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RESUMO

Considerando as estruturas metal-organicas (MOFs) quanto a sua versatilidade
e capacidade de ajustamento das suas caracteristicas, observa-se que podem ser
agregadas propriedades. Seguindo essa perspectiva, o objetivo do presente trabalho
foi utilizar as redes de coordenacgdo da ZIF-8 dopada com 25% de ions Cu?* para
adsorcado de farmaco e terapia fototérmica, sendo o farmaco utilizado a curcumina. A
incorporacdo do farmaco e as caracteristicas dos sistemas foram confirmados por
técnicas de caracterizacdo estrutural e morfologica. Os resultados sugeriram a
manutencao da rede cristalina e das propriedades tipicas dos cristais da ZIF-8, com
um tamanho médio entre 300 e 450 nm, uma boa eficiéncia na adsor¢do do farmaco
(92,7%), que pelo método BET se mostrou ocupando o espac¢o dos poros, causando
uma diminuicao da area superficial, em conjunto com a elevada estabilidade térmica,
(até cerca de 350°C), associado a uma boa capacidade do sistema em absorver fotons
na faixa do infravermelho e transforma-los em energia térmica.

Palavras-chave: MOFs. Carreamento de farmacos. Hipertermia.



ABSTRACT

Considering the metal-organic structures (MOFs) in terms of their versatility and
ability to adjust their characteristics, it is observed that properties can be added.
Following this perspective, the objective of the present work was to use the
coordination networks of the ZIF-8 doped with 25% Cu?* ions for drug adsorption and
photothermal therapy, with the drug used being curcumin. The incorporation of the
drug and the characteristics of the systems were confirmed by structural and
morphological characterization techniques. The results suggested the maintenance of
the crystalline network and the typical properties of the crystals of ZIF-8, with an
average size between 300 and 450 nm, a good efficiency in the adsorption of the drug
(92,7%), which by the BET method was shown to occupy the pore space, causing a
decrease in the surface area, together with the high thermal stability (up to about
350°C), associated with a good ability of the system to absorb photons in the infrared
range and transform them into thermal energy.

Keywords: MOFs. Drug delivery. Hyperthermia.
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1 INTRODUCAO

Os materiais porosos, despertam interesse a algum tempo, tanto do ponto de
vista cientifico quanto tecnoldgico, devido ao vasto numero de aplicacdes, resultado
das suas caracteristicas morfologicas e texturais. Dentre os materiais porosos,
destaca-se uma classe formada por solidos porosos ordenados, chamada de MOFs
(metal-organic framework), que sao estruturas cristalinas, formadas pela forte
interac&o entre ions ou clusters metalicos e ligantes organicos (JAMES, 2003; FEREY,
2008).

Durante a sintese das MOFs, é realizada a adi¢cdo de uma solucao contendo o
componente organico em outra contendo o metal, geralmente € uma reacédo
hidrotérmica e ocorre a temperaturas relativamente baixas (abaixo de 300°C) (JAMES,
2003). Ao juntar as duas solucdes, ocorre um processo de auto-arranjo, onde 0s
metais formam “nds” e a molécula organica as “hastes”, atuando como ligante,
cedendo os elétrons na ligagao.

Os ions metélicos mais comumente usados nos processos de sintese, sdo dos
elementos zinco, cobre, ferro, aluminio, manganés, crémio e vanadio. Com relacéo
aos ligantes organicos sao utilizados em maior escala policarboxilatos, fosfonatos,
sulfonatos, imidazolatos, aminas, piridil, fenolatos, assim como alguns acidos, como
benzeno ou tereftalico. Mas além desses constituintes, é possivel que nesta estrutura,
também sejam incorporadas outras moléculas que coordenardo em seu interior (LI,
2007; ZACHARIA, 2010; LOISEAU, 2006; LLEWELLYN, 2009). Durante esse
processo, € possivel entdo modular as propriedades quimicas da estrutura a ser
formada, escolhendo cuidadosamente o seu ligante organico e/ou a parte metalica,
permitindo teoricamente um nudmero infinito de possibilidades estruturais (DEVIC,
2010; WANG, 2009).

Dentre todas as subfamilias das MOFs, as ZIFs (Zeolitic imidazolate
frameworks) constituem uma subfamilia que tem despertado interesse ao combinar
as caracteristicas das redes metalorganicas - baixa densidade, centros de metal de
transicéo, ligantes adaptaveis - com a elevada estabilidade térmica e quimica das
zellitas. As ZIFs também possuem subfamilias e dentre elas, algumas sdo bem
representativas e vem obtendo maior destaque, como é o caso da ZIF-8, formada por
atomos de zinco (Zn) e ions imidazolato (Im), e seu destaque se da pelas suas

importantes caracteristicas favoraveis e aplicagcdes potenciais (YAN, 2012; ANH,
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2010).

Ao pensar nas diversas possibilidades estruturais para a ZIF-8, é quase
impossivel ndo refletir sobre a sua versatilidade quimica, resultado das modificacbes
gue podem ser propostas, por meio de insercdes e retiradas de compostos metalicos
ou organicos a estrutura. A incorporacdo de nanoparticulas metélicas ou
semicondutoras na estrutura das ZIFs é bem documentada, entretanto a introducéo
substitutiva de céations metalicos na rede cristalina, ainda tem sido pouco estudada
(SCHEJN, 2014).

Esta introducao substitutiva na rede cristalina, chama-se dopagem, e nessa
perspectiva cabe destacar que a associacdo de ions Cu?* com imidazol ou seus
derivados para construir MOFs (LUZ, 2012; FU, 2011) esta bem estabelecido, porém
a dopagem realizada com ions Cu?* na ZIF-8 ainda foi pouco explorada,
diferentemente do que ja aconteceu com outros metais, como o niquel (2+), por
exemplo (Li et al, 2014).

Na ZIF-8, esse tipo de modificacdo, busca utilizar porcées molares de metais
com raio ibnico parecido com o do Zinco, para que assim ocupem alguns sitios da
rede, os quais seriam ocupados originalmente pelos ions Zn*, acomodando-se nos
intersticios, sem interferir na organizacao estrutural da rede cristalina, mas fornecendo
caracteristicas adicionais (SCHEJN, 2014). Esta modificacdo, com a incorporacao de
nanoparticulas metalicas ou semicondutoras, € capaz de fornecer ao material a
capacidade de absorver fétons de comprimentos de onda diferentes da ZIF-8, pois a
ZIF-8 € um material de bandgap largo (energia Bandgap Exg = 4,9 eV) e absorve
apenas na regiao UV (WANG, 2011).

Neste trabalho, em especial, a dopagem da ZIF-8 foi feita com ions Cu?*
constituem 25% da por¢cdo metalica utilizada para sintese, sendo 0s outros 75%
constituidos pelos ions Zn*, essa propor¢cdo tomou por base outros trabalhos que
utilizaram tais propor¢cdes molares para a sintese (SCHEJN, 2014; SILVA, 2017).

A dopagem com ions Cu?* na ZIF-8 ndo deve apenas permitir modificagées no
bandgap, como também deslocar sua absor¢do para a area do infravermelho,
correspondendo assim a faixa da chamada janela biologica, causando menos danos
as ceélulas, mas ainda assim induzindo a hipertermia localizada e a morte celular por
ablagcéo, sendo consequentemente uma Otima alternativa as terapias convencionais,
que utilizam radiacao ionizante (YURTSEVER, 2016; SCHEJN, 2014).

Dentre outras caracteristicas, a ZIF-8 apresenta uma alta area superficial e
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elevada porosidade, possuindo conhecida capacidade de adsorver e incorporar uma
grande gama de farmacos a sua rede, sendo promissor como sistema para liberacéo
controlada de farmacos, minimizando efeitos colaterais por diminuir a frequéncia de
dosagem (VALLET-REGI, 2007; MALAFAYA, 2002).

Aproveitando a capacidade de adsorver variados farmacos a sua rede, a
curcumina foi selecionada, por ter um grande potencial de uso e aplicagbes, com ja
comprovada atividade farmacoldgica nas mais variadas doencas, € nos anos mais
recentes, quanto a atividade antitumoral, ndo so por inibir a proliferacéo celular e a
metéstase, mas também por induzir a apoptose (NAKSURIYA et al., 2014). Além
disso, possui um perfil de seguranca 6timo, permitindo a administracéo de altas doses,
com DL50 superior a 2000 mg (BASNET, 2011; SUN et al., 2012; NAKSURIYA et al.,
2014). Apesar de possuir essas propriedades, esse composto apresenta
caracteristicas que limitam o seu potencial terapéutico (ANAND et al., 2007; SUN et
al., 2014).

Neste trabalho, foram obtidos de forma bem-sucedida, e posteriormente
caracterizados, cristais de ZIF-8 dopados com Cu?*, e os resultados obtidos
confirmaram a boa adsorcdo do farmaco a suas redes de coordenacdo. Mais
pesquisas sobre esse sistema serdo promissoras, dada a melhoria da
biodisponibilidade do farmaco adsorvido, com potenciais aplicacbes em sistemas

biolégicos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1  Metal-Organic Frameworks (MOFs)

2.1.1 Dos Compostos de Coordenacéo as MOFs

O interesse por materiais porosos cresceu nos ultimos anos, isso resultou em
um crescente aumento nas pesquisas e consequentemente inimeras aplicacfes
novas (JAMES, 2003), sendo os polimeros de coordenacédo, da década de 1960,
predecessores dos MOFs (JANIAK, 2003).

No inicio da década de 1990, o interesse na area de MOF cresceu exponencial,
com os primeiros trabalhos apontando as suas possibilidades promissoras. Ao longo
dos ultimos anos, as MOFs continuam despertando interesse para aplicacbes que
buscam incorporacéo e liberacdo de farmacos, devido especialmente a sua baixa
toxicidade, biocompatibilidade, grandes dimensfes dos poros, elevada estabilidade
térmica e quimica, além da capacidade de ajustar sua estrutura e funcionalidade
durante a sintese (MCKINLAY, 2010; FANG, 2015; ROWSELL, 2004).

As estruturas metal-organicas (MOFs) ou polimeros de coordenacédo porosa
sdo materiais sélidos hibridos, constituidos por atomos ou aglomerados metalicos e
ligantes organicos, como demonstrado na figura 1, de forma a originar uma rede
tridimensional com ambas as espécies — organicas e inorganicas - ligadas entre si,
essa combinacdo fornece uma grande versatilidade estrutural com infinitas
possibilidades (ZHOU, 2012).

Figura 1 - Representacdo esquematica que mostra a constru¢do da MOF, demonstrando a
parte inorgéanica, a parte organica e uma das topologias da MOF como produto.

o« + | >

Matal Ligante crginico Metal Organic Framework

(parte inorganica)  (parte orginica)

Fonte: SHAHID, 2015.
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Estruturalmente, a parte organica, representada pelos ligantes (carboxilatos,
imidazolatos ou fosfonatos), permite uma grande possibilidade estrutural, e
consequentemente  diferentes  funcionalidades, além de proporcionar
biocompatibilidade (KANG, 2014; LEE, 2005). Além disso, favorece aplicacbes
promissoras nas mais diversas areas, como em membranas, dispositivos de filmes
finos, catalise e imagens biomédicas (YU, 2015), melhoria da biodisponibilidade de
moléculas de farmaco incorporadas em sistemas de liberagdo (BELLUSSI,
2013; ROSI, 2002).

A figura 2 mostra algumas propriedades das MOFs (baixa toxicidade,
estabilidade e boa estrutura), que associadas permitem a sua aplicagdo em sistemas
bioldgicos (PERALTA, 2012).

Figura 2 - Representac¢éo da estrutura e fungdo da MOF com propriedades que favorecem
sua bioaplicacgéo.
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Fonte: PERALTA, 2012.

Geralmente as sinteses das MOFs, produzem pequenas quantidades de
material e demandam longos periodos de tempo, com o0s cristais crescendo
lentamente, para assim produzir cristais com alta qualidade (LEE, 2013).

Entretanto, métodos alternativos para a sintese estdo sendo investigados,
procurando primordialmente encurtar o tempo da sintese e produzir cristais menores
e uniformes, alguns desses métodos sdo microondas, ultrassom, métodos
eletroquimicos e mecanoquimicos (CHO, 2013; JHUNG, 2007; KLIMAKOW, 2010;
STOCK & BISWAS, 2012).

Para algumas aplicacOes, especialmente testes bioldgicos, é necessario
realizar a ativacdo da MOF apds a sintese, para remover solventes que permanegcam

nos poros do material ap6s o processo de sintese (ZHAO, 2004), e esta ocorre
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geralmente por aquecimento, entretanto, temperaturas muito elevadas podem levar a
decomposicao, portanto € definido na literatura que a faixa de temperatura deve ser
entre 100 e 160°C (LIEDANA et al., 2012).

Um fato a se considerar sobre as MOFs, além dos aspectos positivos, € o
risco de toxicidade devido a parte inorganica — comumente composta por metais
como Fe*® ou Cu?* (ZHAO et al, 2011), sendo assim imprescindivel que
se conheca 0s riscos associados ao material.

A determinacdo dessa toxicidade € dada pelas concentracbes de metal nos
sistemas, de modo a evitar efeitos adversos a saude. Dessa forma, inUmeros estudos
para determinar a toxicologia das MOFs no organismo, foram realizados. Nas MOFs
com Zinco, convencionou-se que a concentracdo do metal ndo deve ultrapassar 25

ug.mL1 na amostra administrada (JEONG et al., 2011).

2.1.2 MOFs utilizadas em Drug Delivery Sistems

O interesse por sistemas que melhorassem a entrega e liberacdo de farmacos,
se iniciou a partir de observacfes sobre o mecanismo de acdo convencional, onde
apenas uma pequena fracdo atinge o tecido alvo e a maior parte € distribuida por
outros tecidos, metabolizada ou excretada (COIMBRA, 2010), mesmo assim a
obtencdo de um sistema realmente eficaz ocorreu somente no inicio do século XX,
com um modelo lipossomial, proposto por Paul Ehrlich (MICHAEL, 2007; HENRIQUE,
2006).

A busca recorrente por sistemas de liberacdo controlada, carreadores de
farmacos, ou DDS (Drug Delivery Sistems), se deve as vantagens associadas, pois
com a manutencdo da concentracao do farmaco na faixa terapéutica por mais tempo
(Figura 3) sdo necessarias dosagens menores, melhorando assim a eficacia, e
minimizando possiveis efeitos téxicos (PETITTI, 2008; ROCCA, 2011).
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Figura 3 - Variagcdo na concentragdo de um farmaco no organismo, em funcéo do tempo, a
curva (a) diz respeito a administracdo convencional e a curva (b) liberacédo controlada.
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Fonte: RODRIGUES, 2012.

Os sistemas de carreamento sdo desenvolvidos pela interacdo entre farmacos
e materiais biocompativeis. Eles possuem a capacidade de conduzir o farmaco e
liberd-lo no tecido alvo, garantindo especificidade, controlando a liberacdo e
consequentemente a concentracdo no organismo (MAURO, 2007; KAWASHIMA,
2001).

Um desses materiais biocompativeis e com aplica¢do no carreamento, sao as
MOFs, em especial a ZIF-8, devido as suas propriedades, como a alta porosidade
para incorporacao de farmacos, estabilidade em diferentes condi¢des de PH, além de
manter a liberacdo por um longo tempo no organismo (MCKINLAY, 2010). De acordo
com diversos estudos realizados, um vasto nimero de farmacos durante (in situ) e
apos a sintese (ex situ) podem ser incorporados nas MOFs (figura 4) (SUN, 2012;
VASCONCELOS, 2012; ZHUANG, 2014).

Figura 4 - Representacdo de moléculas de farmaco que podem ser incorporadas na MOF.
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2.1.3 ZIF-8

As estruturas zeoliticas de imidazolato (ZIFs) sdo isomorfas e compdem uma
subclasse das MOFs (ROWSELL, 2004). Sao constituidas por cations tetraédricos
divalentes de metais de transicao (Fe, Co, Cu, Zn) ligados por anions de imidazol (ou
seus derivados), possuem uma ligacdo forte do tipo Metal-IM-Metal devido a alta
diferenca de eletronegatividade entre o metal e o radical orgéanico, formando um
angulo de 145°entre si (PHAN et al., 2010).

Figura 5 - Exemplo de estrutura de construgcdo de uma ZIF.
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Fonte: DEY, 2013.

Cabe considerar que, as ZIFs possuem peguenas dimensfes de canais e
cavidades, cerca de 0,8 nm e 1,5 nm respectivamente. Ndo sendo possivel, portanto,
incorporar moléculas grandes a sua estrutura. Entretanto possuem uma alta
porosidade, e tamanhos de poros ajustaveis, permitindo assim adsorcdo de uma
grande variedade de moléculas a sua superficie (VENNA, 2010; CUNHA, 2009).
Atrelado a isso, destaca-se também a alta estabilidade térmica (até cerca de 500°) e
quimica, garantindo uma larga aplicabilidade (PARK, 2006).

Mediante esses aspectos favoraveis acerca das ZIFs, destaca-se a ZIF-8,
estruturalmente constituida por 2-metilimidazol e zinco tetraédrico, se apresenta como
uma rede cubica, com célula unitaria com dimensfes de 1,63 nm e poros com cerca
de 1,16 nm de diametro, acessiveis por aberturas com cerca de 0,34 nm, possui
estrutura idéntica a dos zedlitos e ligagcbes M-Im-M (M=Zn, Co, Cu) com o angulo
metal-imidazol de aproximadamente 145°, com cada atomo de metal conectando
guatro imidazolatos (Im-) ligantes para formar as estruturas (VENNA; JASINSKI;
CARREON, 2010; HUANG, 2003).

A sintese desse material é relativamente simples, pois € realizada combinando

o metal com o ligante organico em temperatura ambiente, ambos previamente
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dissolvidos, e mantidos sob agitacdo magnética, ao fim o material é obtido em forma
de po (FAN et al., 2014; SCHEJN et al., 2014; XING et al., 2014).

A ZIF-8 possui caracteristicas positivas que favorecem sua aplicacdo em meios
biolégicos, pois apresenta Otimas caracteristicas no que concerne a
biocompatibilidade, explicada pela presenca do zinco, que é um metal abundante no
organismo humano, e do grupo imidazol, que é encontrado no aminoécido histidina
(HU et al., 2016; KIDA et al., 2013; ZHUANG et al., 2014).

Em sistemas para liberacdo de farmacos, possui caracteristicas que favorecem
a sua aplicacdo, como uma alta estabilidade térmica e quimica (HU et al., 2016), area
de superficie (1400 m?/g) e diametro dos poros elevados (11A) (XIAO, 2006; ANH,
2010), além da dissociacdo que ocorre apenas na faixa de pH éacido (5,0 a 6,0)
(ZHUANG., 2014; PAPPORELLO, 2015).

2.1.4 ZIF-8 dopada com CU?%*

Introduzir cations de Cu?* como dopantes na estrutura da ZIF-8, dando a ZIF
propriedades dos ions Cu?* além das caracteristicas inerentes a ela, é algo bastante
promissor (SCHEJN et al., 2016).

Figura 6 - Representacdo da reacdo para formacédo dos cristais da ZIF-8 dopada com ions

Cu2+.
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Fonte: SCHEJN, 2014.
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A ZIF-8 é um material que possui bandgap amplo (4.9 eV) e absorve radiacao
eletromagnética na regidao UV (WNAG, 2011), a incorporacdo dos ions cobre pode
causar alteracdes nas propriedades da MOF, mudando o seu bandgap, alterando a
sua faixa de absorcéo para a regido da luz visivel, aléem de permitir a sua utilizacéo
como fotocatalisador em reacdes (LUZ, 2010).

Essa dopagem tem a vantagem de n&o alterar as propriedades dos cristais da
MOF ou afetar sua estabilidade, causando apenas uma diminui¢cdo do tamanho e area
dos poros (SCHEJN, 2016).

2.1 Terapias Fototérmicas

2.2.1 Transducao Fototérmica

A transducéo fototérmica acontece quando uma particula possui habilidade
para absorver radiacdo eletromagnética, na faixa do infravermelho (Figura 9), e a
converter em calor, a grande vantagem da utilizacdo dessa radiacdo é o fato dos
tecidos vivos ndo absorverem os fotons dessa faixa do espectro (CHAKRAVARTY et
al., 2008)

Figura 7 - Espectro eletromagnético, na faixa entre 0,7 e 15 ym, evidenciando os

comprimentos de onda na faixa do infravermelho.
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Fonte: MIOTTO, 2007.

Diferentemente dos comprimentos de onda comumente utilizados no

tratamento das neoplasias, esse ndo afeta os sistemas biologicos, pois a radiacao €
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absorvida pelo tecido, na chamada “janela biologica”. Ao interagir opticamente com a
particula, € gerada uma ablacdo local pelo calor (acima de 48°C), hipertermia
localizada (entre 41° e 48°C) e/ou efeito sinérgico induzindo a liberacao dos farmacos
(YANG et al., 2012; TORTI, 2007).

A morte celular desencadeada por esses processos, afeta a agdo de proteinas
transportadoras, dos receptores de superficie e de outras biomoléculas, responsaveis
pela comunicacao celular, adicionalmente a ocorre a formacéo de bolhas na superficie
celular, desestabilizando-a, e sendo capazes de direcionar a célula a apoptose
(HILDEBRANDT et al., 2002).

Além disso, 0 aumento na temperatura ocasiona a desnaturacao proteica, que
€ um dos principais mecanismos desencadeados pelo aumento da temperatura, com
prejuizos para a sintese de RNAs e DNA, dificultando tanto a sintese quanto o reparo
do material genético, com ocorréncia de agregacao proteica (HILDEBRANDT et al.,
2002).

Essa agregacdo pode ser prevenida pela acdo de chaperonas, denominadas
proteinas de choque térmico (Hsp — Heat Shock Proteins), sendo esta uma das
respostas primarias de protecao celular, induzida pelo estresse térmico (LINDQUIST,
1988). Porém, segundo ensaios, apesar de ser um dos mecanismos de protecado
celular, quando ocorre o estimulo térmico de forma mais intensa, essas proteinas
participam da via apoptotica, com sua superexpressao induzindo a complexagdo com
peptideos especificos das células neoplasicas e apresentando-as as células do
sistema imunolégico, ficando assim mais suscetiveis a ag¢do desse sistema
(HILDEBRANDT et al., 2002).

Uma das caracteristicas mais observaveis em células neoplasicas, quando
comparadas com células sem mutacdes, é a sua frequéncia mitética. E uma das acoes
mais eficazes da hipertermia, se da quando as células se encontram exatamente na
fase mitdtica, porque a hipertermia causa uma degradacéo do aparato formado nessa
fase, ocasionando uma mitose ineficiente e desencadeando a morte celular
(HILDEBRANDT et al., 2002). A apoptose decorrente do aumento na temperatura,
também pode ser promovida por hipoxia e acidose (KUMAR et al, 2005).

A ZIF-8 dopada com ions cobre, possui caracteristicas que favorecem sua
utilizacdo para essa técnica, como boa solubilidade e ndo degradacédo em liquidos

com PH fisiolégico (7,4), tamanho nanométrico, biocompatibilidade e uma boa
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capacidade de absorcao e transduc¢do da atividade eletromagnética em calor (JAQUE
et al., 2014).

2.2.2 Hipertermia

Desde o passado, o cancer possui tratamentos centrados na realizacdo de
cirurgias e utilizacdo de drogas, mas nesse contexto surgiu uma outra abordagem,
chamada cauterizagdo, essa consistia em aplicar um calor extremo em determinado
local, por meio de produtos quimicos especificos “cauterizacdo por pomadas” ou por
contato fisico do tumor com ferros quentes, ao descrever o método é possivel imaginar
porque este tipo de tratamento ndo obteve grande aderéncia ao uso (HERNANDEZ et
al., 2001).

A partir do século XIX houveram grandes avancos no campo da
eletrotecnologia, com estudos sobre aplicacbes médicas de eletricidade e
magnetismo, merecendo destaque os realizados por Jacques Arsene D'Arsonoval e
Nikola Tesla (ALBERT, 1996). Nestas investigacdes, D'Arsonoval, observou que
frequéncias iguais ou maiores que 10 kHz, produziam uma sensacéo de aquecimento
sem induzir contragBes musculares dolorosas, dando inicio a hipertermia utilizando
ondas eletromagnéticas (SCHWAN, 1983).

Foi observado que as espécies celulares sdo sensiveis ao calor, observando-
se efeitos letais em certas temperaturas e tempos, sendo a temperatura mais baixa
capaz de causar lesdo celular, conhecida como temperatura limiar. Dessa forma, fica
evidenciado que existe uma dependéncia entre o tempo de exposicdo e a temperatura
(TEKIELI, 1996). Sabe-se que os efeitos devido ao calor se concentram em grande
parte a acdo em nivel celular, sendo a primeira transformacao observada, o aumento
do volume e espessura da membrana celular, causando sua desestabilizacéo,
portanto, aparentemente, as membranas sédo o principal alvo da hipertermia. Outros
efeitos observados sdo também, a inibicdo de mecanismos necessarios a manutencao
do funcionamento celular, como a respiracdo celular e sintese de proteinas
(STREFFER, 1990).

Um fendmeno importante na hipertermia é a termosensibilidade das células ao
calor, esses niveis de tolerancia ao calor podem ser diferentes, mas de modo geral
pode ser destacada a termosensibilidade das células neoplasicas, que em média &

um pouco maior que o das células saudaveis, por fatores como: a) diminui¢cao do pH,
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levando a acidose, representa uma vantagem, pois verificou-se que as células em PH
mais acido sdo mais fortemente afetadas pelo calor; e b) forte atividade mit6tica, com
a hipertermia causando desintegracdo do fuso mitético e ndo se completando a
divisao celular (LIN, 1982).

De modo geral, a hipertermia, como agente sensibilizador, mantém
temperaturas elevadas na faixa de 41-43°C, e o interesse consideravel no seu uso
para o tratamento de cancer. Por outro lado, em diversos estudos ficou demonstrado
qgue a hipertermia visa usar ndo apenas o calor, fruto da radiacdo eletromagnética,
como também busca o seu uso combinado com agentes quimioterapicos
(HERNANDEZ et al., 2001).

2.2.3 Ablacao por energia térmica

Quando uma célula é estimulada por meio de energia térmica, esse estimulo
pode levar tanto a apoptose quanto a necrose, sendo esse fator dependente da
temperatura a que é submetida, pois quanto maiores as temperaturas, maiores as
chances de ocasionar a necrose (HILDEBRANDT, 2002).

A necrose se diferencia da morte celular, porque a morte celular ocorre por
alteracdes que induzem a célula a apoptose, enquanto a necrose acontece sem
qualquer alteracao indicativa. O que se observa na necrose, no pds-morte celular, séo
alteracdes na sua maioria a nivel nuclear, como a ocorréncia de caridlise (perda de
coloracdo nuclear devido a fragmentacdo cromatinica) e cariorrexe (perda dos limites
nucleares com aglomeracdes de cromatina), mas também a nivel citoplasmético, e
até a completa fragmentacao celular (MAJNO, 1995).

Durante a necrose, as células geralmente sofrem um inchaco ou tumefacao, e
em seguida sdo quase gque automaticamente lisadas, com seu conteudo intracelular
sendo liberado para o meio externo e ocasionando uma estimulacdo inflamatoria
(DEBATIN, 2000).

A necrose € induzida por fatores externos, um dos fatores capaz de modificar
o microambiente celular e resultar em perda da integridade celular, € 0 aumento
exagerado da temperatura, bem exemplificado pela ablagéo, que se caracteriza como
um aumento acima dos 48°C, sendo consideravelmente capaz de desestruturar as
células (PROSKURYAKOV, 2003).
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2.3 Curcumina

2.3.1 Propriedades e Biodisponibilidade

A Curcuma longa L. (acafrdo-da-terra), € uma planta herbacea pertencente a
familia gengiberaceae, nativa do sul da Asia, sendo o curcumindide curcumina um
polifenol [(E,E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona], com ponto
de fuséo a 183°C e pouco soluvel em agua (BASNET, 2011).

A curcumina é o principal composto ativo da planta (75-80%), entretanto dois
outros curcumindides, também compdem essa planta, em menores proporgdes (20-
25%). E extraida do rizoma da planta, e se apresenta como um po de coloragéo
amarelo-laranja, conhecido como acafréo, utilizado como condimento e na medicina,

com formula molecular C21H2006 € peso molecular de 368,38 g.mol-1 (LI et al., 2011).

Figura 8 - Curcuma longa L.: (A) planta com flor, (B) rizoma e (C) curcumina em po.

Fonte: BASNET, 2011 (adaptado).
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Figura 9 - Estrutura quimica da curcumina.

Fonte: Li, 2011 (adaptado).

Pesquisas ja demostraram que a curcumina apresenta uma vasta gama de
atividades farmacoldgicas, sendo um potente agente bioativo contra inUmeras
doencas crénicas, inclusive com atividade antitumoral, somando-se a isso, estudos
demonstraram que € um composto com baixa toxicidade no organismo, com 6timo
perfil de seguranca, até mesmo para doses altas (DL50 superior a 2000 mg) (SUN et
al., 2012; NAKSURIYA, 2014; JI, 2012; ALLEGRA, 2017; SOLEIMANI, 2018).

Devido as suas atividades antioxidantes, consegue regular citocinas pro-
inflamatorias e fatores de transcricdo, e através disso eliminar espécies reativas de
oxigénio (ROS) (BASNET, 2011), envolvidas na fisiopatologia de desordens como o
cancer. Em nivel molecular, inibe a proliferacao celular e a metastase, como também
induz a apoptose (NAKSURIYA, 2014). A curcumina pode ainda atravessar
livremente a membrana celular devido sua lipofilicidade, contudo apesar dessas
propriedades, ha uma enorme limitacdo em sua aplicacdo clinica, relacionada com
sua baixa solubilidade em meio aquoso, além de sua rapida metaboliza¢éo, fazendo
com que a curcumina tenha biodisponibilidade limitada, apresenta também
degradacdo em meio alcalino e quando exposta a luz (PARIZE, 2009; NAKSURIYA,
2014, SOLEIMANI, 2018).

Para que a curcumina tenha uma melhor estabilidade, aumentando sua
solubilidade e absorc¢éo celular, com melhorias na sua atividade farmacolégica e efeito
terapéutico, varias técnicas sdo aplicadas, como a formacao de complexos com ions
metalicos com Zn?*, Cu?*, Mg?* e Se?* (KANG, 2009; KURIEN, 2009; BASNET, 2011),
nanogeis, nanosuspensodes, encapsulacdo em nanoparticulas (YALLAPU, 2010), e
lipossomas (TAKAHASHI, 2009; YALLAPU, 2012).
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Obter um sistema baseado em ZIF-8/Cuzsw, com farmaco (curcumina)
adsorvido as suas redes de coordenacao, e avaliar seu potencial de transducao

fototérmica.
Objetivos Especificos

Obter cristais de ZIF-8, dopados com ions Cu?* e com farmaco adsorvido;
Investigar as caracteristicas estruturais e morfologicas dos nanocristais;
Avaliar a eficiéncia de adsorcdo do farmaco a ZIF dopada com ions Cu?*, em
relacao a ZIF-8;

Investigar o comportamento de conversao fototérmica dos nanocristais em pH
7,2.
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MATERIAIS E METODOS
Reagentes

Agua purificada Mili-Q;

Metanol (alcool metilico- 99,8%, peso molecular de 32,04);

Zn(NOg3)2 (nitrato de Zinco hexahidratado, peso molecular 297g/mol);
Cu(NOs), (nitrato de Cobre hexahidratado, peso molecular 187,57g/mol);
2-Metilimidazol (peso molecular 82,1 g/mol);

C21H2006 (Curcumina, peso molecular 368,38 g/mol).

Equipamentos

Centrifuga (NT-835);

Agitador magnético;

Balanca digital;

Estufa a vacuo;

Voértex;

Analisador Termogravimétrico SDT 600, da TA Instruments;
Difratdmetro de Raios (XD-5000);
Espectrofotdmetro ultravioleta;
Espectrofotdmetro de Infravermelho;
Phmetro;

Microscopio eletrénico de varredura;
Analisador de area superficial;
Espalhador de luz dindmico;

Espectrofluorimetro;

Sinteses dos nanocristais da ZIF-8 dopados com CU?*

32

As redes metal-organicas da ZIF-8 com os ions Cu?* foram sintetizadas

segundo a metodologia proposta por Tiwari (2017) e colaboradores. Algumas

modificacdes na proporcao dos solutos foram realizadas, para conseguir a dopagem

com o cobre. Foram realizadas diversas sinteses, a fim de obter material suficiente

visando a caracterizacao.



33

Uma solucéo foi preparada com 37,5 mg de nitrato de cobre e 112,5 mg de nitrato
de zinco dissolvidos em 5 ml de agua Mili-Q, e outra solucao foi preparada com 330
mg de 2-metilimidazol dissolvidos em 10 ml metanol. Ambas as solucdes foram
agitadas separadamente até a completa dissolucdo dos solutos, a solu¢cdo contendo
0s metais foi misturada por gotejamento a solugdo contendo o ligante, e mantida sob
agitacdo durante 15 minutos, em temperatura ambiente (27-30°C), resultando
instantaneamente em uma solucdo de coloracdo branca e turva. Em seguida, o
produto obtido, com os cristais formados, foi lavado por trés vezes com metanol e
submetido a centrifugacéo (6000 rpm), por 30 minutos, para remover os residuos dos
reagentes, apos as lavagens, o produto final foi colocado em uma estufa a vacuo, com

temperatura de 40°C até sua completa secagem.

4.4  Incorporacao da Curcumina In situ na ZIF-8 dopada

Seguindo a forma de sintese proposta por Tiwari (2017), para incorporagao da
curcumina in situ, foi realizada sob temperatura ambiente (27°C-30°C) e com tempo
de reacdo de 15 minutos, com algumas modificacbes nas proporcdes devido a
dopagem com os ions Cu?*.

Uma solucéo foi preparada com 37,5 mg de nitrato de cobre e 112,5 mg de
nitrato de zinco dissolvidos em 5 ml de agua Mili-Q, e outra solucéo foi preparada com
330 mg de 2-metilimidazol e 5 mg de curcumina dissolvidos em 10 ml metanol. Ambas
as solucdes foram agitadas separadamente até a completa dissolugcéo dos solutos, a
solucdo contendo os metais foi misturada por gotejamento a solucdo contendo o
ligante e a curcumina, e a solucéo final foi mantida sob agitacdo durante 15 minutos,
em temperatura ambiente, resultando em uma solucdo de coloracdo marrom
esverdeada e turva. Em seguida, os cristais formados foram lavados por trés vezes
com metanol e submetidos a centrifugacéo (6000 rpm), por 30 minutos, para remover
os residuos dos reagentes, o produto final foi colocado em uma estufa a vacuo, com

temperatura de 40°C até a completa secagem.
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4.5 Métodos de caracterizacao

4.5.1 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas permitem obter informacfes quanto a
estabilidade e composicdo da amostra, e foram obtidas usando o equipamento
Shimadzu, modelo 50 WS. Nas analises foram utilizados 10 mg de cada amostra em
capsula de platina, sob atmosfera de ar (100 mL/min), razdo de aquecimento de

10°C/min, foram submetidas a uma faixa de temperatura de 10 a 900°C.

4.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para que a amostra se tornasse um material condutor, possibilitando emissao
de elétrons e inicio das analises, as amostras na forma de p6 foram aderidas a um
pedaco de fita duplaface de carbono, e metalizadas com filme de ouro (15 nm de
espessura) durante 120 segundos através de um metalizador, modelo Sputter Coater
SCD 050 Baltec. O microscopio utilizado foi o Scanning Eletron Microscopy JSM —
5900 Jeol.

4.5.3 Difragdo de Raios-X (DRX)

As andlises foram realizadas com objetivo de determinar as fases cristalinas
presentes nas amostras em p6 e o tamanho dos cristais, em um difratdmetro modelo
Shimadzu XRD-7000, com voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA, em temperatura
ambiente. Os parametros utilizados foram 26 = 5 - 50°; comprimento de onda igual a
1,5406 A e velocidade de 2 min.

4.5.4 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

As amostras foram preparadas pela técnica de pastilhas de KBr, e em seguida
utilizou-se um espectrometro Bruker modelo IFS-66, que mostrou as bandas de
absorcdo caracteristicas. Os resultados foram analisados pelo programa

Spectroscopic Software OPUS da Bruker.
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4.5.5 Adsorcao de Nitrogénio (BET)

As analises foram feitas empregando-se nitrogénio, com o gas passando sobre
a amostra resfriada, a temperatura do nitrogénio liquido (77K), e sendo adsorvido
fisicamente, produzindo uma alteracéo, registrada por um detector de condutividade
térmica. Ao aquecer a amostra, o N2 foi dessorvido e a area dos picos proporcional a
massa de N2 dessorvida. Determinou-se o volume de nitrogénio necessario para
recobrir a superficie adsorvente com uma monocamada, sendo possivel realizar a

caracterizagao textural da ZIF-8.

4.5.6 Absorcao Eletrénica (UV- Vis)

O espectro foi obtido a partir das amostras colocadas em uma cubeta de quartzo e
analisadas na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) utilizando um espectrofotdmetro
Cary modelo 5000, sendo utilizada a faixa de comprimento de onda entre 200 e 600
nm, a partir disso foi possivel determinar a concentracdo de farmaco incorporada na
ZIF-8.

4.5.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissao e excitacao, foram obtidos a partir da espectrofluorimetria
realizada a temperatura ambiente pelo espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon
Fluorolog-3 ISA, o qual é equipado com um monocromador modelo FL-1039/40, com
lampada de xendnio de 450 W, fotomultiplicadora Hamamatsu R928P e lampada

pulsada de xénon de 150 W.

4.5.8 Transducédo Fototérmica

Uma cubeta de quartzo (caminho oOptico de 1 mm), contendo 1 mL de uma
suspensao de Cuzsw/ZIF-8 em PBS pH 7,2, foi irradiada durante 3 minutos por meio
de um laser de diodo comprimento de onda de 980 nm, fibra éptica da Ocean Optics,
tipo UV/SR, didmetro de 600 um e densidade de poténcia de 1,0 W/cm2, enquanto a
temperatura foi registrada a cada 5 segundos. Em seguida, o laser foi desligado, mas

a temperatura continuou a ser monitorada, a cada 5 segundos durante os 3,5 minutos
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posteriores. Como um experimento controle, o ciclo aquecimento-resfriamento foi

realizado para o mesmo volume de ZIF-8 pura em PBS pH 7,2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Sinteses realizadas

Nesse trabalho o material obtido utilizando a ZIF-8 apresenta —M de Cu(NOs3)2,
gue corresponde a porcentagem de 25% do Cu(NOs)2 em relagcdo ao Zn(NOs)2, 0s
cristais produzidos foram nomeados como ZIF-8/Cuzs%. Acerca da adsorcdo da
Curcumina, foram adicionados 5 mg do farmaco em questédo ao material, --M, segundo
metodologia in situ.

Por meio das sinteses realizadas, foram obtidos os cristais da ZIF-8, ZIF-
8/Cuzs%, assim como aqueles com o farmaco adsorvido, denominados ZIF-
8/Curcumina e ZIF-8/ Cuzsw/Curcumina. A ZIF-8 possui sua apresentacao na forma
de um p6 branco, a amostra dopada apresenta coloragdo marrom, e as amostras com
a ZIF-8 sem dopante e com farmaco, e com dopante e farmaco, possuem coloragao

laranja e verde — amarronzado, respectivamente.

Figura 10 - Diferenciacdo dos sistemas utilizados, quando a sua coloracéo, (a) ZIF-8,
(b) ZIF-8/Cu?*, (c) ZIF-8/Curcumina, (d) ZIF-8/Cu?*/Curcumina.

Fonte: Prépria

Desse modo, sendo a MOF utilizada, um material cristalino de alta area
superficial, as técnicas de caracterizacdo realizadas foram as usuais para materiais

com estas caracteristicas, e por ser aplicada como sistema para drug delivery, visaram
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também comprovar a manutenc¢ao das propriedades e da estrutura da MOF, mesmo
apos a adsorcéo do farmaco na estrutura de coordenacao.

511 CaracterizagOes estrutural e morfolégica dos sistemas

5.1.1.1 Analise Termogravimétrica

Uma caracteristica importante para os sistemas em questdo é a estabilidade
térmica, para este monitoramento, foi utilizada a analise térmogravimétrica (TGA),
com a estabilidade e decomposicdo sendo avaliadas, e apresentadas pela figura,
nesta séo exibidos os perfis de perda de massa da Curcumina pura, ZIF-8 pura, ZIF-
8/Curcumina, ZIF-8/Cu?* e ZIF-8/Cu?*/Curcumina.

Figura 11 - Curvas TGA dos sistemas em atmosfera inerte de Na.
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O perfil termoanalitico do farmaco curcumina, demonstra que ela passa por trés

estagios de perda de massa, 0 primeiro ocorreu em 67°C correspondente a perda de
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moléculas de agua e o segundo e terceiro em 252°C e 402°C, respectivamente,
referentes a sua decomposicéo.

As demais amostras, da ZIF-8 pura, ZIF-8/Curcumina, ZIF-8/Cu2+ e ZIF-
8/Cu2+/Curcumina, se mantiveram estaveis até cerca de 350°C, com pequenas
perdas de massa relacionadas a perda de moléculas de &gua presentes nas
cavidades ou na sua superficie (AN, 2009), quando ocorreu um comportamento tipico
de decomposicdo, de cerca de 62-65% de perda de massa, interpretado como
proveniente da perda do ligante organico metilimidazol (decomposicdo exotérmica),
até a temperatura de 650°C.

Esse perfil indicou uma alta estabilidade térmica para as redes tridimensionais
das amostras, sugerindo uma protecdo térmica e viabilizando os sistemas ZIF-
Curcumina como promissores, ao melhorar a estabilidade térmica do farmaco, quando
associado com a MOF (YIN, 2015; ALVES, 2016).

5.1.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram realizadas andlises de MEV, conforme apresentado na Figura 12. As
imagens revelaram a morfologia das amostras, evidenciando que consistem em
cristais, com formas dodecaédricas bem definidas, e tamanho nanométrico,
compativel com a literatura (SCHEIJN, 2014; LIN, 2015).

Adicionalmente, verifica-se que as particulas da ZIF-8, com tamanho entre 300-
350 nm, sofrem um aumento discreto neste tamanho médio devido a dopagem (350-
400nm), e este aumento ocorreu mais fortemente apés a incorporacdo do farmaco
aos cristais, passando a ter 350-450nm no caso da rede sem dopante, e 400-450 no
caso da rede com os ions Cu2+.

Estes valores se encontram dentro dos valores experimentais para o tamanho
meédio desses cristais, que segundo a literatura esta entre 200-400 nm (JIAN, 2015),

e a sua morfologia foi mantida.
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Figura 12 - Imagens de MEV dos cristais (a) ZIF-8, (c) ZIF-8/Curcumina, (e) ZIF-8/Cu2+ e
(9) ZIF-8/Cu2+/Curcumina e distribuicbes do tamanho de particula determinada pelo MEV
para (b) ZIF-8, (d) ZIF-8/Curcumina, (f) ZIF-8/Cu2+ e (h) ZIF-8/Cu2+/Curcumina.
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5.1.1.3 Difracéo de Raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X € fundamental para caracterizar materiais
cristalinos, permitindo elucidar suas estruturas, sendo esperado que, como € o caso
dos materiais porosos obtidos, as ordens estruturais sejam relativamente altas e,
consequentemente, os planos de difracdo nos difratogramas estejam bem definidos,
de acordo com seu arranjo estrutural.

A Figura 13, apresenta o perfil de difracdo dos sistemas, com todos os sistemas
apresentando picos de difracdo bem definidos, indicando a ocorréncia de alta
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cristalinidade dos nanocristais. Os difratogramas obtidos possuem seus picos com 0s
valores de 2-theta e as intensidades relativas, em concordancia com o padréo tedrico
— definido como calculado - obtido a partir dos dados de cristal Unico, na base de
dados do The Cambridge Crystallographic Data Centre, para a estrutura da ZIF-8
(TIAN et al., 2007).

Nesse difratograma, percebe-se que em todas as amostras, ndo houve a
presenca de picos de difracdo adicionais, indicando a manutencéo da fase cristalina
no material sintetizado, sendo, portanto, isoestruturais. Com relacéo aos fons Cu?*,
isso acontece porque possuem tamanho do raio idnico (0,71 A), apenas um pouco
menor que o raio idnico do Zn?* (0,74 A), ndo gerando grandes altera¢es ao ocupar
arede (SCHEIJN, 2014); sobre o farmaco, quando presente, pode-se inferir que esteja

nos poros da rede, entdo ambos ndo afetam ou comprometem a estrutura cristalina.

Figura 13 - Espectros de DRX obtidos a partir do p6 da ZIF-8, ZIF-8/Cuzsy, ZIF-8/Curcumina

e ZIF-8/Cuasyw/Curcumina, comparadas com o padrao calculado da ZIF-8.
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Fonte: Prépria.

Por meio dos difratogramas, foi possivel ainda realizar o calculo do tamanho
dos cristalitos, a partir da escolha dos picos de maior intensidade, e sua deconvolugéo,
utilizando a Equacgé&o de Scherrer, onde A corresponde ao comprimento de onda da

radiacdo eletromagnética em A, B é a largura a meia altura do pico de difracdo em
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radianos e 6 é o angulo de difragdo em radianos. Os tamanhos estimados, para os

cristalitos, estado apresentados na Tabela 1.

0,94
B-cos#@

Tabela 1 - Tamanho dos cristalitos.

Sistemas Tamanho do cristal (nm)
ZIF-8 57,11
ZIF-8/Cuzs% 48,05
ZIF-8/Curcumina 48,68
ZIF-8/Cuzs»/Curcumina 39,07

Fonte: Prépria.

A partir dos dados apresentados, foram calculados os valores médios para o
tamanho de cristalito, mas ndo permitem a determinacéo do desvio padrédo associado
a esses valores, porque nao foram descontados os efeitos da microdeformacao.

Verificou-se que o0s sistemas apresentaram um padrdao de diminuicdo do
tamanho dos cristalitos, apos adicao dos ions Cu2+, em condi¢cdes semelhantes com
o demonstrado em outros trabalhos, podendo ser resultado da quantidade de nucleos
gerados durante a formacao da rede de coordenacéo (SILVA, 2017). Esse valor obtido
sugere que as estruturas verificadas através das imagens do MEV s&o construidas a
partir da agregacao de espécies de Zn?* e Cu?* monoméricas até que os cristais sejam
formados (SCHEIJN, 2014).

Um ponto favoravel ao sistema é que apés a adicdo do farmaco ao sistema
com Cu?*, houve importante diminuicdo no tamanho do cristalito, favorecendo assim
sua utilizacéo para aplicacdes bioldgicas como sistema carreador, devido ao pequeno

tamanho.

5.1.1.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Pelo método da espectroscopia de infravermelho, foi possivel determinar os
grupos funcionais presentes nas estruturas dos sistemas. Na figura 14, sao
observados os espectros de infravermelho obtidos para cada sistema, assim como da
ZIF-8 e da Curcumina enquanto padrdes de comparacdo, juntamente com a

identificacdo das bandas caracteristicas.
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Figura 14 - Espectros de absor¢ao de infravermelho dos sistemas elaborados com a ZIF-8,

em compara¢cdo com o padrédo da ZIF-8 e da curcumina.
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Fonte: Prépria.

O espectro de infravermelho da ZIF-8, mostra duas bandas a 3135 e 2928cm*
referentes a vibracfes de C-H aromaético e ligacbes C-H alifaticos, respectivamente.
Quanto aos picos, o pico em torno de 1595 cm* esta relacionado ao alongamento
C=C e os picos entre 1100 e 1400 cm™ representam as bandas de adsorcédo C-N. A
banda de estriamento do Zn-N é observada em torno de 421 cm,

O espectro da curcumina, mostra pequenas vibracdes caracteristicas na regiao
de 3300-3410 cm-1 referente as vibracdes do grupo OH livre do fenol. Possui ainda
bandas intensas na regido de 1640, 1645 e 1647 cm-1, correspondentes a vibracao
do grupo carbonila, C= O. As bandas na regido de 1340-1470 cm-1 correspondem as
vibragbes C=C do anel aromatico e elongacgao da ligacdo C-0, na regido de 1020-
1155 cm-1 séo referentes ao estiramento do grupo C-0O de éter, e na regido de 700-
900 cm-1 sao referentes a C—H dos grupos alcenos.

Os espectros para os sistemas mostram que as bandas caracteristicas para 0s
componentes, ja anteriormente descritas, algumas altera¢des nos valores das bandas

tedricas da ZIF-8, podem ser observadas nas regides de 1600, 1400 e 700-900 cm-1,
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indicando a presenca da curcumina nos sistemas e que as suas caracteristicas
quimicas foram mantidas.

5.1.1.5 Fisissorcao de Nitrogénio (BET)

Como bem estabelecido na literatura, a ZIF-8 se destaca por sua natureza
porosa e alta area superficial. Como forma de comprovar essa caracteristica nos
sistemas, foram realizadas medidas de adsorgcédo-dessorcdo de N2. Os dados
isotérmicos de nitrogénio foram coletados em mais de seis ordens de magnitude da
pressdo relativa, e através da analise das isotermas foi possivel determinar as
propriedades texturais dos sistemas, estimando a area superficial utilizando o método
BET, e o volume e tamanho médio dos poros pelo método BJH.

Os dados obtidos, referentes aos sistemas ZIF-8 e ZIF-8/Curcumina
encontram-se na Figura 15 (a, b) e Tabela 2, enquanto os dados referentes aos
sistemas ZIF-8/Cu?* e ZIF-8/Cu?*/Curcumina encontram-se na Figura 16 (a, b) e
Tabela 3.

Figura 15 - Isotermas de adsor¢ao-dessorgéo obtidas com N para (a) ZIF-8 e (b) ZIF-

8/Curcumina.

550
(a) 1 (b)

500

450

400 g
350

gui— a8 2-0-0-gmo—a— N

Quantidade de N2 adsorvido ¢m3g-1,

300 ~ —a— Adsorgéo 300 1 —=— Adsorgéo
—e— Dessorgéo 1 " —e— Dessorgéo
250 T T T T T T T T T T T 250 T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
Pressédo Relativa (P/Pg) Presséo Relativa P/P()

Fonte: Prépria.
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Tabela 2 - Comparacao da area superficial, volume e tamanho dos poros da ZIF-8 e dos

cristais com farmaco incorporado.

Sistema Area superficial Volume dos Tamanho médio dos
(m2/g) Poros (cm3/g) Poros (A)
ZIF-8 1413,06 0,64 74,00
ZIF-8/Curcumina 1133,48 0,50 55,11

Fonte: Prépria.

Figura 16 - Isotermas de adsorcéo-dessorcdo obtidas com N, da (a) ZIF-8/Cu?* e (b) ZIF-

8/Cu?*/Curcumina.
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Fonte: Prépria.

Tabela 3 - Comparacao da area superficial, volume e tamanho dos poros da ZIF-8 dopada

com Cu?* e dos cristais dopados com o farmaco incorporado.

Sistema Area superficial Volume dos Tamanho médio dos
(m2/g) Poros (cm3/g) Poros (A)
ZIF-8/Cu?* 1406,68 0,54 51,19
ZIF-8/Cu?*/ 1220,48 0,43 35,02
Curcumina

Fonte: Prépria.

De acordo com a IUPAC (1985), as isotermas de adsorcao-dessor¢cao podem

ser classificadas em seis tipos e a forma delas depende da textura de poros. Assim
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como, também sé&o classificadas as histereses, que sao definidas em quatro tipos e
associadas a morfologias especificas dos poros.

Portanto, observando os perfis dessas isotermas percebe-se que, todas podem
ser classificadas como pertencentes ao tipo I, tipica de materiais microporosos. Além
disso, de acordo com a literatura, a ZIF-8 apresenta diametro de poros de cerca de
0,34 nm (YAN, 2012), se adequando a classificacdo de material microporoso, por
possuir diametro de poro de até 2 nm. Dessa forma as isotermas indicam a presenca
de microporos, com a primeira adsor¢cdo de N2 ocorrendo sob baixas pressdes
relativas, e a segunda adsorcdo em alta pressao relativa pode ser atribuida a
existéncia de mesoporos interparticula, confirmando assim a natureza dual
micro/mesoporosa dos cristais (SCHEJN et al., 2014).

A histerese apresentada nas isotermas, também confirmam a caracteristica
mesoporosa, sendo classificada como pertencente ao tipo H1 (IJUPAC, 1985),
associada a materiais porosos esféricos e rigidos, com tamanho uniforme e regular.

Diante dos dados sobre a porosimetria, as amostras dopadas com ions Cu2+
mantiveram as caracteristicas da ZIF-8, possuindo um consideravel volume de poro e
area superficial, possibilitando seu uso como sistema carreador de moléculas, em
contrapartida notou-se que nos sistemas com o farmaco adsorvido, houve uma
diminuicdo da area superficial, assim como do volume e tamanho médio dos poros,

demonstrando que houve adsorcéo e a droga ocupou 0s espacos dos poros.

5.1.1.6 Absorcéo Eletrénica (UV-Vis)

Foram obtidos cristais de ZIF-8 e ZIF-8/Cu?*, caracterizados por espectroscopia
de absorcdo no UV-Vis. Na figura 17, pode-se observar que o espectro de absorcao,
da ZIF-8, em estado solido, apresenta uma banda de muito baixa intensidade, em
280nm, sobrepondo-se a uma banda de alta intensidade, com seu maximo em 217nm,
atribuidas a transi¢des -1m* do anel imidazoélico (GODLEWSKA, 2013). A presencga
dos ions Cu?* nas redes da ZIF-8 modifica o seu perfil de absor¢éo, em estado sélido,
com o surgimento de duas outras bandas, uma banda larga que inicia em 600 nm e
se estende em direcdo ao infravermelho, com o méaximo de absor¢cdo em 905 nm, e
uma outra banda em 480 nm.

A banda com absorcédo no infravermelho pode ser atribuida as transicao d-d

dos ions Cu?*, e a banda centrada em 480 nm pode ser atribuida a transferéncia de
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carga ligante-metal (LMCT), como é observado com os ions Cu?* em MOFs com
imidazol (PRESTIPINO et al., 2006; GODLEWSKA et al., 2013). As bandas existentes
entre 200 e 400 nm e atribuidas as transicdées m-1* do anel imidazoélico também
sofreram alteracfes, tanto no perfil quanto na intensidade relativa. O perfil de
absorcao registrado, apresentou uma pequena diferenca em relacdo aos complexos
Cu(ll)/imidazolato ja observados na literatura (ZHANG, 2011; LI, 2003;
GODLEWSKA, 2013), com essa diferenca podendo ser resultado da presenca de
coordenacdo ao redor dos ions Cu?*.

Figura 17 - Espectro de absorcéo dos cristais da ZIF-8 e ZIF-8/Cu?*.
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Fonte: Propria.

A eficiéncia de adsor¢cdo da curcumina nas nanoparticulas de ZIF-8, foi
calculada com base na relagdo entre a quantidade de curcumina em solugao para ser
adsorvida e a quantidade total de curcumina adsorvida as nanoestruturas, utilizando

a equacao da reta obtida, conforme ilustra a Tabela 4.
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Figura 18 - Espectro de absorcéo do farmaco antes e depois do contato com a ZIF-8/Cu?*.
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Fonte: Prépria.

Tabela 4 - Quantidade de farmaco adsorvido aos sistemas, com base na absorbéancia

observada, comparando a eficiéncia de adsorgéo.

Amostra Absorbancia  Concentragéo Quantidade de
Curcumina
adsorvida

ZIF-8/Curcumina 0,0654 52x108M 94,8%
(15 min)

ZIF-8/ Cu?*/ Curcumina 0,0513 2,4x108M 92,7%
(15 min)

ZIF-8/ Cu?*/ Curcumina 0,761 7,3x108M 97,6%
(1 hora)

Fonte: Prépria.

A curcumina é um composto de cor amarela que, apés a dissolugéo, absorve a
luz na faixa de comprimento de onda visivel. De acordo com estudos prévios
(CHIGNEL, 1994), o espectro de absorbancia UV-Vis da curcumina origina um unico
pico principal entre 420-430 nm.

Com base nos valores obtidos, é possivel observar que o farmaco adicionado

no preparo da ZIF-8 foi eficientemente adsorvido, pois observou-se uma taxa de
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92,7% (+-2) de curcumina incorporada nas nanoparticulas. Os resultados demonstram
a eficiéncia de adsorcdo, com o tempo de sintese otimizado para 15 minutos
apresentando uma boa taxa de adsorcédo, e quando comparado com uma sintese de
1 hora, temos que o sistema apresentado possui melhor custo-beneficio acerca do

tempo de preparo e adsorcgéo.

5.1.1.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

A capacidade de uma substancia emitir féton de luz a partir de estados
guanticos eletronicamente excitados é chamada de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006).
Nessa perspectiva, a espectroscopia de fluorescéncia foi aplicada para caracterizacéo
dos sistemas, montando o perfil excitagdo-emissao.

A caracterizacgédo foi realizada no material em estado sélido, a 20°C, com uma
lampada de xenbnio servindo como fonte de excitacdo, 0s espectros de excitacao
foram monitorados na faixa de comprimento de onda de 250-600nm, e 0s espectros
de emissdo na faixa de 350-800nm, definindo assim o comprimento de onda de
excitagdo para o qual a intensidade de luminescéncia foi maxima. Obteve-se os

espectros mostrados nas Figuras 19 e 20.

Figura 19 - Espectros de emissao de fotoluminescéncia em estado sélido dos sistemas, ZIF-

8 e farmaco.
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Figura 20 - Espectros de excitagdo em estado solido dos sistemas, ZIF-8 e farmaco.

— ZIF-8

—— ZIF-8/Cu2+

—— ZIF-8/Curcum

—— ZIF-8/CuZ+/Curcum
Curcumina

Intensidade normalizada

T LI LI T 1 T LI T L T LI
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Prépria.

Os espectros de emissdo de todos os sistemas foram obtidos por meio de
excitacdo. Foi possivel determinar que o comprimento de onda de excitagdo para o
qual se obtém a maior intensidade de fluorescéncia para a ZIF-8, se encontra entre
400 e 450 nm, e para esse comprimento, 0 pico maximo de emissdo encontra-se na
faixa dos 520 nm. Sendo esse perfil excitacdo-emissao, atribuido a transicao m-1* dos
anéis de 2-metilimidazol coordenados com ions Zn?* (LIN, 2015; XIANG, 2011).

Para a ZIF-8 dopada com os ions Cu?*, pode-se notar dois picos, com a maior
intensidade de emisséo ocorrendo a cerca de 390 nm, e a outra banda de emisséo,
com menor intensidade que a primeira, a cerca de 540 nm (excitacdo 360 nm),
provavelmente devido a presenca do novo cluster no material, o qual tem efeito
significativo nas propriedades de emissdo do material (ALLENDORF, 2009).

Quanto ao farmaco em questdo, a curcumina originou um pico de emissao
centrado a 520 nm (excitacdo 420 nm), corroborando com trabalhos anteriores
(MASSIMINO, 2016). Os espectros de excitagdo dos sistemas com a curcumina
incorporada séo bastante semelhantes e exibem fluorescéncia com picos na faixa dos
600-640nm.
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Como observado anteriormente, o sistema com dopante, apresentou um pico
de emisséo com intensidade inferior ao sistema sem a dopagem, devido a presenca
dos ions Cu?* na rede (ALLENDORF, 2009). Além disso, a emissdo desses sistemas
com o farmaco, apresentam deslocamento do pico de emissdo, com maior emissao,
em relacdo aos sistemas da ZIF, comprovando a presenca do farmaco no sistema,
visto que as emissdes podem ser afetadas pelas moléculas da rede, levando a
mudancas de comprimento de onda, mudancas de intensidade, ou até mesmo novas
emissbes (ALLENDORF, 2009; LIN, 2015).

As intensidades de fluorescéncia das amostras acima séo da ordem de ZIF-
8/Cu?* < ZIF-8 < ZIF-8/Cu?*/Curcumina < ZIF-8/Curcumina.

5.1.1.8 Transducéo Fototérmica

O desempenho fototérmico foi avaliado com os sistemas dispersados (~15
mg/mlt) em solucdo tampédo PBS (pH 7,2), mantidos sob emissdo de um laser 980
nm, com densidade de poténcia 1,0W cm?, por 3 minutos (180 segundos), com a
temperatura sendo registrada em intervalos de 5 segundos, apoés isso foi
acompanhado o resfriamento das dispersdes por 3,5 minutos (210 segundos). Além
dos sistemas, foram avaliados também a ZIF-8 em suspensao e o PBS, ambos sendo

utilizados como controle.

Figura 21 - Curvas de aquecimento dos sistemas em dispersao e do controle, frente a

irradiacdo do laser 980 nm, 1,0 W cm por 180 segundos.
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Figura 22 - Curvas de resfriamento das dispersfes e do controle, frente a irradiacdo do

laser 980 nm, 1,0 W cm por 210 segundos.
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Fonte: Prépria.

Como pode ser visualizado, as temperaturas dos controles sofreram aumentos
discretos de temperatura, em comparacdo com o0s sistemas em disperséo, a ZIF-8
aumentou até cerca de 4,0°C da sua temperatura inicial, a dispersdo com sistema
contendo apenas o farmaco apresentou um aquecimento consideravel, atingindo
cerca de 6°C, enquanto o PBS apenas 1°C, temperaturas pronunciadamente mais
baixas que as das demais dispersoes.

Enguanto isso, as dispersdes dos sistemas com a presenca dos ions Cu?*, ZIF-
8/Cu?* e ZIF-8/Cu?*/Curcumina, a partir da temperatura inicial, sofreram aumento de
cerca de 12 e 13°C, respectivamente, sendo significativamente mais altas.

Estes resultados enfatizam a notavel capacidade de transduc¢éo fototérmica da
ZIF-8 dopada com ions Cu?*, cabe destacar que a presenca do farmaco apresentou
influéncia nessa conversdo em energia térmica, visto que os sistemas com a sua
presenca apresentaram um sutil, mas ainda assim, maior aquecimento, em
comparacao com aqueles sem farmaco.

Quanto ao resfriamento, foi possivel observar que, todos retornaram a sua
temperatura inicial a medida que liberaram a energia térmica, inclusive aqueles que

tiveram um aquecimento mais significativo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, foram realizadas a sintese e caracterizacao estrutural e
morfologica dos sistemas construidos com os nanocristais da ZIF-8, a investigacao
principal se deu em torno do sistema com os cristais dopados com fons Cu?* e farmaco
adsorvido as redes de coordenacéo.

Foi demonstrado que houve a manutencdo da fase cristalina, e
consequentemente da estrutura tipica da ZIF-8, com o tamanho médio dos
nanocristais se mantendo em uma faixa de 300-450 nm, verificou-se ainda a
estabilidade térmica do sistema e a eficiéncia de adsor¢édo do farmaco. Sobre o que
foi observado em relacdo a estabilidade em meio aguoso, pretende-se melhorar o
sistema.

O estudo da transducéo fototérmica, demonstrou que a presenca dos ions Cu?*
tornam este material um forte candidato a agente de transducéo fototérmica, sendo
esse mecanismo de geracdo de calor relacionado a transicfes eletrénicas d-d dos
orbitais dos ions Cu?*.

Ressalta-se que este tOpico representa um expressivo avango para as
aplicacbes dessas MOFs, dentre todas as outras propriedades que ja sdo bem
estabelecidas. Devido a sua porosidade, a adsorcdo do farmaco ao sistema foi bem
sucedida, e espera-se por meio de novos ensaios comprovar que a liberacdo é
potencialmente induzida pela irradiacdo do laser.

Futuras investigacoes seréo realizadas, com ensaios para obter a eficiéncia de
conversao fototérmica, e para assegurar a manutencao das propriedades do farmaco
durante a irradiacdo do sistema, além de ensaios bioldgicos, in vitro e in vivo, ambos
ja estdo sendo conduzidos, a fim de demonstrar a eficiéncia do sistema frente as

células neoplasicas de diversas linhagens.
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