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RESUMO

Neste trabalho, um novo sistema multifuncional com base em nanoparticulas da
MOF ZIF-8 (nZIF-8) sintetizadas in situ em uma solugdo de nanoparticulas de polianilina
(nPANI) foi desenvolvido e utilizado como uma nova plataforma para terapia do céancer.
A porosidade e elevada area superficial da rede nZIF-8 e a propriedade de conversdo
fototérmica das nPANI, resultaram em um sistema multifuncional com efeito sinérgico,
para a ablacdo de células tumorais de cancer de mama (MCF7). A sintese das nZIF-8, foi
realizada in situ na solucdo coloidal de nPANI (50nm, 0,5mg.mL?) e metanol, na
proporcdo de 5mL e 95mL respectivamente, para a obtencdo do nanomaterial
nPANI@nZIF-8. A morfologia, estabilidade estrutural, tamanho de particula, area
superficial e volumes de poros do nanomaterial foram analisados por difracdo de raios-x
de p6 (DRX), andlises de infravermelho (FT-IR), anélise de Porosimetria (BET) e
microscopia eletronica de Transmissdo (MET). As imagens de MET exibiram a rede nZIF-
8 “decoradas” por nPANI e apresentou tamanho de particula de 200nm para
NPANI@nZIF-8 em contraste com 80nm das nZIF-8 puras. O nanomaterial apresentou
elevada cristalinidade, observada através da analise de raio-X, com picos caracteristicos
da rede nZIF-8. A analise de porosimetria exibiu elevada area superficial e volume de
poros para as redes ZIF-8 comercial (1745.4 m?/g e 0.720 cm®/g respectivamente) e rede
ZIF-8 nanoestruturada (1515.92 m?/g e 1.26 cm®/g respectivamente), possuem, portanto,
potencial para serem usados como carreadores ou materiais de suporte para outras
substancias. A ZIF-8 comercial foi eficaz na adsorcdo do antibidtico oxitetraciclina de
aguas residuais, verificado através de uma reducdo da area superficial e volume de poros
(831.8 m?/g e 0.377cm®/g respectivamente). Para a rede nanoestruturada ZIF-8 a
microporosidade aumentou, apds a interacdo com a polianilina, de 44,4% para 87,3 a
96,5% e o volume dos meso e macroporos diminuiram drasticamente, indicando que a
interacdo com nPANI ocorreu principalmente em poros maiores. A andlise
termogravimétrica do material NPANI@nZIF-8, apresentou um aumento de A100°C para
a ocorréncia da perda do ligante, exibindo assim, maior estabilidade que a rede nZIF-8
pura. O nanomaterial foi irradiado no estado so6lido por um laser NIR (A =980nm,
0,5W/cm?) e a temperatura maxima atingiu cerca de 120°C, apresentadas através de
imagens termograficas, e graficos de aquecimento, corroborando assim, que o sistema
nPANI@nZIF-8 exibe propriedade fototermal reprodutivel. O estudo fototérmico em
estado aquoso (200uL, 1mg.mL™t) provocou hipertermia local e atingiu cerca de 70 °C.
Esse aquecimento é diretamente proporcional a concentracdo do material. Devido a
porosidade da rede nZIF-8, este sistema foi entdo usado como nanocarreador do farmaco
antitumoral 5-Fu, alcancando um carreamento de 0,3g de 5-FU/ g de nPANI@nZIF-8,
medido por UV-VIS. Esse sistema apresentou melhor liberacdo do farmaco em pH 5,2 e
sob irradiacéo laser NIR (A =980nm, 0,8 W/cm?), atingindo cerca de 80%. A viabilidade
celular das células MCF7 in vitro diminuiu para aproximadamente 33%, apés incubacao
com nPANI@nZIF-8/5-FU por 72h e sob acdo laser NIR(A=980nm, 0,8 W/cm?), por 5
min. Portanto, NPANI@nZIF-8/5-Fu é uma plataforma quimio-fototérmica promissora e
apresenta potencialidade para ser empregado na terapia do cancer de mama.

Palavras-chaves: Nanocarreadores. Terapia do cancer. Hipetermia.



ABSTRACT

In this work, a new multifunctional system based on MOF ZIF-8 nanoparticles
(nZIF-8), synthesized in situ in a polyaniline nanoparticle solution (nNPANI), was
developed and used as a new platform for cancer therapy. The porosity and high surface
area of nZIF-8 and the photothermal conversion property of nPANI resulted in a
multifunctional system with synergistic effect for the ablation of breast cancer tumor
cells (MCF7). The synthesis of nZIF-8 was performed in situ in the colloidal solution
of nPANI (<50nm, 0.5 mg.mL™) and methanol, in the proportion of 5mL and 95mL,
respectively, to obtain nPANI@nZIF-8 nanomaterial. The morphology, structural
stability, particle size, surface area and pore volumes of the nanomaterial were analyzed
by powder X-ray diffraction (XRD), infrared (FT-IR) analysis, porosimetry (BET)
analysis and electron microscopy of Transmission (TEM). TEM images exhibited the
nZIF-8 network "decorated” by nPANI and presented particle size of 200nm for nPANI
nZIF-8 in contrast to 80nm of pure nZIF-8. The nanomaterial presented high crystallinity,
observed through X-ray analysis, with characteristic peaks of the nZIF-8 network. The
porosimetry analysis showed a high surface area and pore volume for commercial ZIF-8
(1745.4 m?/g and 0.720 cm?® / g respectively) and nanostructured ZIF-8 (1515.92 m?/g
and 1.26 cm®/g respectively), show, therefore, potential to be used as carriers or support
materials for other substances. The commercial ZIF-8 was effective in the adsorption of
the antibiotic oxytetracycline of waste water, verified by a reduction of the surface area
and volume of pores (831.8 m?/g and 0.377cm®/g respectively). For the nanostructured
network ZIF-8 the microporosity increased after interaction with polyaniline from 44.4%
to 87.3 t0 96.5% and the volume of the meso and macropores decreased dramatically,
indicating that the interaction with nPANI occurred mainly in larger pores. The
thermogravimetric analysis of the NPANI@nZIF-8 material showed an increase of A100
°C for the occurrence of binder loss, thus exhibiting higher stability than the pure nZIF-
8 network. The nanomaterial was irradiated in the solid state by a NIR laser (A =980nm,
0.5W / cm?) and at maximum temperature reached about 120 °C, presented through
thermographic images, and heating graphs, thus corroborating that the system nPANI @
nZIF-8 displays reproducible phototermal property. The photothermal study in the
aqueous state (200 pL, Img.mL™) caused local hyperthermia and reached about 70°C.
This heating is directly proportional to the material concentration. Due the porosity of
the nZIF-8 network, this system was then used as a nanocarrier of the 5-FU antitumor
drug, achieving a carry of 0.3 g of 5-FU / g nPANI@ nlIF-8 as measured by UV- VIS.
This system showed better release of the drug at pH 5.2 and under NIR laser irradiation
(L = 980nm, 0.8 W/cm?), reaching about 80%. Cell viability of MCF7 cells in vitro
decreased to approximately 33%, after incubation with nPANI@NFIF-8/5-FU for 72 h
and under NIR laser action (A=980nm, 0.8 W/cm?) for 5 min. Therefore, nPANI@nZIF-
8/5-Fu is a promising chemo-photothermal platform and has potential to be employed in
breast cancer therapy.

Keywords: Nanocarriers. Cancer therapy. Hyperthermia.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 CANCER

Atualmente o cancer é uma das doencas mais desafiadoras, que ameaca a saude
publica e a vida humanal. De acordo com o Instituto Nacional de Céncer José Alencar
Gomes da Silva (INCA), cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas,
que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem o0s
tecidos e orgdos, podendo espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpol?. A
metastase é a maior causa de morte de pacientes com cancer. O actimulo, dessas células
cancerigenas, forma tumores ou neoplasias malignas enquanto que tumores benignos séo
apenas massas que se assemelham ao seu tecido original®.

Existem varios tipos de células pelo corpo humano e por esse motivo podemos
gerar varios tipos de canceres. Sarcoma é o cancer iniciado em tecidos ditos conjuntivos
(ossos, masculos, cartilagem). Enquanto que carcinoma é o cancer iniciado em tecidos
epiteliais (pele ou mucosas)®. A velocidade da metastase também diferencia os tipos e
periculosidade dos canceres existentes®.

Em organismos saudaveis as células-mées multiplicam-se e geram células “filhas”
iguais as células-mae e formam tecidos e 6rgdos. Entretanto, quando uma célula "filha"
torna-se diferente da célula "mae", significa que ocorreu uma mutacdo genética
(alteragBes no DNA dos genes), e, pode indicar o surgimento de um cancer*®. Na divisdo
celular, as células normais crescem e se reproduzem (duplicacdo do DNA) e morrem.
Entretanto, as células normais podem sofrer alteracdo no material genético (DNA) e
formar uma mutacdo. A célula que sofrer mutacdo pode se dividir de maneira desordenada

e invadir outros tecidos e 6rgdos dando origem ao tumor (Figura 1)?

AGENTES
CANCERIOGENICOS

=N an
FIGURA 1- PRINCIPAIS ESTAGIOS DO PROCESSO DE FORMAGCAO DO CANCER
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Entre as mulheres, o cancer de mama é o mais frequente, com mais de 1,38
milhGes de novos casos resultando em aproximadamente 458.400 mortes a cada ano
(Figura 2). Os tratamentos do cancer de mama geralmente incluem intervencdo cirdrgica,

radioterapia e quimioterapia®.

Localizacao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Bronquio e Puimao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%

Célon e Reto 16.660 7.8% Colo do atero 16.340 7,9%

Estomago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Puimé  10.890 5,3%

Gavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3,7%

Esofago 7.950 3,7% Corpo do utero 6.950 3,4%

Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

FIGURA 2- DISTRIBUICAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS INCIDENTES
ESTIMADOS PARA 2016 POR SEXO, EXCETO PELE NAO MELANOMA*, (FONTE: INCA-
ESTIMATIVA 2016, INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL).

Tratamentos que sejam eficazes contra o cancer apresentam um desafio para
clinicos e pesquisadores no mundo todo devido a complexidade e variabilidade
relacionadas a progressao e tipos do cancer.

Os tratamentos convencionais de cancer, incluem quimioterapia, radioterapia e
intervencdo cirdrgica. Esses tratamentos exibem limitaces, como efeitos toxicos e muitas
vezes, resisténcia das células tumorais aos multiplos farmacos®. Os procedimentos
cirlrgicos sdo invasivos e a retirada de células tumorais pode ndo ser total.

A quimioterapia consiste em utilizar drogas, que podem ser quimioterapicos,
hormonioterapicos, bioterapicos, imunoterapicos ou alvoterapicos, os quais podem ser
administrados continuamente ou a intervalos regulares. A agéo das drogas no organismo
ndo é seletiva, atacando tanto células saudaveis quanto aquelas acometidas com o cancer,
podendo causar ao paciente sequelas, nas quais podem ser evidenciadas pela queda de
cabelo, alteracdo na cor das unhas e pele, ferimentos e diminuigdo da imunidade.

Com a radioterapia & empregado um feixe de radiacOes ionizantes
eletromagnéticas ou corpusculares sobre o local do tumor. Essas radiagdes, ao interagirem
com o tecido, tem a capacidade de arrancar elétrons, ionizando-o. Esta ionizagdo pode
provocar, por exemplo, a hidrolise da agua, ou ainda promover a ruptura de cadeias de
DNA e causar a apoptose celular. Entretanto, induz efeitos colaterais locais ou

sistémicos’.
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Pesquisas recentes buscam desenvolver novas abordagens, acessiveis, nédo
invasivas, com menores efeitos colaterais e de baixo custo.

Terapias multifuncionais ja estdo sendo relatadas e consistem na unido de dois ou
mais tipos de tratamento num Unico sistema, combinados de forma eficaz e simultanea.
O uso combinado sinérgico pode reduzir as desvantagens de cada método quando usado

s0zinho®210,

1.2  SISTEMAS MULTIFUNCIONAIS

Os sistemas multifuncionais atrairam muita atencédo e estdo sendo desenvolvidos
para fornecer alternativas melhores e mais baratas no tratamento do cancer®'°, Esses
sistemas oferecem dois ou mais mecanismos terapéuticos em um Unico material que por
efeito sinérgico apresenta um tratamento mais eficaz em relagdo a monoterapia ou terapia
convencional do cancer!!.

Nesse contexto, varios sistemas multifuncionais de tratamento do céncer foram
projetados e relatados'?16. Isso pode ser comprovado no crescimento exponencial do

namero de publicagGes envolvendo Sistemas multifuncionais e Cancér (Figura 3).
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FIGURA 03- EVOLUCAO TEMPORAL DO NUMERO DE ARTIGOS CIENTIFICOS
PUBLICADOS ENVOLVENDO SISTEMAS MULTIFUNCIONAIS E CANCER. (FONTE:
WEB OF SCIENCE. PESQUISA PELOS TERMOS: “MULTIFUNCTIONAL SYSTEMS” AND
“CANCER”
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Um sistema multifuncional que alcancou proeminéncia nos Gltimos anos € o
quimio-fototermal, que consiste em um nanomaterial carreador para a entrega de
medicamentos e um nanomaterial que possui conversio fototérmical®-1°.

A terapia fototérmica (PTT, do inglés “photothermal therapy”) utiliza materiais,
chamados de agentes fototérmicos, que absorvem radiacdo eletromagneética do
infravermelho préximo (NIR) e convertem em energia térmica provocando um aumento
da temperatura (hipertermia) de forma localizada, podendo levar a necrose tumoral®. A
irradiacdo NIR (faixa de 700 a 1100nm) é usada por causa da menor absorcao dos tecidos
saudaveis circundantes causando menor lesdo na area irradiada. Pode efetivamente
penetrar através dos tecidos com intensidade suficiente bem como maior preciséo espacial
e raramente é absorvido. Os tecidos moles e 0 sangue sdo relativamente transparentes
nessa regido?’.

As maiores vantagens da PTT descrita por pesquisadores é de ser minimamente
invasiva e direcionada, causando minimos danos aos tecidos saudaveis®%,

Um dos grandes desafios da terapia fototermal é a busca por novos agentes
fototérmicos adequados com eficiéncia de converséo fototérmica, baixa citoxicidade para
sistemas vivos, escala nanométrica e formato uniforme, boa dispersdo em solugédo aquosa,
e fotoestabilidade?>?,

Atualmente, os agentes fototérmicos ja relatados compreendem principalmente
nanoparticulas de metal ou semimetais (Au, Ag, Pd e Ge), principalmente combinado
com outros materiais. No entanto, eles apresentam alto custo e baixa fotoestabilidade sob
irradiacdo de um laser a longo prazo?*?’. Nanoparticulas semicondutoras28, e
nanomateriais baseados em carbono (nanotubos de carbono e grafenos)29-31 também ja
foram utilizados como agentes fototérmicos.

Os polimeros estdo entre alguns materiais alternativos no uso de PTT, em destaque
polipirrol®23* e polianilina?33%,

A polianilina (Pani) possui alta aplicabilidade, estabilidade quimica, baixo custo
e facil sintese de polimerizacdo®’. Além disso, ndo é citotoxica e tem sido usada com
sucesso como material eletroativo para estudar a proliferacdo celular®®. A polianilina
nanoestruturada (NnPANI) exibe maior area superficial e maiores interagdes do polimero

com o meio®. E por estas razdes foi escolhida como agente fototérmico para este trabalho.
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1.3 PROPRIEDADES GERAIS DA POLIANILINA

A polianilina é um polimero intrinsicamente condutor muito explorado pela
comunidade cientifica devido a sua alta aplicabilidade®’.

Os polimeros sdo macromoléculas que sdo formadas por unidades que se repetem
chamadas mondmeros por um processo chamado de polimerizagio®. Os polimeros sdo
macromoléculas, porém existem macromoléculas que ndo sdo polimeros. De modo geral,
macromoléculas sdo moléculas grandes, de elevado peso molecular, que podem ou néo,
apresentar unidades quimicas repetidas*.

Os polimeros possuem alto peso molecular, em torno de milhares ou milhGes de
unidade de massa atdbmica e por isso é inviavel tentar representar uma molécula
polimérica completa. Por essa razdo, a unidade que representa a molécula do polimero €
escrita entre parénteses ou mais comumente entre colchetes*?. A férmula estrutural da

Pani é definida como mostrada na figura 4.

FIGURA 4- FORMULA ESTRUTURAL DA POLIANILINA

A Pani é sintetizada a partir mondmero anilina na qual y e 1-y representam anéis
C6H4 nas formas benzendide e quindide, respectivamente, unidos entre si por atomos de
nitrogénio nas posi¢des “para”3.

Ser um polimero condutor implica basicamente na presenca de um sistema
eletronico conjugado m em sua estrutura, que permite a geracdo e propagacdo de
portadores de carga**. As ligagGes entre os atomos de carbono sdo duplas alternadas
(sistema conjugado), ocasionando uma ressonancia com deslocalizagdo dos elétrons da
ligagdo m, que podem saltar espontaneamente quando s&o formados sitios livres na
molécula do polimero®.

Esta caracteristica estrutural permite a superposicao de orbitais m em uma larga

extensdo da cadeia polimérica e com isso ocorre a mobilidade de elétrons, ou seja, a

conducédo elétrica. Entretanto, polimeros intrinsecamente condutores ndo apresentam
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condutividade no estado neutro. Sua condutividade intrinseca necessita da formacéo de
sitios livres na molécula do polimero. Esse fenémeno pode ser conseguido através da
oxidacdo, reducdo ou dopagem da cadeia polimérica®.

Entre os principais polimeros condutores encontram-se o politiofeno,
poliacetileno, polipirrol e polianilina. Suas estruturas sdo apresentadas na figura 5. A
polianilina vem se destacando entre os polimeros condutores por apresentar elevada
estabilidade quimica a temperatura ambiente, baixo custo do mondmero anilina e sintese

de facil polimerizagao®’.

/M /N\ /S\

Poliacetileno Polipirrol Politiofeno
H4©7 :<:>:
N N N N
H
y l-y .
Polianilina

FIGURA 5- ESTRUTURAS DOS PRINCIPAIS POLIMEROS CONDUTORES.

1.3.1 ESTADOS DE OXIDACAO DA POLIANILINA

A forma base da PANI (ndo dopada), possui unidades repetitivas reduzidas (y) e
oxidadas (1-y)*3, como representado na Figura 1. Quando a polianilina esta totalmente
reduzida, é chamada de leucoesmeraldina (contendo apenas nitrogénios amina), sendo
y=1 de acordo com a formula estrutural supracitada e apresenta cor amarelo. No estado
totalmente oxidada é chamada de pernigranilina (contendo apenas nitrogénios imina),
sendo y=0, na férmula estrutural, e tem cor violeta. E 0 estado intermediario de oxidacao
em 50% é chamado de esmeraldina e possui coloracao azul (verde, no estado protonada),
com y=0,5. Existem ainda outros estados de oxidacao para pani com y=0,75 e y=0,25
chamadas de protoesmeraldina e nigranilina respectivamente*’. As estruturas dos estados

de oxidag@o mais comuns da PANI estéo representadas na figura 6.
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FIGURA 6- ESTADOS MAIS COMUNS DE OXIDAGAO DA POLIANILINA. (A)
LEUCOESMERALDINA (B) ESMERALDINA (C) NIGRANILINA (D) PERNIGRANILINA

Além de oxidada a polianilina pode ser dopada por protonacéo, através de uma
reacdo redox interna, ou seja, sem que haja alteracdo no numero de elétrons da cadeia
polimérica. O grau de protonacdo depende do grau de oxidacdo que o polimero foi
sintetizado e da acidez do meio. Os nitrogénios imina da espécie oxidada pode estar totais
ou parcialmente protonados, gerando o polimero na forma de sal. A dopagem quimica da
polianilina esmeraldina é alcancada, mais comumente, através da protonacdo em solucao
acida, como apresentado na figura 7, e essa dopagem ocasiona um aumento da
condutividade, proxima dos materiais metalicos, em relag&o a polianilina ndo dopada®®.
Entre os possiveis estados de oxidacao que a polianilina possa apresentar, apenas a forma

oxidada em 50% e protonada, denominada sal esmeraldina, é condutora®™.

Esmeraldina Isolante

H H H H
OO
+ +
cr cr |
Esmeraldina Condutora
FIGURA 7- ESQUEMA DA FORMAQAO DE DOPAGEM DA ESMERALDINA (ISOLANTE)

POR ACIDO CLORIDRICO, FORMANDO O SAL HIDROCLORETO DE ESMERALDINA
(CONDUTOR)*
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A variacdo de cor é um importante indicativo acerca da mudanca do estado de
oxidacdo da polianilina. Por esse fator, a espectroscopia eletrénica no UV-VIS-NIR é
uma das técnicas que pode ser til para caracterizar a PANI.

A leucoesmeraldina apresenta apenas uma banda de absorcdo em 343 nm
atribuida a transicao n-n*, pois apresenta somente anéis benzénicos. A esmeraldina base,
(y = 0,5), também apresenta uma banda em 330 nm devido a transi¢do n-r*e ainda uma
banda em 637 nm atribuida a transferéncia de carga dos anéis benzénicos para os anéis
quinénicos. A forma totalmente oxidada, pernigranilina, apresenta além da absorcdo em
330 nm, uma banda em 283 nm e uma outra em 530nm. A esmeraldina protonada ou sal
esmeraldina possui uma banda de absor¢do em 380 nm atribuida a transicdo n-n* e a
banda em 420 nm caracteristica da forma polar6nica e na regido de 600 nm observa-se 0
inicio de uma banda que se estende até o NIR (700-1100) que é atribuida aos segmentos

polaronicos, caracteristico dos portadores de carga livre*’>?,

1.3.2. SINTESE DE POLIANILINA E POLIANILINA NANOESTRUTURADA

Os métodos mais utilizados para a sintese de polianilinas sdo: a sintese quimica
e a sintese eletroguimica.

De modo Geral, a sintese quimica ocorre por meio da reacdo de polimerizacao
oxidativa da anilina em meio &cido. O polimero vai sendo formado com a utilizacdo de
um agente oxidante em contato com a anilina, um p6 visualmente verde escuro, dopado
com o &cido que foi empregado na propria sintese®”.

H& uma variedade de oxidantes e acidos dopantes que ja foram utilizados na
sintese quimica de polianilinas descritos na literatura. O meio &cido pode ser gerado por
acidos inorganicos ou organicos. Porém, sdo mais utilizadas solugdes de acidos
inorgénicos como H>SO4, HCI, HCIO4 apresentando pH abaixo de 2. O persulfato de
amonio (PSA) e o cloreto férrico sdo os mais empregados, como agentes oxidantes®?.

A sintese quimica da PANI, em geral, apresenta subprodutos de polimerizacdo,
cujaremocao é inviavel, devido a elevada quantidade de solvente indispensavel nesse tipo
de sintese. Em contrapartida este método tem a grande vantagem de produzir um polimero
de alto peso molecular e em grandes quantidades. Além disso, possibilita a producdo em

larga escala e, portanto, a industrializag&o®®.
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Na sintese eletroquimica, 0 monémero anilina € oxidado no anodo de uma célula
eletroquimica sobre um eletrodo inerte, como eletrodos de platina ou de grafite, por
exemplo, na presenca de um eletrdlito &cido, pela aplicacdo de uma intensidade de
corrente suficiente para produzir um potencial igual ou maior que o potencial de oxidacdo
do mondmero®>**, entretanto, eletrodos de carbono também podem ser usados®.

O método eletroquimico apresenta algumas vantagens sobre 0 método de sintese
quimica convencional, como por exemplo, o produto resultante é pouco contaminado por
ndo necessitar de meio reacional. Entretanto, ¢ obtido uma quantidade precéria de
material uniforme, dificultando assim seu uso em larga escala.

Nos udltimos anos a polianilina nanoestruturada tem recebido atencdo dos
pesquisadores, visando combinar as propriedades de um polimero condutor com sistemas
de nanotecnologia, originando boas propriedades fisico-quimicas e diversas aplicacdes
possiveis®®. Com a morfologia em escala nanométrica (10-9m), obtém-se aumento da area
superficial, maiores interacbes do polimero com o meio e, deste modo melhor
desempenho quando comparado ao mesmo polimero obtido por sintese convencional em
aplicaces que exigem maior sensibilidade e interagdo com o meio-ambiente®’.

A sintese das nanoparticulas de polianilina se processa mais comumente do
mesmo modo que a polianilina convencional, sintese oxidativa, com o auxilio de um
“molde”, que pode ser fisico ou quimico, ou sem o “molde’®.

Sem o auxilio de um “molde” podemos mencionar como método mais conhecido
a sintese interfacial. Nesta sintese, a reacdo de polimerizacdo acontece na interface de
uma mistura bifasica entre dois solventes imisciveis envolvendo &gua, com o agente
oxidante dissolvido, e um solvente organico, contendo a anilina dissolvida. As
nanoparticulas de polianilina se desenvolvem na interface dentre as duas fases (agua e
solvente organico) e por serem hidrofilicas, se encaminham para a fase aquosa e devido
a auséncia do agente oxidante, ndo crescem, conservando-se em escala nanométrica®®.

A sintese com o “molde” fisico envolve a sintese de nanoparticulas de Pani, em
poros ou canais de determinados materiais, tais como, membranas, zedlitas, ou 6xido de
aluminio®. Esse procedimento tem a finalidade de ocasionar de maneira facilitada a
reducdo do tamanho das particulas sintetizadas para a ordem em nandmetros. Uma das
vantagens deste método deve-se em produzir nanoestruturas regulares e orientadas. As
desvantagens sdo: o longo processo de purificagdo para a retirada do “molde” e a

dificuldade em manter a nanoestrutura intacta e ordenada apds este processo®®.
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A sintese com o “molde quimico”, utiliza a ag¢do de moléculas, como:
surfactantes®®2, como mostrado na figura 8, ou cristais liquidos®, que guiam a formagao

das nanoparticulas.

T

FIGURA 8- AUTOAGREGADOS DE SURFACTANTES EM SOLUGCAO FORMANDO AS
CHAMADAS MICELAS®, (1) MICELAS NORMAIS (2) MICELAS REVERSAS

1)

Essa capacidade que os surfactantes possuem de se automontar em estruturas bem
definidas tem sido aproveitada para a sintese de materiais com dimensdes nanomeétrica,
pois essas estruturas sdo utilizadas como um tipo de molde para a sintese de
nanomateriais®®.  Esta metodologia ¢ também chamada de “auto-organizagdo”
(selfassembly), dispensa procedimentos de purificacdo. Desta maneira torna-se mais
pratica e econdmica que o método de sintese com “forma fisica” e foi utilizado neste

trabalho para a obten¢do de nanoparticulas de polianilina, com bons resultados.

1.3.3. POSSIVEIS APLICACOES DA POLIANILINA

E encontrado na literatura inimeros trabalhos recentes com aplicac@es relevantes
envolvendo a polianilina. Isto se deve em particular, a ampla processabilidade da
polianilina, por uma variedade de técnicas, dentre elas, filmes por solucdo (casting),
filme-gel, blendas poliméricas, fibras, polimerizagdo quimica in situ, filmes depositados
eletroquimicamente, dentre outras®.

Além de todas as aplicabilidades possiveis para a polianilina pura ainda
encontramos varios trabalhos com polianilinas funcionalizadas®® ou compondo sistemas
multifuncionais®’, devido algumas limitages da polianilina condutora pura, tais como,
incapacidade de ser processada a quente, ou por métodos convencionais (extrusao,

injecAo, etc.), devido & baixa propriedade mecanica®®.
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No trabalho de Jing Zhou e colaboradores, nanoparticulas de polianilina foram
sintetizadas para serem aplicadas na terapia fototermal, que se baseia no principio da
conversdo de energia luminosa em energia térmica, conduzindo a necrose de tumores,
com uso de infravermelho préoximo (NIR). Esse trabalho sintetizou nanoparticulas de
PANI (~50nm) por um método hidrotérmico e revestimento adicional com cadeias de
polioxietileno. As PANIs foram funcionalizadas com o polimero F-127 (F-PANPSs) para
nivelamento da superficie e exibiram varias vantagens como tamanho apropriado, boa
solubilidade em &gua, forte absorcdo NIR (8,95x 108M x 1 cm™), alta eficiéncia de
conversdo fototérmica (48,5%) e fotoestabilidade, eficaz efeito terapéutico, e sem
resposta téxica 6bvia para o corpo vivo. F-PANPs foram usadas com sucesso na terapia

fototermal in vivo®® (Figura 9).

Thermal imaging equip Laser illuminator

Thermal Y\.\ \
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Scheme 1. Schematic illustration of the photothermal imaging system set up by our group.

FIGURA 9- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA FOTOTERMICO

Yinyin Chen e colaboradores sintetizaram um material usado para formar tecidos
de nanofibras constituida de polianilina com poli(e-caprolactona) e gelatina (PG) por
eletrospinning para tratamento ortotdpico fototermal de tumores em vivo. Em suma como
ja mencionado, nanoparticulas de polianilina ttm uma forte absorcdo em infravermelho
préximo (NIR), comprimentos de onda 808 nm sob irradiagdo com laser, e pode converter
a energia luminosa em energia térmica. Pedacos desse material foram implantados
cirurgicamente em tumores em cobaias, e a terapia fototermal provocou a ablacdo de

células tumorais termicamente®’, figura 10.
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Polyaniline PG

FIGURA 10- ESQUEMA DO USO DE FIBRAS COMPOSTAS POR POLIANILINA COMO
UM AGENTE FOTOTERMICO TERAPEUTICO PARA MATAR TUMORES IN VIVO.

Outro material sintetizado em fibras, por eletrospinning, envolveu polianilina e o
poliestireno. Tal material foi aplicado, na remocao de metais pesados do meio aquoso,
por José J. Alcaraz-Espinoza, Alicia E. Chavez-Guajardo e colaboradores. Em particular,
mostrou-se que estas fibras exibem propriedades interessantes na interagdo com 0s ions
de metais pesados. Por exemplo, as suas capacidades de adsorcao sdo elevadas para ions
dispersos de Hg (1), Cd (I1), Pb (I1), Cr (V1), e Cu (lI), figura 11a, tornando-0s materiais
promissores para reparacdo de dgua, por fornecer uma maneira simples de remocao desses
metais de sistemas aquosos. Foi realizada uma investigacdo completa das mudancas
Opticas e elétricas induzida pela adsor¢do de metais nas fibras como consequéncia da sua
interacdo com os ions metalicos. Um aspecto visual na mudanga das fibras, mais evidente
no caso da remocdo do Cr (V1), quando as matrizes das fibras variam a sua cor de verde
para roxo, figura 11b. Estas alteracfes estdo relacionadas com a variacdo de estado de
oxidacdo das cadeias de PANI. Como os ions de metais sdo progressivamente adsorvidos
na fibra, eles promovem a conversao em diferentes graus de oxidagdo das nanoparticulas
da forma sal esmeraldina da PANI para a forma pernigranilina. E as fibras se tornam mais
resistivas. Foi implementado uma investigacdo de impedancia elétrica da carga
caracteristicas de transporte dessas fibras, e os resultados indicam que elas sdo sensiveis
ao tipo de ion de metal adsorvido e que a quantidade de ions adsorvidos em cada caso,
estd principalmente relacionado com o potencial padrdo do elétrodo do metal

considerado®®.
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FIGURA 11- (A) CAPACIDADE DE ADSORCAO PARA OS DIFERENTES IONS DE METAIS
PESADOS EMPREGADOS; (B) FOTOGRAFIAS DAS AMOSTRAS DO COMPOSTO DE PANI-
PS ANTES E DEPOIS DA INTERACAO COM OS IONS DE METAIS PESADOS
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Heavy metal ion

Trabalhos mais recentes utilizaram a polianilina em sistemas multifuncionais,
visando suas propriedades intrinsecas.

Yang Wang e colaboradores, construiram um sensor eletroquimico condutor,
UiO-66-NH.@PANI, pela polimerizagdo da polianilina (PANI) em torno da estrutura
metalorganica (MOF) UiO-66-NH2. O sensor foi utilizado para a detec¢do e remogao
confiavel por pulso diferencial de voltametria de tracos de ions cadmio das aguas, devido
ao mecanismo de quelacdo entre cations metalicos e grupos amina presentes na PANI.
Em condigBes otimizadas, uma deteccdo linear da faixa de concentragdo de Cd?* de 0,5-
600 pg.L*t foi repetida e obteve-se um limite de deteccdo de nivel mais baixo de
0.3 pg.L' com um alcance linear mais amplo e uma melhor estabilidade e
reprodutibilidade quando comparado a outros sensores de Cd?* ja relatados’.

Outro sistema multifuncional ja relatado envolveu 6xido de grafeno, ouro e PANI
(GO-Au@PANI). Haolin Chen e colaboradores relataram que a PANI foi “decorada”
sobre nanoparticulas de ouro por polimerizagdo oxidativa de um potenciémetro, entdo o
AU@PANI foi anexado a folha de oxido de grafeno (GO) por empilhamento ©-m e
interacdo eletrostatica. Esse material foi sintetizado para obter imagens simultaneas de
espalhamento Raman (SERS) e atuar na terapia quimio-fototérmica. O GO-Au@PANI
revelou eficiéncia de carregamento do farmaco doxirrubicina (DOX) de 189,2% e a taxa
de liberagdo de DOX melhorou significativamente com o auxilio de irradiagdo com laser
NIR. Cerca de 90% do DOX ¢é liberado em 48h apos irradicacdo com laser NIR
(A=808nm, 2,5 W.cm, 10 min). Durante a irradiacdo NIR, observa-se um aumento de

temperatura (AT =~ 55 oC) nos locais do tumor que foram injetadas as nanoestruturas,
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confirmando o promissor potencial fototérmico de GO-Au@ PANI®,

Zihnil e colaboradores também descreveram um sistema multifuncional atraves
de nanoparticulas de silica combinada com &cido hialurénico conjugado com dopamina
fluorescente (Si/HA-DA) ligados eletrostaticamente a polianilina (PANI) para formar
nanoparticulas fluorescentes e fototermicas [FNPs(Si/HA)@PANI] (Figura 12). A
absorcdo em células tumorais de FNPs@PANI foi cerca de 12,6%, valor inferior a
absorcdo de FNPs(Si/HA)@PANI (31,3%) em células tumorais ap06s 48 h de incubacao.
Isso correlaciona-se com a presenca de HA nas nanoparticulas FNPs(Si/HA)@PANI. As
porcbes de HA foram eficientes na entrega seletiva das nanoparticulas
[FNPs(SI/HA)@PANI] em células tumorais através do receptor CD44 dessas células,
distinguindo de células normais. A irradiadiacdo NIR, mostrou um aumento acentuado
do calor, gerando temperaturas de 22-52°C a concentragdes de 0.001-1mg mL™?, quando

expostas a 5 minutos de luz NIR™,

SI/HA FNPs(Si/HA) FNPs(SI/HA)

HA-DA
@ Si/HA a&o @PANI
v /o
%%
FNPS(SI/HA) PANI
a FNPs FNP@PANI
FNPs
PANI

FIGURA 12- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DE SINTESE DAS FNPS(SI/HA)@PANI E FNPS@
PANI.

Observou-se, portanto, a partir dos trabalhos descritos acima, que a
empregabilidade da polianilina em sistemas multifuncionais, merece atengéo especial na
pesquisa cientifica, visando as mais variadas aplicacbes possiveis, destacando sua

propriedade de conversdo fototérmica.
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1.4 MOF ZIF-8 (ZN-2-METIL IMIDAZOL)

Em um sistema quimio-fototérmico, um nanomaterial carreador para a entrega de
medicamentos, deve apresentar grande &rea superficial, alto volume de poros,
biocompatibilidade e que ndo sO possa transportar moléculas de farmacos para a
quimioterapia, mas também seja capaz de encapsular ou acoplar os agentes fototérmicos.
Um tipo de material que possui esse perfil, e € amplamente utilizado como carreador de
farmacos é a classe Metal Organic Frameworks (MOFs).

MOFs também conhecidas como Redes de coordenacdo metalorganicas, sao
materiais que possuem espacos vazios formados entre um metal e um ligante organico
unidos por ligacdes coordenadas, geralmente, em duas ou trés dimensdes*041:42,

Os ligantes agem como uma ponte, unidos geralmente a dois centros metalicos a
partir de seus sitios de coordenacdo. As propriedades das MOFs podem mudar segundo

os ligantes e/ou o metal empregados na sua construgio®. Figura 13.
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FIGURA 13- CLUSTERS METALICOS, LIGANTES ORGANICOS E AS ESTRUTURA DAS
MOF’S OBTIDAS™
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Esses materiais possuem estruturas com area superficial e volume de poro
bastante elevado. Mesmo as MOFs que possuem o menor percentual de volume livre em
sua estrutura, como as MOFs isoreticulares (IRMOF-5) com 55,8% de volume livre, ainda
sdo maiores do que uma das zeolitas de maior intersticio, a faujasita, com 45 a 50% de
volume livre do cristal”’.

Podemos citar como aplicacdo’®’® de MOF’s, o armazenamento de metano e
hidrogénio gasoso, a seletividade da adsorcdo de um gas, a separacao de gases, a catalise,
as propriedades magnéticas, a area de luminescéncia e sensorial, adsorcdo de residuos de
farmacos e corantes em aguas residuais e ainda 0 emprego como carreadores de farmacos.

Na medicina explora-se aplicar as MOFs em escala nanométrica ("nMOFs), a fim
de facilitar a absorcéo celular. Diversas metodologias, para incorporar agentes de imagem
e drogas dentro das nMOFs ja foram estudadas e demonstraram aplicacGes clinicas
potenciais em diversas areas, tais como, imaginologia biomédica e sensoriamento,
carreadores de farmaco, e na terapia contra o cancer®’.

A MOF utilizada, nesse trabalho, faz parte do grupo Zeolitic Imidazolate
Frameworks (ZIF)882, Especificamente, esse grupo apresenta centros tetraédricos
metalicos, habitualmente Zn?* ou Co?* que sdo coordenados apenas por &atomos de
nitrogénio nas posic¢des 1 e 3 do ligante imidazol(Im=C3N2Hs"), empregado como ponte,
M-Im-M, formando &ngulos de 145° entre si. Podem ainda dar origem a uma
multiplicidade de cadeias em trés dimensGes abertas com topologias semelhantes as
encontradas nos aluminossilicatos das zeo6litas. As ZIFs combinam as caracteristicas de
estabilidade quimica e térmica das ze6litas com a imensa diversidade topoldgica e a
harmonia no tamanho dos poros das MOFs®#. A ZIF-8 possui 0 metal Zn coordenado

pelo ligante 2-metil imidazol®?, figura 14.
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FIGURA 14- ESTRUTURA DA MOF ZIF-8 E O SEU LIGANTE ISOLADO
2-METILIMIDAZOL A DIREITA.

Notavelmente as estruturas das ZIFs com o imidazol substituido apresentam
topologias de rede, que correspondem exatamente as redes zedlitas-Sodalita. Além disso,
a ZIF-8 possui alta simetria cristalina cubica, densidade relativamente baixa, dispondo de
uma alta porosidade, grande area superficial e apresenta uma excelente estabilidade em
agua®?88, Sabendo de todas essas atribuicdes alguns pesquisadores recentemente usaram
a ZIF-8 como carreadores de farmacos anti-tumoral a fim de contribuir na medicina®’.

Chandan Adhikari® e colaboradores, em 2015, realizaram de maneira facil e bem-
sucedida o encapsulamento de doxorrubicina, uma droga anticancer dentro de duas MOFs
do tipo ZIF, as ZIF-7 e ZIF-8, e estudou-se a liberacdo controlada do farmaco a partir
dessas duas redes metalorganicas sob estimulos externos, tais como a alteracdo no pH em
sistemas biomiméticos. Os resultados experimentais demonstram que ZIF-7 permanece
intacta quando as mudancas de pH de condicéo fisioldgica a condicédo de acidez, enquanto
ZIF-8 langa com sucesso droga sob condicao acida. No caso de ZIF-8, a entrega da droga
pode ser controlada durante 3 h, enquanto que o seu anadlogo ZIF-7 fornece o farmaco
durante um tempo periodo de 10 h, devido a maior rigidez da sua estrutura.

Jia Zhuang®® e colaboradores avaliaram a versatilidade da incorporagdo de

pequenas moléculas em nano ZIF-8 (nZIF-8), durante sua sintese. Nanoesferas de
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fluoresceina foram encapsuladas e sdo comumente usadas como um marcador
fluorescente "imitador de drogas”. Nesse trabalho o tnico mecanismo de incorporacao
esta em aprisionamento em situ, como mostraram o esquema na figura 16, e foi assim de
maneira geral para pequenas moléculas de diferentes propriedades fisico-quimicas.
Encapsularam o agente anticancer, camptotecina, e comprovaram 0 sucesso do
encapsulamento bem-sucedido na nZIF-8 através da fluorescéncia azul resultante.
Também encapsularam o FesO4 como nanoparticulas magnéticas para, posteriormente,
aplicar um campo magnético externo direcionando a migracdo de nanoesferas

fluorescentes, para tecidos doentes e alcancar a entrega de drogas especificas.

FIGURA 16- MECANISMO DE INCORPORACAO® IN SITU DE PEQUENAS MOLECULAS NA
SINTESE DE MOFS

Min Zheng®® Também desenvolveu um método simples e direto de
nanoprecipitacdo para carrear nanoparticulas de curcumina (quimioterapico natural),
dispersas em &gua, em nanoparticulas da rede metalorganica ZIF-8, figura 17. As nZIF-8
demonstraram alta eficiéncia de encapsulacdo da droga (88,2%), boa estabilidade quimica
e rapida liberacdo da curcumina (CCM) no tumor microambiente &cido. Os experimentos
in vivo anticancerigenos indicaram que o material CCM@nZIF-8 apresentam muito

maior eficicia antitumoral do que a CCM livre.
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FIGURA 17- ILUSTRACAO ESQUEMATICA® DA PREPARACAO DO CCM@NZIF-8 E AS SUAS
APLICACOES EM VITRO (BIOIMAGEM) E EM VIVO NA TERAPIA ANTICANCER.

Em nosso grupo de pesquisa, lane e colaboradores®, em 2012, ja vinham
observando a alta capacidade de carreamento e liberacdo controlada de farmacos exibida
pelas redes metalorganicas (MOFs). Os autores realizaram a incorporacdo da
doxorrubicina (droga anticancer) na rede metalorganica ZIF-8 (0,049 g de
doxorrubicina/g ZIF-8) e observaram que a sua liberagdo foi altamente controlada e
progressiva com 66% do farmaco liberado apds 30 dias. Foi mostrado que o material
doxorrubicina@ZIF-8 expde menor citotoxicidade do que a doxorrubicina pura para as
células cancerigenas testadas, possivelmente devido a liberacdo mais lenta do farmaco
incorporado. Além disso, as interacdes hospedeiro-hdspede foram abordadas a partir de
uma perspectiva microscépica de simulagcdes de docking molecular. Em conjunto com a
caracterizagdo experimental, os calculos sugeriram que a doxorrubicina liga-se
preferencialmente a superficie, em vez de no interior dos poros de ZIF-8, cujo diametro
de entrada é, pelo menos, metade do tamanho do eixo mais curto da droga.

Nos ultimos anos foi evidenciado a sintese de MOFs em escala nanométrica
(nMOFs) para serem aplicados na medicina, como nanocarreadores, visando a absor¢ao
celular®. Alguns trabalhos relataram a incorporagio de fotossensibilizadores, agentes de
contraste, materiais magneticos, materiais de luminescéncia e medicamentos, em nMOFs.
Esses materiais demonstraram possiveis aplicac@es clinicas, como imagens biomédicas,

deteccdo, terapia fotodindmica e administragdo de medicamentos na terapia do
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cancer 10,17,19,93.

Nanoparticulas da MOF ZIF-8 (nZIF-8) j& foram amplamente empregadas na
terapia do cancer como nanocarreadores em sistemas multifuncionais quimio-
fototérmicos.

Zhengfang Tian et al. produziu dois sistemas multifuncionais quimio-
fototérmicos envolvendo nZIF-8. O primeiro trabalho relatou a sintese da nZIF-8 com
nanocristais de oOxido de grafeno (GO) com encapsulamento de fluoresceina
simultaneamente (Figura 18). Foi obtida uma liberacdo controlada de fluoresceina por
acdo de pH (98% a pH = 4,5). Um laser NIR 808nm, 2,5 W / cm?, foi utilizado durante 3
min no material nZIF-8 / GO e a temperatura dos nanocristais foi aumentada de 30 ° C
para 46,5 °© C. Também houve diminuicdo significativa na viabilidade celular (40% e
21%) quando as células foram cultivadas com a fluororesceina-nZIF-8/GO, 50 pg/ml e

100pg/ml, respectivamente, durante 8h e depois irradiadas®®.
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FIGURA 18- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA SINTESE DOS NANOCRISTAIS ZIF-
8/GO, CARREGADOS COM DROGA FLUORESCEINA, SISTEMA COM EFEITO
SINERGICO DE ENTREGA DO FARMACO E TERAPIA FOTOTERMICA.

No segundo trabalho, o nZIF-8 foi proposto como um nanocarreador de
doxorrubicina (DOX) e os pontos quénticos de grafeno embutidos (GQDs) como
sementes fototérmicas locais, como mostrado na figura 19, exibindo um comportamento
de liberagdo de DOX sensivel ao pH (80% de liberagdo no pH 4,5)%*. A suspensdo DOX-
ZIF-8 / GQD (5 mg / mL) foi irradiada com laser de 808 nm a uma poténcia de
2,0 W / cm? durante 10 min e resultou em um aumento de 30 ° C para 49,5 ° C. In vitro,

as células foram tratadas durante 8 h com as nanoparticulas e foram seguidas por
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irradiacido NIR a 808 nm durante 3 min a 2,5 W / cm?, com a viabilidade celular

diminuindo em 18%.

Aqueous Soluton Gap
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FIGURA 19- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA SINTESE DE NANOPARTICULAS ZIF-
8/GQD COM ENCAPSULAMENTO DE MOLECULAS DOX SISTEMA COM EFEITO
SINERGICO DE ENTREGA DE DOX E TERAPIA FOTOTERMICA.

Xue Yang et al. também produziram um sistema multifuncional chemo-
fototérmico envolvendo nZIF-8%. Eles relataram um novo nanocomposito baseado em
ZIF-8, com nanoparticulas Pd-Au e a droga doxorrubicina (DOX) encapsulada (Figura
20). Em pH = 4, alcangou 65,2% de liberagdo da DOX em até 600 min. A amostra DOX
/Pd @ Au @ ZIF-8 (0,0375 mg mL™) apds irradiagdo com um tratamento com laser NIR
de 780nm (2,1 W cm) durante 10 min alcangou um aumento gradual da temperatura
(~ A17 ° C). As células pré-tratadas com DOX/Pd@AuU@ ZIF-8 (80 pg mL™?) durante
24 h e depois irradiadas pelo laser NIR durante 10 min diminuiram a viabilidade das

células cancerosas para 11%.
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FIGURA 20- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA FORMACAO DE DOX/PD@AU@ZIF-8 E
SUA APLICACAO QUIMIO-FOTOTERMICA, NO TRATAMENTO DE CELULAS
CANCERIGENAS, DESENCADEADO POR PH E IRRADIACAO NIR.

Outros tipos de sistemas multifuncionais envolvendo nZIF-8 também ja foram
relatados.

Em 2015, Dan Yang® e colaboradores sintetizaram um sistema terapéutico
sinérgico de nanoestruturas de Fe3O4/ZIF-8@AuU25 (IZA). Sintetizaram a nZIF-8
estrutura multifuncional com FezO4 e depois anexaram o novo agente fotossensibilizante
Au25(Capt)18 combinando as terapias ndo-invasiva de terapia fototermal (PTT) e terapia
fotodindmica (PDT) em um 0nico sistema para tratamento de cancer. No processo de
PTT, a nanoestrutura absorveu energia de fétons e dissipou a energia absorvida pelo
decaimento radiativo como nédo-aquecimento, o que pdde causar irreversivel danos
celulares e a regressdo do tumor subsequente, aumentando a temperatura suficientemente
nos locais tumorais.

A temperatura das células HeLa incubadas com FezO4/ZIF-8-5mLAuzs aumentou
para cerca de 60 °C apds 10 min de irradiacdo. A terapia fotodindmica age numa reacdo
quimica ativada pela luz usada para destrui¢do seletiva de um tecido e eles utilizaram o
Aus(Captopril)18 como um agente fotossensibilizante no tecido-alvo, uma fonte de luz
e oxigénio. Os clusters de Auzs(Capt)18 - puderam ser diretamente sensibilizados sob
irradiagdo NIR 808 nm para produzir eficientes espécies altamente reativas de oxigénio
tais como radicais livres ou oxigénio singleto (10.), levando toxicidade para as células-

alvo. A maioria das células incubadas com FesO4/ZIF -8-Auys apds dois tipos de
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estimulos (luz NIR e controle remoto magnético) foram mortos, apresentando menos de
15% de viabilidade celular.

Mengni He et al. construiram com sucesso nanoparticulas hibridas (NPs)
multifuncionais de FesOs@carbon@ZIF-8 (FCZ)'. Os carbon Dots (CDs) embutidos no
carbono poroso e nanocristais de oOxido de ferro superparamagnéticos funcionam
simultaneamente como imagem de fluorescéncia intracelular e agentes de contraste de
ressonancia magnética ponderada T2* (MRI), respectivamente (Figura 21). O contetdo
de carregamento DOX atingiu aproximadamente 73 mg de DOX/100 mg FCZ NPs. Os
perfis de liberacdo mostraram que a liberacdo de DOX foi consideravelmente maior em
pH acido, com 94,7% de conteudo de liberagdo de DOX a pH 5,5. Em contraste, apenas
37,7% de DOX em condigdes neutras. Também foi demonstrado que as nanoparticulas
hibridas FCZ/DOX poderiam inibir o crescimento tumoral efetivamente (64,5%) em

comparacdo com o DOX livre (16,1%) no cancer de pulmao.

Fe;0,@C Fe,0,@C@ZIF-8 DOX-loaded FCZ NPs

l
4 )

Tail intravenous injection of »-P
DOX-loaded FCZNPs  /,

Tumor

o .

FIGURA 21- ILUSTRACAO ESQUEMATICA DAS NANOPARTICULAS FE;0,@CARBON@ZIF-8
COMO VEICULOS DE ENTREGA DE FARMACOS COM PH-RESPOSTA: O PROCEDIMENTO
SINTETICO DAS NANOPARTICULAS, O CARREGAMENTO DE DOX, A ENTREGA DO
FARMACO PARA 0OS LOCAIS DO TUMOR ATRAVES DO EFEITO EPR E LIBERACAO DE
FARMACO CONTROLADA PELO PH.

Angshuman Ray Chowdhuri et al. desenvolveu um nanomaterial multifuncional
com nanoparticulas de convers&o ascendente (UCNPs), NaYF4: Yb% e Er®*, encapsuladas
por nZIF-8, acido félico funcionalizado (UCNPs@ZIF-8/FA) e carregadas com a droga
5-FU (Figura 22). O nanomaterial UCNPs@ZIF-8/FA foi utilizado simultaneamente
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como transportador e em imagens de células devido as suas propriedades luminescentes.
O medicamento 5-fluorouracilo (5-FU) foi absorvido nos UCNP@ZIF-8/FA
(685 mg.g™?) e a libertagéo de farmaco com resposta pH (82% a pH 5,5)’.

NH.FN-OH ooo ZI(NO),.GH,O

8% YCI,

+ Olelc acid Q
20% YbCl, o I-Hanle

+ 320°C o Folic acid (')
02% ErCly NaYF: Yb**, Er** (UCNP)

lsw ®

5-FU loaded UCNP@ZIF-8/FA

FIGURA 22- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SINTESE DE UCNPS@ZIF-8/FA,
TRANSPORTADOR DE FARMACO ANTICANCERIGENO DIRECIONADO E
CARREGADO COM A DROGA 5-FU PARA ENTREGA DO FARMACO COM RESPOSTA

AO PH.

No entanto, diante do que foi buscado na literatura, ndo ha nenhum trabalho que
aborde a rede ZIF-8 ou nZIF-8 funcionalizada com a polianilina. Dessa forma, dentro dos
aspectos dos trabalhos citados, esta tese busca contribuir de forma satisfatéria com uma
nova plataforma quimiofototérmica, unindo a terapia fototermal e o carreamento do

farmaco 5-Fluoracil, para o tratamento do cancer de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema multifuncional utilizando nanoparticulas de
Zn-2-metilimidazol (nZIF-8) decoradas com polianilina nanoestruturada, carreadas com
o farmaco antitumoral 5-Fluoracil (5-FU), nPANI@nZIF-8/5-FU, e avaliar o seu efeito

quimio-fototérmico para a ablagédo de células de cancer de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar nanoparticulas de polianilina (PANI) em solucéo &cida;
» Preparar fibras de polianilina por eletrospinning;

» Sintetizar nZIF-8 in situ na matriz de nanoparticulas de polianilina (50nm),
gerando o sistema nPANI@nZIF-8;

» Estudar a porosimetria e &rea superficial dos materiais ZIF-8 e nZIF-8 antes e

depois de substancias adsorvidas.
» Otimizar o processo de sintese do sistema nPANI@nZIF-8;
» Caracterizar o material inorganico por DRX, MET, MEV, TGA, UV-VISe IV;

» Estimar o efeito fototermal do sistema nPANI@nZIF-8 em sélido e aquoso. Sob

irradiacdo de um laser NIR;

> Avaliar o sistema nPANI@nZIF-8 sintetizado, como carreador do farmaco
5-fluoracil e estudar a liberagdo desse farmaco sob acéo do laser NIR e em pH
acido;

» Avaliar o efeito sinérgico quimio-fototérmico de nPANI@nZIF-8/5-FU in vitro.
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3 SINTESE DE MATERIAIS CONTENDO POLIANILINA

3.1 MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados possuiam pureza analitica. As solugbes foram
preparadas com agua destilada. Para a sintese da MOF nZIF-8, CsH12N4Zn, foi utilizado
Zn(NOz3)2 (Aldrich), 2-metil imidazol (Aldrich) e o solvente CH3OH (Dinadmica). A
anilina (CeHsNH2), mondmero precursor da polianilina, foi obtida da Vetec. Antes de ser
utilizada, experimentalmente, foi realizada a sua destilacdo a vacuo a temperatura de
60°C. Foram empregados ainda os seguintes reagentes quimicos : HCI (Vetec) para ajuste
de pH, Dodecil sulfato de sodio, C12H2sNaSOa4 (Merck), surfactante para gerar micelas,
Persulfato de amonio, (NH4)2S.0sg (Vetec), como oxidante e o farmaco 5-fluoracil, 5-Fu
( Aldrich), antitumoral. As medidas de pH foram feitas utilizando um pHmetro Quimis®
modelo Q400MT.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A sequir, sera apresentado o procedimento para as sinteses de nanoparticulas de
polianilina, fibras contendo polianilina e a otimizacdo da sintese para a obtencdo do
Sistema nPANI@nZIF-8.

321 SINTESE DA SOLUCAO DE NANOPARTICULAS DE
POLIANILINA (NPANI)

O procedimento de sintese empregado, foi obtido da literatura®®®. Foram
utilizados 83 mL de anilina destilada, 0,042 g de persulfato de aménio e 1,329g de
dodecil sulfato de sddio. Esses reagentes foram dissolvidos em 50mL de solucdo aquosa
0,1M de HCI, para obtencdo de nanoparticulas de polianilina menores que 50nm.
Colocou-se os reagentes supracitados em um béquer e deixou-se agitando por 24h, sobre

um agitador magnético (Figura 23).
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FIGURA 23- PROCEDIMENTO DE SINTESE PARA OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS
DE POLIANILINA

3.2.2 SINTESE DAS FIBRAS DE NPANI

Foi utilizada a técnica de eletrospinning®® para a fabricacdo de fibras com as
solucBes de nPANI. Para alcancar a viscosidade necessaria foi indispensavel adicionar
5% de PVA, a 5mL de solucdo de nPANI.

O aparato utilizado era composto de uma seringa com o diametro de 4,4cm que é
acoplada a uma bomba de infusdo de seringa que controla a taxa de vazdo, uma placa
coletora e uma fonte de alta tensdo de 15 KV, como mostrado na figura 24. Na placa
coletora foi anexada peliculas de vidro e a fibra se depositou sobre elas, para possiveis

caracterizacdes.
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FIGURA 24- APARATO ELETROSPINNING. (A) BOMBA DE INFL}_SAO (B) SERINGA
ACOPLADA (C) PLACA COLETORA (D) FONTE DE ALTA TENSAO

3.2.3 SINTESE DA NZIF-8 PURA E IN SITU NA SOLUCAO DE NPANI
(NPANI@NZIF-8)

A sintese da nano ZIF-8 pura, foi conduzida como descrito na literatura'®®. Em
dois béqueres foram dissolvidos os reagentes 2-metil Imidazol (810mg) e Nitrato de zinco
(742mg) em 50mL de metanol cada um. Em seguida a solucao contendo o ligante, 2-metil
Imidazol, é adicionada ao béquer que contém a solucdo do ion metalico zinco e deixa-se
sob agitacdo por 15 minutos. Apds esse tempo retira-se da agitacdo e deixa-se 24 horas
em repouso. Apds a sintese houve a centrifugacdo e o produto final foi lavado com
metanol e dgua de 1:1 e suspendido trés vezes com o auxilio de um agitador Vortex. O
solido final foi seco em um dessecador acoplado a uma bomba de vacuo a fim de ser
caracterizado.

A sintese da nZIF-8 in situ, na matriz polimérica da nPANI, baseou-se na
metodologia de Guang Lu e colaboradores descrita na literatural®®. Usou-se 50mL de
solucéo de nano polianilina (50nm) previamente preparada e adicionou-se quantidade de
metanol suficiente para completar 100mL. Em seguida esse volume foi dividido, em dois
béqueres para dissolver os reagentes 2-metil Imidazol (810mg) e Nitrato de zinco
(742mg), respectivamente. Em seguida a solucdo contendo o ligante, 2-metil Imidazol, é
adicionada ao béquer que contém o ion metalico zinco e deixou-se sob agitacdo por 15
minutos. O restante do procedimento da sintese da nZIF-8, in situ, se deu de forma

igualitéria a sintese da nZIF-8 pura.
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3.2.4 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE SINTESE DE NPANI@NZIF-8

Posteriormente, necessitou-se sintetizar a nZIF-8 in situ em outras
proporcoes da solucdo nPANI e metanol. Usou-se 10mL, 5mL e 1mL de solucéo de nano
polianilina (50nm) previamente preparada e adicionou-se quantidade de metanol
suficiente para completar 100mL de “solvente”. O procedimento seguiu os passos da

sintese de NnPANI@nZIF-8, descrito na sessao 2.1.5.

3.2.5 ESTUDO DE SORCAO: ANALISE DE POROSIMETRIA E AREA DE
SUPERFICIE DE NZIF-8 E NPANI@NZIF-8.

As medidas de volume de poro e area superficial foram obtidas em um
equipamento Micromeritics ASAP 2020M. Antes de cada analise, uma quantidade de,
aproximadamente, 100 mg de cada amostra foi aquecida a 150 °C sob vécuo durante
48 h para a remocao de impurezas na superficie das amostras, antes de serem introduzidas
em uma célula de quartzo e anexadas ao aparelho de fisiossorcdo. A area de superficie

BET e o volume dos poros foram obtidos por fisiossor¢éo de N2 a 77,4 K.

3.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

3.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras foram preparadas sobre fitas de carbono em suporte de aluminio para
serem metalizadas por um filme de ouro com 10-20 nm de espessura no Sputter coater
SCD 050 Baltec. As imagens foram obtidas em um microscépio Scanning Eletron
Microscopy JSM-5900 Jeol, do laboratdrio de Microscopia do Departamento de Fisica da
UFPE com voltagem de 15 KV, sonda 4.0 e distancia de trabalho variando entre 18 e 24

nm.

3.3.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DE PO (DRX)

As fases cristalograficas presentes nas amostras supracitadas foram analisadas por
difracdo de raios x de po. O difratdmetro de raios X utilizado foi o Rigaku modelo 2400

DMAX, usando uma raia Ko de radiagéo de cobre (0,15nm), operando com tubo alvo de
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cobre a 40 kv com 40 mA, do laboratorio de difratometria do Departamento de Fisica da
UFPE. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 5 a 60° e passo 0,02°/s a temperatura
de 25°C.

3.3.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (IV)

As frequéncias dos modos vibracionais das amostras foram obtidas nos espectros
na regido do infravermelho variando entre 4000 cm™ a 400 cm™, obtidos a temperatura
ambiente em um espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier
Modelo VERTEX 70/70v da Bruker, utilizando pastilha de KBr.

3.3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Técnica que possibilita a aquisicdo de imagens com resolucdo elevada para
compostos nanométricos. Foi utilizado o microscépio eletrénico de transmissdo modelo
Tecnai Spirit G1 Bio Twin da Fei Company e o microscépio Jeol, JEM-2100, Thermo
scientific. As imagens foram obtidas por meio dos programas: Microscope User Interface
(Fey Company) e TEM Imagine and Analysis, do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées
- Fiocruz Recife e do Laboratério LabMic- UFG (Goias).

3.3.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO (UV-VIS)

O equipamento utilizado para a obtencéo dos espectros de absor¢édo na regido do
ultravioleta- visivel (UV-VIS) e infravermelho proximo (NIR), foi o espectrofotometro
UV-2600 da empresa Shimadzu, operando na faixa de 1400 a 185 nm, com lampadas de
deutério (D2) e halogénio tungsténio (WI). O software UVProbe 2.5 foi utilizado para

projecdo dos resultados.

3.3.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

O equipamento utilizado foi o0 Shimadzu, modelo DTG-60H —Simultaneous DTA-
TG Apparatus, do laboratorio de Terras Raras do Departamento de Quimica Fundamental
da UFPE. Foi utilizado um fluxo de 50 mL min-1 de N> com taxa de aquecimento de 10
°C min™até 800 °C.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados da sintese das nanoparticulas de
polianilina, das fibras contendo polianilina e do sistema nPANI@nZIF-8.

Essa avaliacdo serd descrita através do estudo de caracterizacdo das amostras
obtidas, através das analises de IV, microscopia (Eletrénica de varredura e de
Transmissao), difracdo de raios-X de p6 (DRX), analise termogravimétrica (TGA) e
analise espectroscopica UV-VIS.

Seré apresentado também um estudo da porosimetria e area superficial da rede de
coordenacdo ZIF-8 e nZIF-8 antes e ap0s processos hospedeiro-convidado (do inglés

“host-guest”).

3.4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DA POLIANILINA PURA

As nanoparticulas de polianilina foram obtidas e apresentou a coloracdo verde
escuro no final do processo, como mostrado na figura 25, indicando o estado de oxidagéo
nPANI sal esmeraldinal®®. O inicio da mudanca de coloragdo, se deu ap6s 1 hora de
agitacdo e seguiu gradualmente por 20 minutos até um verde escuro e indica o inicio da
polimerizagdo. Quanto maior a massa do surfactante SDS adicionado a sintese, mais lento
é o inicio da polimerizacdo, devido a formacéao das micelas que sao os “moldes” quimicos
para a obtencdo das nanoparticulas de polianilinal. A agitacao foi deixada por 24horas
para a certeza da completa polimerizacdo. Apds as 24h o material foi lavado trés vezes
com metanol e trés vezes com &gua e depois centrifugada a 15000 rpm. Obteve-se
aproximadamente ~25mg de nPANI. Portanto, na solucdo inicialmente obtida havia uma

concentragéo de 0,5 mg. mL* de nanoparticulas de polianilina.
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FIGURA 25- SINTESE COMPLETA DAS NANOPARTICULAS DE POLIANILINA

Na Figura 26, é apresentado o espectro de UV-VIS-NIR da solucdo nPANI
(50nm) obtida. O espectro de absorcdo apresentado concorda com os reportados na
literatura para a polianilina sob a forma de sal esmeraldina. E observado uma banda de
absorcdo em 380 nm atribuida a transicdo n-n* e a banda em 420 nm devido aos
segmentos polardnicos (polimero dopado) juntamente com uma “calda” de banda que tem

seu maximo na regido NIR e é caracteristico dos portadores de carga livrel%3104,
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FIGURA 26- ESPECTRO UV-VIS-NIR DE NPANI SAL ESMERALDINA
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A técnica espectroscopica UV-VIS € bastante utilizada para caracterizacdo da
polianilina. Isso deve-se ao fato de a polianilina apresentar um espectro de absorgédo
caracteristico para cada estado de oxidacdo%.

A andlise de infravermelho para as nanoparticulas de polianilina (50nm) também

foi avaliada e esta apresentada na figura 27.
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FIGURA 27- ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DAS NANOPARTICULAS DE POLIANILINA

O espectro de infravermelho estd de acordo com o esperado, quando em
comparagio com resultados ja reportados na literatural®, apresentando picos
caracteristicos da polianilina. Os estiramentos a cerca de 1594 e 1504 cm™, representam
0s anéis quindide e benzenoide presentes na NPANI.

Os picos a 1300 cm™ e 1100 cm™ estéo relacionados com os modos de estiramento
C-N e C=N, respectivamente. A banda larga em 3500 cm™ evidencia presenca de agua
no material sintetizado.
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3.4.2 SINTESE DAS FIBRAS DE NPANI

A sintese das fibras com as nanoparticulas de polianilina foi realizada como
descrito no procedimento experimental. A 5mL de polianilina foi adicionada 263mg de
PVA (5% de PVA). A adicdo de PVA a solucdo de polianilina tem o intuito de alcancar
a viscosidade necessaria para o uso da técnica de eletrospinning, e por conseguinte
formagao das fibras, como visto na figura 28. Os elétrons dos orbitais ¢ sdo responsaveis
pela rigidez das ligagdes covalentes e estdo localizados entre dois “vizinhos”, tornando o
polimero mais viscoso. Os elétrons 7, também envolvidos na ligagdo covalente, presentes
em polimeros condutores como a polianilina, tendem a formar ligacdes fracas e ndo

localizadas, diminuindo a viscosidade do polimero®.

()

FIGURA 28- SINTESE DAS FIBRAS DE NPANI (A) IMAGEM DAS FIBRAS DE NPANI (B).
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As nanoparticulas de polianilina foram encapsuladas em fibras compostas por
PVA para formar um novo “sistema fototérmico”, figura 29a. A superficie das fibras
apresenta granulos e € irregular em comparacdo com a superficie lisa das fibras do PVA
sem nanoparticulas de polianilina (Fig. 29b). Isto sugere que as nanoparticulas de
polianilina sdo esféricas® e estdo distribuidas dentro das fibras de PVC. As imagens de

MEV, mostram que os materiais sdo fiaveis e ttm uma superficie e espessura uniforme.

N
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FIGURA 29- IMAGENS DE MEV DAS FIBRAS DE PANI + PVA (A) E DE FIBRAS DE PVA(B)

Esse material fototérmico foi publicado por Yinyin Chen e colaboradores que
estavam realizando a pesquisa contemporaneamente em 2015. O artigo intitulado:
“Polyaniline electrospinning composite fibers for orthotopic photothermal treatment of
tumors in vivo” relata a sintese de nanofibras constituida de polianilina com poli (e-
caprolactona) e gelatina por eletrospinning para tratamento ortotépico fototermal de
tumores em vivo'®,

Devido, a necessidade de um sistema inovador para compor o trabalho de tese
tornou-se inviavel a continuagéo do trabalho relacionado as fibras de polianilina.

Portanto, pensou-se na construgdo de um sistema nanométrico entre a polianilina

e a rede de coordenacdo MOF-ZIF-8.
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343 SINTESE NZIF-8 E DO SISTEMA MULTIFUNCIONAL
NPANI@NZIF-8

A nanoZIF-8 pura foi obtida através da sintese descrita no procedimento
experimental. Ap6s o contato entre os reagentes 2-metilimidazol e o Zn?*, a solugio sob
agitacdo, mostrou uma turbidez esbranquicada, Figura 30, que caracteriza a formagéo da
MOF nano ZIF-8 conforme descrito na literatura'®:.,

FIGURA 30- SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE ZIF-8

Além disso, a sintese da nZIF-8 pdde ser evidenciada pelas caracteriza¢fes do
DRX, IV e MET apresentadas nas figuras 31, 32 e 33, respectivamente.

As andlises de raios-X de pd, foram obtidas com o intuito de verificar
qualitativamente as fases cristalograficas da amostra. A figura 31 apresenta o
difratograma para a MOF nZIF-8, na qual pode-se observar a presenga de picos estreitos
indicando a sua cristalinidade, estando de acordo com trabalhos ja relatados na

literaturat0’198,
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FIGURA 31- DRX DA NZIF-8

Observa-se na figura 32, a analise de IV para a rede nZIF-8, contendo o
estiramento N-H em 3135 cm™ e dos estiramentos C-H dos grupos metila 2929 cm*
(C-H alifatico do imidazol) e 1307 cm™. O pico correspondente as ligagdes C-N e C=N
se localizam em 1457, 1423 e 1145 cm, deslocadas devido a coordenagdo com o centro
metalico. Nota-se também uma deformagio axial para C=N em 1576 cm™. A pico de
absorcdo em 421 cm™ é associada a0 modo de estiramento Zn-N. As bandas estdo de
acordo com o esperado para o ligante organico e resultados similares séo reportados na

literatura?’,
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Os nanocristais da nZIF-8 sdo bem definidos e possuem forma rémbica

dodecaédrica, com 12 faces {110}. Esta é uma forma especial de cristal do grupo pontual

cristalografico 4 3m (em conformidade com o grupo espacial cubico 14 3m da MOF

cristalina ZIF-8)!%!, Nota-se que o arranjo rémbico dodecaédrico, quando visualizado

diretamente sobre a face {110}, aparecem com uma sec¢do transversal hexagonal, como

visto na figura 33.
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FIGURA 33- IMAGENS DE TEM DA NZIF-8.

O sistema nPANI@nZIF-8 foi pensado e direcionado para a ablacdo de células
tumorais. Isso implica que o tamanho da particula resultante deve ser menor que 300nm,
buscando uma possivel penetracdo na célula do tumort®!° O nanomaterial sintetizado
seguiu a metodologia adaptada descrito na literatural®® e relatado no procedimento
experimental.

Para a sintese in situ da nano ZIF-8 foi utilizado inicialmente 50mL
(0,5 mg.mL1) de nanoparticulas de polianilina e 50mL de metanol. Apds a sintese, 0
material obtido nPANI@nZIF-8 foi investigado inicialmente por anélise de porosimetria

e area superficial.

3.4.4 ESTUDO DE POROSIMETRIA E AREA SUPERFICIAL DAS REDES
ZIF-8, NZIF-8 E NPANI@NZIF-8

Um material poroso é um material constituido na fase solida que possui no seu
interior cavidades, canais ou intersticios. Em colaboracdo com o Laboratorio de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN) da Universidade Fluminense -RJ, foi realizado
o0 estudo da porosidade e area superficial das redes ZIF-8 comercial e nanoparticulas de
ZIF-8 (nZIF-8) antes e apds processos hospedeiro-convidado, do inglés “host-guest”, a
fim de ampliarmos as possibilidades do uso para esse material.

Inicialmente foi realizado a investigacdo da porosidade e area superficial da rede

ZIF-8 comercial, denominada BASOLITE Z1200, para possivel comparacdo com as
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nanoparticulas nZIF-8, bem como compreender a técnica de Porosimetria. E aproveitando
essa investigacéo, pode-se elucidar o comportamento adsortivo da ZIF-8 comercial antes
e apos a sorcdo do antibidtico oxitetraciclina (OTC) de aguas residuais, completando um
trabalho antes desenvolvido para esse sistema.

A Fig. 34 mostra as isotermas de sorcdo de N> de ZIF-8, ZIF-8 apds contato com
10 mg.L! de OTC e ZIF-8 ap6s contato com 25 mg.L™! de OTC realizadas a 77,4 K.

A isoterma do composto ZIF-8 pura (comercial) apresenta uma combinagéo das
curvas do tipo I e Il segundo a classificacio da IUPAC, Essa curva tem uma absorgao
abrupta de N2 a baixa pressdo (P / PO <0,03), indicando uma microporosidade. Um
segundo aumento pode ser observado em pressdes mais altas (P / PO> 0,09), que é
caracteristica de meso e macroporos. O célculo da &rea superficial e do volume de poros
da isoterma de adsor¢do de N2 em ZIF-8 foi de 17454 e 1964,4 m? de g* de éarea
superficial por BET e Langmuir, respectivamente, e volume de poro total foi de 0,720
cm?® gt (Tabela 1).
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FIGURA 34- ISOTERMAS DE ADSORCAO / DESSORCAO DE N2 EM (A) ZIF-8, (B) ZIF-8 APOS
CONTATO COM 10 mg. L DE OTC E (C) ZIF-8 APOS CONTATO COM 25 mg. L DE OTC.

A ZIF-8 carregada com OTC mostrou uma redugdo da area superficial e do
volume dos poros (Tabela 1), indicando uma interacdo entre moléculas ZIF-8 e OTC. As

caracteristicas estruturais interessantes do ZIF-8, ou seja, alta area superficial, grandes
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cavidades esféricas (11,8 A), pequenas aberturas (3,4 A) e flexibilidade estrutural tornam
este material atraente para estudos de adsorcdo!!®. Foi relatado que a rede ZIF-8 atua
como uma peneira molecular para isdmeros de xileno!. Pirngruber et al. mostraram que
0 para-xileno, que possui diametro cinético (0,67 nm) maior que a abertura do poro (0,34
nm) de ZIF-8, conseguiu ser adsorvido pela ZIF-8. Aparentemente, 0s poros da ZIF-8
abriram como um “portdo” e permitiram a entrada dessas moléculas. Por outro lado, a
adsorcdo de ortoxileno (didmetro cinético = 0,74 nm) nos poros de ZIF-8 foi
insignificante e ocorreu principalmente na sua superficie externa. Como o antibiotico
OTC é muito maior do que o orto-xileno, provavelmente as moléculas OTC sdo

adsorvidas na superficie externa da ZIF-8.

TABELA 1- AREA DE SUPERFICIE E VOLUME DE POROS PARA ZIF-8 PURA E ZIF-8
CARREGADA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE OTC.

Amostra BET (Area superficial) Lal?g_muir (Area Volume total de poro
Seer/m? gt superficial) SLang/m? g* Vp/lem® gt
ZIF-8 17454 1964.4 0.720
ZIF-8+10 mg.L"- OTC 1294.7 1458.2 0.590
ZIF-8 + 25 mg.L- OTC 831.8 935.0 0.377

Esse estudo foi publicado no ano de 2015 com o trabalho intitulado “Adsorption
in a Fixed-Bed Column and Stability of the Antibiotic Oxytetracycline Supported on
Zn(11)-[2-Methylimidazolate] Frameworks in Aqueous Media” por Janine e
colaboradores!'?, A MOF ZIF-8 foi usado como material adsorvente para remover
diferentes concentracdes de antibidtico de oxitetraciclina (OTC) em uma coluna de leito
fixo. A maior capacidade de adsorcdo (28,3 mg g) foi obtida para a concentracéo de 25
mg L de OTC. A principal via de adsorcéo consistiu na coordenacdo de OTC com o0s
centros de zinco metélico de ZIF-8.

Apos entender a aplicabilidade da MOF ZIF-8 comercial como material
adsorvente, buscou-se estudar a area superficial e volume de poro das nanoparticulas
nZIF-8 e avaliar a interacdo das nZIF-8 com as nanoparticulas de polianilina. O segundo
processo “host-guest”, portanto, foi o material obtido atraves da sintese in situ da rede
nZIF-8 em uma solucéo inicial de 50mL de polianilina (0,5mg.mL™) com 50mL de
metanol.

A rede nZIF-8 pura apresenta 1515,91 m2 g de area superficial, calculada usando
a equacio de Brunauer-Emmet-Teller (BET), e o volume total de poros, de 1,26 cm® g%,

proximo dos valores relatados na literatura!*®'4, Contudo, a isoterma de nZIF-8
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sintetizado in situ no volume de 50mL de nPANI e 50mL de metanol ndo mostrou
quantidade significativa de nitrogénio adsorvido e sua &rea superficial ndo pbde ser
calculada, sugerindo a obstrucdo dos poros da rede nZIF-8 apds a interagdo com nPANI
(Figura 35).

Xian et al.18 relataram a modificacdo ZIF-8 com diferentes cargas de
polietilenoimina (PEI) (15, 30 e 45%). Eles descobriram que a modificagdo do ZIF-8 com
45% de PEI diminuiu a area de superficie de 1150 m2 de g* para 21 m2de g%, em contraste

com o ZIF-8 original.
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FIGURA 35- ISOTERMAS DE ADSORCAO-DESSORGAO DE N2 EM NZIF-8 E EM NPANI@NZIF-8

SINTETIZADO COM 50ML DA SOLUGAO NPANI REALIZADAS A 77,4 K.

Foram empregados, portanto, valores mais baixos da solugdo de nanoparticulas
de polianilina (1% v /v, 5% v /v e 10% v / v) para cada 100 mL do volume total. Apds
a sintese foi realizada novamente analise do volume de poros e area superficial (Figura
36).

Os materiais de nZIF-8 modificados com nPANI apresentaram isotermas do tipo
| sugerindo que a modificagdo da nZIF-8 com a nPANI ocorreu principalmente nos
mesoporos e macroporos. Esta hipotese pode ser confirmada pelos valores de volume de
microporos destes materiais (Tabela 02), os quais ndo sofreram mudancas significativas

apo6s a modificacdo com a nPANI, enquanto que o volume de meso e macroporos
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diminuiu drasticamente. A obstrucdo dos meso e macroporos resulta em um aumento da
microporosidade de nZIF-8 modificados com a nPANI. Em nZIF-8 pura a
microporosidade era de 44,4%, enquanto que em nZIF-8 modificadas com nPANI, os
valores variam de 87,3 a 96,5% (Tabela 2). Assim, a interacdo com nPANI ocorreu
principalmente em poros maiores (meso e macroporos), pois a difusdo de moléculas
grandes nestes poros pode ocorrer mais facilmente do que em poros pequenos
(microporos). Esta funcionalizagdo em baixa quantidade de nPANI (1mL) n&o resulta na
mudanca de area superficial, contudo, quando séo utilizadas quantidades superiores (5 e

10 mL) é observado uma diminuicéo das areas superficiais, Tabela 2.
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FIGURA 36- ISOTERMAS DE ADSORGAO E DESSORCAO DE N, DA REDE NZIF-8 E DO
NANOMATERIAL NPANI@NZIF-8, SINTETIZADO COM DIFERENTES QUANTIDADES DE
NPANI, REALIZADAS A 77,4 K.
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TABELA 2- AREA DE SUPERFICIE E VOLUME DE POROS PARA NZIF-8 PURA E NZIF-8
CARREGADA COM DIFERENTES QUANTIDADES DE NPANI

Amostra Sger? Viot® Vmicro® Vmeso® micropososidade®
(m?g™) (cm®g) (cm®g™) (cm®g™) (%)

ZIF8 1515.92 1.26 0.56 0.70 444
nZIF8@nPANI-1mL 1536.59 0.63 0.59 0.04 93,6
nZIF8@nPANI_5mL 1418.86 0.57 0.55 0.02 96,5

nZIF8@nPANI_10mL 1285.74 0.55 0.48 0.07 87,3

a= Sger area superficial BET

b= Volume total de poros obtido pela soma dos volumes de micro e mesoporos
c¢=Volume de microporos obtidos pelo método t-Plot

d= Volume de mesoporos obtido pelo método de BJH

e= microporosidade obtida através dos volumes total de poros e de microporos

O estudo de porosimetria e &rea superficial destacou a empregabilidade da MOF
ZIF-8 e nZIF-8 como um excelente material carreador e/ou de suporte para diversas

substancias.

3.4.5 OTIMIZACAO E CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE SINTESE
DO SISTEMA MULTIFUNCIONAL NPANI@NZIF-8

Para avaliar possiveis alteracGes na estrutura da rede nZIF-8 e do nanomaterial
nPANI@nZIF-8 bem como verificar a cristalinidade da rede nZIF-8 apds ser empregada
como material de suporte para a polianilina, foram realizadas analises de DRX.

Para o material NPANI@nZIF-8 sintetizado na solucdo inicial de 50mL de
polianilina (0,5 mg. mL™) e 50mL de metanol, o difratograma (Figura 37), apresentou
apenas a semi-cristalinidade da polianilina esmeraldinal'®!’. Esse fato corroborou com
a analise de BET que foi apresentado na figura 35, que sugeriu a obstrucdo dos poros da
rede nZIF-8 devido uma quantidade excessiva de nanoparticulas de polianilina que
tornaram imperceptivel a rede nZIF-8.

Em averiguacéo na literatura foi encontrado o difratograma das nanoparticulas de
polianilina puras, relatado por Yinyin Chen!® e colaboradores. Os difratogramas da
nPANI e nPANI@nZIF-8 foram comparados e apresentaram aproximadamente 0 mesmo

perfil de semi-cristalinidade e localizagédo dos picos.
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FIGURA 37- ANALISE DE DRX DE NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 50 mL DA SOLUCAO
NPANI (A ESQUERDA). ANALISE DE DRX DE NANOPARTICULAS DE POLIANILINA PURA
POR YINYIN CHEN? (A DIREITA)

A andlise de MET (Figura 38) também evidenciou o excesso de polianilina na
sintese do nanomaterial com a propor¢do de 50mL de volume nPANI e 50mL metanol.
Pode-se observar que houve agregacdo das nZIF-8 e recobrimento do polimero sobre
esses aglomerados ou ainda que a quantidade de nPANI dentro e fora dos poros causou

um grande aumento no tamanho da nZIF-8.

FIGURA 38- IMAGEM DE MET DE NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 50mL DA
SOLUCAO NPANI

Realizou-se, portanto, novos ensaios buscando uma otimizagdo no processo de
sintese do material NPANI@nZIF-8. Usou-se 10mL, 5mL e 1mL de solugdo de
polianilina previamente preparada e adicionou-se quantidade de metanol suficiente para
completar 100mL de “solvente” para a realizagdo de cada sintese. A Figura 39, apresenta

0 processo de sintese in situ. No béquer a esquerda observamos a turbidez, apds

" 80
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10minutos de agitacéo, caracteristica da formacéo da rede nZIF-8.

FIGURA 39- SINTESE DE NPANI@NZIF-8 IN SITU EM 5ML DE SOLUCAO NPANI E 95ML
DE METANOL. NO BEQUER A DIREITA TEMOS O INiCIO DA SINTESE, NO BEQUER A
ESQUERDA TEMOS A SINTESE DE NZIF-8 EVIDENCIADA PELA TURBIDEZ DA
SOLUCAO APOS 10MIN DE AGITACAO.

Ap0s as novas sinteses com menores quantidades de polianilina foram realizadas
novas analises de DRX para o nanomaterial NPANI@nZIF-8 sintetizado em diferentes

proporgdes de solucdo de polianilina e metanol (Figura 40).
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FIGURA 40- SOBREPOSIGAO DAS ANALISES DE DRX DE NZIF-8 PURO (CALCULADO

E EXPERIMENTAL) E DO NANOMATERIAL NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM

DIFERENTES VOLUMES DE NPANI

As analises DRX de nPANI@nZIF-8 ndo mostraram alteracdes em relacdo ao
DRX calculado do MOF ZIF-8 (COD # 4118891). Os DRXs mostraram picos intensos,
estreitos e bem definidos que indicam a cristalinidade do nZIF-8 de acordo com 0s
trabalhos ja relatados'!3!4, Portanto, ndo houve mudanca nas fases cristalograficas da
rede nZIF-8 devido a presenca de nanoparticulas de polianilina.

Para alcancar um sistema quimiofototérmico ideal, é necessario a combinacéo de
elevada porosidade do material carreador, com relevante hipetermia causada pelo agente
fototérmico. Escolhemos, utilizar, em nosso trabalho, o volume de 5mL (0,5 mg.mL™?) de
nPANI para a sintese final do nanomaterial NPANI@nZIF-8. Visto que, com apenas 1mL
de nanoparticulas de polianilina para a sintese do material, ndo teriamos uma significante
conversdo fototérmica para o sistema multifuncional nPANI@nZIF-8.

Na figura 41, é apresentada a analise de IV da nZIF-8 em comparagdo com IV da
nPANI e do material NPANI@nZIF-8. Existe uma sobreposi¢do com os trechos e bandas
das nanoparticulas de polianilinal®. Os picos a 1300 cm™ e 1100 cm™ est&o relacionados
aos estiramentos C-N e C = N, respectivamente. Estas ligacdes estdo presentes nos dois

compostos aumentando a intensidade do pico nesta regido. Os picos a cerca de 1594 e
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1504 cm representam os anéis quinoides e benzenoides presentes em nPANI,
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FIGURA 41- SOBREPOSICAO DAS ANALISES DE IV DE NPANI, NZIF-8 E NPANI@NZIF-8.
Quando sintetizado com nPANI, a cor do nZIF-8 passou de branco para

azul/violeta escuro apresentado na figura 42, evidenciando uma possivel mudanca na
oxidagao das nanoparticulas de polianilina®!’.

FIGURA 42- NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 5ML DA SOLUCAO DE NPANI
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Utilizando 5mL da solucdo de nPANI o tamanho da nPANI@nZIF-8 é de
aproximadamente 200nm, ideal para uma melhor interagdo de nanoparticulas com

componentes do sangue e absorcio pelas célulastt®!20,

A imagem de nZIF8 puro também é mostrada na Figura 43a. O tamanho médio
da nanoparticula de nZIF-8 foi de aproximadamente 80 nm. Apos o contato com nPANI,
o0 tamanho de nPANI@nZIF8 aumentou para aproximadamente 200nm devido a presenca
da polianilina. As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo confirmaram que, as
nPANI modificaram a superficie externa de nZIF-8, “decorando” sua estrutura (Figura
43b). Esta modificagdo pode ser devido a atracdo eletrostatica e mecanismo de quelagéo,
entre os locais basicos da PANI (nitrogénio amina e imina ao longo do esqueleto do
polimero) e o cation metalico (Zn?)*?!. A Polianilina pode reagir como uma base de
Lewis. Assim, quando em contato com metais de transicdo, torna-se doador de elétrons

para o grupo metalico?,

FIGURA 43- IMAGENS DE TEM DO NANOMATERIAL NZIF-8 PURO (A) E NPANI@NZIF-8
PREPARADO COM 5ML DA SOLUCAO DE NPANI (B)
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A estabilidade e a decomposicao térmica dos materiais nZIF-8 e nPANI@nZIF-8
foram avaliadas por TGA (Figura 44a e 44b, respectivamente). A figura 44a apresenta a
curva termogravimétrica para a nZIF-8 puro. O seu perfil termoanalitico mostra
basicamente uma Unica etapa, a qual pode ser interpretada como perda do ligante organico
( imidazolato) entre 350 e 650°C. A massa do ligante (com um carbono a menos na
formula molecular) é 152 g mol™ e corresponde a 65,8% da massa da ZIF-8. Esse valor
tedrico colabora com o valor experimental obtido. Um carbono se ligou ao zinco para
formar, ZnC, gerando a massa residual apds a liberacdo da parte organica e equivale a
~34,2% da massa molecular da ZIF-8, esses resultados estdo de acordo com os reportados
na literatura®®®,
O nanomaterial NPANI@nZIF-8 mostrou 0 mesmo perfil termoanalitico de
nZIF8 puro, apenas com uma mudanca na faixa de temperatura em relacdo a perda do
ligante organico, imidazolato, de 350 a 750 °C. Sugere-se que esta maior estabilidade do

ligante seja devido a interacdo com as nanoparticulas de polianilina.
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FIGURA 44- ANALISE TGA DE NZIF8 (A) E NPANI@NZIFS8 (B).

Na Figura 45 sdo mostrados os espectros UV-VIS da MOF nZIF-8 puro e do
sistema nPANI@nZIF-8, ambos no estado sélido, em comparagdo com o UV-VIS da
nPANI no estado aquoso (apresentado na Figura 23). O nZIF-8 puro apresentou apenas
uma banda de absor¢do em aproximadamente 214nm, em concordancia com outros

trabalhos relatados na literatural?s,



64

Apenas nPANI e nPANI@nZIF-8 apresentaram banda de absorgéo na regido do
infravermelho proximo (NIR), ou seja, na faixa de 700-1100 nm, faixa espectral onde o
tecido humano torna-se parcialmente transparente, “janela bioldgica™'?*. Portanto,
sugere-se que o nanomaterial NPANI@nZIF-8 possui propriedade para ser usados como
agentes de ablacéo fototérmica em células cancerosas, devido a presenca da nPANI, pela

sua absorcdo, espalhamento e conversao fototérmica de luz na regido NIR.

nPANI@nZIF-8 (sélido)
nPANI (aquoso)
nZIF-8 (soélido)

Absorbancia Relativa (u.a.)

. . , . , . " .
200 400 600 800 1000 1200
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 45- ANALISE DE UV-VIS DE NZIF-8(SOLIDO), NPANI(AQUOSO) E
NPANI@NZIF-8 (SOLIDO).

Em solucéo aquosa, as bandas de absor¢do nPANI@nZIF-8 deslocaram-se para a
direita, apontando a interagdo da nPANI com nZIF-8. Esse deslocamento das bandas de
absorcéo, possivelmente, estéd relacionado a protonacdo da nPANI. Essa protonagédo é
caracterizada pela formagdo da “calda” de banda na regido NIR, caracteristico dos
portadores de carga livre!®*1% (Figura 46). Essa protonagdo pode ser causada pelo céation

Zn?* presente na nZIF-8, através da pseudo-protonacdo do nitrogénio iminico%,



65

sessss. NPANI@nNZIF-8 (aquoso)
NPANI@nZIF-8 (s6lido)
< i
=) :
put : -.....---a--.....'...
.2 : oo..... ..'-...D--.'..I....
s :
3 .7
x|
s
3]
c
«O
=
)
wn
Q
<
T . T : T : , . | .
200 400 600 800 1000 1200

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 46- ANALISE DE UV-VIS DE NPANI@NZIF-8, SOLIDO E EM SUSPENSAO
AQUOSA.

3.4.6. CONCLUSOES PARCIAIS

Em resumo, descrevemos pela primeira vez a sintese de um nanomaterial baseado
em nanoparticulas de ZIF-8 decoradas com nanoparticulas de polianilina com tamanho
médio de 200nm. A otimizacdo da sintese se fez necessaria, uma vez que a quantidade
excessiva de polianilina causava obstrucdo dos poros da rede nZIF-8. O estudo da
porosimetria foi de suma importancia para elucidacdo da sorcdo do antibidtico
oxitetraciclina na rede ZIF-8 comercial, bem como avaliar a polianilina suportada, nos
meso e macroporos da rede nZIF-8.

As caracterizagOes permitiram ainda constatar que o nanomaterial NPANI@nZIF-
8 apresenta maior estabilidade e absorve radiacdo na regido NIR, devido a presenca da
polianilina em ambos resultados.

Acreditamos que o uso desse sistema multifuncional, nPANI@nZIF-8, pode ser
uma nova plataforma quimiofototermal com a propriedade intrinseca da polianilina de
conversdo fototérmica permanente. Esse sistema pode ainda ser testado como carreador

de farmacos antitumorais, devido as propriedades de porosidade e alta area superficial

presente em nZIF-8.
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4 APLICACAO DO SISTEMA MULTIFUNCIONAL
NPANI@NZIF-8

4.1 MATERIAIS E METODOS

O estudo fototérmico foi realizado com o auxilio de um laser (diodo laser), nimero
de série-1002, de equipamentos DMC LTDA. Equipado com um diodo de excitagdo de
980 £+ 10 nm, de fibra 6ptica UV/SR e 600um. As imagens termograficas foram obtidas

por um Termovisor de marca FLIR Modelo E4.

A cinética de liberacdo do farmaco teve o auxilio de um banho maria a 37°C,
termdmetro e uma membrana de dialise (corte Mw, 3,5 KDa).

Um espectrofotdometro, UV-Vis, Agilent modelo 8453 fabricado pela Agilent
tecnologias (Australia) com ldampadas de deutério e tungsténio. O software UV-vis Chem
Station, foi utilizado para monitorar as concentraces do farmaco em funcéo do tempo.
Foi tragada uma curva de calibracdo para as concentragdes (0.01 — 0,07 mg mL™?) do 5-
Fu com Améx= 285nm, outros trabalhos ja relataram esse comprimento de onda para a

absorcdo maxima do 5-FU?. (Figura 47).

1.0 -

. A7
0.8 4 /

=3

S

Y 06- /

[

Q

E -

o 044

2

<
02- / y = 15,52952 x - 0,09699

| & R%=0,99674

004— . . .

r T T T r
0,02 0,03 0,04 0,05 0,08 0,07 0,08
Concentragao (mg.mL”)

FIGURA 47- CURVA DE CALIBRAGAO DO FARMACO 5-FU.
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A seguir, serd apresentado o procedimento experimental (materiais e métodos)
para o estudo fototérmico do nanomaterial NPANI@nZIF-8 em estado solido e em
solucdo aquosa, a metodologia para o carreamento do farmaco 5-FU em
nPANI@nZIF-8, a descricdo do sistema para a liberagdo do farmaco 5-Fu, o teste de
citotoxicidade de nPANI@nZIF-8 in vitro e por fim, o procedimento para estimar o efeito
sinérgico quimio-fototermal de nPANI@nZIF-8/5-FU in vitro.

421 ANALISE DO EFEITO FOTOTERMICO DO NANOMATERIAL,
NPANI@NZIF-8, SOB IRRADIACAO DE UM LASER NIR ATRAVES DE
IMAGENS TERMOGRAFICAS

Imagens termogréficas infravermelhas do sistema nPANI@ZIF-8 s6lido (em po)
foram realizadas com um termovisor (FLIR E4) durante a irradiacdo de um laser de diodo
NIR de pulso continuo, com um comprimento de onda centrado em 980 £ 10 nm e uma
densidade de poténcia de 500 mW/cm? e a fibra Optica foi orientada de maneira
perpendicular, sobre o nanocomposito. O perfil de temperatura foi apresentado através
dos mapas de aquecimento que foram registrados de 5 em 5 s por um periodo de 3
minutos.

A rede de coordenacdo nZIF-8 pura, também foi irradiada e usada como

referéncia.

4.2.2 ESTUDO DA VIABILIDADE CELULAR SOB ACAO DO LASER NIR:
ESTUDO DE POTENCIA

Neste estudo, células MCF7 de cancer de mama (1 x 10* células por poco) foram
semeadas nas placas de 96 pocos. Posteriormente, as células foram cultivadas em meios
RPMI 1640 que continham FBS a 10% e incubadas sob uma atmosfera umidificada
durante 24 h (37 °C, 5% COs).

As células MCF7 foram irradiadas sob diferentes densidades de poténcia, 0,5; 1,0;
1,5; 2,0 e 2,5 W/ cm?, durante 5 min para cada poténcia testada, para avaliarmos o efeito
do laser NIR(A=980nm) na viabilidade celular, averiguando a citotoxicidade causada pelo
laser NIR, (Figura 48).
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FIGURA 48- CELULAS MCF7 DE CANACER DE MAMA SOB IRRADIACAO DO LASER NIR POR
DIFERENTES DENSIDADES DE POTENCIA, 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 E 2,5 W.cm™

423 EFEITO FOTOTERMICO DE NPANI@NZIF-8 EM SOLUGCAO
AQUOSA: EFEITO DA CONCENTRACAO DO MATERIAL

Analisou-se o perfil fototérmico de NPANI@nZIF8, em suspensdo aquosa, com
diferentes concentracfes: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 mg/mL de nPANI@nZIF8. O
volume de 200 uL, de cada solucéo, foi colocado nos pocos de uma placa para cultura de
células. O volume colocado em cada poco foi irradiado sob laser NIR
(980nm, 0,8 W.cm) durante 5 min. A &gua destilada foi utilizada como branco. A

temperatura maxima pontual foi medida usando uma camera térmica infravermelha.

4.2.4 CARREAMENTO DO FARMACO 5-FU EM NPANI@NZIF-8 E
LIBERACAO CONTROLADA DESSE FARMACO EM FUNCAO DO
TEMPO.

A incorporacdo do farmaco 5-fluoracil (5-FU) em nPANI@nZIF8 foi realizada
por contato direto, sob agitacdo durante 48h, de acordo com a metodologia adaptada
proposta por Chun-Yi Sun e colaboradores*?®,

40 mg de nPANI@nZIF8 foram secas e ativadas a 160 °C, durante 24 horas na
estufa a vacuo e posteriormente adicionadas a solucéo do farmaco previamente preparada.
O farmaco 5-Fu (60 mg) foi dissolvido por agitacdo e sonicacdo em 10 mL de metanol.
As aliquotas do sobrenadante foram coletadas em tempos pré-definidos durante 48 horas

e analisados por UV-vis (285nm) para obtencdo de uma curva cinética de adsorcao.
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Com o objetivo de investigar, por outro método, a quantidade do farmaco
adsorvido, 1mg de nPANI@nZIF8/5-Fu foi completamente decomposto por 0,35 pL de
HCI (2M), diluido para 3 mL de PBS e analisado por UV-vis.

A capacidade de carreamento do 5-FU em nPANI@nZIF-8/5Fu (DLC%)
e a eficiéncia de encapsulamento do farmaco 5-FU (DEE%) foram calculados, tanto pelos
dados da curva cinética de adsorcdo quanto pelos dados da decomposicdo de 1mg do
nanomaterial carreado. As porcentagens DLC% e DEE% sdo dadas pelas equagOes dadas

abaixo'?°.
. Massa da droga carreada
0, =
Equagao - DLC( A)) Massa do nanomaterial carreador X100
M dad d
Equagio 02. DEE(%) = ——— 2 CT083 “T%%8_ X 100

Massa total da droga injetada

O estudo de liberacdo do farmaco foi realizado durante um periodo de 48 horas,
em banho maria a 37°C para mimetizar a temperatura corporal. O nPANI@nZIF-8/5-Fu
foi ressuspenso em 0,5 mL de solucdo tampéao fosfato (PBS) 0,1 M, pH = 7,4, selado em
uma membrana de dialise (corte Mw, 3,5 KDa) e colocado em 3 mL de PBS 0,1 M puro
(Figura 49), sob oscilacdo. Em intervalos de tempo selecionados, aliquotas de 0,35 uL do
meio de libertacdo (fora do saco de dialise) foram coletadas em triplicata e diluidas para
2mL com soluc¢do tampdo, PBS (pH=7,4), para analise UV-Vis (285nm). Ap0s a retirada
das aliquotas, 0 mesmo volume de uma solucdo tampdo fresca foi adicionado, a fim de
manter o volume constante. A quantidade liberada de 5-Fu foi determinada, usando a
curva de calibragdo. Os testes de resposta ao estimulo para a liberacdo do farmaco
foram realizados em pH = 5.2 também por 48 horas e sob a acao do laser NIR (A=980nm,
0,8 W cm?) com um método on-off, atuando durante 5 minutos, em tempos pré-

determinados, por um periodo de 6 horas.
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FIGURA 49- SISTEMA DE LIBERAGCAO CONTROLADA DO FARMACO 5-FU

4.2.5 CITOTOXICIDADE IN VITRO

A citotoxicidade in vitro do nPANI@nZIF-8 foi avaliada utilizando um ensaio
MTT. Uma amostra foi utilizada para estudar a citotoxicidade de nPANI@nZIF-8. As
células MCF7 (1 x 10* células por poco) também foram semeadas nas placas de 96 pogos
e subsequentemente incubadas de acordo com o0 método ja descrito na sessdo 3.3. Depois
disso, as células foram tratadas respectivamente com nPANI@nZIF-8 em diferentes
concentracdes (0-1000 ug / ml) durante 72 h. Em seguida, todos os sobrenadantes foram
removidos e as células na placa de 96 pogos acima foram tratadas adicionalmente com 20
uL de MTT (0,5 mg mL™) e 180 puL de meio RPMI 1640 durante 3 h. Posteriormente, o
meio MTT foi cuidadosamente removido e foram adicionados 100 uL. de DMSO em cada
aterragem do poco, medido a 578 nm em um leitor de microplacas de detec¢do multipla.
A citotoxicidade foi expressa como a percentagem de celulas vidveis em comparagdo com

as células de controle ndo tratadas.
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42.6 TERAPIA QUIMIOFOTOTERMAL DE NPANI@NZIF-8/5-FU
IN VITRO

Para avaliar o efeito terapéutico sinérgico de nPANI@nZIF-8/5-FU, as células
MCF7 foram semeadas em placas de 96 pocos sob a densidade de 1 x 10* células por
poco. Os pocos foram divididos em cinco grupos nomeados por: grupo controle, 5-
Fluoracil puro (62,5ug/mL), nPANI@nZIF-8 (125 e 250 pg / mL), nPANI@nZIF-8/5-
FU (125 e 250 ug / mL) e nPANI@nZIF-8/5-FU + NIR (125 ¢ 250 pg / ml) e incubadas
durante 72 h. Posteriormente, nPANI@nZIF-8/5-Fu + NIR foi irradiado pelo laser NIR
(0,8 W cm?) durante 5 min. Apo6s a irradiacdo, adicionou-se 20 puL de MTT
(0,5 mg mL1) em cada pogo e as células foram incubadas durante mais 3 h para medir a

viabilidade celular.

4.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + DP. A analise estatistica foi realizada
utilizando STATISTICA 8 pelo teste t de Student. *p < 0,05 foi considerado significativo,
e ** p < 0,01 foi considerado altamente significativo.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seqguir seré apresentado o desempenho do nanomaterial nPANI@nZIF-8 como
carreador do 5-Fluoracil em meio aquoso e sua atividade fototermal. Essa avaliacdo sera
feita através do estudo de adsorcdo do farmaco 5-FU no nanocomposito supracitado,
calculando-se a porcentagem de retencdo da droga por analise de UV-VIS do
sobrenadante. A agéo fototermal do nanocompdsito foi avaliada atraves das medidas de
temperatura do material, sob irradiagdo de um laser NIR, medidas por imagens
termograficas.

Além disso, € apresentada a caracterizagdo das amostras obtidas apds o contato
entre 0 nanocomposito e o farmaco, através das metodologias descritas no procedimento
experimental, espectroscépicas (IV, UV-VIS), microscopia (Eletronica de varredura e de

Transmissdo), termogravimétricas (TGA) e difragdo de raios-X de po.
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4.3.1 ANALISE DO EFEITO FOTOTERMICO DO NANOMATERIAL,
NPANI@NZIF-8, SOB IRRADIACAO DE UM LASER NIR ATRAVES DE
IMAGENS TERMOGRAFICAS

A forte absorcdo na regido NIR das nanoparticulas de polianilina descritas na
literatura nos motivou a investigar sua aplicacdo como agentes de ablacdo fototérmica,
contidas em um nanomaterial multifuncional, juntamente com a rede porosa nZIF-8.

Observa-se na Figura 50, imagens termograficas do nPANI@nZIF-8 (sélido)
sintetizado com 50mL de solugdo nPANI (0,5 mg.mL™?) e 50mL de metanol, sob

irradiacdo de um laser NIR (A=980nm, 0,5W.cm).

2004

224 24

Tempo 5 segundos, Tempo 15 segundos, Tempo 30 s_egundos,
Temp. Maxima 153,8 °C Temp. Maxima 207,6 °C Temp. Maxima 226,2 °C

2004 2004

224 24

Tempo 60 segundos, Tempo 90 segundos, Tempo 180 segundos,
Temp. Maxima 233,1°C Temp. Maxima 233,9°C Temp. Maxima 236,7°C

FIGURA 50- NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 50mL DE NPANI (0,5 mg..mL?), SOB
IRRADIACAO DO LASER NIR 0,5 W.cm2 DURANTE 3 MINUTOS.
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Observou-se que o0 nanomaterial NPANI@nZIF-8 apresentou um alto poder de
conversao fototérmica com a temperatura maxima alcancando cerca de 220°C. Com o
intuito de verificar a reprodutibilidade do aquecimento produzido pelo material sélido, o
mesmo material foi irradiado em trés momentos distintos e apresentou aproximadamente

0 mesmo perfil de aquecimento como mostrado na Figura 51.
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FIGURA 51- GRAFICO DE AQUECIMENTO DE NPANI@NZIF-8 EM PO, SINTETIZADO
COM 50ML DE NPANI (0,5 mg. mL™%), SOB IRRADIAGAO DO LASER NIR 0,5 W.cm,

Analisou-se também o efeito fototermal de nPANI@nZIF-8 (sélido) sintetizado

com 5mL de solugdo nPANI (0,5 mg.mL?) e 95mL de metanol (Figura 52).
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Tempo 5 segundos,
Temp. Maxima 37,7°C

Tempo 90 segundos,
Temp. Maxima 97,9°C

Tempo 180 segundos,
Temp. Madxima 119,1°C

FLIRE4 63907047

FIGURA 52- NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 5mL (05 mg. mL') DE NPANI, SOB
IRRADIAGAO DO LASER NIR 0,5 W.CM2 DURANTE 3 MINUTOS.

Da mesma forma, foi observado um alto poder de conversdo fototérmica em
nPANI@nZIF-8 com a temperatura maxima alcancando cerca de 120°C.

O nanomaterial sintetizado com 5mL de nPANI também foi irradiado em trés
momentos distintos e apresentou aproximadamente o mesmao perfil de aquecimento como

mostrado na Figura 53.
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FIGURA 53- GRAFICO DE AQUECIMENTO DE NPANI@NZIF-8 SINTETIZADO COM 5mL

(0,5 mg. mL™Y) DE NPANI, SOB IRRADIACAO DO LASER NIR 0,5 W.cm? DURANTE 3
MINUTOS.

Com auséncia das nanoparticulas de polianilina, fez-se imagens termograficas das

nZIF-8 puras (Figura 54), para observar o efeito de aquecimento desse material quando
irradiado por um laser NIR, 0,5 W.cm™.
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31,7
Tempo 5 segundos, Tempo 120 segundos,
Temp. Maxima 32,2°C Temp. Maxima 33,5°C

FIGURA 54- IMAGENS TNERMOGRAFICAS DAS NANOPARTICULAS DE ZIF-8 SOLIDAS
PURAS SOB IRRADIAGAO DO LASER NIR 0,5 W.cm™
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Como previsto, as nanoparticulas de ZIF-8 puras ndo apresentam aquecimento
significativo. Atribui-se, portanto, as nanoparticulas de polianilina, o aquecimento
apresentado pelo sistema nPANI@nZIF-8.

Para posterior aplicacdo da nPANI@nZIF-8 em ambiente celular cancerigeno se
fez necessario o estudo do efeito fototermal em sistema aquoso.

Inicialmente investigou-se a viabilidade celular das células in vitro frente a acéo
do laser NIR (A=980nm) com diferentes densidades de poténcias de irradiagéo: 0,5; 1,0;
1,5; 2,0, 2,5 W /cm?. Com esse estudo, observou-se que a irradiacido com poténcia igual

ou acima de 1W /cm? ocasiona acentuada diminuicéo da viabilidade celular como mostra

na Figura 55.
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FIGURA 55- TESTE DE VIABILIDADE CELULAR SOB ACAO DO LASER NIR (A=980nm)

Devido a esse resultado, houve a repeticédo do teste de viabilidade celular sob agao
apenas do laser NIR com as poténcias entre 0,5 e 1W/ cm? (Figura 56). Mais de 93,32%
das células MCF cancerosas sobreviveram apdés a irradiacdo com laser NIR com uma
densidade de poténcia de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 W cm, respectivamente. No entanto, ao
aumentar a densidade de poténcia do laser NIR para 1,0 W cm, a viabilidade celular
diminuiu para 66,33% de sobrevivéncia. Esta diminui¢do da viabilidade celular pode ser
atribuida a hipertermia desencadeada pelo laser NIR na densidade de poténcia alta.

Escolheu-se, portanto, 0,8 W/cm? como a densidade de poténcia do laser para os
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ensaios fototermais posteriores, pois essa poténcia apresenta viabilidade celular de
98,62%, ou seja, baixa citotoxicidade para células. A irradiacdo sobre o meio de cultura
celular durante 5min, com essa poténcia ndo causa a morte celular, no entanto, pode

desencadear o efeito de conversao fototérmica sobre nPANI@nZIF-8.
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FIGURA 56- TESTE DE VIABILIDADE CELULAR SOB ACAO DO LASER NIR (A=980nm)

Apds encontrarmos a poténcia ideal para a viabilidade celular, analisou-se o perfil
fototérmico de nPANI@nZIF8, no volume de 200 uL de solucéo deste nanomaterial com
diferentes concentragdes: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 mg/mL de nPANI@nZIF8. Esse
volume foi colocado nos pogos de uma placa para cultura de células. O volume colocado
em cada poco foi irradiado sob laser NIR (980nm, 0,8 W.cm™2) durante 5 min (Figura 57),
a agua pura foi selecionada como controle.

E possivel observar no perfil fototérmico que a temperatura aumenta com 0

aumento da concentragdo de nPANI@nZIF8 e com o aumento do tempo de irradiagéo.
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FIGURA 57- EFEITO FOTOTERMICO DE NPANI@NZIF8 EM SUSPENSAO (200uL), DURANTE
IRRADIACAO NIR (A = 980 nm, 0,8 W. cm?) POR 5 MIN, COM DIFERENTES CONCENTRACOES:
0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 mg / mL. AGUA PURA FOI UTILIZADA COMO BRANCO.

Como ja mencionado, esse aumento de temperatura acontece quando um material
é capaz de converter a energia da radiacéo eletromagnética absorvida em calor localizado.
Esse aguecimento pode ser aproveitado na terapia fototérmica contra o cancer causando
hipertermia (aquecimento local entre 41 e 48 °C)¥° ou para ablagdo do tumor
(temperaturas acima de 48 °C)3!,

O uso de laser de 980nm tem algumas vantagens em comparacéo a lasers com
comprimentos de onda menores. Por exemplo, o limite conservador da intensidade do
laser de 980 nm definido para a exposicdo da pele humana é ~ 0.726 W cm, que é mais
do que o dobro (~ 0,33 W cm) do laser de 808 nm, com base no American National
Standard para o uso seguro de lasers. Assim, a profundidade de irradiagdo do laser a
980nm pode ser de varios centimetros em tecidos biologicos!®. Além disso, a poténcia
do laser utilizada no nosso trabalho (0,8 W/cm?), necesséria para causar um aguecimento
significativo e com alta viabilidade celular (~98%), € menor do que a relatada em outro

trabalho publicado na literatura com o uso do laser 980nm?*2,
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4.3.2 NPANI@NZIF-8 COMO NANOCARREADOR DO FARMACO 5-
FLUORACIL (NPANI@NZIF-8/5-FU)

O farmaco 5-Fu foi selecionado como modelo antitumoral pelo seu tamanho
pequeno, além de ser amplamente utilizado para o tratamento de cancer colorretal, mama,
cabeca e pescoco’?. A espectroscopia de absorgdo UV-Vis foi utilizada para determinar
a capacidade efetiva de armazenamento de 5-Fu em nPANI@nZIF8.

Devido a presenca das nanoparticulas de polianilina, houve uma diminuicao
elevada no volume dos mesoporos da rede metalografica nZIF-8. Portanto, o
carregamento da droga 5-Fu ocorreu preferencialmente nos microporos (vide Tabela 1,
do item 3.4.4). Com base no volume de microporos, as nanoparticulas nPANI@nZIF8,
possuem capacidade para serem excelentes carreadores de farmacos.

Os espectros de absor¢do UV-Vis da solugdo “mae” do farmaco 5-Fu (zero horas)
e o teor residual de 5-Fu no sobrenadante ap6s 48horas de interacdo com nPANI@nZIF8,
sdo apresentados na Figura 58. As aliquotas foram analisadas por UV-vis e o farmaco

5-FU foi quantificado usando uma curva de calibragdo com R? = 0,9967.
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FIGURA 58- ESPECTRO DE ABSORCAO DA DROGA 5-FU ANTES E DEPOIS DO CONTATO COM
AS NANOPARTICULAS PANI ZIF8 (48H). JUNTAMENTE, A CURVA DE CALIBRACAO 5-FU A

285nm.
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Considerando a concentragdo inicial do 5-FU, 60 mg. mL™, e a concentracéo do
farmaco sobrenadante, 47,8 mg. mLap6s 48h de contato com nPANI@nZIF-8, o
processo adsortivo foi eficaz em 20,22% pelo método analitico adsortivo.

Investigou-se a eficiéncia de encapsulamento do farmaco pelo método de
decomposicdo de 1mg do nanomaterial carreado (NPANI@nZIF8/5FU). A massa do
farmaco 5-FU contida em 1mg de nPANI@nZIF8/5FU é de ~0,273 mg. Logo, 10,92 mg
de 5-FU foi carreado em 40mg de nPANI@nZIF8. Esse valor de 10,92mg equivale a
18,2% em relacdo aos 60mg de 5-Fu total injetado no inicio do processo adsortivo. Essa
pequena divergéncia entre os resultados, 18,2% e 20,22%, sugere que 0 processo de
adsorcdo ndo € completamente homogéneo em toda extensdo da massa de
nPANI@nZIF8/5FU.

A capacidade de carreamento do 5-FU em nPANI@nZIF-8/5Fu (DLC%) foi de
27,3%, calculado pelo método de decomposicdo de 1mg do material carreado com
farmaco. Porém, de acordo com a curva cinética de adsorcdo (Figura 59) a carga de 5-Fu
carreado é de 0,305 mg. mg™ de nPANI@nZIF8, resultando em um DLC de 30,5%.

TABELA 3- VALORES COMPARATIVOS DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO DO FARMACO
(DEE%) E DO CARREAMENTO DO FARMACO 5-FU EM NPANI@NZIF8 (DLC%) POR CINETICA
DE ADSORCAO E POR DECOMPOSICAO DE 1MG DO MATERIAL CARREADO.

Curva cinética de adsor¢cdo  Decomposi¢do de 1mg do material carreado
(Analise do sobrenadante) (nPANI@nZIF8/5FU)

DEE(%) 20,22% 18,17%

DLC(%) 30,5% 27,2%
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FIGURA 59- CURVA CINETICA DE ADSORCAO DO FARMACO 5-FU EM NPANI@NZIF-8

O processo de adsor¢do!3** resulta da interagdo entre a molécula a ser adsorvida
e 0 material adsorvente, em nosso caso, 0 NPANI@nZIF-8 e o 5-Fu. Estas interacfes, em
geral, sdo fracas (fisiossor¢do). A difracdo de raios-X mostra-se eficaz para investigar
essas variagBes cristalinas. Portanto, foi realizada a analise de DRX para o sistema
nPANI@nZIF-8/5-Fu, Figura 60, visando observar alteracdo estrutural do sistema

nPANI@nZIF-8 devido a presenca do farmaco.
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FIGURA 60- SOBREPOSICAO DAS ANALISES DE DRXS, ANTES (NPANI@NZIF-8) E
APOS (NPANI@NZIF-8/5-FU) A INCORPORACAO DO FARMACO 5-FU.

Entretanto, a incorporagdo do 5-FU em nPANI@nZIF-8 mantém a cristalinidade
da rede como mostrado na Figura 60. Chun-Yi Sun e colaboradores também relatou em
seu trabalho a preservacdo da cristalinidade da rede ZIF-8 pura no processo de
incorporacio da droga 5-Fu'?®, O difratograma mostra 0s picos caracteristicos
pertencentes a rede ZIF-8.

O espectro de infravermelho indica a incorporacdo da molécula de farmaco apds
o0 carregamento de 5-FU em nPANI@nZIF-8. Foram observados picos novos
pertencentes ao farmacol0 (Figura 61). O pico de 1275 cm™ pertence a faixa de

estiramento C-F, O estiramento da carbonila do 5-FU (C = O) em 1650 cm™, e a banda -

NH do 5-Fu a 3000 a 3500 cm™.
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FIGURA 61- SOBREPOSICAO DE IV DE NPANI@NZIF-8, 5-FU E NPANI@NZIF-8/5-FU

4.3.3 CINETICA DE LIBERACAO DO FARMACO 5-FLUORACIL

A liberacdo do farmaco foi realizada em solucGes PBS com pH 7,2 e 5,2, além do

sistema em pH 5,2 sob a irradiagdo laser NIR (A= 980 nm, 0,8 W.cm?). A Figura 62

apresenta os perfis de liberacdo do farmaco 5-Fu a partir do nanomaterial NPANI@nZIF-

8/5-Fu.
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FIGURA 62- PERFIS DE LIBERAGAO DE 5-FU, DO SISTEMA INCORPORADO NPANI@NZIF-8/5-
FU, EM SOLUGCOES TAMPAO COM PH 7.2, PH 5.2 E PH 5.2 + IRRADIACAO ON/OFF DO LASER
NIR (980 NM, 0,8 W.cm?)

Aproximadamente 58% e 68% do farmaco encapsulado foram liberados a pH 7,2
e pH 5,2, respectivamente, ap6s 6h (Figura 62). A liberacdo do 5-Fu apresentou a melhor
resposta em pH mais baixo e esse resultado estd associado a decomposicao parcial ou
total do nZIF-8 como ja foi relatado em varios outros trabalhos!®1%, Esse
comportamento da rede nZIF-8 frente ao pH torna o nanomaterial, NPANI@nZIF-8, um
sistema, em potencial, de entrega de medicamentos sensivel ao pH para a terapia do
cancer. Em geral, as células tumorais apresentam um meio &cido* (pH 4,5-6,0), portanto,
este € o local onde havera uma maior entrega do medicamento.

Sob a acdo do laser NIR, o perfil de liberacdo cumulativa do farmaco 5-Fu nas
solugdes tampdo pH 5.2, atingiu 80%. Este aumento, mostra que a irradiagdo NIR
favorece significativamente a liberagéo do 5-Fu.

A temperatura € um fator importante no controle da taxa de difusédo das moléculas
de farmaco em um polimero!*!. A absorcdo da luz NIR pela polianilina provoca
hipertermia local, que auxilia a difusdo das moléculas de fa&rmaco contidas pelo polimero
nas nanoparticulas nPANI @ nZIF-8/5-Fu.
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Falcaro e colaboradores sugere também que o efeito fototérmico € utilizado para
interromper as interacbes ndo covalentes entre farmaco-carreador, resultando na

liberagdo, do tipo gatilho, da droga em questdo, por efeito do aquecimento local#,
4.3.4 CITOTOXICIDADE DO NANOMATERIAL NPANI@NZIF-8 IN VITRO

As células MCF7 foram tratadas com diferentes concentragdes (0-1000 pg / ml)
de nanoparticulas NPANI@nZIF-8 durante 72 h e, em seguida, um teste MTT foi utilizado
para medir a atividade mitocondrial nas células vidveis. A Figura 63 mostra concentracdes
entre 62,5 a 250 pg / ml demonstrando porcentagens das células vidveis em 80%,
sugerindo que ndo héa citotoxicidade apreciavel de nPANI@nZIF-8 até 250 pg / ml.
Contudo, concentragdes superiores a 500 pg/ml diminuiram a viabilidade celular. Por
conseguinte, o ensaio in vitro de terapia quimio-fototérmica foi realizado em

concentragdes de 125 e 250 pg / ml.
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FIGURA 63- VIABILIDADE CELULAR DE CELULAS MCF7 APOS 72 HORAS DE
INCUBACAO COM  NANOPARTICULAS  NPANI@NZIF-8 A  DIFERENTES
CONCENTRACOES, MEDIDA POR MEIO DE UM ENSAIO MTT. OS VALORES SAO
MOSTRADOS COMO MEDIA + DP.
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435 TERAPIA QUIMIOFOTOTERMAL DE NPANI@NZIF-8/5-FU
IN VITRO

Investigou-se o efeito sinérgico quimio-fototermal in vitro do sistema
multifuncional NPANI@nZIF-8/5-Fu. As células MCF7 foram tratadas por 72h com
5-Fu livre (0,0625 ug/ml) e com os grupos nPANI@nZIF-8 (125 e 250 pg/ml) ¢
nPANI@nZIF-8/5FU+NIR (durante 5 min a 0,8 W. cm) nas mesmas concentracdes (125
e 250 pg/ml).

Nas concentragdes estudadas, nPANI@ nZIF-8 manteve a viabilidade celular
acima de 80%. Em contraste, a citotoxicidade do nPANI@nZIF-8 carregado com 5-Fu
foi significativa, reduzindo a viabilidade para 70,32 e 58,98% nas concentracdes de 125
e 250 ug/ml, respectivamente. Os nanomateriais carreados com 5-Fu, mostraram-se mais
eficiente do que o farmaco livre.

Quando a irradiacdo NIR foi aplicada para tratar células MCF7 apds incubacéo
com as nanoparticulas nPANI@nZIF-8/5-Fu, a viabilidade celular diminuiu
significativamente, aproximadamente 50 e 33%, nas concentra¢des de 125 e 250 pg/ml,
respectivamente. Isso demonstra a eficacia do uso de laser NIR, sobre o nanomaterial

carreado, apresentando um potencial efeito sinérgico terapéutico.
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FIGURA 64- CITOTOXICIDADE IN VITRO DE 5-FU PURO, NPANI@NZIF-8, NPANI@NZIF8/5-FU
E NPANI@ NZIF8/5-FU+NIR, NAS CONCENTRACOES 0,25 E 0,125 MG/ML, EM CELULAS MCF7
APOS 72 HORAS DE INCUBAGAO. 0S VALORES SAO MOSTRADOS COMO MEDIA + DP; N = 4,
* P <0,05, ** P <0,01.
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136 o colaboradores, 0 uso de ZIF-8 funcionalizado, com

De acordo com Tian
absorventes de fotons, localizados em tumores, ao serem irradiados, causam dano celular
irreversivel e posterior destruicdo do tumor, devido a conversdo da energia irradiada do
infravermelho préximo (NIR), em calor. Isso contribui para a sua utilizacdo em
plataformas multifuncionais para a combinacdo de terapia de liberacdo de farmacos e
terapia fototérmica e, assim, aumenta-se a eficacia no tratamento do cancer.

Assim, pode-se concluir que as nanoparticulas nPANI@nZIF-8/5-Fu,

apresentaram atividade, quimiofototérmica nas células de cancer de mama.

4.3.6 CONCLUSOES PARCIAIS

Baseando-se nos resultados apresentados, o nanomaterial nPANI@nZIF-8,
apresenta potencial para ser usado na terapia quimio-fototermal do cancer.

O nanomaterial alcancou a temperatura méaxima de 120°C, no estado soélido,
quando irradiado por um laser NIR (A=980nm, 0,5 W.cm™). Em suspensio aquosa, a
hipetermia foi monitorada em um volume de 200 uL, com diferentes concentragdes de
nPANI@nZIF-8, e a maior concentracdo (Img. mL™), alcangou a temperatura maxima
de 70°C.

O processo adsortivo do carreamento do farmaco 5-Fu, alcangou uma eficiéncia
de encapsulacdo (%DEE) de cerca de 20% em relacdo ao farmaco injetado, e a capacidade
de carreamento do 5-FU (DLC%) cerca de 30% (0,3mg mg™) em relagéo ao nanomaterial
carreador nPANI@nZIF-8. Verificou-se através da analise de infravermelho novos picos
pertencentes ao farmaco 5-Fu, confirmando o processo adsortivo.

O perfil de liberacdo do farmaco que apresentou melhor resultado ocorreu
em pH acido, e sob irradiagdo do laser NIR com um método “on-off”, atuando durante 5
minutos, em tempos pré-determinados, por um periodo de 6 horas atingindo
aproximadamente 80% de liberagdo do farmaco carreado.

Nos ensaios em vitro, a viabilidade celular (MCF7) diminuiu significativamente,
para aproximadamente 33%, apés incubacdo com nPANI @ nZIF-8/5-FU e acdo laser
NIR a 0,8 W cm-2 por 5 minutos. Esse comportamento observado, revela a acéo
simultanea, da liberacdo efetiva do farmaco 5-Fu e da acdo fototérmica, exibida pelo

material, NPPANI@nZIF-8, um promissor sistema multifuncional na terapia do cancer.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho desenvolveu um sistema multifuncional nanométrico,
NPANI@nZIF-8, que possui acdo simultanea, como nanocarreador do farmaco 5-Fu e
como agente fototérmico, na terapia do cancer.

A natureza metal-organica das MOFs, consentem a esses materiais, a
possibilidade de serem usados como suporte para o desenvolvimento de materiais
multifuncionais. A MOF nano ZIF-8 investigada neste estudo, apresenta elevada
porosidade e area superficial sendo amplamente usado como carreador de farmaco bem
como excelentes adsorventes gasosos.

O carreamento do farmaco foi alcancado e a liberacdo do farmaco 5-Fu do
sistema, NPANI@nZIF-8/5-Fu, sob acdo do laser NIR foi potencializada e induzida por
aquecimento local, de acordo com os resultados analisados. Isso revela potencial para
aplicacdes de liberacdo controlada e fotoinduzida de farmacos. Na terapia
quimiofototermal in vitro, observou-se uma reducao significativa da viabilidade celular
das células cancerigenas. No entanto, como perspectiva para esse topico, necessitamos
realizar a analise de microscopia confocal para elucidar o mecanismo de morte das células
MCF7.

Nosso trabalho contribuiu na constru¢cdo de uma nova plataforma quimio-
fototérmica a ser empregada na terapia do cancer e serve como ponto de partida para o
desenvolvimento de outros sistemas multifuncionais envolvendo diferentes MOFs e
polianilina, bem como, outros farmacos a serem carreados afim de obter resultados ainda
mais significativos no que tange a ideia da terapia do cancer.

Como perspectiva para novos sistemas multifuncionais, iniciamos a sintese da
nano MOF Eu(BTC) in situ, nas solucGes coloidais de nanoparticulas de polianilina, a
fim de unir as propriedades luminescentes e fototérmicas, desses materiais
respectivamente. Como perspectiva iremos caracterizar esse material e buscar a sua
utilizacdo como termémetro luminescente fototérmico.

NOs acreditamos que o uso de nanoparticulas de polianilina com MOFs amplia as
possibilidades de aplicacdo. Futuras investigacOes ainda serdo feitas para obtencdo do
coeficiente de extingdo molar (Qext) e a eficiéncia de conversdo fototérmica (1) do

sistema nPANI@nZIF-8.
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