) configurado em duas etapas: 5 min sob 80°C seguido de 45 min
sob 30°C. O produto obtido foi isolado por centrifugagao (14.000 rpm por 10 min),
lavados com etanol até obter sobrenadante incolor e secos sob vacuo a

temperatura ambiente.
3.2.2.7. Compésito PB-PVP@MIL-88A(Fe) pelo método layer-by-layer

O material PB-PVP@MIL-88A(Fe) foi preparado pelo método da automontagem
layer-by-layer, controlando a espessura da casa. O procedimento teve inicio com
a preparacao de 100 mL de solugao aquosa de cloreto de ferro e acido fumarico
(10 mmol L"), respectivamente. Em seguida, 12 mg de PB-PVP foi disperso em
5 mL da solugéo do precursor metalico em banho de ultrassom por 10 minutos,
seguidos de agitacdo mecanica intensa por 15 min. Apds, as particulas foram
isoladas por centrifugacéo (10000 rpm por 10 min) e o pellet redisperso em 5 mL

de solucao de acido fumarico sob agitacdo magnética constante sob banho de
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glicerina a 70 °C por 30 minutos. Ao final de cada etapa do ciclo, formagao das
camadas, o produto PB-PVP@MIL-88A(Fe) obtido, foi isolado por centrifugacéo
a 6000 rpm por 10 min e uma quantidade umida foi reservada para posterior
analise. Na etapa final, as particulas foram lavadas varias vezes com etanol para
remogao das nanoparticulas de azul da Prussia livres e precursores nao-
reagidos. A amostra PB-PVP@MIL-88A(Fe) foi utilizada nos ciclos na condi¢ao
umida.
3.2.2.8. Compésito 1(Zn/6MP) usando 6-mercaptopurina (6-MP) como
ligante

As particulas do 1(Zn/6MP) usando 6-mercaptopurina (6-MP) como ligante
foram sintetizadas por precipitagdo quimica a partir da metodologia adaptada de
sintese da ZIF-8(Zn).""® Primeiro, as solugdes precursoras Zn(NO3)2-6H20 (0,01
M) e 6-MP (0,04 M) foram preparadas em metanol. Para a solugéo de ions Zn(ll),
em um erlenmeyer de 25 mL, 5,95 mg foi dissolvido em 2 mL de metanol. Para
a solugao do ligante, em um béquer de 25 mL, 54,46 mg foi dissolvido em 8 mL
de metanol quente (30 segundos sob imersao de banho glicerina a 60°C). Em
seguida, a solugao 6-MP foi adicionada gota-a-gota a solugéo Zn(ll) sob agitacéo
magnética vigorosa e temperatura ambiente. Apds completa adi¢éo, a mistura foi
mantida em agitagdo vigorosa por 6 horas. O sobrenadante foi recolhido e
submetido a quantificacdo por espectroscopia de absor¢gao molecular na regiao
do UV-Vis. Apods o intervalo de tempo, a amostra foi isolada por centrifugacao a
14000 rpm (MIKRO 220R, 10 min, 28°C), lavada com metanol e seco em

dessecador a temperatura ambiente.

3.2.2.9. Compésito PB-PVP@1(Zn/6-MP)

O compdsito PB-PVP@1(Zn/6-MP) do tipo core-shell foi preparado a partir
da metodologia modificada de Wang et al.’'® Primeiro, o material do nucleo
(nanoparticulas PB) previamente preparado, foi coberto com polivinilpirrolidona
(PVP). Paraisso, 0,0133 g de PVP(10K) foram dissolvidos em 12 mL de metanol.
Em seguida, 8 mg de PB n&o-funcionalizado foram dispersos a solucéo,
ultrasonificados por 10 minutos, seguido de agitagdo magnética por 10 minutos.

Em seguida, foram preparadas as solugées precursoras Zn(NO3)2.6H20 (0,01 M)
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pela dissolugao de 5,95 mg em 2 mL de metanol e a solugdo 6-MP (0,04 mol L
") pela dissolugéo de 54,46 mg em 8 mL de metanol quente (30 segundos sob
imersdo de banho glicerina a 60°C). Entdo, 2 mL de Zn(Il) 0,01 mol L foi
adicionado a dispersdo PB-PVP e agitados mecanicamente, intensidade
vigorosa, por 15 minutos. Apds, 8 mL de 6-MP 0,04 mol L' foram adicionados
gota-a-gota a mistura PB-PVP e Zn(ll) e mantidos sob agitacdo mecéanica por 6
horas. Ao final, o produto foi isolado por centrifugacdo a 14000 rpm (MIKRO
220R, 10 min, 28°C). Os sobrenadantes foram recolhidos e submetidos a
quantificacdo por espectroscopia de absorgdo molecular na regido do UV-Vis.
Em seguida, o precipitado foi lavado 3x com metanol. A amostra PB-

PVP@1(Zn/6MP) foi seca sob atmosfera de vacuo durante 6 horas.

3.2.2.10. Preparacgao de biofilmes a base de cebola (FBC)

Os filmes foram produzidos de acordo com a metodologia descrita por
Dias et al.'?* utilizando cebolas amarelas de tamanho médio (Allium cepa L.)
adquiridas comercialmente, previamente lavadas e descascadas. Para o preparo
da polpa, as cebolas foram cortadas verticalmente em oito pedacos, colocadas
em um frasco reagente seguidos da adigcdo de agua destilada até cobrir os
bulbos. Em seguida, a mistura foi tratada hidrotermicamente com presséao de 1,2
kg f cm~2 sob 121 °C por 30 min em autoclave vertical (AVPIus). A fragao liquida
foi descartada e a polpa foi dispersa a 7000 rpm por 10 min em um dispersor
Ultra Turrax. Em seguida, com o auxilio de um funil, a polpa foi lavada varias
vezes (~10x) com agua destilada até que nao fossem encontrados vestigios de
quercetina na agua. A presencga de quercetina foi analisada pelo teste de NaOH
(2 mol L") na agua de lavagem, a qual, fica amarela na presenga de NaOH. A

metodologia do processo € ilustrada no Esquema 3.
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Esquema 3. Etapas de producao de filmes a partir da incorporacédo dos materiais
compdésitos no biofilme FBC.

Cebola .
; Biofilmes

Fonte: Autoria Propria.

3.2.210.1. Preparagdao de nanoplataformas revestidas do tipo
NPs@MOFs@FBC a partir da incorporagdao dos compdsitos
NPs@MOFs no biofilme FBC

A polpa umida foi suspensa em agua destilada e a concentragao foi estimada
por meio de uma balanga de infravermelho instalada no Laboratério de
Biopolimeros e Biomateriais (BioPolMat) na Uniara, com aquecimento para a
determinacao do peso seco da polpa de cebola em 100,0 g de agua destilada. A
partir do peso seco de polpa de cebola, uma determinada concentracdo do
compdésito PB-PVP@ZIF-8@6MP foi vertida sobre a polpa umida e misturados
com o auxilio de uma bagueta. A suspensao foi vertida em placas de Petri de
poliestireno de 90 mm e secas em exaustor a temperatura ambiente com
circulagdo de ar até o desprendimento do filme (aproximadamente 6 h). O
produto obtido foi nomeado de PB-PVP@ZIF-8@6MP@FBC.

3.2.211. Revestimento das estruturas core-shell com membranas de
macréfagos (MM)

As células RAW 264.7 de tipo macréfago murino foram cultivadas no meio

celular padrao recomendado pela American Type Culture Collection (ATCC), sob



Tese | Doutorado em Quimica | Caroline Moraes da Silva

37 °C, em uma atmosfera de 5% de CO2 em parceria com a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP sob supervisdo do Prof. Dr.
Marllus Chorilli.

3.2.2.11.1. Preparacao das vesiculas de macrofagos (MM)

Previamente, todos as vidrarias, ponteiras e solugdo tampao PBS foram
esterilizadas em autoclave e armazenadas em papel/plastico. As vesiculas de
macrofagos foram preparadas mediante o método de citdlise hipotdnica
conforme reportado por Gao et al e Rao et al.'?%126 As células foram isoladas por
centrifugacéo a 1015 rpm (MIKRO 220R, 5 min a 4°C) e lavadas 3x com solu¢ao
tampao PBS pH 7,4. Em seguida, o pellet foi suspenso em 1 mL de solugéo
tampao de lise hipotdnico consistindo em 20 mM de Tris-HCI, 10 mM de KCI, 2
mM de MgCl e 1 comprimido inibidor de miniprotease livre de EDTA. Na
sequéncia, foram enucleados em um homogeneizador Dounce portatil (20x)
imersos em banho de gelo e, apds, vertidos em um eppendorf. As vesiculas MM
foram isoladas por centrifugacado a 5430 rpm (MIKRO 220R, 5 min a 4°C), o
sobrenadante foi recolhido e armazenado. A etapa de citdlise hipoténica foi
repetido 10x, até o fim da solugédo tampao lise, enucleando em homogeneizador
(20x) e recolhendo o sobrenadante. Na etapa final, as vesiculas MM foram
isoladas a 11750 rpm (MIKRO 220R, 30 min a 4°C).

3.2.211.2. Revestimento do material PB-PVP@ZIF-8@6-MP com
membrana de macréfago (MM)

Os sobrenadantes recolhidos e a vesicula foram vertidos para um tubo
(material plastico) e 5 mg de PB-PVP@ZIF-8@6-MP foi adicionado e deixados
agitando em banho de gelo por 30 min. Apds, o material foi isolado a 10.000 rpm
(MIKRO 220R, 8 min a 10°C) e disperso em solugao tampao PBS pH 7 4.

3.2.2.12. Estudos de encapsulamento e liberagdo do farmaco 6-
mercaptopurina

3.2.2.12.1. Curvas de calibragao

O 6-MP foi quantificado por espectroscopia de absorcao UV a partir de

diluicdes da solugcado estoque. Para analise, foi preparado 5 mL de solugéo
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estoque de 2 mg mL™, dissolvendo 10 mg de 6-MP em 5 mL de solugdo DMSO.
Em seguida, foi preparado uma solugéo de trabalho de 33 ug mL™" a partir de
uma diluicdo da solugdo estoque para um volume final de 100 mL com agua milli-
Q. As solugbdes padréao de calibragdo foram preparadas a partir da diluicdo da
solugéo de trabalho, em concentragdes variando de 0 a 10 yg mL-", por diluigao
apropriada com agua milli-Q, tampéao fosfato PBS pH 5,0 e pH 7,4. A medicéo da
absorbancia foi realizada a 323, 323 e 320 nm para agua milli-Q, tampao fosfato

PBS pH 5,0 e pH 7,4, respectivamente.

Para a curva de calibragdo em metanol, foi preparado 5 mL de solugao
estoque de 2 mg mL-", dissolvendo 10 mg de 6-MP em 5 mL de solugdo metanol
quente a 60 °C. Em seguida, foi preparado uma solugéo de trabalho seguindo o
racional descrito acima.
3.2.212.2. Estudo de encapsulacao do farmaco 6-MP no material PB-

PVP@ZIF-8

A porcentagem de farmaco no sobrenadante isolado das sinteses foram
determinadas por espectroscopia de absorgdo na regido do ultravioleta. O
sobrenadante dos produtos PB-PVP@ZIF-8@6MP e 1(Zn/6MP) foram
quantificados pela curva de calibragao de 6-MP construidas em agua e metanol,
respectivamente. A porcentagem de encapsulamento de 6-MP foi calculada com

base na Eq. (1):

6 —MP); — (6 —MP
EE(%) = ( (6)1— M(P) )s x 100% (Equagéo 1)
i

Onde (6-MP); é a concentragéo inicial de 0,1565 mg mL"' para PB-PVP@ZIF-
8@6MP, 6,8075 mg mL' para 1(Zn/6MP) e 2,4754 mg mL' para PB-
PVP@1(Zn/6MP), (6-MP)s é a concentracdo de 6-MP no sobrenadante.

3.2.212.3. Ensaio de liberagao do farmaco 6-mercaptopurina (6-MP) da
matriz PB-PVP@ZIF-8@6-MP

Os perfis de liberacdo de 6-MP foram obtidos usando meio fisiolégico

simulado (solugédo tamponada de PBS) em pH 5,0 (o pH endossomal das células
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cancerigenas) e pH 7,4 (o pH fisiolégico) em um banho seco com agitagcao
(Thermo shaker - KASVI). Para isso, 2 mg de PB-PVP@ZIF-8@6MP carregados
com 6MP (1,86 mg 6MP total) foram suspensos em 15 mL de solugéo de PBS
em pH diferente (pH = 7,4 e 5,0) e temperatura (37 °C) em um tubo falcon e
mantidos sob agitacao branda de 500 rpm. A quantidade de 6MP liberada no
meio foi determinada por UV-vis. Em diferentes intervalos de tempo (0,25; 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 18; 24; 36; 48; 60 h), 2,0 mL de solugéo foram coletados para
determinar a concentracdo de 6MP usando a técnica UV-vis e, em seguida, 2,0

mL de solucdo de PBS fresca foram adicionados de volta ao tubo.

4. Resultados e Discussao

4.1 Nanoparticulas de Azul da Pruassia (PB)

411 Sinteses

4111 Nanoparticulas PB funcionalizadas por citrato (PBcitrato)

As particulas de azul da Prussia funcionalizadas por citrato foram obtidas pelo
método de co-precipitacdo. O método de formagéao das particulas PBcitrato (ver
reacdo no Esquema 1) envolve o uso de acido citrico como quelante do ion
Fe(lll) no precursor FeCls-6H20 e ferrocianeto, Ka[Fe(CN)s]. Considerando a
reacao de substituicdo aplicada a formacao das particulas PBcitrato, tem-se a
reacao entre o precursor metalico Fe(lll) e o ligante aniénico O-doador do citrato,
seguido da reagao entre o ligante anidnico N-doador do grupo cianeto e o Fe(lll).
O mecanismo proposto para esta reagdo, envolve primeiramente (i) a
coordenagao do grupo carboxilico (COO") ao centro metalico, seguido da (ii)

troca do ligante citrato pela coordenagao do cianeto ao centro metalico.

Segundo a representagdo do mecanismo proposto apresentado Figura 13, a
coordenagao do carboxilato ao centro metalico Fe(lll) origina uma espécie
intermediaria, o complexo citrato férrico, pela substituigdo das moléculas de agua
da esfera de coordenagdo. O complexo intermediario reage instantaneamente
com o complexo ferrocianeto [Fe(CN)s]#, sendo a velocidade de troca do citrato

pelo ion cianeto muito rapida (labil), evidenciado pelo rapido aparecimento da
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coloragao azul, caracteristica da formacdo do azul da Prussia funcionalizado

(PBcitrato).
HO
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Figura 13. Mecanismo proposto para a formagéao de nanoparticulas de azul da
Prussia funcionalizadas por citrato.

Como demonstrado pelo mecanismo de reacao, a superficie das particulas

de azul da Prussia sao funcionalizadas por anions citrato. O acido citrico atua

como agente de cobertura com o objetivo de evitar a aglomeragao das particulas.

O citrato como grupo terminal ajuda no controle do tamanho de particula.

Adicionalmente, por se tratar de um acido organico, intermediario no ciclo do

acido citrico e presente no metabolismo de todos os organismos aerodbicos,

fornece biocompatibilidade as nanoparticulas. Além de atuar como agente

template, a qual pela desprotonagdo dos grupos carboxilatos permite a

nucleagao e crescimento de MOFs na superficie das particulas PBcitrato (ver a

seguir).

41.1.2
PVP)

Nanoparticulas de PB revestidas de polivinilpirrolidona (PB-
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As particulas de azul da Prussia revestidas com o polimero polivinilpirrolidona
(PVP) foram obtidas pelo método de sintese hidrotérmica, com controle de
temperatura, pH e taxa de nucleagdo. Nessa metodologia proposta, o uso do
PVP visa estabilizar a interface entre as nanoparticulas e o meio de preparacao

do composito core-shell.'?’

O PVP com suas propriedades fisico-quimicas unicas, quando adsorvido na
superficie da particula, permite absorver aproximadamente 40% de agua (em
relacdo a sua massa). Sendo assim, o material PB-PVP pode ser hidratado
formando uma maior zona hidratada na superficie e, estericamente, evitar a
aglomeracéao das particulas e contribuir para a formagado de um sistema mais

homogéneo.'?8

O método de formagado das particulas PB-PVP (ver reacdo no Esquema 2)
envolve o uso de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CNs)]) e HCI como fontes
precursoras de ions Fe(lll) e H*, respectivamente, e do polimero PVP como
agente de cobertura. As particulas PB-PVP sado formadas por reacdes de
oxirredugao com a transferéncia de elétrons entre as espécies. O mecanismo
proposto para esta reagao envolve primeiramente a formacéo do precursor de
Fe(ll) a partir da redugéo de Ks[Fe(CN)s] em meio acido, sob temperatura, sem
mudanca na esfera de coordenacgao (reacado de esfera externa). O complexo
[Fe(CN)s]® com Fe(lll) de spin baixo (t24°), forte agente oxidante (E = +0,77 V),
ganha um elétron e se reduz a Fe(ll) de spin baixo (f2s°). Com isso, com base
nos dados de energia do campo cristalino e energia de emparelhamento descrito
na Tabela 10.6 do Miessler'?°, o desdobramento do campo cristalino passa de (-
2,0A0 + 2P = 32000 cm™) para (-2,4A0 + 3P = 62000 cm™") com a redugao do
estado de oxidacdo do metal de Fe(lll) a Fe(ll), respectivamente, que, entao,
reage com Ks[Fe(CN)e] formando KFe[Fen(CN)s]."3°

2 Fe3*(aq) + 2e° - 2 Fe?*(aq)

H2g) — 2H* + 2e-

2 Fe¥*(aq) + Hag) = 2 Fe?*(aq) + 2H*



Tese | Doutorado em Quimica | Caroline Moraes da Silva

Segundo a representacdo do mecanismo proposto apresentado na Figura 714,
o processo de formacéo € lento e influéncia a etapa de nucleagao e crescimento
das particulas de azul da Prussia (PBNPs). A partir da obtencdo do
KFem[Fen(CN)s], ocorre a nucleagdo das particulas individuais formando

pequenas nanoparticulas.

O polimero polivinilpirrolidona (PVP) utilizado nesse processo, atua auxiliando
na agregacao ordenada das particulas. As pequenas particulas sdo fixadas na
cadeia do PVP formando uma nova semente, a qual aumenta de tamanho
gradualmente, de forma uniforme. Além da influéncia dos ions H* na formagéao
do azul da Prussia, a morfologia do material e a temperatura da reagéo sao

dependentes da concentragio inicial de ions H*.13

\Fe3+/ + H* —» [Fe?* + ~C » \Fe:“'/

Excesso




Tese | Doutorado em Quimica | Caroline Moraes da Silva

Esfera externa

3 -4
CN —| " H CN —l
2 N ‘ N
’ / N A C\Fe/C
’ \ e NG | \CN
CN E°=+0,77V CN

Esfera interna

4 -3 -6
C|:N i TN ] NC\ /CN NC\ /CN i
\Fe/ + / —» NC—Fe—cN——Fe—cCN + CN-
Ao e Do /NN
&N N NC CN NC CN
excesso (CN)sFe(CN)g
o 4 C‘:N 1 OH, s
+3 NC CN H,0 OH,
NC F|e _c 6H0 S ~.
| NN ne” ‘ en Hzo/ | on
CN CN OH,
3 + labil

Azul da Prussia (PB)

Figura 14. Mecanismo proposto para a formacao de nanoparticulas azul da
Prussia revestidas de polivinilpirrolidona.

4.1.2 Caracterizagcao das Nanoparticulas de Azul da Prussia (PB)

41.21 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) para as
nanoparticulas PBcitrato e PB-PVP

Os espectros no infravermelho com transformada de Fourier das
particulas PBcitrato e PB-PVP foram coletados na regido de 4000-400 cm™’
(Figura 15) e podem ser interpretados a luz dos principais modos ativos de
vibragao caracteristicos do azul da Prussia (PB); do acido citrico e do polimero
polivinilpirrolidona, a saber, v(C=N), §(Fe(Il)-CN-Fe(lll)); vas(COO"), vs(COO") e

v(C=0), respectivamente.
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As bandas observadas em 2085 e 502 cm™' no espectro vibracional das
particulas PBcitrato e PB-PVP como mostra a Figura 15 sdo atribuidas ao
estiramento v(C=N) e a deformacdo (Fe(ll)-CN-Fe(lll)), respectivamente. A
presencga dessas bandas confirma a coordenacéo de Fe(lll) a Fe(ll) ligados por

uma ponte de ligante ciano (-CN), principal caracteristica do azul da Prussia.’?

No espectro infravermelho da amostra PBcitrato (ver espectro azul na
Figura 15), a banda larga centrada em 3438 cm™' pode ser atribuida ao modo
vibracional de estiramento v(OH) enquanto a banda observada em 1279 cm’
deve estar associada ao estiramento v(C-O) dos grupos carboxilicos. As bandas
em 1608 e 1372 cm™' sdo atribuidas aos estiramentos antissimétrico e simétrico
das por¢des de carboxilato v(COO") do acido citrico, respectivamente. O
deslocamento das respectivas bandas de carboxilato na sua forma neutra
v(COOH) sugere a formagcdo do complexo intermediario citrato férrico,
concordando com a proposta de formagéo de azul da Prussia contendo grupos

citrato.133.134

Para o revestimento com polivinilpirrolidona (PVP) proposto nesse
trabalho, os espectros vibracionais relacionados ao polimero livre € a amostra
PB-PVP (espectros PVP e PB-PVP na Figura 15) exibem o deslocamento da
banda, associada ao modo de estiramento v(C=0) de 1660 cm-' (polimero livre)
para 1620 cm™' na amostra PB-PVP. Este deslocamento sugere a interacéo, via
ligacédo coordenada do ion Fe(lll) a por¢ao carbonila do PVP, corroborando com
a proposta de formacao das nanoparticulas de azul da Prussia funcionalizada

com o polimero organico (amostra PB-PVP).

4.1.2.2 Difragcao de raios X de pé

Os padrdes de raios X da amostra PB-PVP foram obtidos a partir da
dispersao aquosa da amostra concentrada em substratos de vidro e os
difratogramas sao apresentados na Figura 716. Os planos hk/ (200), (220) e (400)
caracteristicos do azul da Prussia sao exibidos no material obtido. Os picos de
difracédo do PB-PVP podem ser indexados a rede cubica de face centrada (F m

3 m) de Fe4[Fe(CN)e]s de acordo com Bueno, et al.’35
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PB-PVP scale-up

PB-PVP

PVP
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Figura 15. Espectros FTIR das amostras PBcitrato, PB-PVP e seus precursores
acido citrico e polivinilpirrolidona (PVP).
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Figura 16. Difratogramas de raios X das amostras PBcitrato, PB-PVP e o
respectivo padrao simulado (CCDC Number: 708099).

Com base na lei de Scherrer (D = 0,891/BcosB) e com o auxilio do software
Origin, os ajustes de curvas gaussianas foram realizados para cada pico. Os
valores das larguras dos picos de difragdo (FWHM) e a posi¢cdo do centro do
pico, necessarios para o calculo pela equacao de Scherrer, foram obtidos pelas
constantes da fungéo. Os valores do tamanho médio do cristalito para ambas as

amostras sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Tamanho de cristalito para as particulas PB-citrato e PB-PVP
calculados pela equagao de Scherrer com base nos difratogramas.

Tamanho de

Tamanho médio Desvio Padrao particula no pico
Amostra
do cristalito (nm) (nm) de maior
intensidade (nm)
PBcitrato 60,64 + 10,76 72,67
PB-PVP 42,36 +2,76 46,19
41.2.3 Difracao de elétrons em area selecionada

A andlise de difracao de elétrons em area selecionada (“SAED” do inglés
Selected Area Electron Diffraction) da microscopia eletrénica de transmisséao foi
realizada para as particulas PB-PVP (ver Figura 17). A partir dos resultados,

informagdes cristalograficas do azul da Prussia foram obtidas.

O padrao de difracdo SAED das particulas PB-PVP é composto de duas
caracteristicas: pontos (tipo cristalino) e anéis (tipo policristalino), a qual foram
analisadas apenas os anéis. A distancia dos planos cristalograficos foi estimada

pela intensidade da difragdo dos elétrons, usando os pixels da imagem obtida.

Com base na equagao Ry, d = AL, sendo AL a constante de camara, d
a distancia interplanar dentro de uma familia de planos (hkl) e R a distancia do
centro do feixe a um ponto ou anel de difragdo, os calculos foram realizados. O
microscopio foi calibrado usando como padrao um policristal de ouro. O valor

experimental da constante de camara (\L) foi 1089 A pixel.

A partir da equacgao descrita acima e a constante de camara, as distancias
interplanares para as particulas PB-PVP foram obtidas pelos padrbes de anel.
Os valores foram equiparados aos dados conhecidos para um padrao de cristal
de estrutura cubica (CCDC 708099).

Foram observados trés anéis e as medi¢cdes sdo destacadas na Figura

17. Os resultados correspondem aos planos (200), (220) e (400) e corroboram



Tese | Doutorado em Quimica | Caroline Moraes da Silva

com a natureza da estrutura do azul da Prussia. Importante destacar que a baixa
intensidade do terceiro anel ndo permite a confianga na determinagao do plano.
Os valores obtidos e comparados com a ficha cristalografica do azul da Prussia

sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Distancias interplanares do azul da Prussia obtidas a partir de dados
experimentais e dos dados do padrao de cristal simulado.

Planos hkl dexp (A) CCDC 708099 (A) Erro(%)
220 3,521 3,598 2,14
400 2,512 2,544 1,25
420 2,285 2,275 0,43

Ajuste da escala 2535 pixels A" | distancias medidas por imageJ 0,122 A (309,27 pxl), 0,171 A (433,485 pxl), 0,188 A
(476,58 pxl) | 1089 pxl A" constante de camera |

Os dados da Tabela 3 mostram um erro pouco significativo entre os resultados
experimentais e tedricos, corroborando com a presenca das principais fases da

estrutura do azul da Prussia.

Figura 17. Microscopia de difragdo de elétrons da area selecionada (SAED) da
amostra PB-PVP.

41.2.4 Espalhamento dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

O tamanho das particulas foi investigado em solugdo aquosa a partir de
medi¢des de dispersao de luz (DLS, do inglés “Dynamic light scattering”) e as

distribuicbes de tamanho resultantes estdo mostradas na Figura 18. As medidas
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foram realizadas para confirmar os raios hidrodinAmicos das amostras obtidas,

isto €, PBcitrato e PB-PVP em solugédo aquosa.

Para ambas as suspensdes, o perfil estreito de distribuicdo de tamanho das
particulas sugere uma suspensao monodispersa, isto €, com multiplas particulas
de mesmo tamanho. Este fendmeno esta relacionado a densidade maxima de
empacotamento, a qual, particulas com tamanho ndo-variavel impedem a
formacao de espacos vazios a medida que as particulas vao se empacotando. 36
O indice de polidispersao (PDI do inglés “polydispersity index”) < 0,2 indica baixa
polidispersidade das particulas, ou seja, confirmando a homogeneidade da

amostra e validando a evidéncia da suspensdo monodispersa.’’

A partir do movimento browniano das particulas em suspensao, modelado
pela equagao de Stokes-Einstein'38, os tamanhos hidrodinamicos das particulas
foram analisados diretamente pelo software do equipamento Zetasizer'® e os
resultados sao descritos na Tabela 4. As particulas funcionalizadas de citrato
(PBcitrato) apresentam um tamanho médio maior do que as particulas

revestidas de polivinilpirrolidona (PB-PVP).

Ambas as metodologias sintéticas, levando em consideragdo o desvio
padrao, resultam em valores aproximados de didmetro hidrodindmico. Assim
sendo, o acido citrico e a polivinilpirrolidona, atuantes com agente de cobertura
na formacado das particulas, inibem o crescimento excessivo e a agregacao
delas. Vale ressaltar que o tamanho de particula determinado pelo espalhamento
dindmico de luz (DLS) deve ser associado ao termo hidrodinamico. Isto €, o
tamanho de particula é representado pelo tamanho de uma esfera envolvendo a

hidratacado das particulas.
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Figura 18. Didmetro hidrodinamico médio das particulas PBcitrato e PB-PVP
em dispersado aquosa.

Tabela 4. Valores de diametro hidrodinamico das particulas PBcitrato e PB-
PVP.

PBcitrato PB-PVP
Diametro hidrodinamico 133,7 £ 38,62 nm 95,88 + 28,92 nm
(PDI) (0,264) (0,133)

Assim como os fendbmenos de hidratagado, a carga superficial também tem
um efeito potencialmente forte no tamanho hidrodindmico efetivo das particulas.
De modo complementar ao estudo, a carga superficial das particulas PBcitrato
e PB-PVP foi investigada em solucao aquosa a partir de medigdes de potencial

zeta e os resultados sédo apresentados na Tabela 5.

O potencial zeta quantifica 0 momento eletrostatico representado pela
atracao ou repulsdo das particulas em uma suspensao. Isto €, se as particulas
tém carga superficial positiva, moléculas ou ions com carga negativa ocupam a
superficie e vice-versa. Em consequéncia, as suspensdes favorecem a

sedimentacao das particulas e, tido como efeito, a estabilidade da suspens&o. 40

Os valores descritos na Tabela 5 mostram particulas com carga superficial

de sinal negativo. A diferenga na magnitude do potencial elétrico ( 31,2 mV para
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PB-PVP e 18,2 mV para PBcitrato) afeta o comportamento interparticulas de

maneira distinta para ambas as suspensdes.

A dispersdo aquosa PBcitrato com baixo potencial zeta/menor carga
superficial (em magnitude, ou seja, mais proxima a zero), sugere uma fraca
repulsdo de suas particulas com a diminui¢gdo das distancias entre elas. Em
comparacao, a dispersao aquosa PB-PVP com maior potencial zeta sugere uma
forte repulsdo capaz de superar as forcas de van der Waals, responsavel pela

aglomeracgao das particulas.

Em resumo, a amostra PB-PVP apresenta uma maior estabilidade coloidal,
impedindo o fendbmeno de sedimentagao das particulas. Enquanto a amostra
PBcitrato, em um intervalo de tempo, favorece o acumulo/floculagao das
particulas devido a baixa estabilidade coloidal, quando comparado ao que ocorre
no material PB-PVP.

Tabela 5. Valores de potencial zeta das particulas PBcitrato e PB-PVP.

PBcitrato PB-PVP
Potencial zeta -18,1 £ 10,3 mV -31,2+8,48 mV
4.1.2.5 Microscopia eletronica de varredura de alta resolugao

A partir dos resultados do tamanho de particula em solugao, estudos de
morfologia das particulas em estado soélido foram realizados a partir de
imageamento em microscopio eletrbnico de varredura e as imagens sao

mostradas na Figura 19.

As imagens de microscopia de ambas as amostras (ver Figura 19A-B)
mostram o efeito de aglomeracao das particulas de morfologia cubica condizente
com a carga de superficie das particulas. Como pode ser observado, as
particulas PBcitrato (ver Figura 19A) favorecem a aglomeragcdo mediante a uma
menor distancia entre as particulas, corroborando a discuss&o sobre a carga de
superficie da particula. O mesmo pode ser observado para as particulas PB-PVP
(ver Figura 19B), na qual o elevado potencial zeta supera as forgas de atracao

entre as particulas resultando em particulas ndo-aglomeradas.
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O tamanho médio das particulas foi estimado pela contagem de particulas
usando o software gratuito ImageJ.'*! Para essa estimativa, foram contabilizadas
entre 100 e 150 particulas e o histograma da contagem de particulas pode ser
analisado nas Figura 19C-D. Os resultados obtidos a partir da analise de

distribuicdo de frequéncias sdo apresentados na Tabela 6.

Nos histogramas apresentados, a dimens&o das particulas observadas por
microscopia reflete na simetria dos dados. As particulas PBcitrato apresentam
dados mais simétricos em comparagao as particulas de PB-PVP. Sendo assim,
a uniformidade do tamanho da particula PBcitrato resulta em um melhor ajuste
da linha de distribuicdo, e consequentemente, um ajuste discrepante para as

particulas PB-PVP, como esperado.

O tamanho das particulas varia de 40-120 nm para a amostra PBcitrato
(Figura 19C) e 40-200 nm para a amostra PB-PVP (Figura 19D), tendo o pico
dessa variagdo em 75 nm e 70-90 nm, respectivamente. O ajuste da distribuigdo
revela uma confiabilidade nos dados para a amostra PBcitrato com baixo desvio
padrdo (15 nm) comparado a amostra PB-PVP (41 nm), a qual a estimativa

de confiabilidade é imprecisa.
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Figura 19. Imagens MEV-FEG das particulas PBcitrato (A) e PB-PVP (B).
Histogramas da contagem de 100 a 150 particulas da amostra PBcitrato (C)
e PB-PVP (D).

Tabela 6. Tamanho médio das particulas PBcitrato e PB-PVP.

PBcitrato PB-PVP
Tamanho médio 80,59 + 15,91 nm 111,09 £ 41,69 nm

A superficie das particulas foi analisada a partir de imagens obtidas com
uma aproximagao de 100.000x, a qual sdo mostradas na Figura 20. Apesar de
ambas as amostras serem caracteristicas da estrutura do azul da Prussia,

diferengas podem ser observadas na forma das particulas cubicas.

A imagem de microscopia da amostra PBcitrato (ver Figura 20A) exibe
particulas cubicas perfeitas, isto €, arestas, face e vértice bem definidos. Além
de superficies lisas. Em comparacéao, o contrario é observado na particula PB-
PVP (ver Figura 20B). A partir de imagens MEV, superficies irregulares foram
observadas nos vértices do cubo, resultando na caracteristica “arredondada” e
consequentemente, arestas nao definidas. No entanto, as faces sdo bem
definidas com superficie lisa. A rugosidade sugere que a particula PB-PVP foi
formada pela agregagdo de pequenas nanoparticulas de azul da Prussia,

condizente com o processo de formagao lenta.'?°
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Figura 20. Imagens MEV-FEG das particulas PBcitrato (A) e PB-PVP (B) com
ampliacdo de 100.000x

4.1.2.6 Microscopia eletrénica de transmissao de alta resolugcao

Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo também foram obtidas
para esses materiais e estao ilustradas na Figura 21. Os resultados mostram a
presenca de particulas cubicas (ver circulos vermelhos) envolvidas em uma
aglomeracéao na amostra PBcitrato (Figura 21A) e isoladas na amostra PB-PVP
(Figura 21B). As particulas cubicas sdo macigas e consequentemente impedem
a transmissao do feixe, sendo representadas pelas regides escuras, a qual esta
relacionada com a densidade atdbmica das particulas. Em contrapartida, as
partes mais claras sédo evidéncias dos agentes de cobertura, isto é, citrato para
a amostra PBcitrato e polivinilpirrolidona para PB-PVP, corroborando com toda
a discussao anterior. Sendo possivel, também, observar particulas cubicas mais

claras para a amostra PB-PVP.

Importante mencionar a sensibilidade dos compostos organicos ao feixe de
elétrons. As ligagdes covalentes, caracteristicas de estruturas organicas, sob
interacdo de um feixe de elétrons, resultam na quebra das ligacdes. Esse
fendbmeno limita a aquisicdo de dados estruturais ou quimicos em alta resolugcao
espacial.'*> Mediante a este fato, imagens de alta resolugdo ndo puderam ser
obtidas para as amostras PBcitrato devido a funcionalizacdo de porgdes de

citrato na superficie da particula azul da Prussia.

-
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Figura 21. Imagens de microscopia de transmissao das particulas (A) PBcitrato
e (B) PB-PVP.

Para informagbes mais detalhadas, imagens altamente ampliadas da
particula PB-PVP foram obtidas. A auséncia de vértices bem definidos, como
descrito anteriormente, pode também ser observada na Figura 22A. A regido
mais clara, ao redor da superficie da particula, sugere a proposta de
revestimento com polivinilpirrolidona. Com o auxilio do software ImagedJ, a

espessura do revestimento com PVP foi determinada em cerca de 10 nm.

A partir das imagens de transmissao de alta resolu¢ao das particulas PB-
PVP mostradas na Figura 22B, informacdes estruturais foram investigadas. As
imagens exibem a orientacdo dos planos na regido mais escura, caracteristica
da cristalinidade das particulas de azul da Prussia. Enquanto a regido mais clara

se caracteriza como amorfa, ou seja, sem orientagdo dos planos.

Figura 22. Imagens MET da particula PB-PVP isolada (A), imagem de alta resolucao
da interface PB e PVP (B).

-
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Os valores de didmetro de particula obtidos pelas analises DLS e MET sao
diferentes, como esperado. Importante destacar que ambas as analises refletem
propriedades diferentes do sistema das particulas conforme a ilustracdo na
Figura 23. A técnica DLS indica o diametro hidrodindmico da particula e como
ela se comporta em um fluido. Como também, da informagdes sobre qualquer
tipo de revestimento na superficie. Em contrapartida, técnicas que sondam os
elétrons da particula, enxergam apenas o nucleo interno e consequentemente,

o didmetro de particula sera menor.'3
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Fonte: Adaptado do site da FRITSCH'#4

Figura 23. Diferenca entre o tamanho de particula e o tamanho hidrodinamico.

Com base nisso, o tamanho das particulas obtidas por microscopia de
transmissao (Figura 21B e Figura 22A) foi determinado. O histograma da
contagem de particulas € mostrado na Figura 24. Como pode ser observado, a
particula de azul da Prussia exibe um tamanho médio de cerca de 90 nm. Com
o auxilio do imaged, a espessura do revestimento PVP foi quantificado em 11 nm
(ver Figura 24B). Os resultados sdo condizentes com o didmetro hidrodinamico
das particulas PB-PVP obtido pela técnica DLS (ver sub-item 0). Os valores sao
comparados na Tabela 7 e de fato existe uma diferenca de cerca de 5 nm entre
os dados obtidos através das diferentes técnicas. Essa diferenca evidencia a
superficie da particula e corrobora com os resultados anteriores sobre o

revestimento com o polimero PVP.
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Figura 24. Histogramas da contagem de 50 particulas da amostra PB-PVP

obtidas por microscopia eletrénica de transmissao.

Tabela 7. Valores comparativos entre o tamanho médio obtido pela analise MET
e o didmetro hidrodinamico obtido pela técnica DLS das particulas PB-PVP.

Tamanho médio (MET) | Diametro hidrodinamico (DLS) Diferenca
90,38 £ 15,89 nm 95,88 + 28,92 nm 5,5nm

41.2.7 Analise Térmica

O comportamento térmico do composto PB-PVP foi investigado através da
técnica de analise térmica (TA, do inglés “Thermal analysis”) e as curvas sao
mostradas na Figura 25. De modo complementar a analise TGA, as variagdes
de perda de massa em relagao a temperatura associadas aos eventos térmicos
da amostra foram analisadas pela curva DTG (curva em vermelho). Através da

DTG a faixa (inicio e fim) de decomposicao térmica do material foi identificada.

As particulas PB-PVP apresentam trés eventos de decomposic¢ao descritos
na Tabela 8. A primeira perda de massa (9,38%) observada na regido de 26-196
°C se origina da perda de moléculas de agua fisicamente adsorvidas na
superficie das particulas. O segundo evento de decomposic¢ao entre 200-390 °C
€ atribuido principalmente a perda de matéria organica, como também, a
volatilizagdo de moléculas de agua coordenada a rede do azul da Prussia

(22,78%), sendo o pico maximo de decomposi¢cao em 300°C. A terceira perda de
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massa (10,38%), aproximadamente em 650°C, estd associado a quebra das
ligagbes coordenadas do azul da Prussia, isto €, a decomposi¢ao completa da

estrutura azul da Prussia. 45146
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Figura 25. Curvas TGA (em azul) e DTG (em vermelho) das particulas PB-PVP.

Tabela 8. Valores de perda de massa atribuidos aos eventos térmicos para as
particulas de PB-PVP.

Evento Térmico

Ti Tt Am Ti T Am Ti T Am
/°C /°C 1% [°C [°C 1% /°C /°C 1%

Amostra

PB-PVP 26 196 | 9,68 | 200 | 390 | 22,78 | 390 | 795 | 10,38

Ti — Temperatura inicial, Tr — Temperatura final, Am — Variagcdo de massa

Obs. - A analise térmica das particulas PBcitrato ndo foram realizadas. A
decomposicdo desse material pode gerar gas cianeto, consequentemente, se

faz necessario um ambiente com circulagcdo de ar ou capela exaustor. Desta
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forma optou-se pelas analises do PB-PVP, por questdes de segurancga, e uma

unica analise foi realizada para as amostras de PB-PVP.

41.2.8 Espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta-visivel e
infravermelho préximo (UV-Vis-NIR)

Os resultados discutidos anteriormente confirmam a formacgao das particulas
azul da Prussia. Com base nisso, as propriedades fotoquimicas das amostras
PBcitrato e PB-PVP foram investigadas pela espectroscopia de absorgéo
eletrébnica na regido do ultravioleta e visivel, como também na regido do

infravermelho préximo (NIR) e os espectros sdo mostrados na Figura 26.

Como ilustrado, a dispersdo aquosa de ambas as particulas apresenta
absorg¢ao na regido do ultravioleta ( < 400 nm), na regiao do visivel (400 — 780
nm) e do infravermelho proximo (780-2500 nm), sendo esta ultima, a faixa de

interesse para o estudo de fototermia.

Os espectros eletronicos dos compostos precursores e dos materiais obtidos
sdo apresentados nas Figura 26A-B. As bandas de absorgdo ocorrem em Amax
= 200, 259 e 293 nm para acido citrico, ferrocianeto de potassio e cloreto de

ferro(lll) hexahidratado, respectivamente.

O espectro eletronico do material PBcitrato (ver Figura 26A) exibe picos de
absor¢cado em Amax = 206, 259, 285 e 697 nm. As trés bandas na regido do UV
sdo caracteristicas dos trés precursores e a banda larga estendida da regido do

visivel até o infravermelho proximo, caracteristica do azul da Prussia.

A banda de absor¢cdo em 206 nm esta associada ao grupo carboxilico do
acido citrico, com transicao n — n*. Observa-se um deslocamento batocrémico
do grupo carboxilico livre (Amax = 200 nm) para o grupo carboxilato (Amax = 206
nm) confirmando a formagao do citrato férrico (ver Figura 13). As bandas
observadas em 259 e 285 nm estdo associadas as transi¢des de transferéncia
de carga do K4[Fe(CN)s] (TCML) e FeCl3.6H20 (TCLM), transigdes tog > n* € o

— eg, respectivamente.’?®
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A banda de absorcdo centrada em 697 nm é atribuida a transferéncia de
carga intervaléncia metal-ligante-metal de espécies Fe(ll) para Fe(lll) na
estrutura do azul da Prussia. Essa transferéncia eletrénica se origina a partir da
interagdo do complexo [Fe(CN)s]* com os ions de Fe(lll), resultando na ponte

Fe(I1)-CN-Fe(lll), caracteristica principal do azul da Prussia.

O espectro eletrénico das particulas PB-PVP (ver Figura 26B) apresenta
similaridade com as bandas de absorgéo do PBcitrato, evidenciando a formacao
do azul da Prussia. O espectro exibe trés picos de absor¢do em Amax = 205, 257
e 279 nm e uma banda larga na regido do Vis-NIR, com pico maximo em 689

nm.
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Figura 26. Espectros de absorgéo na regido UV-Vis-NIR da dispersdo aquosa
das particulas PBcitrato (A) e PB-PVP (B) e suas respectivas solugbes aquosas
precursoras.

A banda de absor¢édo em 205 nm esta associada a presenca do grupo
funcional carbonila no PVP (transicdo n — =n*). A banda observada em 257 nm
esta associada a transferéncia de carga do ion Fe(ll) para o ligante (TCML),

transicado tog — n* e sua presencga confirma a ocorréncia da reagao de esfera
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externa, isto é, a redugéo de Ks[Fe(CN)s] em meio acido. A banda em 279 nm é
atribuida a transferéncia de carga ligante-metal do Ks[Fe(CN)s], transicao o —
eg. E finalmente, o aparecimento da banda centrada em 689 nm confirma a
formacéo do azul da Prussia, posto que esta associada a transicido eletrénica

intervalente entre os ions Fe(ll) e Fe(lll), através da ponte de ciano.

No que se refere a presenga nos espectros eletrénicos da banda observada
no fim do visivel e inicio do IV préoximo, a Figura 27 mostra que existe um
deslocamento dessa banda entre os dois materiais. O espectro da amostra
PBcitrato (Amax = 697 nm) exibe um deslocamento batocrémico de 17 nm em
relacdo a amostra PB-PVP (Amax = 689 nm). O fenbmeno observado para esse
deslocamento do maximo da banda de absorgao evidencia que a funcionalizagao
da superficie da nanoparticula de azul da Prussia com citrato afeta a energia
envolvida no processo de transferéncia eletrénica entre Fe(ll)-CN-Fe(lll),

modificando o band gap.

De modo geral, a transi¢ao associada a transferéncia de carga metal-metal
(TCMM) atua como meio de estimulo Optico responsavel pelas propriedades
fotofisicas do azul da Prussia. A banda na regido do Vis-NIR responsavel pela
transferéncia de carga entre os ions Fe(ll) e Fe(lll) pode ser representada pela

reagdo (1), onde m e n séo os estados de oxidagdo formal do metal.'*’

h -
MP —NC — M 5 MY —Ne - M0 (1)

O ion Ma sofre uma redugdo como resultado da transferéncia de carga do
ion Ms. O estado excitado sofre um processo de relaxamento para o estado
excitado mais baixo, via conversao interna. Os elétrons no nivel vibracional mais
baixo do estado excitado sofrem, entdo, um processo de decaimento néao-

radiativo gerando calor, o chamado efeito fototérmico.4®
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Figura 27. Espectros eletronicos na regido do Vis-NIR das particulas PBcitrato
e PB-PVP dispersas em fase aquosa.

41.2.9 Investigagao do efeito fototérmico de nanoparticulas de azul
da Prussia

A eficiéncia das particulas como fotossensibilizadores, avaliada pela
capacidade de absorcdo na regido do infravermelho préximo, foi confirmada
nesse estudo pela espectroscopia eletronica no UV-Vis-NIR (ver discussao
anterior). Entretanto, para uma aplicacdo fototérmica, essa capacidade de
absorcdo deve ser convertida em calor. Fundamentado nisso, a emissao de
calor, avaliada através do aumento da temperatura das amostras PBcitrato e
PB-PVP, foi investigada através de estudos de eficacia da transducao

fototérmica mediada por laser infravermelho no comprimento de 808 nm.

Os graficos de elevagao de temperatura sdo mostrados nas Figura 28A-B.
As amostras, na concentragdo de 1 mg mL", irradiadas pelo laser 808 nm,
exibem uma elevacgao significativa de temperatura, em comparagao ao branco
(agua), confirmando a emissao de calor pelo decaimento ndo-radiativo do estado

excitado.
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Importante mencionar que os tratamentos térmicos se baseiam na conducao
de uma parte ou de todo o corpo acima da temperatura normal por um periodo
definido, conhecido como hipertermia. Cabe acrescentar, também, que existe
uma faixa de temperatura 6tima para atuar na remissédo do tumor, isto €, 40-45

°C_149

Nesse trabalho, a irradiagdo sob baixa poténcia (0,3 e 0,5 W cm2) em ambas
as amostras ndo se mostrou viavel para a aplicacdo de terapia fototérmica pois
nao atingem a faixa necessaria para a acao terapéutica. No entanto, sob
poténcia média (0,8 e 1,0 W cm), a amostra PBcitrato atinge 40 °C a partir de
400 s (~ 6 min) e permanece na faixa de 40 — 45 °C por 13 minutos (0,8 W cm?)
e 6 minutos (1,0 W cm). Sob poténcias elevadas (1,5 e 2,0 W cm™), a elevagao
de temperatura € muito rapida. Com 170 s (1,5 W cm?) ou 100 s (2,0 W cm?) a
temperatura é elevada até 40 °C. E com 60 s (1,5 W cm?) ou 40 s (2,0 W cm™?)

a temperatura é elevada para 45 °C.

Visando uma aplicagéo bioldgica, varios parametros devem ser analisados,
incluindo a manutencao da temperatura na faixa de temperatura terapéutica. Sob
elevada poténcia de laser, adotando uma aplicacao real, o material levaria o
centro do tumor a uma temperatura de 50 °C rapidamente, sugerindo uma morte
celular mais rapida; no entanto, a rapidez da conversao fototérmica gera um
aumento nao-gradual da zona irradiada acarretando o efeito colateral de células

saudaveis.

As particulas PB-PVP sob elevadas poténcias atingem 40°C com 90 s (1,5
W cm2) e 80 s (2,0 W cm2), respectivamente. A temperatura se mantém na faixa
de 40 — 45 °C por 50 s (1,5 W cm?) e 40 s (2,0 W cm™) de irradiagdo. Sob
poténcia média a temperatura atinge a faixa 6tima a partir de 150 s (1,0 W cm)
e 270 s (0,8 W cm™), respectivamente. A temperatura se mantém nesta faixa,
por 100 s (1,0 W cm?) e 310 s (0,8 W cm™), respectivamente.
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Figura 28. Estudos de transducdo fototérmica de dispersdes aquosas das
amostras (1 mg mL"): (A) PBcitrato, (B) PB-PVP e a dependéncia da poténcia
do laser.

Obs. — Foram escolhidas as nanoparticulas PV-PVP para a continuidade dos
estudos, exceto no que concerne o compdésito PBcitrato@MIL-100(Fe) (ver itens
4.2.2.1e4.2.2.2), porque apesar do elevado desvio padréao (+41 nm) nos dados
de MET, gerando imprecisdo na estimativa do tamanho de particula, as
nanoparticulas de azul da Prussia funcionalizadas com o polimero orgéanico
apresentaram uma maior estabilidade coloidal (potencial zeta igual a - 31 mV), o
revestimento PVP permitiu a aquisicdo de dados estruturais em alta resolugao,
além de ter sido possivel a obtengao dessas nanoparticulas em alto rendimento

(sintese em larga escala).

4.2 Compésitos PB-PVP@MOFs

A partir da viabilidade de uso das nanoparticulas de azul da Prussia
funcionalizadas com o polimero PVP (PB-PVP) como material
fotossensibilizador, as investigacdes prosseguiram para a segunda proposta do
trabalho. Esta tem como objetivo a formagao de compdsitos do tipo core-shell,
tendo a particula PB-PVP como nucleo (core) e MOFs como casca (shell). Essa
etapa do trabalho procurou investigar, entao, os processos de automontagem de

trés diferentes MOFs sobre a superficie das particulas PB-PVP, como também,
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0os processos de interagcdo entre ambos os componentes dos compdsitos
obtidos. Dentro desse contexto, trés estruturas MOFs foram analisadas,

contendo:

(i) ions Zn(Il) e o ligante 2-metilimidazol (ZIF-8);
(i) ions Fe(lll) e o ligante acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (MIL-100);

(i)  ions Fe(lll) e o ligante acido trans-butenodidico (MIL-88).

Por serem materiais porosos, as redes metalorganicas (MOFs) tém sido
utilizadas como sistemas de liberacdo de farmacos e nessa proposta foram
escolhidas para a construgdo de plataformas multifuncionais do tipo
PB@MOF@farmaco. Inicialmente, a dimensao da estrutura cristalina do farmaco
6-mercaptopurina (ccdc 1211285) foi analisada no software Mecury'® e entao,
comparada com o tamanho dos poros das matrizes porosas utilizadas. Em
seguida, foram efetuados ensaios de encapsulagao do farmaco, via impregnagéao
por via umida ou método in-situ, e subsequentes experimentos de liberacao

controlada nos sistemas investigados.

4.2.1 Compésito PB-PVP@ZIF-8

O compdsito PB-PVP@ZIF-8 foi preparado a partir da metodologia adaptada
de Wang et al, partindo das nanoparticulas PB como nucleo (core) e a MOF ZIF-
8 como casca (shell).""> As moléculas de PVP na superficie das particulas
fornece uma afinidade pelos blocos de construgéo da rede metalorganica ZIF-8.
As possiveis interacbes entre as nanoparticulas de azul da Prussia
funcionalizada e a MOF podem envolver, por exemplo, a coordenacgao entre os
anéis de pirrolidona (C=0) do polimero PVP e ions Zn(ll), interagdes hidrofébicas
entre grupos apolares do PVP e do ligante organico e intreragoes

eletrostaticas.?®
4.2.1.1 Encapsulamento do farmaco 6-mercaptopurina (6-MP)

O composito PB-PVP@ZIF-8@6MP carreando o farmaco 6-

mercaptopurina foi preparado in situ, a partir da metodologia adaptada de Kaur
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et al.'% A rota sintética escolhida permitiu a formacao direta da estrutura da MOF
ZIF-8, ja carregando o farmaco 6-MP, sobre a superficie das nanoparticulas PB-

PVP, cujas caracterizagdes passam a ser apresentadas a seguir.
4.2.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho das amostras PB-
PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP séo ilustrados na Figura 29. O espectro
vibracional do compdsito PB-PVP@ZIF-8 mostra a presenca das bandas
caracteristicas dos componentes precursores (PB-PVP e ZIF-8). As bandas
observadas em 2085 e 502 cm™' s&o correspondentes, respectivamente, ao
estiramento C=N e a deformacao Fe(ll)-CN-Fe(lll), principais caracteristicas das
nanoparticulas PB-PVP. As bandas caracteristicas da ZIF-8 estdo destacadas,
na regiao espectral de interesse, na Figura 29B. Como observado, o espectro
no IV do compdsito apresenta também bandas em 1580, 1421, 1146 e 422 cm™*
associadas aos estiramentos C=N, C-N e Zn-N, respectivamente, da MOF ZIF-

8 151

Com relacdo ao material obtido apds o encapsulamento do farmaco, os
espectros vibracionais dos compdsitos PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP
mostram similaridades entre si, exceto na regido entre 1300 — 1100 cm™' como
destacado na Figura 29B. O compdésito PB-PVP@ZIF-8@6MP apresenta um
pico em 1224 cm™' atribuido ao modo de estiramento v(C=S), evidenciando a
interacdo do farmaco 6MP com o compdsito PB@ZIF8. Entretanto, outras
evidéncias da presenca do farmaco como bandas atribuidas ao grupo tiol (-SH)
(2620 — 2550 cm™'), ao grupo N-H em 3420 cm™' e ao grupo C-N em 1343 cm™
ficaram mascarados pela intensidade dos picos de absor¢cdo dos componentes

PB-PVP e ZIF-8 nessas mesmas regiodes.
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Figura 29. Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das amostras ZIF-
8, 6-MP e os compdésitos PB-PVP@ZIF-8 € PB-PVP@ZIF-8@6MP nas regides
de (A) 4000 — 400 cm™, (B) 1800 — 400 cm™.

4.2.1.3 Difragao de raios-X de po

Os padrodes de raios-X das amostras foram obtidos a partir da dispersao
aquosa em substratos de vidro e os difratogramas sao apresentados na Figura
30. Os materiais PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP mostram picos

caracteristicos dos componentes da azul da prussia (PB) e da MOF ZIF-8.
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Figura 30. Difratogramas de raios-X das amostras PB-PVP@ZIF-8, 6MP, PB-
PVP@ZIF-8@6MP e das nanoparticulas PB (CCDC Number: 708099) e ZIF-8
(CCDC Number: 864309) simulados.

Os padrdes de raios-X dos compdsitos exibem os planos hk/ (200), (220),
(400) e (420) do PB simulado (ver difratograma azul) e os planos hk/ (110), (200)
e (211) da MOF ZIF-8 (ver difratograma cinza). Os resultados obtidos mostram
que nao ha nenhuma evidéncia de mudanca de fase das estruturas apds a
formagao dos compdsitos, PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP.

O difratograma da amostra PB-PVP@ZIF-8@6MP nao exibe as fases do
farmaco 6MP, revelando a integridade das fases da amostra e indicando que a

interacao farmaco-MOF nao altera a estrutura.

4.2.1.4 Difragcado de elétrons em area selecionada

A analise de difracao de elétrons em area selecionada foi utilizada para
obter informacgdes cristalograficas dos compdsitos. As imagens SAED obtidas
para os materiais PB-PVP@ZIF-8 ¢ PB-PVP@ZIF-8@6MP sdo mostradas na
Figura 31.
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Como pode ser visto nas imagens, para ambos os compdsitos, foram
observados mais de trés anéis, exatamente como observado para as

nanoparticulas de azul da Prussia livres (ver Figura 17).

Figura 31. Microscopia de difragdo de elétrons de area selecionada (SAED) dos
materiais PB-PVP@ZIF-8 (A) e PB-PVP@ZIF-8@6MP (B).

Os dados de distancia interplanares (experimentais e calculados) estao
apresentados na Tabela 9. Os resultados sdo também condizentes com os
planos hkl das particulas PB-PVP observados no difratograma de raios-X. No
entanto, os planos caracteristicos da ZIF-8 ndo puderam ser detectados, muito
provavelmente por essa fase estar em menor propor¢cao, quando comparada as
particulas PB-PVP.

Tabela 9. Distancias interplanares do compdsito PB-PVP@ZIF-8 a partir de
dados experimentais e dados do padrao de cristal simulado para as particulas
PB-PVP e ZIF-8.

Planos hkl | dexp (A) Pg;i\:zogé) Erro(%)
220 3,550 3,598 1,33
400 2,527 2,544 0,66
420 2,237 2,275 1,67

Planos hkl | dexp (A) ZIF-8 (A) Erro(%)
211 - 6,879 -

Ajuste da escala 2535 pixels A'| 1089 pxl A constante de camera | distancias medidas por imageJ PB@ZIF-8: 0,121 A
(306,74 pxl), 0,148 A (375,18 pxl), 0,170 A (430,95 pxl), 0,192 A (486,72 pxl), 0,239 A (605,86 px), 0,267 A (676,84 pxl),
0,317 A (803,60 pxl).
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4.2.1.5 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugao

Os resultados da microscopia eletrénica de varredura (MEV) das
amostras PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP sdo mostrados na Figura 32
e Figura 33, respectivamente. As imagens do compdsito PB-PVP@ZIF-8
mostram a formagao de particulas cubicas, de arestas bem definidas (ver Figura
32A) e distribuicdo ndo homogénea de tamanho (ver Figura 32B). Como mostra
o histograma, o tamanho da maioria das particulas esta compreendido entre 100-
120 nm, entretanto e o diametro médio de particula é igual a 152,21 £ 65,59 nm.
O histograma do compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP (ver Figura 33B) mostra
particulas com tamanho na faixa de 99,5 — 120 nm e didmetro médio de particula
igual a 137,48 + 48,99 nm.

W

N
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Figura 32. (A) Imagens MEV-FEG e (B) Histograma de tamanho das particulas
PB-PVP@ZIF-8.
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Figura 33. (A) Imagens MEV-FEG e (B) Histograma de tamanho das particulas
do material PB-PVP@ZIF-8@6MP.
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O tamanho médio das particulas dos materiais PB-PVP, PB-PVP@ZIF-8
e PB-PVP@ZIF-8@6MP foram comparados e os resultados estdo compilados
na Tabela 10. Como esperado, os compdsitos apresentam um aumento no
tamanho de particula de 37% (para PB-PVP@ZIF-8) e 23% (para PB-PVP@ZIF-
8@6MP), sendo esse o primeiro indicio de formagao da casca na superestrutura

core-shell desejada.
Tabela 10. Valores comparativos entre o tamanho médio (largura) obtido pela
analise MEV das particulas PB-PVP.

PB-PVP PB-PVP@ZIF-8 PB-PVP@ZIF-8@6MP
111,09 + 41,69 nm 152,21 + 65,59 nm 137,48 + 48,99 nm

Em relagado ao tamanho dos compdésitos PB-PVP@ZIF-8 € PB-PVP@ZIF-
8@6MP, ha uma variacdo nos valores. No entanto, as microscopias revelam
alteracdo na morfologia do material. O composito PB-PVP@ZIF-8@6MP revela
particulas com arestas menos definidas, resultando em particulas com
extremidades arredondadas (ver Figura 33A). Ao contrario do compdésito PB-
PVP@ZIF-8 a qual mostra particulas cubicas “perfeitas” ao observar,

principalmente, os vértices do material (ver Figura 32A).

4.2.1.6 Espectroscopia de energia dispersiva

A composig¢ao dos compositos PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP foi
estimada pela obtengao dos espectros EDS, que estdo apresentados na Figura
34. A presenca dos elementos Zn (zinco da ZIF-8) e S (enxofre do grupo tiol do

6MP) evidencia a formacgao do compdésito e incorporagao do farmaco.
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Figura 34. Espectros EDS dos materiais PB-PVP@ZIF-8 ¢ PB-PVP@ZIF-
8@6MP.

4.2.1.7 Microscopia eletrénica de transmissao de alta resolugao

A espessura da casca constituida pela MOF ZIF-8 sobre a superficie da
nanoparticula de azul da Prussia foi avaliada por microscopia eletrénica de
transmissdao e as imagens sdo mostradas na Figura 35. As imagens do
composito PB-PVP@ZIF-8 revela um nucleo (PB) com 46,23 nm e nucleo-casca
(PB-PVP@ZIF-8) com 72,40 nm de tamanho estimado. Sendo assim, a

espessura estimada de ZIF-8 na superficie da PB foi de cerca de 26 nm.

Figura 35. Imagens de microscopia de transmissao das particulas dos materiais
(A) PB-PVP@ZIF-8 e (B) PB-PVP@ZIF-8@6MP.

A microscopia da amostra apds a incorporacao do farmaco, PB-PVP@ZIF-
8@6MP, esta ilustrada na Figura 35B e mostra uma particula PB com 104,28
nm e o composito nucleo-casca com 134,79 nm. Sendo estimado, para o ZIF-

-
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8@6MP, uma espessura de cerca de 30 nm. Apesar de tamanho de particula
nao-homogéneo, os valores sao condizentes, uma vez que se trata da mesma

metodologia sintética, corroborando a reprodutibilidade da rota sintética.

4.2.1.8 Determinacgao do Potencial Zeta

De modo a complementar os resultados da caracterizacdo dos materiais,
as amostras PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP foram submetidas a

analise de potencial zeta e os resultados sdo apresentados na

Figura 36. As medidas de potencial zeta sugerem a influéncia da carga

da ZIF-8 sobre a superficie das particulas de azul da Prussia.

30
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Figura 36. Potencial zeta das particulas ZIF-8, PB-PVP e das particulas dos
compositos PB-PVP@ZIF-8 (representado pela abreviagdo NPs@ZIF-8) e PB-
PVP@ZIF-8@6-MP (representado pela abreviagdo NPs@MOF@6MP).

Como mostrado, as particulas da MOF ZIF-8 apresentam potencial
positivo de magnitude igual a 23,3 + 3,75 mV.' Como esperado, a
automontagem da rede metalorganica ZIF-8 na superficie do azul da Prussia (-
31,2 + 8,48 mV) desloca o potencial para magnitude negativa igual a — 16,8 +
5,60 mV para o core-shell PB-PVP@ZIF-8. Como pode também ser observado,
a formacgéo in situ do compdsito contendo o farmaco, PB-PVP@ZIF-8@6MP,

resulta em particulas com potencial negativo de -1,62 + 5,02 mV. Cabe ressaltar
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que um potencial proximo a zero implica necessariamente em uma suspensao

coloidal instavel e, portanto, as particulas devem se agregar.

Importante destacar o processo de formacdo do material compdsito.
Neste caso, inicialmente, as particulas de azul da Prussia funcionalizadas PB-
PVP interagem com o centro metalico Zn(ll). Em seguida, os ions Zn(ll)
interagem com o ligante organico, formando a rede metalorganica ZIF-8 ao redor
das particulas do material fotoativo. Sendo assim, as medidas de potencial zeta
também corroboram com a presenca de particulas da MOF estruturadas sobre

a superficie das nanoparticulas PB-PVP.

4.2.1.9 Analise Térmica

A composi¢cao dos materiais também foi confirmada pelos resultados de
analise térmica (TA), que sao mostrados nas Figura 37 (compdsito PB-
PVP@ZIF-8) e Figura 38 (compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP). Com base na
literatura®, foi assumido que as moléculas de agua evaporam totalmente até
180 °C.

As amostras PB-PVP e PB-PVP@ZIF-8 exibem uma perda inicial de
massa de 9,35 e 6,02 % associada a liberagdo de moléculas de agua, como
mostrado na Figura 37. Acima de 180 °C, ocorre a decomposi¢ao térmica
associada a perdas de massa de 33,59; 60,30 e 56,17% das amostras PB-PVP,
ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8, respectivamente (ver também Tabela 11).
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Figura 37. Curvas TGA dos compostos PB-PVP (linha azul escuro), MOF ZIF-8
(linha cinza) e PB-PVP@ZIF-8 (linha azul claro).

Tabela 11. Dados experimentais de perdas de massa das amostras PB-PVP,
ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8 com base nas analises térmicas.

Massa (%) ‘1 2 Gas / resto /
Amostra Hz0 Gas®  Resto (gas + resto) (gas + resto)
PB-PVP 9,35 33,59 57,06 37,05 62,94
ZIF-8 0 61,30 38,7 61,30 38,7

PB-PVP@ZIF-8 | 6,02 56,17 37,81 59,76 40,23

1 Gas liberado com a decomposicao do material
2 Resto = residuo gerado da decomposi¢cao como 6xidos.

De acordo com a analise térmica, os resultados associados aos eventos
de decomposicao foram estruturados em um sistema de equacgdes. Para isso, foi
assumido que a massa do material PB-PVP é x e o do ZIF-8 é y, como também,
PB-PVP@ZIF-8 ¢ o mesmo que x +y =100 g.

0,3705 x + 0,6130 Yy = 59,76 G vvvevvevveerenn.. @
0,6294 x + 0,3870y = 40,23 G +ovvevvevereenr @
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Isolando x na equacéao 2 e substituindo na equacao 1, obtém-se x = 6,32
g ey =93,66 g. Portanto, a razdo de massa de PB-PVP/ZIF-8 foi estimada em
6,32/93,66. Ou seja, 93,66% de ZIF-8 presente no compdosito PB-PVP@ZIF-8.

A decomposigao térmica do compdsito com o farmaco encapsulado in-situ
PB-PVP@ZIF-8@6MP também foi investigada e as curvas termogravimétricas

estao apresentadas na Figura 37. As perdas de massa sao descritas na Tabela
12.

100 4
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Figura 38. Curvas TGA das amostras PB-PVP (linha azul), ZIF-8 (linha cinza),

do farmaco 6-MP (linha amarela) e do compésito PB-PVP@ZIF-8@6MP) (linha
verde).

Tabela 12. Dados experimentais de perdas de massa das amostras PB-PVP,
ZIF-8, 6MP e PB-PVP@ZIF-8@6MP com base nas curvas TGA.

Massa (%) £ 2 Gas/ resto /
Amostras H0  Gas' Resto (gas + resto) (gas + resto)
PB-PVP 9,35 33,59 57,06 37,05 62,94

ZIF-8 0 61,30 38,7 61,30 38,7

6MP 9,17 86,95 3,87 95,73 4,26
PB-PVP@ZIF-

8@6MP 7,81 40,64 51,55 44,08 55,91

1 Gas liberado com a decomposigao do material
2 Resto = residuo gerado da decomposigdo como éxidos.
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Para estimar o conteudo de farmaco presente no compdsito, observou-se
a relacao entre PB-PVP e ZIF-8, como também, PB-PVP e 6MP. Foi assumido

que:

(i) a massa de PB-PVP ¢ x e ZIF-8 é y, como também, PB-PVP@ZIF-
8@6MP é 0o mesmo que x +y =100 g.

(i) a massa de PB-PVP é z e 6MP ¢ w, como também, PB-PVP@ZIF-
8@6MP é o mesmo que z+w =100 g.

Sistema (i):
0,3705x+0,6130y=44,08Q .....ccvvvnvnenen.n. 3
0,6294 x+0,3870y=5591Qg .....coevvnininnnnnn. @

A partir desse sistema, foi estimada, para esse compésito, uma razéao de
massa de PB-PVP/ZIF-8 igual a 71,00/28,99.

Sistema (ii):
0,3705x+0,9573y=44,08Q ...c.cevnvnenenn... 5
0,6294 x + 0,0,0426 y =5591Q ...oevevininnnnnnnne. ®

A partir da equacao 5 e 6, foi estimada uma razdo de massa de PB-PVP/6MP
igual a 88,02/11,98.

Como esperado, a relagdo massica mostra a influéncia do farmaco na
formagao do compdsito. Os resultados foram normalizados em relacéo ao PB-
PVP, isto €, para cada 1 g de PB-PVP tém-se 0,4083 g de ZIF-8 e 0,136 g de
6MP. Logo, a razdo massica (g) do compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP foi
estimado em 1:0,4083:0,136 para PB-PVP:ZIF8:6MP, respetivamente.

Na teoria, a razdo de peso (g) entre PB-PVP e 6MP foi 0,09:0,0109; isto
€, o0 equivalente a 1:0,121. As razdes tedricas e experimentais apresentam um
erro de -11,03%.
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4.2.1.10 Espalhamento dindamico de Luz (DLS)

O tamanho das particulas foi estimado através de analise DLS e a
distribuicdo de tamanho é mostrada na Figura 39, assim como os dados séo

apresentados na Tabela 713.

Tabela 13. Valores de raio hidrodindmico das particulas PB-PVP@ZIF-8 € PB-
PVP@ZIF-8@6MP.

PB-PVP@ZIF-
PB-PVP PB-PVP@ZIF-8 oo

hid?:;%?neét:r%co 95,88 +28.92 nm | 269.3 552 nm | 271,3 + 88,55 nm
(PDI) (0,133) (0,377) (0,168)

As medigbes foram realizadas para confirmar os raios hidrodinamicos dos
compdésitos obtidos, isto €, PB-PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP em solugéo
aquosa. O indice de polidispersao da amostra PB-PVP e PB-PVP@ZIF-8@6MP,
que fornece informacgdes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos,
foi baixo (< 0,3) para ambas as dispersdes obtidas, indicando a formacao de
sistemas monodispersos. Apesar do baixo potencial zeta da particula PB-
PVP@ZIF-8@6MP que caracteriza um sistema instavel, a presenca da molécula
apolar 6-mercaptopurina (6-MP) estabiliza as particulas em dispersao. Para a
amostra PB-PVP@ZIF-8 o valor de PDI alto (> 0,3) indica a formacédo de

sistemas polidisperso e evidencia a agregacao das particulas no material.
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Figura 39. Diametros hidrodindmicos meédios das particulas de PB-PVP, PB-
PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP em dispersao aquosa.

4.2.1.11 Espectroscopia eletrénica na regiao do ultravioleta-visivel e
infravermelho préximo (UV-Vis-NIR)

Os espectros no UV-vis-NIR foram obtidos e estao ilustrados na Figura
40, onde podem ser observadas diferencas nas transigdes eletrénicas entre os
componentes (PB-PVP, ZIF-8 e 6MP) e os materiais compésitos (PB-PVP@ZIF-
8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP). Como pode ser observado, o espectro eletrbnico
das nanoparticulas PB-PVP apresenta trés bandas caracteristicas em (i) 205 nm
associado as transicbes n — 7~ do grupo ciano, (i) 257 nm associados a
transferéncia de carga na ponte Fe(ll)-CN-Fe(lll) e (iii) 689 nm associados a
transicao eletrénica Fe(ll) e Fe(lll). Ja o espectro registrado para a MOF ZIF-8
(solido branco) apresenta uma unica banda centrada em 202 nm, atribuida a
transicdo n — o¢* do grupo imidazol do ligante organico formador da rede
metalorganica’? e o farmaco 6MP em 194 nm associado as transi¢gdes n — o*
do grupo R-SH, 220 nm associado as transicbes n — o* do grupo R=S
conjugado resultado de formas tautoméricas™* e 320 nm associado as

transigdes n — 7* do grupo C=N.1%5
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Como esperado, o espectro de absorcao eletrébnica do compésito PB-
PVP@ZIF8 exibe as bandas caracteristicas de seus componentes, a saber, a
MOF ZIF-8 e as nanoparticulas de azul da Prussia PB-PVP em 198 e 739 nm,
respectivamente. Convém mencionar que em comparagdo com as
nanoparticulas livres de azul da Prussia funcionalizada, a banda de absorgéo no
Vis-NIR observada no espectro da amostra PB-PVP@ZIF8 sofre um
deslocamento batocrédmico (deslocamento para o vermelho), evidenciando a
influéncia da presenca da MOF ZIF-8 na superficie da particula de azul da
Prussia, modificando o processo de transferéncia eletrénica do cromdforo
principal PB-PVP.
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Figura 40. Espectros UV-Vis-NIR das amostras PB-PVP, ZIF-8, 6-MP, PB-
PVP@ZIF-8 € PB-PVP@ZIF-8@6MP.
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Nesses experimentos, destaque deve ser dada a curva ilustrada em verde
escuro na Figura 40, que se refere ao espectro eletrdnico do core-shell contendo
o farmaco 6-mercaptopurina (amostra PB-PVP@ZIF8@6MP). Isso porque pode
ser claramente evidenciada a formacdo do material desejado, uma vez que
bandas associadas aos trés distintos componentes, ZIF-8, 6-MP e PB-PVP,

podem ser visualizadas em 202, 320 e 739 nm, respectivamente.

Cabe destacar que as nanoparticulas de azul da Prussia, devido a forte
absorbancia optica na regido do infravermelho préximo, sao utilizadas como
agente fotossensibilizador. Além da sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixo custo de producéo e sintese simples, o que as tornam promissores agentes
fototérmicos.’® O estudo fototérmico dos sistemas baseados nesse material
fotoativo estdo descritos a seguir, no item 4.2.1.14 dessa Tese.

4.21.12 Encapsulagado do farmaco 6-mercaptopurina (6MP) na matriz
PB-PVP@ZIF8

Como sera apresentado a seguir, os resultados desta parte do trabalho
demonstraram que a incorporagdo do farmaco 6MP na matriz foi muito bem-
sucedida. Para a quantificagdo do farmaco no sistema PB-PVP@ZIF8@6MP, o
sobrenadante do meio reacional foi analisado por espectroscopia de absorcao
eletrénica no UV-Vis. A curva de calibracdo de 6MP em solugdo aquosa foi
plotada com medidas de absorbancia realizadas em A = 323 nm (ver Figura 41).
Com base na equacao linear da curva de calibracao, a concentragcao de farmaco
6MP no sobrenadante foi igual a 0,003095 mg mL-', e de acordo com a (Equagao

1, a eficiéncia de encapsulagao foi de 98,02%.
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Figura 41. Curva de calibragdo da 6-mercaptopurina (6MP) em solugdo aquosa
(A =323 nm).

A elevada capacidade de incorporacao do farmaco pode estar relacionada
a formacao in situ da MOF ZIF-8 sobre as nanoparticulas PB-PVP. A ligagao
coordenada entre os grupos nitrogenados do farmaco e os ions Zn(ll) da rede

metalorgéanica ZIF-8 (ver Figura 42) deve governar esse fenébmeno.

SH
H

NZ ’ N
)

ge

6-mercaptopurina

Figura 42. Representacdo esquematica das estruturas da rede metalorganica
ZIF-8 e do 6-mercaptopurina (6-MP).



Tese | Doutorado em Quimica | Caroline Moraes da Silva

Um segundo tipo de associagao pode estar relacionado a interagbes do
tipo n-n stacking (ver Figura 42) entre o grupo aromatico do farmaco 6MP e as
ligagcdes -C=N-, caracteristicas da parede dos poros das nanoparticulas PB-PVP
(ver Esquema 2 — Etapa ll). Nao pode ser descartada também o aprisionamento
do farmaco nos poros da matriz, provenientes da automontagem, posto a
elevada area especifica da MOF ZIF-8, cerca de 1700 m2.g-".1%7
42113 Ensaio de liberagdo do farmaco 6-mercaptopurina da matriz

PB-PVP@ZIF-8@6MP

Antes da realizagdo do estudo de liberacdo da 6-mercaptopurina no
material PB-PVP@ZIF-8@6MP, foram construidas duas curvas de calibracao
para o farmaco 6MP em tampdao fosfato-salino (PBS) usando dois diferentes

valores de pH (7,4 e 5,0). As curvas estdo ilustradas na

Figura 43.

Em seguida, o comportamento de liberacdo da 6MP encapsulada nos
poros da ZIF-8 no sistema PB-PVP@ZIF-8@6MP foi estudado.
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Figura 43. Curvas de calibragao da 6-mercaptopurina (6MP) em solugao tampéao
fosfato, em dois diferentes valores de pH.
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Os perfis de liberagdo cumulativa sob dois valores de pH (7,4 e 5,0) e
temperatura de 37 °C sdo mostrados na Figura 44. Os sobrenadantes foram
coletados em diferentes intervalos de tempo e a concentracdo cumulativa do
farmaco em cada intervalo, foi determinada com base na curva de calibracdo em

solugao tampao PBS usando o pH correspondente.

Os resultados mostram que o compdédsito PB-PVP@ZIF-8@6MP exibe
propriedade de liberagdo de 6MP responsiva ao pH. A menor quantidade de
liberagcao do farmaco foi observada em meio basico (pH 7,4) e um aumento da
porcentagem de liberagcdo de 6MP em meio acido (pH 5,0). Em razdo de que o
ambiente do tecido tumoral é moderadamente acido em comparagdo com
células saudaveis, logo um sistema de entrega de farmaco responsivo ao pH
pode reduzir os efeitos indesejaveis relacionados ao transporte de farmacos na
circulagdo sanguinea e melhorar a entrega de farmacos ao tecido tumoral.'®® Os
resultados obtidos mostram uma liberagdo pequena (14% no maximo) o que

pode indicar uma forte interagao do farmaco dentro e/ou na superficie da MOF.
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Figura 44. Curvas de liberacdo do farmaco 6MP a partir da matriz PB-

PVP@ZIF-8@6MP em diferentes valores de pH (5,0 e 7,0) e temperatura de 37
°C.
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4.21.14 Efeito fototérmico dos materiais PB-PVP@ZIF8 e PB-

PVP@ZIF-8@6MP

A habilidade de conversao fototérmica das nanoparticulas de azul da
Prussia (PB-PVP) e dos compodsitos antes (PB-PVP@ZIF8) e apos a
incorporagdo do farmaco (PB-PVP@ZIF-8@6MP) foi investigada pela
capacidade de absorc¢ao na regido do infravermelho préximo (ver Figura 45). O
crescimento da MOF ZIF-8 na superficie das nanoparticulas PB-PVP amplia a
regido de absorgdo, como pode ser observado pelo alargamento da banda
espectral, acompanhado por um deslocamento do Amax de 702 nm (PB-PVP)
para 785 nm (PB-PVP@ZIF-8) e 739 nm (PB-PVP@ZIF8@6MP) em
consequéncia da influéncia da ZIF-8 e 6MP na superficie da particula de azul da
Prussia, modificando o processo de transferéncia eletrbnica do cromodforo
principal PB-PVP.

= PB-PVP
e PB-PVP@ZIF-8
e PB-PVP@ZIF-8@6MP

Absorbancia relativa (u.a)

500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Comprimento de onda (nm)

Figura 45. Espectros Vis-NIR das amostras PB-PVP@ZIF8 e PB-
PVP@ZIF8@6MP.

A capacidade de elevacdo da temperatura com excitagcdo no
infravermelho do core-shell carregado com o farmaco (PB-PVP@ZIF-8@6MP)
foi investigada e o resultado esta ilustrado na Figura 46. As dispersdes aquosas,
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de concentragdo igual a 0,20 mg mL', foram submetidas por 15 minutos a
radiagao de um laser de 808 nm de comprimento de onda, usando trés poténcias
diferentes (1,0, 1,5 e 2,0 W cm™).

65
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60 4 —=— 0,20 mg mL" 1,5W cm2 ....-l'
—=—0,20 mg mL"! 1,0W cm™ -
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Figura 46. Efeito fototérmico do compésito PB-PVP@ZIF-8@6MP sob irradiagcéo
laser (808 nm) de trés diferentes poténcias.

A irradiagdo em baixa poténcia (1,0 W cm-) ndo eleva a temperatura a
faixa necessaria para a agao terapéutica (~ 45 °C). No entanto, esse efeito pode
ser observado quando poténcias mais altas sdo utilizadas (1,5 e 2,0 W cm™)
apo6s somente cerca de 120 e 180 segundos de irradiacao, respectivamente. Sob
poténcia moderada (1,5 W cm), a dispersao aquosa do material PB-PVP@ZIF-
8@6MP atinge 40°C a partir de 130 s (~ 2 min) e permanece na faixa de 40 — 45
°C por 1 minuto. Em poténcia elevada (2,0 mW cm™), a dispersédo atinge a
temperatura de 40°C com 100 s (~1,5 min) e permanece na faixa de 40 — 45 °C
por 10 s e na faixa de 40 -50 °C por 20 s. Entretanto, esse aumento rapido de
temperatura gera um aumento do didmetro da zona irradiada, elevando a
temperatura da regido periférica, ou seja, das células saudaveis conforme

representagdo esquematica do gradiente de temperatura (ver Figura 47).102 111
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Figura 47. Imagens termograficas de camundongos portadores de tumor
injetado com (B) - (E) nanoparticulas e (F) - (I) solugdo salina em diferentes
tempos de irradiagao. Fonte: Reproduzida da referéncia [111].

O efeito fototérmico da particula de partida (PB-PVP) e do material
composito com o farmaco ocluido (PB-PVP@ZIF-8@6MP) é comparado na
Figura 48. Como pode ser observado, o comportamento de transdugao
fototérmica da particula de partida se mantém apds a formacao do compdsito. A
concentragédo de 0,1 mg mL-" na dispersdo do compdsito permite uma elevagao
de temperatura lenta (faixa de 40 — 50 °C) sob poténcia 1,5 W, regido suficiente
para ocasionar mecanismos citotoxicos em uma célula tumoral.’" Como pode
ser observado, a temperatura aumenta com o tempo de irradiagédo, atingindo

uma temperatura maxima préxima a 52°C por 10 min (600 seg) de irradiagao.

-
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Temperaturas na faixa de 41 — 48 °C levam a um desdobramento e agregacao
de proteinas e danos irreversiveis para exposi¢cdes longas (> 60 min). A
nanoplataforma proposta neste trabalho demonstra que, pensando no caso de
uma localizagdo completa do PB-PVP@ZIF-8@6MP dentro de um tumor, o calor
gerado sob a irradiagado do laser de comprimento 808 nm pode desencadear
mecanismos citotoxicos na célula tumoral. Cabe mencionar, que o range de 3 —
6 min do tempo de irradiagdo € a faixa 6tima para minimizar os danos colaterais
durante tratamentos fototérmicos fazendo uso da nanoplataforma. Ainda assim,
o farmaco ocluido na estrutura pode ser liberado pela agao da irradiagao do laser
gerando uma acdo terandstica: hipertemia e quimioterapia. Resultados
demonstram uma nanoplataforma inédita com eficiéncia de aplicacéo a partir de
ajuste de tempo de irradiagéo e poténcia do laser, da concentragao da dispersao

do compdsito e taxa de liberagao do farmaco.

654 —®m— 0,1 mg mL" PB-PVP@ZIFS@6MP 1,5W
] m-1mg mL1 PB-PVP 1,6W
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Figura 48. Efeito fototérmico da particula PB-PVP (1 mg mL"") e do compdsito
PB-PVP@ZIF-8@6MP (0,1 mg mL").

4.21.15 Incorporagao do compésito PB-PVP@ZIF-8@6MP em filmes
biopoliméricos de cebola (FBC)

O processo de preparagao da polpa de cebola (ver Esquema 3) exige uma

remocao completa da quercetina, através de inumeras lavagens com agua
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destilada. Ao final deste processo, a concentracdo da polpa foi estimada pelo

percentual de peso seco a partir da Equagao 2, isto €, a massa de polpa de

cebola em 100,0 g de agua destilada.

_(S-E)
(U -E)

PS x 100 (Equacgao 2)

onde,

PS = peso seco da amostra (%)
S = peso da amostra seca + eppendorf (g)
U = peso da amostra umida + eppendorf (g)

E = peso do eppendorf (g)

A polpa de cebola lavada foi suspensa em agua destilada nas concentragoes
de 6,4 e 2,6% (mm), isto é, 6,4 e 2,6 g de polpa de cebola seca em 100,0 g de
agua destilada. Em seguida, com o auxilio de uma bagueta, a disperséo aquosa
dos compositos PB-PVP@ZIF-8@6MP foram misturados a polpa umida, vertidos
em uma placa de polipropileno e mantidos sob capela de exaustdo até secagem
total do substrato. O compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP foi incorporado a polpa
de cebola pelo método solvent casting.'®® Os valores de massa das amostras e

massa seca sao descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Dados referentes ao calculo de peso seco da polpa de cebola.

Massa do Massa da Massa da
eppendorf (g) amostra umida amostra seca Massa Seca (%)
PP 9 + eppendorf (g) + eppendorf (g)
0,8656 1,2109 0,8879 6,4
0,8792 1,0768 0,8844 2,6

Inicialmente e como prova de conceito, foi investigada a polpa de cebola na
concentragao de 4,4%. Para isso, foi utilizada uma balanga de massa seca a
qual estima automaticamente a massa seca através da massa umida da

amostra. Em seguida, 23 g de polpa umida (equivalente a 1,012 g de polpa seca)
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foi misturado a 2,5 mL de dispersdo aquosa de PB@ZIF8@6MP 1,28 mg mL""’
(equivalente a 0,0032 g de PB@ZIF-8@6MP). Como resultado, foi incorporado
0,316 % de particulas PB@ZIF-8@6MP no biofilme de cebola (FBC). O filme
composito denominado PB@ZIF-8@6MP@FBC-4,4% ¢é mostrado na Figura
49B.

Figura 49. Imagens dos fiimes obtidos. (A) FBC-6,4%, (B) PB@ZIF-
8@6MP@FBC-4,4% e (C) FBC-2,6%.

A microscopia eletrénica desse biofilme contendo o compdsito € mostrada na
Figura 50. Como mostrado, tanto a presenca das fibras da cebola como as
particulas associadas ao material compésito podem ser identificadas na imagem.
E possivel observar que o biopolimero a base de cebola (FBC) esta presente em
uma maior proporg¢ao em relagdo ao compadsito nanoestruturado PB-PVP@ZIF-
8@6MP.
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Figura 50. Imagens de microscopia eletrénica de varredura do material PB-
PVP@ZIF-8@6MP@FBC. (A) 5000x (B) 10.000x (C) 25.000x (D) 50.000x

Como ilustrado, as particulas do compdsito nanoestruturado se distribuem de
forma aleatéria sobre as fibras da cebola. Importante destacar que a
concentracao das particulas € de fundamental interesse para a propriedade do
efeito fototérmico desejada. No entanto, a area do feixe do laser 808 nm ¢ de 1
cm?, isto é, 1x10' nm?. Sendo assim, o laser é capaz de abranger as regides
contendo as particulas tanto em ponto centrado (amostra perto do laser) como

em holofote (amostra distante do laser), ilustrado na Figura 51.

ponto
centrado holofote
Filme compésito Filme compésito

Figura 51. Representacgéo do feixe do laser sob os flmes compdsitos, a partir de
uma perspectiva de vista superior. Fonte: Autora.

A composigao do composito PB-PVP@ZIF-8@6MP@FBC-4,4% foi estimada

pela obtencao do espectro de EDS, que se encontra na

-
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Figura 52. A presenca dos elementos zinco (da ZIF-8), enxofre (do grupo tiol
do farmaco 6-MP), ferro (da amostra de azul da Prussia PB-PVP), bem como
calcio e fésforo (do filme de cebola) fornece evidéncias da formagédo do
composito a partir da incorporagdo das particulas no biofiime de cebola. De
acordo com a comparagao da composigao quimica de trés diferentes tipos de
cultivos da cebola (Allium cepa L.) realizado pelo Jurgiel-Malecka e
colaboradores, o filme de cebola contém os elementos Nitrogénio (N), Fosféro
(P), Potassio (K), Calcio (Ca), Enxofre (S) como macronutrientes e os elementos
Magnésio (Mg), Ferro (Fe), Manganes (Mn), Zinco (Zn) e Cobre (Cu) como

micronutrientes. 10

300{ o PB-PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4%
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Figura 52. Espectro EDS das particulas do compédsito PB-PVP@ZIF-
8@6MP@FBC-4,4%. Inset. microscopia eletrdnica de varredura da particula
utilizada na analise pontual via EDS.

As fases do filme compdsito foram investigadas pela difragéo de raios X (ver
Figura 53). Como esperado, as fases das particulas PB-PVP estdo presentes
no padrao do filme compésito (PB@ZIF-8@6MP@FBC) evidenciando que os
padrbes de simetria (simetria da célula unitaria, parametro de rede) e

identificacdo de fases estdo conformes aos componentes individuais. A
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intensidade dos picos de difracao revela uma diferenca na proporg¢ao das fases
dos componentes individuais, condizente com as imagens de microscopia (ver
Figura 50). Os padrdes de raios X corroboram com os resultados da microscopia

eletrénica, discutidos acima.

PB-PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4%
-——A | A .

PB-PVP@ZIF8@6MP
(100)

a" PB-PVP

(400)
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20

Figura 53. Padrdées de raios-X da plataforma nanoestruturada PB@ZIF-
8@6MP@FBC-4,4% e seus componentes.

A composicdao também foi confirmada pelos resultados da analise
termogravimétrica (TGA) mostrados na Figura 54. O biofilme de polpa de cebola
FBC 2,6% apresenta perda de massa em 37, 325 e 501°C. O compdsito PB-
PVP@ZIF8@6MP apresenta perda de massa em 136, 307 e 350°C. A analise
térmica derivada do compdsito incorporado no biofilme de cebola, material PB-
PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4%, apresenta as respectivas perdas de massa dos
componentes individuais. Como ilustrado, o] material PB-
PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4% apresenta perda de massa em 89, 339 e 505°C
evidenciando a presenca e a interagao de ambos os componentes no compdésito,
através do deslocamento dos picos de perda massica. As particulas PB-
PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4% apresentam trés eventos de decomposigao:
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(i) a primeira perda de massa observada na regido de 28-184 °C se
origina da perda de moléculas de agua fisicamente adsorvidas na
superficie das particulas.

(i) o segundo evento de decomposicdo entre 184-384 °C é atribuido
principalmente a perda de matéria organica, sendo o pico maximo de
decomposigdo em 339°C.

(i) a terceira perda de massa entre 453-583 °C esta associado a
oxidacdo da estrutura polimérica do filme de cebola, sendo o pico

maximo de decomposi¢cdo em 506 °C.
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Figura 54. Curvas TG e DTG do do compdsito PB-PVP@ZIF8@6MP (inferior),
biofilme de polpa de cebola (FBC 2,6%) (no meio) e do compadsito incorporado
no biofiime (PB-PVP@ZIF8@6MP@FBC-4,4% (superior).

4.2.6.1 Estruturas core-shell do tipo PB-PVP@ZIF-8@6-MP
revestidas com membranas de macréfagos (MM)

O compdsito PB-PVP@ZIF-8@6-MP foi revestido com vesiculas de
macrofagos (MM) a partir das metodologias adaptadas de Gao et al e Rao et

al.1?5126 As vesiculas de macréfagos foram escolhidas como estratégia para a
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nanoplataforma por ser uma entidade biolégica, que faz parte do sistema

autoimune ou seja, com um direcionamento aos sistemas anémalos/tumorais.

A amostra foi denominada PB-PVP@ZIF-8@6-MP@MM e as imagens de
microscopia eletrénica sdo apresentadas na Figura 55. Como ilustrado, a
formagao in-situ das vesiculas de macrofagos ocorre englobando as particulas
PB-PVP@ZIF-8@6-MP em seu interior. A Figura 55B ilustra, perfeitamente, o
revestimento das particulas PB-PVP@ZIF-8@6-MP pelas membranas celulares.

Figura 55. Imagens de microscopia MEV-FEG da amostra PB-PVP@ZIF-8@6-

MP@MM (A) 10.000x (B) 50.000x.

A composi¢cao do material PB-PVP@ZIF-8@6MP@MM foi investigada a
partir da espectroscopia EDS, cujo espectro esta ilustrado na Figura 56. Como
pode ser observado, a comparagao entre o espectro do compadsito nao-revestido
(PB-PVP@ZIF-8@6MP) com aquele revestido pela membrana de macrofago
(PB-PVP@ZIF-8@6MP@MM), revela a auséncia dos elementos Zn e S neste
ultimo espectro, o que sugere a baixa profundidade do feixe sob a amostra. No
entanto, as imagens MEV confirmam a presenca do componente de partida PB-
PVP@ZIF-8@6MP. O compdsito revestido PB-PVP@ZIF-8@6MP@MM revela
a presenca dos elementos Na e Cl, a qual sdo provenientes da solugao tampéo
lise utilizada para destruir as membranas celulares e, o tempo de contato da
solugdo lise em que as células ficam submetidas podem influenciam na

concentracao das substancias/elementos presentes na membrana.
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Figura 56. Espectros EDS das particulas PB-PVP@ZIF-8@6MP nao-revestidas
(em azul) e revestidas com membranas de macréfagos PB-PVP@ZIF-
8@6MP@MM (em vermelho).

A Figura 57 apresenta os valores de potencial zeta das vesiculas de
macrofago MM, das particulas PB-PVP@ZIF-8@6MP e do compdsito revestido
pela membrana celular (amostra PB-PVP@ZIF-8@6MP@MM). De acordo com
os resultados, o compdésito néo revestido é carregado negativamente e possui
um potencial zeta médio de - 20 mV. O revestimento com as vesiculas MM reflete
em um valor menor de ¢ = - 30 mV. A diminuigdo do potencial { é evidéncia direta
de um revestimento quimico da superficie do compdsito PB-PVP@ZIF-8@6MP
com as vesiculas MM e corroboram com o revestimento proposto do material

com vesiculas de macréfagos.
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Figura 57. Valores de potencial zeta das amostras PB-PVP@ZIF-8@6MP, MM
e PB-PVP@ZIF-8@6MP@MM.

4.2.2 Compésitos PB-PVP@MIL-100(Fe) e PBcitrato@MIL-100(Fe)

Os compdsitos PBcitrato@MIL-100(Fe) e PB-PVP@MIL-100(Fe) foram
preparados através de duas metodologias distintas, partindo das nanoparticulas
PB como nucleo e a MOF MIL-100(Fe) como casca. Foram investigadas as
metodologias de auto-montagem in situ assistida por microondas e a técnica LBL

(layer by layer).

42.2.1 PBcitrato@MIL-100(Fe): automontagem assistida por
microondas (MW

O compasito PBceitrato@MIL-100(Fe) foi obtido mediado pela dispersédo das
particulas de azul da Prussia funcionalizadas com anions citrato, amostra
PBcitrato. A escolha do pH 7,0 teve como critério ultrapassar os valores dos
pKas do acido citrico (3,05; 4,67; 5,39), de modo a promover a desprotonagao
total das porcdes de carboxilato na superficie das nanoparticulas para posterior
coordenacgao aos ions Fe(lll) da MIL-100 sintetizada na sequéncia. A mistura no
inicio do processo varia sua coloragao de azul (cor caracteristica das particulas
PBcitrato) para verde, uma vez que solugbes aquosas de cloreto férrico
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apresentam coloracdo amarela. No final da reacdo, o meio reacional sob
irradiacdo de microondas, resultou na formacdo de um sodlido de coloragao

esverdeado, cuja caracterizagdo passa a ser descrita a seguir.

O espectro vibracional do compdsito PBcitrato@MIL-100 € mostrado na
Figura 58. Como mostrado, o espectro vibracional do compdsito obtido
(PBcitrato@MIL-100 MW) apresenta bandas de absorgao caracteristicas tanto
das nanoparticulas PBcitrato quanto da MOF MIL-100(Fe). A presenca das
bandas em 2085, 1630, 1383 e 479 cm™' correspondem as vibragdes v(CN),
vas(COO"), vs(COO") e ©O(Fe-CN-Fe), respectivamente, caracteristicas da
presenca do azul da Prussia funcionalizada no material. No entanto, essas
bandas relativas aos grupos carboxilatos também podem estar relacionadas ndo
somente ao anion citrato como também ao ligante precursor da MOF, o acido
1,3,5-benzenotricarboxilico (HsBTC). No entanto, com base nos conceitos de
Pearson (teoria acido-base), o ion Fe(lll) (acido duro) apresenta forte interacéo
com os grupos carboxilatos (base dura). Sendo assim, propde-se que O ion
Fe(lll) esteja coordenado as porgdes de carboxilatos do anion citrato formando
uma camada de ferro na superficie da nanoparticula de PB e em seguida, as
por¢des de carboxilato do ligante precursor HsBTC se coordenam aos ions Fe(lll)
na superficie da PBcitrato formando o compdsito. No entanto, como destacado
em amarelo no espectro da Figura 58, a intensidade da banda v(CN) diminui de
modo significativo com a formagdo do compdsito. De modo qualitativo, essa
diminui¢cdo pode estar relacionada a proporcao entre a MIL-100 e PBcitrato,
sugerindo a presenga de particulas de MIL-100 isoladas no sistema e/ou
formagdo de compdsito PBcitrato@MIL-100 MW com elevada espessura da

casca MOF MIL-100 na superficie das particulas PBcitrato.
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Figura 58. Espectros FTIR das amostras MIL-100(Fe), PBcitrato e
PBcitrato@MIL-100(Fe) MW.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura e de transmissao sao
apresentadas nas Figura 59A e Figura 59B, respectivamente. O tamanho médio
das particulas foi investigado pela contagem das particulas realizada com o
software ImageJ'*' a partir das imagens de MEV (ver Figura 59A-B). O
histograma da contagem de particulas revela um didmetro médio de 137,70 +
20,06 nm. No entanto, as imagens obtidas pelo MET (ver Figura 59B) revelam
a incompleta formacéao da estrutura core-shell, com particulas de diametro médio
de 121,55 + 17,73 nm. E possivel observar a presenca de particulas MIL-100(Fe)
isoladas, sem a presengca do PBcitrato com nucleo (core). De fato, esse
resultado corrobora com aquele obtido referente a fraca intensidade de absorcao
da banda v(CN) no espectro vibracional do material (ver Figura 58), que pode
ser tomada como uma informagdao semiquantitativa das nanoparticulas

PBcitrato no composito.
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Figura 59. Imagens das particulas do compésito PBcitrato@MIL-100 obtido
pelo método assistido por microondas. (A) Imagens de MEV-FEG e o histograma

da contagem de particulas. (B) Imagens de MET e o histograma da contagem de
particulas.

A amostra PBcitrato@MIL-100 MW obtida, foi dispersada em agua nas
concentragdes 0,025 — 2,000 mg.mL-' conforme tabela e imagens da dispersdes
na Figura 60. Como ilustrado, a coloracdo da amostra € intermediaria entre o
azul da amostra PBcitrato e o alaranjado da MIL-100(Fe). Apesar da formacéao
nao-homogénea do compdsito PBcitrato@MIL-100, a absorgao eletrénica na

regiao do Vis-NIR foi investigada. Os espectros Vis-NIR sédo apresentados na
Figura 61.
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Figura 60. (A) Comparacao da coloragao da dispersdo aquosa 0,1 mg mL™" das
amostras PBcitrato (a esquerda) e PBcitrato@MIL100 (a direita). (B) Amostras
PBcitrato@MIL100 MW e suas respectivas concentragoes.

4.2.6.1 Efeito fototérmico do compédsito PBcitrato@MIL-100(Fe)MW

A dispersdo aquosa PBcitrato@MIL100 apresenta a capacidade de
absor¢cdo na regido desejada (~700 nm), sob irradiacdo de luz laser no
comprimento de 808 nm, sugerindo a presenca das particulas PBcitrato no

material (ver Figura 67A).

A propriedade associada ao efeito fototérmico pode ser observada no
composito pela variagdo de temperatura ao sofrer excitacdo de radiagdo no
infravermelho, como mostrado na Figura 67B. Os resultados de variacdo de
temperatura do compdsito PBceitrato@MIL-100 (MW) sédo similares a variagao
observada para a particula PBcitrato isolada (ver Figura 28A) quando
irradiadas pelo laser de comprimento 808 nm. Em baixa (0,3 — 0,5 W), média (0,8
- 1,0 W) e elevada (1,0 — 2,0 W) poténcia, a temperatura maxima atingida é de
aproximadamente 37, 47 e 67 °C, entretanto, o tempo de irradiagdo € menor no
material compdsito conforme descrito na Tabela 15. Os estudos para
entendimento deste comportamento n&o foram realizados, mas uma hipotese a
ser abordada € a estabilidade da dispersdo da amostra. Entende-se que
amostras mais estaveis apresentam uma velocidade de sedimentagdo menor,

mantendo a particula sob o feixe do laser por mais tempo.
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Tabela 15. Comparacéao entre a variacao de temperatura e o tempo de irradiacao
para as particulas PBcitrato e compdésito.

Particula Isolada Particula Compésito
L Tempo . . . Tempo de PBcitrato@MIL-
Poténcia irradiacao. PBcitrato Poténcia irradiagdo 100 (MW)
0,3W 20 min 32,0°C 0,3W 8 min 329°C
0,5W 20 min 35,7 °C 0,5W 8 min 36,5 °C
0,8W 20 min 441 °C 0,8 W 8 min 429 °C
1,0W 20 min 456 °C 1,0W 8 min 46,8 °C
1.5W 10 min 56,1 °C 1.5W 8 min 58,6 °C
20W 06 min 61,8 °C 20wW 8 min 66,8 °C
70 — : : .
1,2 PBitrato@MIL-100(Fe) PBNPs citrato@MIL100 (Img.mL") ‘
—gu mamt o |
T 101 —oommamt | gl psyne |
= it | S s |
‘g 0,6- 0,250 mg/mL g 50 H;ozw.cm’7+
£ 5 45 4 -
_‘2 041 %40 o —
< 0,2_ - 35 ﬁ o
0,0 . - 30 v ' ‘
[ | | EEE

T T T T T 25 T T T T T
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Comprimento de onda (nm) Intervalo de tempo (s)

Figura 61. Espectros de absor¢cao Vis-NIR (a) e efeito fototérmico (b) da
dispersao aquosa de PBcitrato@MIL-100 (MW) 1 mg mL-".

A partir desses resultados, foi investigada a possibilidade de obtengéo desse
compésito PBceitrato@MIL-100 através de outra metodologia, a saber, via
formagao controlada da MOF MIL-100 pela automontagem do tipo LBL (/ayer-
by-layer).

4.2.3 PBcitrato@MIL-100(Fe): automontagem Jlayer by layer (LBL)

O compésito PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL foi obtido com sucesso depois de
seis ciclos de formagdo da MOF MIL-100 sobre a superficie das particulas
PBcitrato. Os espectros vibracionais do compdésito obtido e seus componentes
sdo mostrados na Figura 62, onde pode ser constatado que o espectro

vibracional do compésito PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL exibe bandas associadas
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tanto aos modos vibracionais do azul da Prussia ( 2085, 1630, 1383 e 479 cm™)
quanto aos modos vibracionais associados aos grupos carboxilatos da MOF de
ferro. Destaque nesse caso deve ser dada, como identificado em laranja nos
espectros da Figura 62, as intensidades relativas das bandas v(CN)(azul da
Prussia) e v(COO")(MOF), sugerindo um certo equilibrio na proporgéo entre os

componentes MIL-100 e PBcitrato no material.

PBcitrato@MIL100 (LBL) - 6 ciclos

T U

PBcitrato

Intensidade relativa (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 62. Espectros FTIR das amostras MIL-100(Fe), PBcitrato e
PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL.

As imagens de microscopia eletronica de varredura e de transmissao do
material obtido pelo método LBL s&o apresentadas nas Figura 63A e Figura
63B, respectivamente. Como pode ser observado na imagem MEV, o material
se organiza na forma de um aglomerado de particulas de dimensao nanométrica.
Informagdes mais detalhadas puderam ser obtidas com as imagens TEM, onde
pode ser claramente observada a formagdo de uma estrutura core-shell (ver
Figura 63B). No entanto, o uso dessa metodologia alternativa de formagao
dessas superestruturas nao evitou a formacgao de varias particulas associadas

apenas a presenca da MOF MIL-100 isolada.
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Figura 63. Imagens de microscopia eletrénica de (A) varredura e (B) transmissao

do compdsito PBcitrato@MIL-100 obtido pelo método layer-by-layer.

Valores de potencial zeta do material PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL foram
obtidos apds o segundo e o quinto ciclo de reagdo e os resultados s&o
apresentados na Tabela 16. A variacdo do potencial zeta evidencia a modificagao
de superficie do compdsito PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL. A carga de superficie
das particulas diminui com as sucessivas etapas ciclicas de formacédo. O
potencial do segundo ciclo, préximo ao potencial da particula isolada, sugere que
2 ciclos de MIL-100(Fe) ndo é quantidade suficiente para formar a casca (shell)

ao redor das particulas PBcitrato.

Tabela 16. Valores de potencial zeta das particulas PBcitrato, PBcitrato@MIL-
100 2 ciclos e PBcitrato@MIL-100 5 ciclos.

PBcitrato PBcitrato
PBcitrato @MIL-100 @MIL-100
2 ciclos 5 ciclos
Potencial zeta (mV) | -18,1 + 10,3 -18,9 £ 5,69 -22,5+ 3,85

A propriedade fototérmica da dispersdo aquosa do compdsito
PBcitrato@MIL-100(Fe)LBL 6 ciclos nao foi investigada.
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4.2.4 PB-PVP@MIL-100(Fe):automontagem layer by layer (LBL)

O compdsito PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL foi obtido por etapas ciclicas de
formacéo de camadas, totalizando 6 ciclos de formagao de MIL-100 na superficie
das particulas PB-PVP. Os espectros vibracionais dos componentes PB-PVP e
MIL-100(Fe) e do compdsito PB-PVP@MIL-100(Fe) sdo mostrados na Figura
64. O espectro vibracional do compdsito PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL 6 ciclos
exibem bandas em 2085, 1711, 1625, 1382 e 499 cm™' correspondentes as
vibragdes v(CN), vas(COO"), vs(COO") e 6(Fe-CN-Fe), respectivamente, dos dois
diferentes componentes do material: as nanoparticulas do material fotoativo e as
da MOF de ferro. Como mostrado, o numero de ciclos impacta na intensidade
das vibragbes dos estiramentos dos carboxilatos vas(COO7), vs(COO")
evidenciando o aumento do numero de camadas de MOF MIL-100 na superficie

da particula.

PB-PVP@MIL-100(Fe) 6 ciclos

PB-PVP@MIL-100(Fe) 1 ciclo

Intensidade normalizada

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 64. Espectros FTIR das amostras MIL-100(Fe), PB-PVP@MIL-100(Fe)
1 ciclo e PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL 6 ciclos.
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A morfologia das particulas obtidas foi investigada inicialmente por
microscopia eletrénica de varredura, cuja imagem é mostrada na Figura 65A.
Como pode ser observado, poucas informacdes podem ser obtidas dessa
imagem, exceto de que o material se organiza na forma de um aglomerado de
particulas, cujos tamanhos ndo apresentam uma distribuicado muito homogénea.
No entanto, a linda imagem TEM representada na Figura 65B revela claramente
a formagao com sucesso do compdésito core-shell desejado, contendo a particula
PB-PVP como nucleo e a MOF MIL-100(Fe) como casca. Como ilustra a figura,
podem ser visualizadas trés diferentes regides. Como descrito no item 4.1.7, as
particulas cubicas do azul da Prussia sdo macigas e impedem a transmissao do
feixe de elétrons, sendo representadas, portanto, pela regido escura na imagem
de microscopia. A regido mais clara na superficie da particula sugere o
revestimento com a MOF MIL-100(Fe), cuja espessura foi estimada em cerca de
12 nm conforme o software ImagedJ. A regiao intermediaria revela a presencga do
agente de cobertura polivinilpirrolidona (PVP) usado como ponto de

coordenacgao para a formagdo da MOF MIL-100(Fe).

Figura 65. Imagens de microscopia eletronica (A) de varredura (MEV) e (B) de
transmisséo (MET) do compésito PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL 6 ciclos.
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Os valores de potencial zeta do material compdsito e seus componentes
sao descritos na Tabela 17. O compadsito revela potencial de magnitude negativa
sugerindo as porgdes de carboxilato na superficie da particula associado as

etapas layer-by-layer, centro metalico e ligante organico, respectivamente.

Tabela 17. Valores de potencial zeta dos componentes PB-PVP, MIL-100(Fe) e
compoésito PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL.

PB-PVP PB-PVP@MIL-100(Fe)LBL 6 ciclos
Potencial zeta | - 31,2 + 8,48 mV 179+ 572 mV

A espectroscopia Vis-NIR e os estudos de fototermia ndo foram realizados

para esse sistema.

4.2.5 Compésito PB-PVP@MIL-88A(Fe)

Os espectros no infravermelho com transformada de Fourier das amostras
PB-PVP@MIL-88A 6 ciclos (LBL) e PB-PVP@MIL-88A MW e seus
componentes constituintes sdo mostrados na Figura 66. Esse estudo foi o
primeiro a demonstrar o sucesso na preparagao dos compdsitos, posto que os
espectros apresentam os principais modos ativos de vibragao caracteristicos do
azul da Prussia (PB-PVP NPs) e do acido fumarico nos materiais, como por
exemplo, Vv(C=N), &(Fe(ll)-CN-Fe(lll)) e vas(COO’), vs(COO’), v(C=0),
respectivamente (ver a seguir).

Como discutido anteriormente, as bandas observadas em 2085 e 502 cm"’
sdo atribuidas ao estiramento v(C=N) e a deformacao o(Fe(ll)-CN-Fe(lll))
caracteristicas das particulas de azul da Prussia. Por outro lado, a presenca do
acido fumarico pode ser atestada pelo aparecimento de uma banda larga
centrada em 3083 cm™', associada ao modo vibracional de estiramento v(OH) e
a banda em 1274 cm™' associada ao estiramento v(C-O) dos grupos carboxilicos

desse ligante.
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Figura 66. Espectros no infravermelho dos compostos PB-PVP@MIL-88A 6
ciclos LBL, PB-PVP@MIL-88A MW e seus precursores acido fumarico e
nanoparticulas PB-PVP NPs.

A morfologia das particulas dos compdsitos PB-PVP@MIL-88A 6 ciclos
LBL e PB-PVP@MIL-88A MW foi avaliada a partir de imagens de microscopia
eletrénica de varredura, conforme mostra a Figura 67. Apesar da atribuicdo das
bandas no FTIR serem semelhantes aos compostos obtidos por diferentes rotas
sintéticas (MW e LBL), a microscopia ilustra morfologia de particulas distintas em
consequéncia da diferenca das rotas de sintese.

Na rota de sintese assistido por microondas (MW), a Figura 67A e Figura
67B mostra particulas de aparéncia cubica de acordo com o material de partida
azul da Prussia (PB-PVP NPs). O revestimento da superficie das particulas PB-
PVP pela MOF MIL-88A ¢ evidenciado pela baixa definicdo das arestas (ver
Figura 67). Na rota de sintese layer-by-layer (LBL), a Figura 67C e Figura 67D
mostra a formagao de particulas MOF MIL-88A isoladas, evidenciando a

auséncia do revestimento. Observa-se que a sintese LBL proporciona uma
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nucleacao lenta, resultando na formacao de cristais da estrutura MIL-88A. Diante
desse fato, para esse sistema, o método layer-by-layer ndo € uma rota de sintese
eficaz para a formacado do compdsito, uma vez que resulta em particulas MIL-
88A isoladas influenciando na pureza de fase do material. Entretanto, para tal

afirmacao, se faz necessario os estudos de difragéo de raios X.

Figura 67. Imagens de microscopia eletrénica de varredura do material PB-
PVP@MIL-88A MW (A e B) e PB-PVP@MIL-88A 6 ciclos LBL (C e D). (A)
20.000x (B) 100.000x (C) 20.000x (D) 100.000x

Para a proposta de compdsitos nanoestruturados no sistema PB-
PVP@MIL-88A, a rota de sintese assistida por microondas resulta em uma
melhor interacdo entre os componentes PB-PVP e MIL-88A. Entretanto, falta
complementar os estudos com difragcao de raios X, espectroscopia de absorgcéo
na regidao do UV-Vis-NIR, estudos fototérmicos, incorporagédo e liberagédo do

farmaco 6-mercaptopurina (6MP).

4.2.6 Sistema PB-PVP@1(Zn/6MP)
4261 Estrutura 1(Zn/6MP)

-
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Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho do farmaco 6-MP
livre e do composto obtido quando ions Zn(ll) foram usados como centros
metalicos para a formagéo da estrutura sdo apresentados na Figura 68. Como
mostrado, a presenca de trés importantes bandas associadas as vibragdes C=N,
C=S e N-H do farmaco confirmam as liga¢gdes coordenadas na amostra 1 (Zn/6-
MP). A banda observada em 1614 cm-! pode ser atribuida a deformagao do anel,
através das ligacbes C=N da estrutura, especificamente as ligagdes C4Ns, C4Cs
e CsN7.'%* No espectro do composto, ainda podem ser observadas (i) uma banda
em 1224 cm™ atribuida ao modo de vibragdo C=S; (i) uma banda de
alongamento atribuida a ligagdo N-H nos anéis de imidazol em 1420 cm™' e (iii)

trés bandas atribuidas na regiéo entre 3430 e 3156 cm™" associadas a pirimidina.

1.(Zn/6MP)

6-MP

Intensidade relativa (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Niamero de onda (cm™)

Figura 68. Espectros vibracionais na regiao do infravermelho do ligante 6-
mercaptopurina (6-MP) e da estrutura 1 (Zn/6MP).

A morfologia e tamanho de particula foram investigados por microscopia
eletrbnica de varredura, como mostrado na Figura 69. Como pode ser
observado, o material 1(Zn/6MP) se organiza na forma de um aglomerado de

particulas em forma de blocos, cujos tamanhos estdo compreendidos entre 1 —

S5 pm.
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Figura 69. Imagem MEV do material 1(Zn/6MP).

A composi¢ao do composto 1(Zn/6MP) foi investigada por espectroscopia de
energia dispersiva, cujo resultado esta ilustrado na Figura 70. Como pode ser
observado, a elevada intensidade do pico em 1,1 e 2,2 KeV revela a presenga
do elemento zinco (Zn) e enxofre (S), respectivamente, mostrando a presenca
desses elementos no sistema da estrutura obtida a partir de Zn e 6-

mercaptopurina (6MP).

180 4 S
160 4
140 -
120 4
100 4

Intensidade (contagem)

Figura 70. Espectro EDS das particulas do material 1(Zn/6MP).
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4.2.6.2 Sistema PB-PVP@1(Zn/6MP)

O espectro vibracional na regido do infravermelho foi obtido para a
amostra PB-PVP@ZIF-8@6MP conforme ilustrado na Figura 71A e a
comparagao entre os espectros vibracionais do compdsito 1(Zn/6MP) e PB-
PVP@ZIF-8@6MP (ver Figura 71B) mostra a diferenca nas bandas de

estiramento e deformagdo em ambos os compdsitos, observada na regido

fingerprint, conforme regido 1650—400 cm™' destacada em vermelho e ampliada

na direita dos espectros. As principais atribuicdes sao apresentadas na Tabela

18.

Tabela 18. Principais atribuicbes da energia vibracional nas amostras PB-
PVP@ZIF-8@6MP e PB-PVP@1(Zn/6MP).

PB-PVP@ZIF-8@6MP

PB-PVP@1(Zn/6MP)

c(anel) 1658 1612
- | v(NH) 1420 1384
5 [vic=s) 1224 1185
g | v(S-Zn(l) 1054
2 | v(S-Zn(ll)) 864
2 | v(S-Zn(ll)) 663
< | &(Fe(ll)-CN-Fe(lll) 500 499

v(N-Zn(ll)) 422
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Figura 71. Espectros vibracionais na regiao do infravermelho dos compésitos
PB@1(Zn/6-MP) (A) e PB@ZIF8@6MP (B).

Os espectros apresentam bandas similares entre ambos os compésitos, com
excegao do estiramento da banda Zn-N. O compésito PB-PVP@1(Zn/6MP)
evidencia que o modo de coordenacdo do N-doador do 6-mercaptopurina é
diferente do 2-metilimidazol e, a coordenagdo do metal Zn(ll) ocorre via S-
doador'®', conforme representacéo ilustrativa na Figura 72. Com base na teoria
acido-base de Pearson?, o nitrogénio no imidazol tem carater mole pelo aumento
da polarizabilidade conferido pelo anel aromatico entretanto, o sulfeto (S%) sendo
um anion grande, apresenta baixa densidade de carga e é mais polarizavel.
Sendo assim, 0 Zn?* (acido mole de Lewis) interage mais fortemente com o grupo
tiol (-SH) na 6-mercaptopurina (1(Zn/6MP)) comparado ao grupo azeolato do
imidazol (PB-PVP@ZIF-8@6MP).
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?

1(Zn/6MP) PB-PVP@ZIF-8@6MP

Figura 72. Representacdo esquematica da coordenacgao via N-doador do ligante
6-mercaptopurina no composto 1(Zn/6MP) e 2-metilimidazol no composto PB-
PVP@ZIF-8@6MP.

De modo complementar, as analises de potencial zeta do material
1(Zn/6MP) e do compdsito PB-PVP@1(Zn/6MP) foram realizadas e o resultado
€ descrito na Tabela 19. Os resultados do compésito PB-PVP@1(Zn/6MP)
revelam particulas com carga superficial negativa e instaveis com tendéncia a

aglomeracéo.

Tabela 19. Valores de potencial zeta do compdsito PB@1(Zn/6MP) e seus

componentes.

PB-
PVP@1(Zn/6MP)

Potencial zeta | - 31,2+ 848 mV | -153+4,61 mV -21,8+£6,03 mV

PB-PVP 1(Zn/6MP)

Os resultados de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras do
composito PB-PVP@1(Zn/6MP) sdao mostrados na Figura 73. A microscopia
mostra particulas cubicas caracteristicas da nanoparticula de Azul da Prussia de
partida e tamanhos ndo homogéneos. De acordo com o histograma, as particulas
apresentam tamanho na faixa de 80 — 130 nm, sendo o tamanho médio de 100

nm.
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Figura 73. Microscopia eletronica de varredura das particulas do compdsito
PB@1(Zn/6MP) e o histograma correspondente a contagem de 100 particulas.

= Ensaio de encapsulagao do 6-mercaptopurina (6MP) no compésito PB-
PVP@1(Zn/6MP).

A eficiéncia de encapsulagdo do 6-mercaptopurina (6-MP) na estrutura
PB-PVP@1(Zn/6MP) foi determinada com base na equacéo da reta mostrada
na Figura 74. A partir da determinagdo da concentragdo de 6-MP no
sobrenadante isolado por centrifugagdo, foi possivel quantificar o farmaco
nesses materiais. Os dados para o calculo da quantificacdo do farmaco nos
sistemas propostos sado apresentados na Tabela 20. Para o sistema com o
farmaco 6MP como ligante, a coordenag&o ocorreu com uma eficacia de 99%.
Com base no espectro vibracional (ver Figura 71A) a coordenagao ocorre pelo
grupo S-doador do 6-mercaptopurina. Na proposta do sistema PB-
PVP@1(Zn/6MP), a interacéo do PB-PVP e 1(Zn/6MP) ocorre pela interagdo do
tipo n-n stacking entre o grupo aromatico do farmaco 6MP e as ligagdes -C=N-,
caracteristicas da parede dos poros das nanoparticulas PB-PVP. A baixa
eficiéncia de encapsulacdo (~72%) € condizente com a natureza fraca da
interacéo n-n stacking. Em comparagao com o sistema PB-PVP@ZIF-8@6MP a
elevada eficiéncia de encapsulacao esta associada a coordenacgéo do farmaco
(pela porgéo N-doador) aos ions Zn(ll) da ZIF-8 na superficie da particula PB-
PVP e as associagdes n-n stacking. Kaur e colaboradores'® relataram a ZIF-8

como potencial carreadora do farmaco 6-mercaptopurina, entretanto dados de
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eficiéncia de encapsulagao nao sao descritos, sendo os dados do estudo dessa
tese inéditos para o sistema PB-PVP@ZIF-8@6MP.

1,0 1.0- 6MP - Solugdo aquosa
= 6MP em Metanol - _
c 0]8. g 018'
«@ &
© 2 064
s 0,6 r
2 S 04-
«T Ko
2 0,4 c
S 2 0,24
3 y = 0,11804x - 0,05224 < y =0,11651x + 0,00688
< 0,24 R2 = 0,99536 0,04 R2 = 0,99976
2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentragao (ug.mL-1) Concentragéo (pg.mL-1)

Figura 74. Curvas de calibragdo do farmaco 6-mercaptopurina em metanol (a
esquerda) e solugao aquosa (a direita).

Tabela 20. Resultados do ensaio de encapsulagao do farmaco 6-MP no sistema
1(Zn/6MP).

Absorbancia | Absorbancia . . =~ | Concentragao o
(322 nm) (328 nm) Diluigao (mg mL"") EE(%)
1(Zn/6MP) 0,6577 10x 6,0141 99,11
PB-
PVP@1(Zn/6MP) 0,7703 100x 0,6969 71,84
PB-PVP@ZIF- 3
8@6MP 0,3675 1x 3,0952-10 98,02

A capacidade de absorcao eletrbnica do compésito PB-PVP@1(Zn/6MP) na
regiao do UV-vis-NIR foi avaliada pela espectroscopia na regido do UV-Vis-NIR
conforme ilustrado na Figura 75, juntamente com os espectros das amostras
1(Zn/6MP), PB-PVP@ZIF-8@6MP, 6-MP e ZIF-8. Como apresentado, pode-se
observar a absorgéo caracteristica da 6-mercaptopurina em ambos os materiais,
bem como a absorg¢do caracteristica das nanoparticulas PB na regido de
infravermelho proximo (NIR) nos espectros dos compdésitos. Sendo a absorgao

do 6-MP mais proeminente na estrutura 1(Zn/6MP) comparado a estrutura
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encapsulada (PB-PVP@ZIF-8@6MP), uma vez que o farmaco é o ligante da

estrutura.
PB@1(Zn/6MP)
]
T
c
«0
FlN recorsew
m —_———
Ko
=4
6-MP
ZIF-8
[ 1 1 [ [ [

200 300 400 500 600 700 800 900 10001100
Comprimento de onda (nm)

Figura 75. Espectros de absorgao eletrénica na regido do ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo dos compostos ZIF-8, 6-MP, PB@ZIF-8@6-MP,
PB@1(Zn/6MP) e 1(Zn/6MP).

Os espectros no UV-vis-NIR (ver Figura 75) exibem as bandas
caracteristicas dos componentes Azul da Prussia (PB-PVP) e 6-mercaptopurina
(6-MP). Como pode ser observado, o ligante 6MP apresenta uma banda em 320
nm, evidenciando a incorporacao/presenca da molécula do farmaco como bloco
de construgdo no sistema.’® Como esperado, o espectro do compdsito PB-
PVP@1(Zn/6MP) apresenta uma banda de absorgéo na regido caracteristica do
farmaco 6-mercaptopurina (6MP) e outra na regidao do VIS-NIR caracteristica das
particulas de azul da Prussia (PB-PVP) com comprimento maximo de absorgao
em 739 nm, associada a transi¢ao intervalente das espécies Fe(ll) para Fe(lll),

como ilustrado na Figura 76.
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Figura 76. Espectros no UV-Vis-NIR de dispersdes aquosas da amostra PB-
PVP@1(Zn/6MP).

Cabe destacar que pequenos deslocamentos também podem ser observados
com o aumento da concentragao da dispersdo aquosa e uma resposta linear a
intensidade dessa transicdo. O estudo mostra a capacidade de absorgao,
entretanto, estudos do comportamento de transducdo fototérmica se faz
necessario para a correlagdo da concentragdo das particulas e o efeito

fototérmico - estudo a ser realizado para esse sistema.
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5 Consideragoes Finais

Nessa Tese de Doutorado foram planejados, sintetizados e avaliados
quatro sistemas compasitos do tipo core-shell baseados em duas nanoparticulas
funcionalizadas (de citrato e polivinilpirrolidona) de azul da Prussia como nucleo
e quatro diferentes MOFs como casca. Foram escolhidas redes metalorganicas
biocompativeis, a saber, MOF MIL-88A de Fe(lll), MIL-100 de Fe(lll), ZIF-8 de
Zn(ll) e um sistema inédito de Zn(ll) e 6-mercaptopurina (6MP). Os materiais
compoésitos e particulas de azul da Prussia foram avaliados pelas técnicas de
microscopia eletrénica de transmissao a qual contribuiu para a determinacéo da
caracteristica nucleo-casca. A espectroscopia de absorg¢ao na regiao do UV-vis-
NIR identificou as bandas caracteristicas da transicdo Fe(ll)-CN-Fe(lll) presente
no azul da Prussia, as bandas do farmaco 6-mercaptopurina e contribuiu na
quantificacdo do farmaco presente e/ou incorporado no sistema 1(Zn/6MP) e
PB-PVP@ZIF-8, respectivamente. As técnicas de DLS e Potencial Zeta foram
apropriadas para a identificagcdo da magnitude e carga superficial das particulas,
contribuindo desta forma, para o estudo da dispersdo da amostra. A difracdo de
raios X permitiu a identificacdo das fases do sistema, contribuindo para a
determinacao do grau de pureza de fase dos componentes e do compdsito. As
analises térmicas indicaram alta estabilidade térmica (~300°C) para as particulas
funcionalizadas de polivinilpirrolidona e com base em um sistema de equacgdes
associado aos eventos de decomposi¢gdo dos materiais compédsitos PB-
PVP@ZIF-8 e PB-PVP@ZIF-8@6MP foi possivel estimar a razdo de 6,32/93,66
para o sistema PB-PVP@ZIF-8 e a razdo de 1:0,4083:0,136 para o sistema PB-
PVP@ZIF8@6MP.

As particulas funcionalizadas PBcitrato e PB-PVP apresentaram
absorcdo na regido do Vis-NIR e capacidade de transducdo térmica sob
irradiacao de laser no comprimento de 808 nm. A partir do estudo de investigacao
fototérmica, foi possivel determinar a poténcia e faixa de tempo de irradiacéo
associada a elevacédo de temperatura, dentro do range de temperatura zona

segura (40-45°C) para processos de hipertemia. A propriedade do efeito
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fototérmico se mantém nos compésitos formados como PVP@ZIF8, PB-
PVP@ZIF-8@6MP e PBcitrato@MIL100(Fe).

Ensaios de incorporagéo do farmaco 6-mercaptopurina (6MP) no sistema
PB-PVP@ZIF-8@6MP evidenciaram uma eficiéncia de encapsulagao de 98,02%
associado a interagdo coordenada da por¢ao N-doador do farmaco aos ions
Zn(ll) da rede ZIF-8 e interagdes stacking dos anéis aromaticos. Os ensaios de
liberacdo do farmaco mostram liberacdo responsiva ao pH e evidenciam a
liberacédo de 14% em solugao tampao PBS pH 5,0 e 9% em solugédo tampao PBS

pH 7,4 em um intervalo de 60 h, respectivamente.

Os estudos de revestimento da nanoplataforma bifuncional PB-PVP@ZIF-
8@6-MP com biofilme de cebola e membranas de macréfagos, PB-PVP@ZIF-
8@6-MP@FBC e PB-PVP@ZIF-8@6-MP@MM respectivamente, revelam o
resultado satisfatorio da proposta. As imagens de microscopia eletrbnica
evidenciam a vesicula de macrofago aglomerando as particulas em seu interior
no sistema PB-PVP@ZIF-8@6-MP@MM e as particulas envolvidas nas fibras
do biofilme de cebola no sistema PB-PVP@ZIF-8@6-MP@FBC. Os espectros
de energia dispersiva corroboram o revestimento @MM pela auséncia do feixe
associado aos elementos Zn e S indicando a baixa profundidade do feixe sob a
amostra e o revestimento @FBC pela presenca dos feixes associados aos

elementos Ca e P provenientes do filme de cebola.

Duas rotas sintéticas foram investigadas para a formacao do compdsito
PBcitrato@MIL-100(Fe), auto-montagem assistida por microondas e auto-
montagem layer-by-layer. O compdsito obtido pela rota assistida por microondas
mostra particulas esféricas na microscopia eletrénica de varredura e mistura de
fases na miscroscopia eletronica de transmissédo. A auto-montagem layer-by-
layer evidencia o controle da espessura da casca do core-shell. Entretanto,
ambas as rotas resultam em compdsitos com propriedades de efeito fototérmico

a partir da irradiagao do laser de comprimento 808 nm.
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As rotas de auto-montagem assistida por microondas e layer-by-layer
foram avaliadas para o compdsito PB-PVP@MIL-88A(Fe). As imagens de
microscopia eletrbnica de varredura para os compositos obtidos pela rota
assistida por microondas PB-PVP@MIL-88AMW evidenciam particulas cubicas
com arestas arredondadas indicando a MOF MIL-88A na superficie. As
microscopias para o composito PB-PVP@MIL-88ALBL evidencia a formagéao de
particulas MIL-88A isoladas no sistema, entretanto, as imagens mostram a

interacao das particulas na superficie da particula PB-PVP.

Para o sistema inédito 1(Zn/6MP) proposto neste trabalho, o resultado de
microscopia eletrénica de varredura mostra particulas com morfologia de
paralelepipedo (semelhantes a “tijolos”) com tamanho na faixa de 1 — 5 um. Os
espectros de FTIR evidenciam o modo de coordenacao pela porgdo S-doador do
farmaco 6MP ao ion Zn(ll) pela banda em 1054, 864 e 663 cm™'. A porcentagem
de incorporagao do farmaco na rede 1(Zn/6MP), realizada pela analise UV-Vis
do sobrenadante do meio reacional, revela uma eficiéncia de 99,11% de

encapsulacao do farmaco na rede.

Neste trabalho, os estudos nos itens a seguir ndo foram realizados a
tempo de fechamento desta tese. A saber: (i) estudo completo do comportamento
fototérmico para os sistemas PB-PVP@ZIF-8@6MP@FBC e PB-PVP@ZIF-
8@6MP@MM; (ii) estudo de liberagao estimulada pelo laser de comprimento de
808 nm sob condigdes de tampao PBS; (iii) estudo completo e sistematico do
sistema PB-PVP@ZIF-8@6-MP@MM e a investigacdo do efeito fototérmico e
liberacdo do farmaco a partir do estimulo 6ptico (laser 808 nm) no sistema PB-
PVP@ZIF-8@6-MP@FBC,; (iv) estudo de liberagao do farmaco 6MP a partir do

estimulo pelo pH e estimulo 6ptico (laser 808 nm) no sistema 1(Zn/6MP).

Como perspectivas para o trabalho, o primeiro ponto a ser destacado é
que o uso de MOFs no meio biolégico ainda € um grande desafio. Ha a
necessidade do estudo de parametros (a qual ndo puderam ser avaliados neste
estudo) como toxicidade, viabilidade celular, influéncia das condi¢des do meio

bioldgico, via de administragédo, concentragao ideal da amostra, poténcia do laser
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808 nm, tempo de irradiacdo, entre outros. Com isso, espera-se que estes

estudos possam ser realizados para o avango do trabalho.
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