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RESUMO

O cancer € uma das doencas que mais atinge a populacdo mundial. Seu
tratamento geralmente é invasivo, oneroso e extremamente toxico ao paciente.
A liberacdo de agentes terapéuticos no tumor € um grande problema no
tratamento da doenca por causa da estrutura da massa tumoral. Uma das
propostas atuais é melhorar as propriedades dos farmacos ja existentes, como
carreadores de farmacos, com o objetivo de melhorar a eficacia do tratamento
e diminuir a alta toxicidade aos tecidos sadios causada por esse tipo de
tratamento. Varios materiais tém sido pesquisados para este fim. A proposta
deste trabalho é a utilizacdo de metal-organic frameworks (MOFs), uma nova
classe de material poroso, como um carreador de farmaco, permitindo a
incorporagao de um agente terapéutico em suas cavidades com uma taxa de
liberacdo suficientemente lenta para que 0 mesmo permaneca em

concentracbes Otimas na corrente sanguinea. Neste trabalho foi sintetizada e
caracterizada uma MOF, [Zn(BDC)(HZO)z], por espectroscopia na regidao do

infravermelho, analise elementar, analise termogravimétrica, difracdo de raios-
X, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva,
Primeiramente foram realizados ensaios de toxicidade aguda a fim de observar
alguma toxicidade da MOF em cobaias e foi visto que a mesma apresenta tal
toxicidade. A esta MOF foi incorporado um farmaco antitumoral (6-
mercaptopurina) em diferentes proporcdes e foram avaliados como sistemas
carreadores de farmacos através de ensaios de perfil de liberagdo, mostrando
que a MOF se mostra eficiente para este fim. Os sistemas em diferentes
propor¢cdes foram testados em ensaios antitumorais in vitro e in vivo onde
apresentaram atividade de inibicdo do crescimento tumoral. A avaliacéo
histolégica dos 6rgdos dos animais que passaram por esses experimentos
mostraram que a MOF quando incorporada ao farmaco ndo apresenta

alteracdes histologicas graves.

Palavras-chave: Sistemas carreadores de farmacos; Redes de coordenacéo;
Céancer; Quimioterapia



ABSTRACT

Cancer is one of the most widespread diseases in the world. Generally, it
requires an invasive treatment, being extremely toxic to the patient. The
liberation of therapeutical agents in the tumor is a great problem in the
treatment because of the structure of the tumor mass. One of the current
approaches is to improve the properties of the existing drugs, such as drug
delivery systems, with the goal of improving treatment accuracy and also
decreasing healthy tissue toxicity. Many materials are being researched
regarding this objective. This work proposes is the use of metal-organic
frameworks (MOFs), a new class of porous material, as a drug carrier, allowing
the incorporation of a therapeutical agent in its cavities with a release rate that

is low enough so that it remains in optimal concentration on the blood current. In
this work, a MOF, [Zn(BDC)(HZO)z], has been characterized and synthesized,

using spectroscopy in the region of the infrared, elemental analysis,
thermogravimetric analysis, X-ray diffraction, scanning electronical microscopy
and dispersive energy spectroscopy. In the first stage, acute toxicity rehearsals
were released with the goal of observing MOF toxicity in mice. Such toxicity was
proved existent after the tests. This MOF has been added with an antitumor
drug (6-mercaptopurine) in different proportions and they have been evaluated
as drug carrying systems through liberation profiles, proving that the MOF is
effective for this purpose. The systems in different proportions were tested in
antitumor rehearsals both in vivo and in vitro, where it was possible to see
tumor grow inhibition. Histological evaluation of the animal subjects organs
showed that the MOF, when incorporated to the drug does not show severe

histological changes.

Keywords: Drug Delivery System; Coordenation Framework; Cancer;
Chemotherapy
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER E TRATAMENTOS

1.1.2 Cancer

Céancer é uma colecédo de disturbios que compartilham a caracteristica
comum de crescimento celular descontrolado, o0 que leva a uma massa de
células chamada neoplasia (do grego, “nova formacao”) ou tumor. Sabemos
que a persisténcia do tumor resulta de alteragdes que vao desde a progénese
das células tumorais. Estas alteragbes genéticas permitem uma proliferagéo
excessiva e ndo regulada que se torna autbnoma (independente de estimulos
fisiologicos), embora os tumores permanecam dependentes do hospedeiro
para sua nutrigdo e aporte sanguineo@. (Figura 1).

Células normais ~ Células Miltiplas células Céncer maligno
anormais anormais

Tecido
caonjuntiva

aso linfatico s %__l
vaso g e

sanguineo
Figura 1. Formagao do cancer'™.

As neoplasias sao divididas em benignas e malignas, onde a primeira é
recoberta por uma capa fibrosa e ndo possui a caracteristica de invadir tecidos
circunvizinhos, enquanto a segunda invade os mesmos e em geral metastisam
para locais mais distantes no corpo. Esta capacidade de invadir e metastisar
(Figura 2) distinguem as neoplasias malignas das benignas®. Os tumores
malignos formados a partir de células mesenquimatosas, tecido conjuntivo
primario, também sdo denominados sarcomas; os formados por células
epiteliais, células cuja principal funcédo é de revestimento de o6rgaos e
cavidades, sdo chamados de carcinomas®. As células dos tumores malignos
possuem superficie alterada de modo tal que, fica reduzida sua adesividade
com as células vizinhas. Isto permite seu deslocamento da colénia neoplasica e
confere-lhes a capacidade de movimentacao, infiltracdo entre os constituintes

1
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dos tecidos normais circunstantes, a destruicdo, a penetragcdo nos vasos
sanguineos e capilares linfaticos e assim alcangam locais distantes da colénia
principal, formando colbnias secundarias (metastases). Os tumores malignos
apresentam alta incidéncia de recidiva local, ja que sua forma irregular e seu

crescimento infiltrativo tornam dificil sua retirada completa®.

Cancer primario

—

Invaséo local

=

Angiogénese

~ Vasos linfaticos

— Tecido conjuntivo

—_ METASTASE

~__ [Células se movem para longe do
——  tumor e invadem outras partes do
COrpo via vasos sanguines e
linfaticos

.!_

Vaso sanguineo

Figura 2. Disseminagao de células tumorais (metastase)™.

Os tecidos neoplasicos podem ser divididos em trés subcompartimentos:
vascular, intersticial e celular. A vascularizagdo dos tumores mostra regides de
necrose e hemorragicas, assim como regides que sao densamente
vascularizadas a fim de promover um suprimento adequado de nutrientes e
oxigénio para um rapido crescimento do tumor (angiogénese). O espago
intersticial € predominantemente composto por colageno e redes de fibras
elasticas. Disperso nessa estrutura, estdo fluidos e constituintes
macromoleculares (acido hialurénico e proteoglicanos, por exemplo) que
formam um gel hidrofilico. O intersticio é também caracterizado por uma

pressao intersticial vinda da convecgao do fluido externo, também como pela
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auséncia de uma rede linfatica bem definida. Dai, o transporte de substancias
anticancer sera governado pela fisiologia e propriedades fisico-quimicas do
intersticio e da molécula em questdo. O subcompartimento celular € formado
por células que participam da massa tumoral®.

Apesar de seu mecanismo de formacao nao estar ainda completamente
elucidado, acredita-se que fatores externos como fumo, agentes quimicos,
radiagao ionizantes, infec¢des e fatores internos como mutagdes inerentes ao
metabolismo, hormdnios e condigbes imunes, sdo relevantes no surgimento de
carcinomas. Estes fatores podem agir juntos ou sequencialmente para iniciar e
promover a carcinogénese. Este processo pode levar até dez anos da iniciagao
da mutacdo celular até a formacéo do tumor®. Mesmo com a dificuldade em
prever com total certeza quem esta em risco de desenvolver o cancer, ha
claras evidéncias que o aparecimento do cancer pode ser reduzido pela
diminuigao de uso de agentes como cigarro e alcool, redugdo da exposi¢cao ao
sol, assim como controle da obesidade, entre outros, além de adotar uma

alimentacao saudavel, realizar atividades fisicas e fazer exames preventivos’.

1.1.3 Tratamentos

A remogao cirurgica de um tumor e dos tecidos circunvizinhos afetados é
considerado o procedimento primario para tumores grandes o suficiente para
manipular. Entretanto, dificilmente apenas a cirurgia é suficiente e, geralmente
€ inevitavel a permanéncia de células residuais afetadas. A excisao do tumor
pode ter como efeito secundario indesejavel a mudanga da taxa de crescimento
das células cancerosas restantes provocando um processo metastatico mais
rapido. Em muitos casos, os pacientes morrem do cancer metastatico depois
que o tumor preliminar foi removido com sucesso®.

Além da cirurgia, outros recursos terapéuticos podem ser utilizados tais
como: a radioterapia, a quimioterapia, a terapia hormonal, a imunoterapia, entre
outros, ou mesmo uma combinagao dessas terapias a fim de se obter melhores
resultados. O diagndstico precoce, a remogao cirurgica completa e a utilizagao
desses tratamentos sao fatores criticos na determinagdo do prognéstico do

paciente’.
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Os tratamentos convencionais e novos agentes sdo divididos em trés
categorias: moléculas, particulas e células. Por exemplo, em quimioterapia, o
agente pode ser injetado como uma molécula ou ser injetado em uma
nanoparticula ou lipossoma (pequenas vesiculas esféricas formadas por
bicamadas concéntricas de fosfolipidios que se organizam espontaneamente em
meio aquoso). Em terapia génica, o agente pode ser uma molécula, uma
particula viral ou n&o-viral ou uma célula geneticamente modificada. Em
imunoterapia, ele pode ser uma molécula como um anticorpo ou uma célula
como um linfécito ativado®.

Na literatura, a quimioterapia muitas vezes é definida como o uso de
qualquer tratamento com drogas para qualquer doenga. Na oncologia a
quimioterapia é entendida num sentido mais restrito como a utilizacdo de
agentes quimicos direcionados para matar ou controlar células tumorais. Ela
carrega um alto risco devido a toxicidade das drogas e o paciente tem que
tolerar varios efeitos colaterais sacrificando sua qualidade de vida. A efetividade
da quimioterapia depende de uma série de fatores, incluindo as drogas usadas,
a condicdo do paciente, a dose, as formas de administraco, etc’.

Para que a droga/agente chegue até o tumor ela pode utilizar trés vias,
através do compartimento vascular (dentro do tumor), transporte através da
parede microvascular e, transporte através do compartimento intersticial
(espaco entre as células). Durante este percurso do agente terapéutico até o
tumor, ele pode ser ligado a proteinas ou outros tecidos, ligar especificamente
aos alvos ou ser metabolizada'® "

Apesar de tantos anos desde sua descoberta, o cancer lidera a causa de
mortalidade em todo o mundo. No Brasil o indice tem crescido em numeros
alarmantes a cada ano. No ano de 2008 houve uma estimativa de 500 mil
como mostra a Tabela 1. As dificuldades encontradas na quimioterapia
convencional em diminuir esses numeros indica que novas descobertas nesse

campo sdo necessarias'?.
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Tabela 1. Estimativa do numero de casos em 2008 por cancer, em homens e

mulheres, segundo localizagdo primaria. Fonte: INCA™

Localizagio Primaria

Estimativa de casos novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total

Prostata 49.530 - 49.530
Mama Feminina - 49.400 49.400
Traquéia, Bronquio e Pulmao 17.810 9.460 27.270
Célon e Reto 12.490 14.500 26.990
Estdmago 14.080 1.120 21.800
Colo do Utero - 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14.160
Esbfago 7.900 2.650 10.550
Leucemias 5220 4.320 9.540
Pele Melanoma 2.950 2.970 5.920
Outras Localizagoes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55.890 59.120 115.010

Todas as Neoplasias

231.860 234.870 466.730

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Apesar da diversidade de drogas utilizadas no tratamento da doenga, a
administracao sistematica de algumas dosagens destes medicamentos provoca
diversos efeitos colaterais. Tais efeitos sdo as vezes tao intensos que o
paciente deve descontinuar o tratamento antes das drogas terem a chance de
erradicar o cancer. Conseguir, portanto, uma concentragdo terapéutica de
farmacos e minimizar os efeitos toxicos sistémicos € um problema critico no
tratamento do cancer. Os avangos na terapia do cancer estao progredindo,
tanto na formulagdo de novos agentes quimioterapicos como em novas formas
de “entregar’ antigas moléculas, como vém sendo pesquisados em alguns
sistemas conhecidos como drug delivery systems ou sistemas carreadores de

farmacos'°.

1.2 SISTEMAS CARREADORES DE FARMACOS

A medicina sempre se preocupou em desenvolver meios ou sistemas
com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos seres humanos. Novos
métodos de ingestdo ou administracdo de drogas sdo um exemplo. Situagdes
como essas aparecem em todos os escritos da histéria, de cada continente e

cultura. A quimioterapia do cancer que muitos consideram moderna, tem
5
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existido de alguma forma ha 500 anos. A vacinagao foi usada na China e na
india para tentar prevenir variola e outras infecgdes, centenas de anos antes do
nascimento de Jenner ou Pasteur'?.

Atualmente, a busca por tratamentos de antigas e novas doengas
continua e novas tecnologias tém sido desenvolvidas para melhorar o
transporte e as propriedades de farmacos nao sé para o tratamento do cancer,
mas de outras patologias, como por exemplo, pro-drogas'®, lipossomas'’,
biocompositos'®,  biopolimeros',  nanoparticulas®®,  ciclodextrinas®’ e
recentemente redes de coordenagao ou Metal Organic Frameworks (MOFs)
(Figura 3)?%. Além da proposta de melhorar a biodisponibilidade de moléculas
utilizadas nos tratamentos de diversas doencgas, esses sistemas tem como
principal objetivo o de diminuir efeitos téxicos de farmacos ja utilizados e com
isso melhorar a qualidade de vida das pessoas que necessitam desses
tratamentos. Vale salientar, que essas novas tecnologias sao o esforco de anos
de pesquisas em diversas areas tais como Biologia, quimica, engenharia de
materiais e fisica, sendo o fruto de trabalhos interdisciplinares originando os

sistemas supracitados conhecidos como carreadores de farmacos®.
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NANOPARTICULA IMPLANTE HORMONAL
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Figura 3. Alguns sistemas utilizados em carreadores de farmacos.

Sistemas carreadores de farmacos sao uma das mais promissoras
aplicagdes para a saude humana e representa um campo crescente para
ciéncia de materiais na area biomédica. Basicamente um sistema de liberacéo
de farmaco pode ser descrito como uma formulagdo que controla a taxa e o
periodo de liberacédo da droga. Diferentemente das terapias convencionais, que
mostram uma curva “dente-de-serra” (Figura 4) da concentragdo da droga no
plasma, sistemas carreadores de farmacos séo projetados para manter niveis

terapéuticos durante o periodo de tratamento® ?*.
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Figura 4. Grafico representando as diferentes doses e concentragdo de farmaco no

plasma®®.

Como exemplo de um sistema ja utilizado no campo farmacéutico,
podemos citar as ciclodextrinas (CD) (Figura 5), que sao carboidratos
complexos compostos por unidades de glicose unidas por ligagdes tipo a-1,4.
Dependendo da quantidade de unidades de glicose, da-se origem a a, 3 ou y-
CD (6, 7 e 8 unidades respectivamente)®®. Elas sdo muito utilizadas para
aumentar a solubilidade em agua e a taxa de dissolugdo de moléculas, para
melhorar sua estabilidade e para aumentar sua biodisponibilidade®’. Isso ocorre
devido a formagao de um complexo de inclusdo com essas drogas lipofilicas ou
partes lipofiicas da mesma, assim, mudando suas propriedades fisico-

quimicas e biofarmacéuticas de uma maneira desejada® %°.

Cavidade
Apolar (Hidrofébica)

Hidroxilas
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Figura 5. Esquema hipotético de ciclodextrinas™.
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Outro exemplo de abordagem ¢é a liberagao localizada de uma droga em
um tecido pela liberacdo controlada de um implante polimérico contendo uma
droga ou hormdnio. No periodo seguinte a implantagédo, as moléculas da droga
sao lentamente liberadas do polimero para o espaco extracelular do tecido. A
disponibilidade da droga no tecido e a taxa de liberagdo no espaco extracelular
vao depender da caracteristica do dispositivo, como porosidade, rugosidade,
etc. Mesmo depois que a droga € liberada no espaco extracelular a taxa de
migragao da droga através do tecido, captagcéo dentro do sistema circulatério e
eliminacdo do corpo depende da caracteristica da droga (lipofilicidade ou
hidrofilicidade) e fisiologia do local de liberagcdo>".

Os materiais utilizados para carreamento de farmacos podem ser
reconhecidos como um corpo estranho pelo organismo. Quando o sistema
imune detecta a presenga de um fator estranho, um processo inflamatério é
iniciado. A inflamagdo consiste de uma complexa série de reagdes com
objetivos de evitar ou diminuir o dano tecidual em curso, isolar e destruir o
material estranho e, ativar os processos de reparo. A finalidade de uma reacao
inflamatdéria € a mesma quando induzida por um trauma mecanico, infecgao
microbiana, antigenos externos ou agentes quimicos. Para que um sistema
seja utilizado como carreador de farmaco, ele precisa ser biocompativel para
evitar um dano inflamatdrio intenso ao organismo®2.

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um material
de efetuar uma performance com uma resposta apropriada do hospedeiro
numa aplicagao especifica. No caso de sistemas carreadores de farmacos do
tipo héspede-hospedeiro, sistemas onde a droga se encontra totalmente ou
parcialmente dentro do material, varios fatores podem influenciar a
biocompatibilidade. Dentre os principais que depende o hdspede (droga) sado: a
espécie, o fator genético e o microambiente; enquanto os principais que
dependem o hospedeiro (material) se destacam: forma, tamanho, superficie
quimica, rugosidade, morfologia, porosidade, duracdo do contato e
degradacdo. Esses parametros podem ser responsaveis por variagdes de
intensidade e durac&o da reacdo do tecido® 3.

Uma proposta que tem fascinado a comunidade cientifica na ultima

década é a utilizacdo de Metal Organic Frameworks (MOFs), materiais
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Mesoporosos € nanoporosos, como carreadores de farmacos. Esse novo
campo visa a incorporagao de um farmaco em suas cavidades com uma taxa
de liberacao suficientemente lenta para que o0 mesmo permaneca em
concentragbes oOtimas na corrente sanguinea  diminuindo seus efeitos

colaterias melhorando a qualidade de vida do paciente™.

1.3 MATERIAIS POROSOS

O grande interesse cientifico nos materiais porosos deve-se a sua ampla
aplicabilidade nos setores da saude e tecnologia tais como: separagdes
quimicas, troca ibnica, sensores, carreadores de farmaco entre outros.
Kitagawa, em 2004, dividiu esses materiais em trés classes, sendo eles
denominados materiais porosos inorganicos, materiais a base de carbono e
polimeros de coordenagao (Figura 6)*¢°.

Materiais porosos s&o classificados segundo a IUPAC baseados em
seus tamanhos de poros, d: microporosos para d < 20 A, mesoporosos para 20
A <d <500 A, e macroporosos para d>500 A. Recentemente ha referéncias a
materiais nanoporosos para estruturas que tem poros entre 10-100 A de

diametro®°.

10



Denise Paula da Cunha Dissertacdo de Mestrado

Materiais
Inorganicos

Materiais
Porosos

Figura 6. Classes de materiais porosos

Até metade dos anos 90, havia basicamente dois tipos de materiais
porosos, chamados, inorganicos e materiais baseados em carbono*" *?. No
caso dos sodlidos inorganicos podemos citar as zedlitas, as quais pertencem a
classe dos aluminosilicatos microporosos, estruturalmente bem definidos,
sendo usados essencialmente como catalisadores acidos na isomerizagao,
alquilacao e quebra de hidrocarbonetos na industria de petréleo, na fabricagéo
de detergentes e mais recentemente foram propostos como carreadores de
farmacos®>. Nesse trabalho realizou-se a incorporagdo do antiinflamatério
Ibuprofeno na zeolita MCM-41e pode-se estudar a influéncia do tamanho de
poro da matriz na taxa de liberagéo do farmaco®.

As Zedlitas consistem em estruturas 3D cristalinas (Figura 7). Suas
redes, construidas a partir de tetrahedros com os atomos Si ou Al nos centros e
os de oxigénio em cada vértices, TO4 (T=Al, Si) define tuneis interconectados

ou cavidades®.
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b)

Figura 7. Trés exemplos de redes de zedlitas: a) MFI, contendo um sistema de canais
bidimensionais; b) LTA, contendo cavidades; c) LTL, contendo um sistema de canais

unidimensionais.

Esses aluminossilicatos s&o geralmente sintetizados por via hidrotermal
sob meio alcalino, a temperaturas entre cerca de 80° e 200° C e séao
termicamente estaveis. Entretanto, o grande inconveniente das zedlitas € que a
pequena dimensao dos canais (inferior a 0,8 nm) e cavidades (geralmente <1,5
nm) impde limitagdes de tamanho e forma das moléculas héspedes (Figura
8)%.

Figure 8. Zedlitas. a) Projecao ao logo do eixo-c mostrando 7 canais; b) Projecao ao
logo do eixo-c mostrando células unitarias em forma de poliedro; c) Seccao
mostrando as diferentes posi¢cdes catidnicas; d) Visdo de anéis formando canais ao
longo do eixo c; e) Imagem de microscopia eletrbnica de varredura de cristais de

zeolita.
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Alguns esforgos foram dedicados ao desenvolvimento de zedlitas com
poros grandes (> 1,5 nm), mas os aumentos foram modestos. Além disso,
estes novos materiais ndo sdo muito eficazes na incorporagdo de moléculas
grandes impossibilitando, desta maneira, o design e a sintese de novas zedlitas
que possam ser utilizadas como carreadores de uma grande variedade de
farmacos. Em contrapartida, as redes de coordenacédo podem ser idealizadas e
sintetizadas com diferentes tamanhos de poros objetivando incorporar

diferentes farmacos obtendo-se assim um carreador multifuncional*” %8,
1.3.1 Metal Organic Frameworks — MOF’s

A area de compostos hibridos organico-inorganico, em especial
engenharia de cristais, tem conseguido grandes avangos nos ultimos cinco
anos, onde podemos destacar a sintese e a caracterizagcao de redes infinitas,
uni, bi e tridimensional (1D, 2D e 3D). Essas redes de coordenagdo s&o
construidas basicamente por ions metalicos como conectores, os quais atuam
como suporte principal, esqueleto, e por moléculas organicas como ligantes. As
redes de coordenacdo sdao comumente conhecidas como polimeros de
coordenacgao, materias hibridos organicos-inorganicos ou MOFs (metal organic
frameworks)*°.

Dentre as classificacbes de sodlidos cristalinos, o termo MOF é um dos
mais gerais e € constantemente usado de diferentes maneiras pela
comunidade cientifica. Muitas vezes, este termo, pode ser citado como um
polimero de coordenacgao formado por uma célula unitaria na qual os centros
metalicos estdo coordenados nas trés dimensdes ou polimeros de
coordenagao com células unitarias uni, bi ou tridimensionais (1D, 2D ou 3D
respectivamente) que apresentam porosidade, onde as 1D ou 2D podem
formar redes tridimensionais através de ligagdes de hidrogénio®.

O interesse, dos grandes grupos de pesquisa, pela sintese de MOFs se
da devido a possibilidade de obtengdo de inumeras MOFs com baixa
densidade, diferentes topologias, diferentes tamanhos de poro (Figura 9) e
consequentemente, uma ampla aplicabilidade que vai desde a adsorcdo de

gases a carreadores de farmacos®'. Esses materiais sdo sintetizados por um
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processo de auto-organizagao que depende diretamente da concentragdo dos
reagentes bem como da temperatura, métodos hidrotermais (Figura 10),
reacdes assistidas por microondas e, mais recentemente, por ultrassom.
Portanto a sintese das MOFs s&o relativamente baratas e com alto rendimento.
Entretanto, as mesmas apresentam baixo grau de previsibilidade devido as

diversas possibilidades de coordenagéo dos ligantes orgénicossz.

Figura 9. Exemplos de algumas MOFs*.
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Figura 10. Figura representativa de um reator utilizado para realizar sinteses
solvotermais e produtos oriundos dessas reacdes>*.

A fim de auxiliar o processo de predicao estrutural das MOFs, foi
introduzido o conceito de unidades de construgéo secundarias (SBU, do inglés,
secondary building units)**. As SBUs sao figuras geométricas simples, as quais
representam os “clusters” inorganicos ou esferas de coordenagdo que sao
ligados juntos pelos componentes organicos para formar os produtos da rede®.
Tais unidades néo sao diretamente introduzidas na rede, mas sao formadas in

situ sob condicdes sintéticas especificas (figura 11) %"
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Figura 11. Unidades construtoras secundarias (SBUs) comumente ocorrem em
carboxilatos metalicos, incluindo (a) quadrado com dois terminais ligantes; (b) octaedro
de acetato de zinco,e (c) o prisma trigonal com trés terminais ligantes. Examplos de
SBUs organicas incluem as bases conjugadas de (d) tetraedro quadrado, (e) tetraedro
adamantane, e (f) trigonal. Metais sédo representados por esferas azuis, carbono por

esferas pretas, oxigénio por esferas vermelhas e nitrogénio por esferas verdes™.

1.4 APLICACAO DE MOFs COMO SISTEMAS CARREADORES DE
FARMACOS

Alguns produtos bioativos apresentam caracteristicas indesejaveis
diminuindo a eficacia de tratamentos bem como produzindo efeitos colaterais.
Isto requer a utilizagdo de sistemas carreadores que aumentam a atividade de
tais moléculas e amenizam tais efeitos. Esses sistemas normalmente permitem
um melhor controle de niveis plasmaticos da droga, assim como, aumentam a

estabilidade pela protecédo da sua biodegradagéosg.

Devido a essas dificuldades da industria farmacéutica tem crescido o

interesse de desenvolver novos materiais para este fim. Pesquisas no
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desenvolvimento de materiais porosos para aplicagdes nesta area vem
despertando grande interesse por parte de quimicos, fisicos e bidlogos. Em
2004, o material mesoporoso MCM-41 foi proposto como um sistema carreador
de farmaco. Em geral, materiais mesoporosos sado grandes candidatos a
carreadores de farmacos pelas seguintes caracteristicas: ter uma rede porosa
que & muito homogénea em tamanho e permite o controle da quantidade de
droga inserida na rede; ter um alto volume de poro para acomodar a
quantidade de farmaco em questao; grande area superficial que implica um alto
potencial para adsorcao de droga59. A dosagem e a taxa de liberagdo do
farmaco pode ser controlada pela selecao de diversos fatores, como estrutura e
composi¢cao da matriz, tamanho do poro e interagbes quimicas hdspede-
hospedeiro®.

Em 2006, Férey e colaboradores propuseram a utilizagdo de MOFs
como sistemas carreadores de farmacos. O primeiro exemplo se deu pela
adsorcédo de um farmaco antiinflamatorio, Ibuprofeno, em MOFs rigidas MIL-
100 e MIL-101 (MIL=Material Institut Lavoisier) com poros da ordem de 3 nm.
As MOFs apresentaram um alto poder de armazenamento da droga, onde para
MIL-100 e MIL-101 respectivamente 0,35 g e 1,4 g de droga foram
armazenadas por grama de material e levaram de 3 a 6 dias para serem

liberadas da matriz em experimentos in vitro®' (Figura12).
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Figura 12. Esquema simplificado de incorporagao e liberagao da droga na
matriz da MOF®.
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Dentro de uma visao interdisciplinar e pioneira, este trabalho tem como o
objetivo, ndo so6 a sintese, a incorporagao do farmaco na matriz da MOF e a
avaliagcdo do perfil de liberagdo, mas também, a avaliacdo da
biocompatibilidade do material, realizando testes de citotoxicidade e toxicidade
aguda. Estes consistem em avaliar danos causados em células e no organismo
animal, respectivamente. Outra preocupacao foi utilizar uma MOF onde o metal
fosse algum que, em quantidades consideradas relativamente altas, nao
prejudicasse o organismo caso a rede metalorganica fosse desfeita em contato
com o organismo. O metal em questdo é o zinco (Zn), que além dessa
caracteristica, € um elemento essencial que controla muitos processos
celulares, incluindo sintese de DNA, desenvolvimento cerebral e também atua
diretamente no sistema imune, melhorando as condicbes de defesa do

organismo contra varias patologias®? .

Além do estudo necessario para se instituir a biocompatibilidade da
MOF, também foi avaliada a taxa de liberacdo do farmaco da rede a fim de
avaliar a possivel eficiéncia como um sistema de liberacdo de farmaco. Em
seguida, foram feitos testes antitumorais em camundongos com o intuito de

observar uma possivel acdo do sistema MOF-Farmaco em tumores
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experimentais asciticos (sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich). A escolha da
droga foi baseada em seu tamanho, ja que moléculas maiores que o tamanho
de poro da MOF nao seriam incorporadas, pela sua alta toxicidade e pela sua
baixa biodisponibilidade. A 6-Mercaptopurina (6-MP), mostrada na Figura 13, é
uma droga antiproliferativa largamente utilizada no tratamento e profilaxia de
leucemia linfoblastica aguda e leucemia mieldide aguda, doenga de Chrohn’s,
policitemia vera, colite ulcerativa e doenga inflamatéria intestinal. Ela tem um
curto tempo de meia vida de 60-90 minutos, exibindo alto metabolismo de
primeira passagem depois da administracdo oral com variagdo de
biodisponibilidade de 5-80% exibindo efeitos colaterais como anorexia, diarréia,
irritacdo do trato gastrointestinal e hepatotoxicidade, o mais importante sendo a

Ultima associada com a mielossupressao® .
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Figura 13. 6-Mercaptopurina
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2.0BJETIVOS

2.1 GERAL:

Avaliar a biocompatibilidade e eficiéncia de uma MOF como um sistema

de liberagao de farmaco.

2.2 ESPECIFICOS:

Sintetizar e caracterizacdo da MOF-5;

Incorporar o farmaco antitumoral 6-mercaptopurina na MOF e

caracterizar o sistema MOF-Farmaco;

Avaliacdo da biocompatibilidade da MOF através de ensaios de
toxicidade aguda em camundongos e avaliagdo histologica de

orgaos vitais dos mesmos;

Avaliar o perfil de liberagao do sistema com o objetivo de observar

a taxa da saida da droga do sistema;

Realizar ensaios antitumorais in vitro e in vivo para avaliar um

possivel efeito sistémico da MOF-6MP;

Avaliar a histologia de 6rgaos vitais dos animais utilizados nos

ensaios experimentais através da microscopia optica.
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3.METODOLOGIA
3.1 MATERIAL UTILIZADO: SOLVENTES E REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados na sintese das redes de
coordenagao, incorporacdo do farmaco, medidas experimentais,
experimentacdo animal e analise histologica estdo apresentados na tabela 2.
Para todo o estudo realizado, ndo foi feita nenhuma purificacdo prévia de

solventes e reagentes.

Tabela 2. Reagentes, solventes e material utilizado na realizagdo dos experimentos.

Reagentes/ solventes / Material utilizado Procedéncia

Etanol P.A. Vetec
Zn(NO3),*6H,0 Vetec
6-Mercaptopurina Aldrich
Eter etilico P. A. Aldrich
acido 1,4- benzodicarboxilico Aldrich
Parafina histologica Biotec

Lamina 26 x 76 mm, c/ extermidade fosca GLASSTECNICA
N,N- dimetilformamida Vetec
Formaldeido Sigma
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3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Sintese da MOF Zn(BDC),

A sintese da MOF de Zn(BDC), foi realizada como descrita na
literatura®. Em um reator de teflon de 10 mL foi adicionado 10 mmol de &cido
1,4-benzenodicarboxilico (COOHCgH,COOH, 1,66 g), 22 mmol de nitrato de
zinco (Zn(NO3)2*6H,0, 6,549) e 5 mL de N,N-dimetilformamida. Em seguida, foi
feita uma agitagdo até completa dissolugado dos reagentes. Cada recipiente de
teflon fechado contendo a mistura reacional foi inserido em um envoltério
metalico com tampa rosqueada, de modo que o recipiente de teflon ficasse, na
pratica, selado. O sistema onde as reagdes foram realizadas esta
esquematizado na Figura 14. A mistura foi aquecida em 100°C durante 18
horas em um forno programavel (Figura 14 b e c), com uma taxa de
aquecimento de 10°C min™, e uma taxa de resfriamento igual a capacidade do
forno de dissipar o calor de seu interior. O resfriamento a temperatura de 30°C
aconteceu em aproximadamente 6 horas. O produto desta sintese sera
chamado de MOF-A.

Uma mesma rota sintética foi realizada com uma concentragdao de
reagentes cinco vezes menor que a descrita acima. O produto desta sintese
sera chamado de MOF-B. Apés a sintese, a MOF foi lavada com agua
destilada e em seguida colocada em uma estufa por 24 horas a 150° C para
remogao de agua e possiveis solventes residuais. Amostras sem lavar e sem

secar em estufa também foram feitas.

Uy

. |

(a) | (b)
Figura 14. (a) Reator utilizado na sintese, (b) vista externa do forno e (c) vista interna
do forno.
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3.2.2 Incorporacao do farmaco na MOF-A

Foi dissolvido em um baldo de fundo redondo 1 mmol do farmaco, 6 MP,
uitilizando 15 mL de uma solugdo etandlica. Em seguida foi adicionada a esta
solugdo 1 mmol de Zn(BDC), , sendo submetido a agitacdo durante 24 horas a
temperatura ambiente. O sistema foi centrifugado em um aparelho Sigma
modelo 6-15 por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado recolhido. Procedeu-se, entdo, a lavagem desse precipitado com
etanol, objetivando retirar o excesso de farmaco que nao foi adsorvido pela
MOF. O material foi entdo secado a temperatura ambiente e conduzido para as
etapas posteriores de caracterizacdo. O mesmo procedimento foi realizado
nas proporgdes: (MOF:6MP) 1:2 em mol. Utilizou-se ainda proporgbes em
massa 1:1, 1:2 e 1:4, partindo de 100 mg de MOF.

3.2.3 Incorporagao do Zn(NO3),*6H,0O na MOF-A

Foi adicionado 14 mmol de Zn(NO3)2 6H20 a 20 mL de agua destilada
e em seguida adicionado 1,2 mmol de MOF-A. O sistema foi submetido a
agitacdo magnética por 24 horas edepois filirado e seco a temperatura

ambiente.

3.3 TECNICAS EMPREGADAS NA CARACTERIZAGAO DAS
AMOSTRAS

A caracterizacdo da rede de coordenacao e do sistema MOF-6MP foi
feita através de espectroscopia na regido do infravermelho, andlise elementar,
microscopia eletrbnica de varredura, difracdo de raios-X, analise

termogravimétrica e espectroscopia de energia dispersiva.

3.3.1 Analise elementar

A analise elementar € uma técnica destrutiva, baseada na combustédo da
amostra visando a formagéo de compostos gasosos como como CO;, Nz, NOx,

SO,, SO3; e H,0O. Uma vez que todo o carbono, nitrogénio, enxofre e hidrogénio
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sao transformados em tais produtos de combustdo, os gases sao analizados e
quantificados. O resultado da analise é a precentagem destes elementos na
amostra de modo que a percentagem de oxigénio presente no composto é
obtida por diferengca. As analises CHNS dos compostos sintetizados foram
feitas em um analisador CE INSTRUMENTS, modelo EA1110.

3.3.2 Espectroscopia de infravermelho

As analises na regidao do infravermelho foram realizadas utilizando-se
um espectrometro Bruker modelo IFS-66 com transformada de Fourier da
Central Analitica do Departamento de Quimica da UFPE. Os resultados foram

analisados pelo programa Spectroscopic Software OPUS da Bruker.

As amostras foram preparadas através da técnica de pastilhas de KBr e em

seguidas analisadas.
3.3.3 Analises termogravimétricas (TGA)

Os termogramas foram obtidos utilizando o equipamento de TGA da
Shimadzu, modelo 50 WS, do Laboratério de Materiais Vitreos e
Nanodispositivos Fotbnicos do Departamento de Quimica Fundamental da
UFPE. Todas as amostras foram executadas sob atmosfera inerte de nitrogénio
com um fluxo de 50 mL™". A faixa de temperatura utilizada foi da temperatura
ambiente até 800 ou 1200°C, com uma taxa de aquecimento de 5°C min™.

Foram utilizados neste caso porta-amostra de platina.

3.3.4 Difratometria de raios-X (DRX)

Analises por difracdo de raios-X de po6 foram utilizadas para a
identificacdo das fases cristalograficas presentes nas amostras. O equipamento
utilizado para a realizagdo das analises foi o difratdbmetro de raios-X da Rigaku
modelo 2400 DMAX, usando uma raia k, de radiagdo do cobre (0,15 nm),
operando com tubo alvo de cobre a (40 kV) com (40 mA) do Departamento de

fisica da UFPE. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 206 de 5 a 50 graus
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e passo de 0,02° e tempo de aquisicao de 2 segundos a temperatura de 25°C.

Todas as analises foram realizadas nas mesmas condi¢des descritas acima.

3.3.5 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia

de energia dispersiva (EDS)

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada a fim de
caracterizar a morfologia das particulas sintetizadas assim como estimar o
tamanho das mesmas. A espectroscopia de energia dispersiva foi utilizada para
determinacdo da composi¢cdo da amostra em regides de aproximadamente 3
Mm de didmetro, através da identificacdo de raios-X emitidos pela amostra

quando estes interagem com o feixe eletrénico do equipamento.

As imagens de MEV e analises EDS foram obtidas utilizando um
microscopio eletrbnico de varredura da Jeol, modelo JSM-5000 Noram
Instrument, do Laboratério de Microscopia do Departamento de Fisica da
UFPE.

Para a aquisi¢ado das imagens, os seguintes parametros foram utilizados:
distancia de trabalho de 11-12 mm, abertura do feixe de elétrons (spot size) 36-
42 nm, e tensao de 20 kV. As amostras foram preparadas sobre fita de carbono

contida em suportes (stub) de cobre e depois metalizadas.

As metalizagdes (sputtering) foram realizadas sob vacuo, em atmosfera
inerte de argdnio, a 40 mA de corrente, 107 torr de pressdo por um vacuo de
50 segundos. Nestas condigbes foi realizada a deposi¢do de uma camada fina
de ouro de aproximadamente 12,5 nm sobre a superficie das amostras. O
equipamento usado para tal procedimento foi o da Bal-Tec modelo SCD 050
Sputter Coater, no Laboratério de Microscopia do Departamento de Fisica da
UFPE.
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3.4 PERFIL DE LIBERAGAO DO SISTEMA MOF-6MP

Com o objetivo de avaliar o perfil de liberagdo do sistema MOF-6MP na
proporcdo 1:1 em massa, foi feita uma pastilha com 13 mm de didmetro e
aproximadamente 1mm de espessura a uma pessdo de 3 toneladas numa
prensa hidraulica. Em seguida a pastilha foi colocada em um recipiente
contendo 1L de solucédo de PBS (tampéo fosfato, pH 7,2). A solugao foi agitada
por uma haste com uma hélice em sua terminagdo a 200 rpm. Visando a
avaliacdo da liberacdo da 6MP do sistema, aliquotas dessa solugao foram
coletadas e depois monitoradas por espectroscopia na regido do UV/VIS no
comprimento de onda maximo de absor¢ao do farmaco (329 nm). As aliquotas

foram analisadas no equipamento Ocean Optics HR 4000 com fonte DH-2000.

3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1 Avaliagao antitumoral in vitro

As células da linhagem HEp-2 (Human Epidermoide Cancer Cells), as
quais sao derivadas de tumor primario da laringe humana, foram mantidas em
Minimum Essencial Medium Eagle Modified Dulbecco’s, DMEM (Sigma),
suplementadas com 10% de soro bovino fetal e 1% de solugéo de antibidtico
(penicilina 1000 Ul/mL contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1% de L-

glutamina 200 mM).

Para a determinagcao da viabilidade celular, foi utilizado o corante vital
Azul Tripan 0,4 % (p/v), em tampao fosfato de sédio (PBS), o qual penetra
facilmente nas células danificadas corando-as em azul, enquanto as células
integras permanecem incolores, permitindo assim, determinar-se a
porcentagem de células vivas e células mortas. Realizou-se contagem de
células em microscopio invertido LEITZ, com a utilizagdo de um hemocitdbmetro,

preenchido com uma aliquota de suspenséo de células homogeneizada.

Para determinacdo da citotoxicidade das amostras, uma suspensao
celular de 10° células/mL foi preparada em meio adaptado para cada linhagem
celular. A suspensao foi entéo distribuida em placas de cultura com 96 pocos e

em seguidas as placas foram incubadas a 37 °C em estufa, com atmosfera
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umida enriquecida com 5% de CO, durante 24 h. Apés este periodo, amostras
em diferentes concentragdes foram adicionadas e as placas incubadas a 37 °C.
Apds 72 h de contato entre as células e as amostras, adicionou-se em cada
poco 25 pL de Brometo-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio (MTT) a
uma concentragao de 5 mg/mL em PBS (p/v) e as placas deixadas por 2 horas
em estufa (37 °C). Ao final desse periodo, o0 meio de cultura, juntamente com o
excesso de MTT, foram aspirados seguidos de adicdo de dimetilsulféxido
(DMSO) a cada pogo para a dissolugédo dos cristais de formazan®’. O método
do MTT baseia-se na capacidade que células vivas possuem em reduzir o sal
tetrazdlio, de cor amarela, a formazan insoluvel, de cor purpura, que precipita
gracas a acgao da enzima mitocondrial succinil desidrogenase, ativa apenas em
células vivas. A leitura 6ptica foi realizada em leitor automatico de placas a 595
nm. Comparou-se a densidade o6ptica (DO) média dos pogos testes com a DO
média dos pogos controles. Os ensaios foram realizados no Laboratério de

Bioensaios para Pesquisa de Farmacos do Departamento de Antibidticos

3.5.2 Toxicidade aguda da MOF e avaliagao histologica

A avaliacdo da toxicidade aguda da MOF foi realizada segundo o
protocolo da Organizagdo para Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento
(OECD 423). Trés camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas com
idade entre 8-12 semanas e pesando entre 25-30g, receberam uma unica dose
da MOF de 2000 mg/kg via oral, utilizando-se solugéo salina 0,9% como
veiculo. Os animais foram observados individualmente apds a administragao
durante a primeira hora e periodicamente durante as primeiras 24 horas. Foi
dada uma atencgao especial nas primeiras 4 horas e uma avaliagao diaria foi
feita durante os subsequentes 14 dias. As cobaias foram submetidas a ciclos
de 12 horas claro/escuro e mantidos a temperatura de 22+2° C e a umidade se
encontrava entre 50-60%. Para alimentagdo, foi fornecida ragdo industrial
Labina e agua ad libitum. No 14° dia, os animais foram sacrificados e feita a
necropsia com analise macroscopica geral e pulmao, figado, rim, bagco e
coragao foram retirados e armazenados em solugao fixadora de formalina

tamponada (10%) para posterior analise histolégica dos mesmos. O
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experimento acima descrito foi realizado em duplicata. Os ensaios de
toxicidade aguda foram realizados no Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa
de Farmacos do Departamento de Antibiéticos, seguindo as recomendagdes do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE.

A avaliagdo dos aspectos histoldgicos foi realizada com o auxilio da
microscopia optica comum, no Laboratorio de Histotécnica do Departamento de
Histologia e Embriologia — C.C.B./UFPE. Fragmentos dos 6rgaos fixados foram
desidratados em bateria de alcoois (70 a 100 %), diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. Cortes histologicos de 5 ym foram corados pela técnica
histolégica de rotina com Hematoxilina & Eosina (H.E.) e montados entre
ldmina e laminula com resina sintética (Entellan®). Apés a montagem, as
preparagdes foram avaliadas e fotografadas através de sistema de video-
microscopia (Microscépio MOTIC BA200, com camera digital MOTICAM 1000
1.3M Pixel-USB 2.0).

3.5.3 Avaliagao antitumoral in vivo do sistema

Todos os estudos descritos estdo de acordo com os padrbes
estabelecidos pelo guia para saude e uso de animais de laboratorio. Foram
realizados dois experimentos antitumorais seguindo o mesmo protocolo. O
primeiro utilizando sarcoma 180 e o segundo utilizando carcinoma de Ehrlich.
Células tumorais foram obtidas de animais doadores com 8-10 dias de
implante. Apds sacrificio dos animais por deslocamento cervical, as células
tumorais na forma ascitica foram coletadas da cavidade peritoneal dos animais
doadores, e sua viabilidade celular foi avaliada através da coloragdo em azul
tripan. Apenas as amostras com viabilidade acima de 90% foram utilizadas no
transplante. Em seguida foi preparada uma suspenséao de 25x10° células/mL e
0,5 mL foram implantados intraperitonialmente em camundongos albinos Swiss
saudaveis com idade entre 6-8 semanas. No ensaio que foi utilizado o sarcoma
180, foram utilizados 5 grupos com 7 animais cada, onde 24 horas apos
receberem o implante tumoral foi iniciado o tratamento com as substancias

mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Grupos e respectivos tratamentos no ensaio antitumoral com

sarcoma 180.

GRUPO (G) SUBSTANCIA
G1 Solugéo salina 0,9 %
G2 MOF
G3 MOF+ Zn
G4 6-Mercaptopurina (6-MP)
G5 Sistema MOF-6MP (1:1 massa)

Para os ensaios com o carcinoma de Ehrlich o tratamento foi realizado
durante 7 dias consecutivos onde a dose de todas as substancias foram
escolhidas em fungéo da dose da 6-MP (Tabela 4), que é utilizada em humanos
na concentragdo de 5 mg/kg de massa corporea. Todos foram administrados
nessa dosagem, exceto os sistemas MOF-6MP em propor¢ao 1:1, 1:2 e 1:4
massa, onde a dose foi ajustada para que a concentragao de 6-MP contida no
sistema chegasse a 5 mg/kg resultando em uma dose total do sistema (10
mg/kg por exemplo no caso de sistema 1:1 massa). No 9° dia desde o inicio do
experimento, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O
liguido ascitico foi coletado e seus 6rgdos vitais foram avaliados
macroscopicamente e, figado, rim, bagco e coracdo foram retirados para
posterior analise histologica. Os parametros observados para identificar uma
possivel acdo inibitéria do tumor foram o volume do tumor ascitico, a
viabilidade celular e o numero de células totais. A analise estatistica da
significancia dos dados foi determinada por teste “t” de Student e ANOVA. O
nivel de significancia foi de p <0,05. Para o estudo histologico foram retirados
0s Orgaos acima citados e fixados em formalina tamponada 10%. Os ensaios
de toxicidade aguda foram realizados no Laboratério de Bioensaios para

Pesquisa de Farmacos do Departamento de Antibidticos, seguindo as
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recomendagdes do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal) e foi

aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao Animal (CEEA) da UFPE.

Tabela 4. Grupos e respectivos tratamentos no ensaio antitumoral com

carcinoma de Ehrlich.

GRUPO (G) SUBSTANCIA
G1 Solugao salina 0,9 %
G2 MOF
G3 6-Mercaptopurina (6-MP)
G4 MOF-6MP (1:2 massa)
G5 MOF-6MP (1:4 massa)

3.5.4 Analises histolégicas dos 6rgaos

A avaliagédo dos aspectos histopatolégicos dos érgaos (figado, rim, bacgo
e coracgao) dos animais controle e tratados (G1, G2, G3, G4 e G5) foi realizada
com o auxilio da microscopia 6ptica comum, no Departamento de Histologia e
Embriologia — C.C.B./UFPE. Fragmentos dos 6érgéos foram fixados em
formalina tamponada (10%) e posteriormente foram desidratados em bateria de
alcoois (70 a 100 %), diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes
histologicos de 5y foram corados pela técnica histolégica de rotina com
Hematoxilina & Eosina (H.E.) e montados entre lamina e laminula com resina

sintética (Entellan®).

Apos a montagem, as preparagbes foram avaliadas e fotografadas
através de sistema de video-microscopia (Microscopio MOTIC BA200, com
camera digital MOTICAM 1000 1.3 M Pixel-USB 2.0). Exames histologicos
foram realizados apenas nos 6rgaos dos animais que fizeram parte do ensaio

antitumoral com o carcinoma de Erlich.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico iremos tratar da caracterizagcdo da MOF, assim como da
incorporacdo da 6MP na rede via espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, analise termogravimétrica, analise elementar (CHNS),
difratometria de raios-X, microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia

de energia dispersiva.

Em seguida trataremos da viabilidade e eficiéncia da MOF como um
sistema carreador através dos experimentos de perfil de liberagao, toxicidade
aguda, ensaio antitumoral e analises histologicas de orgaos de animais

submetidos aos dois ultimos procedimentos citados.
4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A MOF sintetizada foi obtida na forma de um pdé cristalino branco e a
incorporagdo do farmaco resultou em um p6é amarelo, mostrando aparéncia
macroscopica regular. Ambas as amostras nao demonstraram ser

higroscdpicas.
4.1.1 Analise elementar

A anadlise elementar foi realizada com o objetivo de quantificar os
elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre presentes na amostras.
Com esses dados podemos estimar qual a unidade basica estrutural da
amostra. Os dados obtidos neste experimento esta apresentado na Tabela 5.
Na primeira linha observa-se os dados previstos para a formula minima
Zn(BDC)(H20), e na segunda linha os obtidos pela analise experimental. Os
resultados se apresentam bastante coerentes com os valores previstos,

ratificando a formula minima proposta.
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Tabela 5. Numeros previstos e experimentais da analise elementar.

Carbono Hidrogénio
Previsto 36,1% 3,0%
Experimental 34,0% 2,8%

4.1.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (V)

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada como método
complementar de caracterizagdo, facilitando assim a identificagcdo dos grupos
funcionais pertencentes ao ligante, BDC, e do mesmo presente na rede de
coordenacao bem como o modo pelo qual este ligante se coordena ao ion
metalico como mostra a Figura 15. Este método também visou a identificacéo

da incorporacao do farmaco na MOF.
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Figura 15. Possiveis modos de coordenacdo do ligante organico BDC.

Monodentado (a), bidentado em ponte (b) e bidentado quelato (c).

Na Figura 16, sdo apresentados os espectros de infravermelho
referentes ao ligante livre, ao nitrato de zinco e ao Zn(BDC)(H20), (sem lavar e
lavado e seco). Para o ligante livre, H,BDC, podemos identificar os principais
picos que caracterizam as vibragcdes dos grupos que pertencem a essa

%71 Na regido de 3000 cm™ observamos estiramento O-H referente

molécula
ao ligante, H,BDC, e a ligacdes de hidrogénio, 1682 cm™ estiramento C=0 e
1283 cm™ C-O. Podemos sugerir o modo de coordenacdo do metal através de

uma correlagao da diferenga entre os picos correspondentes a carboxila (vc-o -

vc-0) presentes no ligante livre e na MOF.
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O ligante livre apresenta vc-=o - vc.o = 390 e a MOF sem lavar e da MOF
lavada e seca apresenta Av (vc-o - vc.o) igual a 200 e 190 respectivamente.
Portanto, quando comparamos o Av do ligante com o da MOF sem lavar e da

MOF lavada e seca podemos sugerir que o ligante se coordena de forma
bidentada®. Na Figura 16 B é ilustrado o espectro de infravermelho do
Zn(NOs), onde podemos observar um bandas em 1386 +4 cm™ (essa banda é

referente ao estiramento (vno2).
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Figura 16. Espectros de infravermelho de H,BDC (A), Zn(NO3), (B) e de MOF sem lavar (B

em preto) e lavada e seca (C em azul).

Podemos observar pelos espectros de infravermelho das MOFs (Figura
16 C), lavada com agua destilada e lavada e seca em estufa a 150°C, que nao
ha nenhuma alteragdo nas bandas caracteristicas dos grupos funcionais do

ligante. Entretanto, observamos apenas uma diminuigdo da banda referente
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estiramento O-H (3000 cm™), a qual também ¢ atribuida a agua de hidratacéo e

possiveis ligagdes de hidrogénio.

Na Figura 17, sao apresentados espectros de infravermelho
pertencentes a 6MP (preto), sistema MOF-6MP nas respectivas proporgdes de
1:1 massa (azul), 1:2 mol (verde) e 1:1 mol (vermelho). Nos espectros na
regido do infravermelho relativos ao sistema MOF-6MP, ndo podemos precisar
quais bandas sao referentes apenas a 6MP ou apenas a MOF, pois as duas
amostras apresentam bandas em regides semelhantes podendo haver uma

sobreposi¢do das mesmas nos espectros®®.
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Figura 17. Espectros de infravermelhos correspondentes & MOF lavada e seca (lilas),
6MP (preto) e dos sistemas MOF-6MP na propor¢gdo de 1:1 massa (azul), 1:2 mol

(verde) e 1:1 mol (vermelho).

Os espectros de infravermelho dos sistemas MOF-6MP nas proporgdes
de 1:2 e 1.4 em massa nao foram apresentados por se apresentarem
exatamente iguais ao espectro de infravermelho do sistema 1:1 massa. No
grafico mostrado acima referente ao sistema MOF-6MP na razdo molar de 1:1

e 1:2, podemos observar bandas referentes a MOF principalmente entre 4000 e
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1379,19 cm™. Nos graficos dos sistemas MOF-6MP, principalmente onde existe
uma maior concentracdo da droga, vemos uma banda em 1000 cm™ de baixa
intensidade, referente a deformagéo axial de tiocarbonila, um grupo funcional

presente na 6MP onde na mesma & bastante intensa e aguda’™"".

4.1.3 Analises termogravimétricas

Andlises termogravimétricas foram realizadas a fim de obter as
percentagens de massa perdida pela amostra e assim correlacionar com as

faixas de temperatura e com a composicdo do composto estudado.

Na Figura 18, podemos observar a curva termogravimetrica referente a
MOF sintetizada nesse trabalho, aqual é semelhante a um sistema sintetizado,
com o mesmo ligante BDC, na literatura®. No tépico anterior, referente &
andlise elementar, foi proposta uma férmula minima para a MOF

[Zn(BDC)(Hzo)Z], esta formula foi corroborada pela analise termogravimétrica

comparando as perdas de massa relativa com a composicdo do composto

estudado.
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Figura 18. Termograma para MOF lavada e seca e termograma de uma MOF

contendo BDC como ligante (acima e a direita do grafico) ®,

No termograma da MOF, mostrado na Figura 18, também podemos
observar uma perda de agua entre aproximadamente 135° e 185° C. Entre 185°
e 550° podemos observar o que aparenta ser a destruicdo da rede onde ha
perda de 52 % de massa do material. Com base nessas informagdes, podemos
formular um mecanismo de decomposicdo térmica para o composto em
questdo. O mecanismo decrito abaixo concorda com a férmula mimima
proposta a partir da analise CHNS com erros percentuais variando em torno de
6%.

Zn(BDC)(H,0), — "% 5 Zn(BDC)

130°-185°C

Zn(BDC) —_-e¢_ 3 [7n0, |

185°-550°C
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Na Figura 19 podemos observar os termogramas referentes a 6MP e
aos demais sistemas MOF-MP razdo molar de 1:1 e 1:2 e na proporc¢éo de 1:1
em massa. Quando observamos e comparamos o grafico do sistema MOF-6MP
1:1 mol com os da MOF e da 6MP isoladamente, podemos ver uma perda de
agua entre 110° e 190° C. Nas temperaturas entre 260° e 300° C ha uma perda
de aproximadamente 10% de massa da amostra provavelmente relativa a 6MP.
Entre 235° e 510° C observamos uma perda de massa de 25%, provavelmente
relativa ligante BDC presente MOF. Nas temperaturas entre 510° e 800° C,

podemos ver uma perda de massa de quase 17% relativa a 6MP.

Massa (mg)

T T T T T T T T
0 200 400 600 800
Temperatura °C

Figura 19. Termograma da 6MP (preto) e do sistema MOF-6MP na propor¢cédo molar

de 1:1 (vermelho) e 1:2 (verde); 1:1 em massa (azul).

No grafico acima, onde vemos o termograma do sistema 1:1 em mol,
podemos observar novamente uma perda inicial de agua entre 140° e 190° C
(10%). Podemos notar outro evento de perda de massa entre 250° e 300° C
(10%) que provavelmente esta atribuido a droga. Também vemos perda de
massa entre as temperaturas de 460° a 510° referente possivelmente ao BDC
da MOF, estando um pouco deslocado em relagdao ao grafico da MOF,
correspondendo a uma perda de 20% de massa. No ultimo evento vemos uma
perda de 510° a 850° relativa a degradagdo da 6MP. Na figura 18 também
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podemos perceber uma perda de agua entre as temperaturas de 130° e 180° C
(7%); Um evento entre 250° e 290° C indicando ser caracteristico da droga com
uma perda de massa de aproximadamente 5%; outro evento entre 380° e 500°
C provavelmente com relagédo a perda de massa da MOF (30%). O ultimo
avento acredita-se estar relacionando com a perda de massa da droga entre
500° e 800° C. Todos esses fatores dao indicios da presenca tanto do farmaco

6MP quanto da MOF das amostras avaliadas.

A Tabela 6 apresenta os valores de perda de massa, intervalo de temperatura

em que esses eventos se encontram e a que eles provavelmente se referem.
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Tabela 6. Dados mostrados sobre os eventos de perda de massa e suas

respectivas faixas térmicas onde se encontram.

Sistema ou | T inicial | T final | Perda de | Observacoes
amostra (°C) °C) massa (%)
MOF lavada e seca | 135° 185° 10 perda de dgua
420° 500° 53 Degradagéo da
rede
6 MP 120° 175° 11 perda de dgua
450° 800° 50 Degradacéao do
material
Sistema MOF-6MP | 110° 190° 10 Perda de agua
1:1 mol
260° 300° 10 Relativo a 6MP
235° 510° 25 Relativo a MOF
510° 800° 17 Relativo a 6MP
Sistema MOF-6MP | 140° 190° 10 Perda de agua
1:2 mol
250° 300° 10 Relativo a 6MP
460° 510° 20 Relativo a MOF
510° 800° 35 Relativo a 6MP
Sistema MOF-6MP | 130° 180° 7 Perda de agua
1:1 mol
250° 290° 5 Relativo a MOF
380° 500° 30 Relativo a MOF
500° 800° 35 Relativo a 6MP
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4.1.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia

de energia dispersiva (EDS).

Nas analises de microscopia eletrénica de varredura das amostras das
MOF’s A e B, e das mesmas apds passarem por um processo de lavagem e
secagem, foram obtidas com o intuito de avaliar uma possivel mudanga da
morfologia em cada um dos processos acima citados. O MEV do sistema MOF-
MP na propor¢cdo de 1:1 massa também foi realizado a fim de compara-lo

morfologicamente com as micrografias da MOF e da droga isolada.

Na Figura 20, sdo apresentadas as micrografias referentes a MOF-A
lavada, da mesma amostra apds ser seca a 150°C e uma imagem aproximada

de umas das morfologias que podemos observar durante o experimento.

Quando analisamos a MOF-A que foi lavada com agua destilada apds a
sintese (Figura 20 a), observamos uma morfologia granular e irregular,
composta por particulas que variam aproximadamente de 10 a 100 um.
Quando a amostra é seca (apds a lavagem) nao se observa modificacdo na
morfologia, Entretanto, na amostra lavada e seca encontraram-se estruturas
peculiares, com aspecto de agulhas concéntricas, formando uma estrutura de

forma estrelar (Figura 20 b).
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18k

Figura 20. Micrografias da MOF-A lavada (a) e lavada e seca a 150°C (b). Em b
podemos ver algumas estruturas com uma morfologia em flor.

A micrografia da amostra obtida em concentragcado cinco vezes menor
(MOF-B) que a feita anteriormente mostra duas fases predominantes: uma fase
composta por particulas menores com aspecto cubico (Figura 21 b), bastante

semelhante a MOF-5, e outra fase composta por particulas maiores com faces
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bem definidas (Figura 21 a e b). Devido a predominancia das estruturas de

morfologia indefinida & provavel que na analise de difragdo de raios-X de po6

corresponda ao cristal maior.

Figura 21. Micrografias realizadas das amostras de MOF-B que néo

foram lavadas (a e b).
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Com o intuito de avaliar uma possivel alteragdo da morfologia dos
compostos, foram obtidas micrografias do sistema MOF-MP na proporgéo 1:1
em massa. Nas analises microscopicas das amostras do sistema MOF-6MP na
propor¢dao 1:1 em massa apresentadas na Figura 22 (a e b), podemos notar
uma alteragao no aspecto da mesma quando comparamos com as micrografias
da MOF (preparadas nas diferentes condigbes acima descritas) e da 6MP,
principalmente na média tamanho das particulas. As amostras n&o apresentam

morfologia definida.

o

ol
1=1z=] 18mm BBBE 12 SEI

(a) (b)

Figura 22. Micrografia do sistema MOF-MP na proporgao de 1:1 massa (a) e 6MP com

aumento de 800 x a direita e acima na figura (b).

Na Figura 23, vemos a analise de EDS de uma amostra do sistema
MOF-6MP mostrando a presenga do zinco e do nitrogénio que sdo elementos
que fazem parte da MOF e do farmaco respectivamente, sugerindo a presenca
de ambos na amostragem analisada. Apenas um grafico esta presente, pois

todas as areas foram bastante semelhantes.
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Figura 23. Analise de espectroscopia de energia dispersiva para a amostra do sistema
MOF-6MP na proporcdo 1:1 massa. A esquerda (a) vemos a imagem e as areas

analisadas e a direita o grafico representando a presenga dos elementos na amostra

(b).
4.1.5 Difragao de raios-X (DRX)

Andlises de raios-X de po6 foram realizadas a fim de avaliar a
cristalinidade do material suas alteragbes estruturais quando a MOF ¢é

preparada de diferentes maneiras.

Difratogramas de raios-X de pé referentes a MOF-A, onde a primeira
amostra ndo passou pelo processo de lavagem com agua e o segundo também
sem lavar, mas que passou por um processo de secagem a 150°C (Figura 24).
Podemos observar quando comparamos estes dois graficos que as amostras
se mostram cristalinas devido as larguras dos picos serem estreitos. Também
podemos reparar que a perda de &gua (demonstrada pela analise
termogravimétrica) altera a simetria da estrutura, podendo ser visto pelo
aumento do numero de picos no segundo grafico e pelos desdobramentos que
0s picos comecam a formar mostrando perda de simetria da estrutura apos
passar pelo processo de secagem. Isso se deve provavelmente a perda de
ligagcbes de hidrogénio que podem estar formando a rede, com isso, havendo a

perda da simetria do cristal.
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Figura 24. Difratogramas da MOF-A preparada em concentragdes normais sem lavar

(verde) e a mesma amostra apés secar em 150°C por 24 horas (azul).

Tanto nos difratogramas onde a MOF foi lavada ou nas que foram secas,
a agua se mostrou um fator importante na determinagdo da estrutura da

amostra.

Na Figura 25, observamos difratogramas de raios-X de po referentes a
MOF-B (sintetizada em concentragdo cinco vezes menor que a MOF-A) sem
lavar e lavada com agua destilada. Podemos perceber que ambas as amostras
apresentam padrao de difracdo caracteritisco de material cristalino (picos
estreitos e bem definidos). Observa-se uma possivel mudanga na estrutura
quando a MOF é lavada, sugerindo que a agua exerce um importante papel na
estrutura da MOF-B como na MOF-A. A identificagdo da fungdo da agua na
estrutura podera ser confirmada por meio da elucidacao da estrutura cristalina

(difragcao de raios-X de monocristal).
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Figura 25: Difratogramas de raios-X das amostras da MOF-B sem lavar (verde)

e a mesma apos ser lavada com agua (azul).

Na Figura 26, observamos um difratograma referente ao sistema MOF-
MP na proporg¢éo 1:1 em massa. Neste caso, como nao se observa a soma dos
difratogramas da MOF nem da 6MP (banco de dados), sugere-se assim, uma
alteracdo da estrutura por interagdes quimicas e apresentando ainda uma

cristalinidade da amostra.
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Figura 26. Difratograma de raios-X relativo ao sistema MOF-6MP na proporcao

1:1 em massa.

4.1.6 Perfil de liberagao do sistema MOF-6MP

Para a realizacao deste experimento, inicialmente foi feita uma curva de
calibragao (Figura 27) através de espectroscopia de absorgcédo eletronica na
regiao UV/Vis, relacionando uma concentracdo conhecida da droga em
questdo com a intensidade do sinal. Esse experimento teve o objetivo de
futuramente comparar concentragées desconhecidas do farmaco numa solugao
com a intensidade do sinal com a curva padrédo, conseguindo assim, estimar a

quantidade de 6MP presente numa amostra.

O perfil de liberagao foi realizado com o intuito de averiguar se ha saida
do farmaco do sistema e a velocidade do evento em meio fisiolégico. O
experimento demonstrou uma liberagéo lenta da droga, onde os primeiros 25%
ocorreram nos primeiros 5 dias. No 18° dia, aproximadamente, praticamente
nao observamos mais liberagédo da 6MP, sugerindo uma saturagdo do meio, ou

que uma parte da droga pode ter se ligado a rede de uma forma nao reversivel.
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Neste caso, também nao temos como afirmar se esta MOF pode ser
enquadrada em sistemas carreadores monoliticos (que se degradam para
liberar uma droga) ou reservatorios (que liberam a molécula hospedeira sem
alterar sua estrutura) pois seria necessaria uma difratometria de raios-X para
avaliar se houve perda da cristalinidade do material hospede. Também seria
necessario relacionar esses dados citados acima com qual ordem é a cinética

de liberagéo.

Curva de Calibragao
3,0 4 6-MP

2,54

m  Perfil de Liberagao
MOF-6MP

2,04

Absorbancia

0,5 T T T T T T T
0,000 0,005 0010 0015 0020 0025 0030 0,035 1) 5 10 15 20 25 30

Concentrgéo 6-MP (mg/mL) Tempo (dias)

(a) (b)

Figura 27. Grafico representando a curva de calibracdo da 6MP (a) e Perfil de

liberagdo do sistema MOF-6MP 1:1 massa (b).
4.1.7 Avaliagao anitumoral in vitro do sistema MOF-6MP

A avaliacdo da atividade antitumoral in vitro teve como objetivo a
averiguacao da atividade citotoxica dos sistemas MOF-6MP em diferentes
proporgdes (1:1 e 1:2 em mol e 1:1 em massa) utilizando para este ensaio uma
linhagem celular derivadas de tumor primario da laringe humana. Também
testamos a MOF+Zn e a MOF-A lavada e seca sozinha a fim de observar uma
possivel agao antitumoral das mesmas ou se existe algum sinergismo na acgao
dos sistemas. A tabela 7 mostra os produtos utilizados neste experimento e os
valores da inibicdo do crescimento celular quando se utiliza os mesmo na

concentracao de 10 pg/ml.
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Percebeu-se em testes antitumorais in vivo preliminares que a MOF-A
sem lavar apresentou acdo antitumoral e que na mesma existia uma
quantidade significativa de Zn*? na rede e que tal elemento. Objetivando avaliar
qual deles (MOF-A ou zinco) estava atuando para a inibigao tumoral, o zinco foi

incorporado na MOF-A previamente lavada e seca.

Baseado nos resultados apresentados na Tabela 7 percebe-se que o
sistema mais eficiente € o MOF-6MP na propor¢cao 1.1 em massa, porém nao
vemos uma diferenga significativa entre eles. Também podemos observar que a
MOF e a MOF-Zn n&o apresentaram inibicdo do crescimento celular,
mostrando que as mesmas nao possuem propriedades capazes de inibir tal
crescimento neste tipo de linhagem celular. E provavel que a MOF-A e/ou o
zinco n&o atuem diretamente na célula tumoral, e sim, em alguns dos sistemas

envolvidos direta ou indiretamente nos processos cancerigenos.

Tabela 7. Produtos utilizados e seus respectivos valores de inibicdo do crescimento

celular.
PRODUTOS % DE INIBICAO CO CRESCIMENTO
CELULAR (10pg/ml)

MOF-6MP (1:1) 36,6
MOF-6MP (1:2 em mol) 38,7
MOF-6MP (1:1 em massa) 41,1
6MP 34,5

MOF-A Nenhuma acéao

MOF-Zn Nenhuma acéao
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4.1.8 Toxicidade aguda da MOF

De acordo com os critérios da OECD 423, a toxicidade da MOF na dose
de 2000mg/kg € baixa e com a DLAsy (dose letal aproximada de 50% dos
animais) referente a 2500 mg. Também n&o foram observados alteracbes
comportamentais extremos como convulsbes e tremores. Na dose
administrada, observou-se nos primeiros 30 minutos reacdes excitatérias e
estimulantes tais como: movimentos estereotipados, piloerecdo e taquicardia.
Apos esse periodo, os naimais apresentaram reacdes depressoras tais como
abaixamento do trem posterior e sonoléncia. Todas essas mudancas
comportamentais foram totalmente reversiveis apds as primeiras horas apos a

administracao da dose.

A fase excitatoria sugere que a MOF pode ser um fator estimulante do
sistema nervoso central (SNC), e ap0s esta fase, os sinais depressores podem
ter sido causados por uma fadiga neuronal (Que ocorre normalmente apés uma
fase excitatéria, ou até mesmo uma metabolizagdo ou excregcao do fator
estimulante. A analise macroscopica nao mostrou alteragbes nos orgaos dos

animais.
4.1.9 Avaliacao histoldgica dos ensaios de toxicidade aguda

A avaliagao histolégica de érgdos de animais que receberam MOF
ainda ndo se apresenta na literatura, por isso, a discussao dos resultados
nao teve ambito comparativo com resultados anteriores. Vamos relacionar as
alteragdes com possiveis disfungdes fisioldgicas encontradas na literatura
atualmente. Podemos observar pela avaliagao da Figura 28, que é referente
ao corte histolégico de rim dos animais submetidos aos ensaios de toxicidade
aguda, varias areas congestionadas, causada, provavelmente, por um
aumento da pressao sanguinea do animal. Por ser um érgao excretério e
altamente vascularizado, o rim sofre um rapido comprometimento de suas
fungdes quando a pressao arterial esta alterada. Esse fato pode gerar uma

perda ou diminuicdo da funcéao renal.
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Figura 28. Fotomicrografia caracteristica de tecido renal coletado de animais que
receberam MOF, mostrando comprometimento da integridade do parénquima renal
com evidente congestao vascular nos capilares entre os tubulos contorcidos e nos
capilares glomerulares (setas). H.E.: 400X.

Na Figura 29, podemos observar também uma congestdo vascular
hepatica (v) como visto no tecido renal, provavelmente causada pelo
aumento da pressdo sanguinea. Este 6rgdo também € um érgéo que recebe
um grande fluxo sanguineo e bastante suscetivel a alteragbes da pressao

arterial.

A vacuolizagdo (setas finas na Figura (29 A e B) citoplasmatica
geralmente ocorre devido a um processo degenerativo celular, com
diminuicdo ou perda das fungbes hepaticas. Isso indica que a MOF se
mostrou toxica ao tecido hepatico quando utilizada nesta dosagem (2000

mg/Kg).
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Figura 29. Fotomicrografias caracteristicas de tecido hepatico coletado de animais
que receberam MOF, mostrando comprometimento da integridade dos hepatdcitos
com evidente vacuolizagdo citoplasmatica (setas finas): A) 100X e B) 400X.
Desordenacao dos feixes celulares e processo de congestdo vascular em veias
centrolobularres (v). H.E.
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Na Figura 30, vemos alteragdo do tecido pulmonar provavelmente
devido ao aumento deste processo hipertensivo sugerido anteriormente. O
espessamento das camadas alveolares devido a formacdo de um exudato,
indicando uma provavel indugédo inflamatéria do produto (setas curtas) e
congestdo da rede de capilares local. Todos esses fatores favorecem

disfungdes nas trocas gasosas. Neste caso a MOF também se mostrou toxica.

Figura 30. Fotomicrografia caracteristica de tecido pulmonar coletado de animais
que receberam MOF, mostrando comprometimento da integridade dos alvéolos com
evidente espessamento de suas paredes devido a exudacao linfocitaria e congestao
da rede vascular local (setas curtas): H.E., 100X.

Na Figura 31, podemos observar que o bago ndo apresentou
alteracdes funcionais. Percebemos a presenca de nddulos linfaticos ativados
(setas curvas), estando presentes tanto em fisiologia normal quanto podendo
ter sido ativados por inducdo de processos inflamatorios. Neste caso, nao
podemos precisar se tal processo € advindo da indugao de tal processo
ocasionado pela MOF ou se pertence a fisiologia normal do animal. Também
nao observamos alteragdes vasculares no tecido, provavelmente por nao ser
um orgao ligado diretamente a processos metabdlicos ou de excregdo como

figado e rins.
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Figura 31. Fotomicrografia caracteristica do bago coletado de animais que
receberam MOF, mostrando nédulos linfaticos ativados (setas curvas): H.E., 100X.

Nas imagens referentes ao corte do tecido cardiaco (Figura 32) vemos
alguns vasos da parede ventricular congestionados, mostrando que o

coraco também foi afetado no ensaio onde a MOF foi administrada’?.

Figura 32. Fotomicrografia da parede ventricular do coracado de animais submetidos
a toxidade aguda com MOF. Notar congestionamento vascular (cabeca de seta)
entre as fibras cardiacas estriadas. H.E.: 100X.
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4.1.10 Avaliagao antitumoral in vivo do sistema MOF-6MP

Apos os experimentos de avaliagcdo antitumoral do sistema MOF-MP
relativos aos ensaios com o sarcoma 180, foi realizada analise estatisca
mostrando significancia na redugao de volume do tumor apenas nos grupos G4
e G5 conforme apresentado na Tabela 8. Observamos que a MOF-Zn
apresenta uma agao de inibicdo do crescimento do liquido ascitico duas vezes
maior do que a MOF-A lavada e seca. Isso indica que a MOF-A atua em
sinergismo com o zinco na diminui¢gado do volume tumoral. Como foi visto que in
vitro nenhuma das duas amostras apresentaram acao inibitéria, é provavel que
0 zinco presente na amostra esteja atuando no sistema imunolégico dos
animais, possibilitando uma redug¢ao tumoral. No caso do sistema MOF-6MP,
nota-se que a agao inibitéria da mesma e da droga sozinha foi a mesma,

mostrando que a MOF-A n&do diminui a agdo do farmaco no organismo.

Tabela 8. Relagdo dos grupos do experimento e volume tumoral do ensaio

com sarcoma 180.

Tratamento Volume do liquido % inibicdo tumoral
ascitico (mL)
Controle 6,4+16 -
MOF-A 58+0,8 9,4
MOF + Zn 52+0,8 18,7
MP 3,8+1,2 40,6
MOF -6MP 3,8+1,1 40,6

Com relagcao ao numero de células viaveis e de células totais, apenas
G5 mostrou-se significativo em relagdo ao controle, o que leva a crer que o
sistema MOF-6MP além de nao ter apresentado toxicidade durante o
tratamento, também foi mais eficiente do que o farmaco sozinho, uma vez que
o sistema reduziu a viabilidade celular quando comparada ao controle (Tabela
9).
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Tabela 9. Avaliacédo do ensaio antitumoral do sarcoma 180

Tratamento Cél. Viaveis Cél. Mortas | Células totais % inibicao
. ; ; tumoral
(Nx10%) (N x10%) (Nx10%)
Controle 125+1,4 0,20 + 0,01 12,68 £+ 1,5 -
MOF 13,3+1,4 0,19+ 0,01 13,50+ 1,5 -
MOF + Zn 10,6 + 1,8 0,34+ 0,1 10,8 + 1,8 15,2
MP 9,8+1,7 0,12+ 0,02 9,94 £ 1,7 21,6
MOF-6MP 95+1,3 0,15+ 0,01 96+14 24,0

Os dados representam a média + desvio padrao (n=7). Os valores foram significativos para p < 0,05

Carcinoma de Ehrlich

Tumores asciticos de Ehrlich foram implantados em camundongos
albinos Swiss (Mus musculus) e tratados com as seguintes substancias: G1
controle, G2 MOF-A (sem lavar), G3 6MP, G4 sistema MOF-6MP 1:2 massa e

G5 MOF-6MP 1:4 massa. Os volumes asciticos medidos estdo na Tabela 10.

Tabela 10. Avaliagdo da atividade antitumoral de carcinoma de Ehrlich

Grupos Volume do liquido % inibigdo tumoral
ascitico (mL)
G1 6,8+0,3 -
G2 40128 41,17
G3 75128 -
G4 41+27 39,7
G5 1,0£1,5 85,3

Os dados representam a média + desvio padrao (n=7). Os valores foram significativos
para p < 0,05
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As analises estatisticas feitas pelo teste “t” de Student e Anova indicam
que quando comparados ao grupo controle, o Unico grupo que ndo mostra
significancia na diminuicdo de volume do tumor ascitico foi o grupo tratado com
a 6MP. Isso provavelmente se deve ao fato da droga ter uma baixa
biodisbonibilidade e pelo fato da mesma ser mais indicada para o tratamento
de leucemia, cancer de origem conjuntiva, enquanto o carcinoma de Ehrlich é
um tumor de origem epitelial. Quando a droga se encontra presente no
sistema, existe agdo farmacoldgica anteriormente nula, mostrando que a MOF-
A permite a atuagdo da 6MP no carcinoma de Ehrlich. Este fato pode estar
relacionado a protecdo do farmaco de ser metabolizado pelas enzimas
hepaticas, com isso aumentando sua concentragdo na corrente sanguinea. A
MOF-A também apresentou acdo antitumoral, provavelmente pelo zinco
presente na rede, ja que a mesma nao passou pelo processo de lavagem. A
inibicdo tumoral observada no G5, provavelmente se deve ao fato de
sinergismo entre o zinco presente na MOF-A e o aumento da biodisponibilidade
da droga no organismo. Esse resultado € um dos principais pontos para
obtencdo de um carreador eficiente, onde o mesmo melhora as propriedades

de um farmaco ja conhecido.
4.1.11 Avaliacao histoldgica antitumoral carcinoma de Ehrlich

Nas avaliacbes dos tecidos dos animais submetidos aos ensaios
antitumorais com o carcinoma de Ehrlich obtivemos os seguintes resultados

descritos abaixo.

Nas Figuras de 33 a 37, observamos os cortes histoldgicos dos figados
dos animais dos respectivos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 (Figuras 33, 34, 35,
36 e 37 respectivamente). Podemos notar que o grupo que recebeu a MOF,
mostra-se com alteragdes teciduais referentes a possiveis degeneracdes
celulares como vacuolizagdo citoplasmatica. Também podemos notar uma
grande atividade mitética, causada possivelmente por uma dificuldade em
metabolizagcdo da MOF. Praticamente as mesmas caracteristicas apresentadas
na toxicidade aguda, porém, a dose utilizada na toxicidade aguda foi 400 vezes
maior que a utilizada no ensaio antitumoral, mostrando que a MOF apresenta

toxicidade mesmo em pequenas concentragées no organismo. NoO grupo que
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recebeu a 6MP, o tecido se mostrou saudavel. No G5 e G4 que receberam o
sistema MOF-6MP, podemos observar que praticamente ndao observamos
alteragdes graves, diferentemente do G2. Uma provavel explicagédo para o fato
de a MOF sozinha ser bastante toxica enquanto que quando a mesma se
encontra associada ao farmaco nao apresentar tanta toxicidade, pode ser uma
possivel mudancga estrutural entre as duas. As duas estruturas distintas devem
ter uma interagéo diferente quando entram em contato com o organismo onde

a segunda n&o desencadeia processos degenerativos.

Figura 33. Fotomicrografia do figado de camundongos do Grupo G1 (controle):
observamos veia centrolobular (v), hepatécitos (cabeca de seta) e capilares
sinusoides (seta fina) preservados. H.E.: 200X.
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Figura 34. Fotomicrografia do figado de camundongos do Grupo G2 (MOF):
observamos veia centrolobular (v), intensa atividade mitética nos hepatdcitos
(setas curvas) e vacuolizagao citoplasmatica (setas retas) preservados. H.E.:

200X.

Figura 35. Fotomicrografia do figado de camundongos do Grupo G3 (6MP):
observamos veia centrolobular (v), hepatécitos e capilares sinusoéides

preservados. H.E.: 200X.
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Figura 36. Fotomicrografia do figado de camundongos do Grupo G4 (MOF-6MP
1:2 em massa): observamos veia centrolobular (v), com infiltrado linfocitario
perivascular (L) Hepatdcitos e capilares sinusoéides preservados. H.E.: 200X.

Figura 37. Fotomicrografia do figado de camundongos do Grupo G5 (MOF-6MP 1:4
em massa): observamos veia centrolobular (v), alguns hepatocitos com nucleos
volumosos (seta curta). Capilares sinusoéides preservados. H.E.: 100X.
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Observamos nas seguintes imagens referentes ao bago, coragao e rim
dos grupos 1, 2, 3 (Figura 38), 4 e 5 (Figura 39). Os orgaos referentes aos
grupos 1, 3, 4 e 5 ndo apresentam alteragdes teciduais severas enquanto o
grupo que recebeu apenas a MOF apresenta varias alteracbes no rim,
demonstrando uma toxicidade renal mesmo em pequenas concentragcdes da
MOF em contato com o organismo. O corag&o, que no ensaio de toxicidade
aguda apresentou congestionamento de vasos da parede ventricular, ndo
apresentou alteragdes teciduais nesse ensaio antitumoral, mostrando com

isso que a MOF n&o causa alteragdes ventriculares nessas concentracoes.
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Figura 38. Fotomicrografias de 6érgados (bago, coragdo e rins, respectivamente) de
animais (grupos G1, G2 e G3). Grupo G1: bago sem alteragdes (presenga de nddulos
linfaticos*); coracdo com fibras cardiacas estriadas (setas) sem alteragdes e no rim
observamos glomérulos renais (estrelas) com espagos subcapsulares preservados
(seta curva). Grupo G2: observamos no rim evidente redugcao dos espagos
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subcapsulares quando comparados ao controle, demais o6rgaos sem alteragoes.
Grupo G3: ndo observamos alteragdes nos 6rgaos avaliados. H.E.: 100X.

Figura 39. Fotomicrografias de 6rgaos (bago, coragdo e rins, respectivamente)
representando os grupos G4 e G5. Grupo G4 e G5: baco sem alteracdes (presenca
de nddulos linfaticos); Coragdo com fibras cardiacas estriadas, sem alteragdes e no
rim observamos glomérulos renais com espagos subcapsulares preservados. H.E.:
100X.
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5.CONCLUSOES

Podemos concluir que a MOF Zn(BDC)(H,O), foi obtida através de
sintese solvotermal nas condigbes acima descritas. As condicbes onde a MOF
apresentou uma morfologia mais uniforme foi quando a amostra foi preparada
em concentragdes cinco vezes menor que a preparagdo convencional. Este
fato foi atestado pela microscopia eletrbnicade varredura, onde se observou

duas fases predominantes em tais amostras.

Também observamos que a MOF sintetizada em quaisquer das duas
condigdes (normal ou em concentragdo cinco vezes menor) quando passa por
processo de lavagem ou secagem, sua estrutura é alterada, mostrando que a
agua apresenta influéncia na formagao da estrutura cristalina. Este fato pode

ser ratificado pela técnica de difratomeria de raios-x.

Através do experimento do perfil de liberacdo, podemos observar que a
droga ¢ liberada deste para o meio quando colocado em um meio que simula
as condic¢des idnicas do plasma sanguineo, demonstrando assim, que a MOF
apresenta condi¢cdes de adsorcao e liberacdo de um farmaco em determinado

meio.

Corroboramos pelo ensaio antitumoral in vitro que a MOF nao apresenta
acao antiumoral em linhagens de células tumorais de laringe e que nos
sistemas MOF-MP inibem em média 40% crescimento dessas células,
demonstrando assim que tais sistemas atuam toxicamente neste tipo de

linhagem celular.

Através de ensaios de toxicidade aguda, podemos concluir que a MOF
nao desencadeou padrbées comportamentais dignos de nota, na dose de
2000mg/kg. Porém, a analise histolégica dos 6rgaos dos animais submetidos
ao experimento demonstrou uma alta toxicidade tecidual no figado, rim,

coragao e pulmao, causando alteragdes na fisiologia desses 6rgaos.

Concluimos que os sistema MOF-6MP nas proporgdes 1:1 e1:2 em mol
e 1:1, 1:2 e 1:4 em massa, apresentam atividade antitumoral em diferentes

proporcdes em ensaios utilizando carcinoma de Ehrlich e sarcoma 180.
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Também concluimos que em relagao a inibicdo do volume tumoral ascitico de
carcinoma de Ehrlich, o sistema MOF-6MP 1:4 em massa demonstrou ser o
mais eficiente. Com relagdo ao sarcoma 180, 0 mesmo sistema na propor¢ao
1:1 massa se mostrou ser o mais eficiente tanto na redug¢ao do volume tumoral

ascitico quanto na inibigao do crescimento de células tumorais.

A avaliagdo histologica dos 6rgaos dos animais que foram submetidos
aos ensaios antitumorais, demonstrou que a MOF sozinha se mostra téxica aos
orgaos estudados no ensaio mesmo em concentragdes pequenas (5mg/kg).
Este experimento também mostrou que a mesma quando se encontra no
sistema praticamente n&o apresenta alteragdes teciduais sugerindo que a MOF
apo6s passar pelo processo de incorporacdo do farmaco altera suas
propriedades e em contato com o organismo nao desencadeia reagdes

causadoras de alteracdes teciduais.
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6.PERSPECTIVAS

e Estudar processos capazes de obtencdo de apenas uma fase cristalina

durante a preparacao da MOF;

e Propor um mecanismo pelo qual a MOF altera sua morfologia quando

submetidos a processos de lavagem e desidratagao;

e Correlacionar o grafico do perfil de liberagdo do farmaco do sistema com

o tipo de cinética de liberagéo do sistema;

e Obter a estrutura cristalografica da MOF e do sistema MOF-6MP através

da técnica de drifracdo de raios-x de monocristal;

e Realizar ensaios antitumorais in vitro com outras linhagens de células

tumorais em diferentes concentragdes do sistema;

e Avaliar as possiveis interagdes celulares da MOF e do sistema MOF-
6MP;

e Estudar os mecanismos pelo qual a MOF-6MP atua no organismo e

libera o farmaco do sistema;

e Realizar estudos antitumorais com carcinoma de Ehrlich utilizando para
a averiguacao de atividade inibitéria a contagem de células dos tumores

asciciticos.
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