UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara

Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Céapsulas supramoleculares derivadas de redes metalo-organicas

para liberacédo de farmaco

Marina Paiva Abucafy

Orientadora: Prof2. Dra. Leila Aparecida Chiavacci Favorin

Coorientadora: Prof®. Dra. Regina Célia Galvao Frem

Araraquara - SP

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara

Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Marina Paiva Abugcafy

Céapsulas supramoleculares derivadas de redes metalo-organicas

para liberacédo de farmaco

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Area
de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos
e Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas UNESP, para obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof®. Dra. Leila Aparecida Chiavacci Favorin

Coorientadora: Profé. Dra. Regina Celia Galvéo Frem

Araraquara - SP

2020



Al66c

Abucafy, Marina Paiva.

Capsulas supramolecularss derivadas de redes metzlo-organicas
para liberagdo de fArmaco / Marina Paiva Abucafy. - Araraquara: [S.n.].
2020.

130 F. : il

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista. "ldlic de
Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias Farmac2uticas. Programa de Pds
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesguiza =
Dresenvalvimento de Farmacos & Medicamentos.

Orientadora: Leila Aparecida Chiavacci Fawvorin.
Coarientadora: Regina Celia Galvdo Frem.

1. Capsulas de MOF. 2. Metotrexato. 2 Colagenase. 4. Sistemas duples
de liberagio. 1. Favorim, Leila Aparecida Chiavacd, orient. II. Frem, Regina
Celia Galvdo, coorient. IIT. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnioo de Bibliotaca e Documentagdo - Faculdade de Cidncias Farmacéuticas

UMNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030078P6
Esta ficha ndo pode ser modificada



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ﬁ

unesp“?‘*' o e Armracms L |

CERTIFICADC DE APROVAG Ao

TITULO DA TESE: CAPSULAS SUPRAMOLECULARES DERIVADAS DE REDES METALO-ORGANICAS
PARA LIBERACAOC DE FARMACO

AUTORA: MARINA FAIVA ABUCAFY
ORIENTADORA: LEILA APARECIDA CHIAVACCI FAVORIN
COORIENTADORA: REGINA CELIA GALVAD FREM

Aprovada como parte das exigéncias para ublengin do Titulo de Doutora em CIENCIAS

FAFEMACELITICAS, ares de conhecimenio: Sem .irea de Conhecimente peala Comissido Examinadora:

Profa. Dra. LEILA AFARECIDA CHIAVACC] FAVORIN (Participagao Virtual)
Depariamento de Famacos & Medicamentos | Faculdade de Ciéncias Farmacduticas - LUNESP - Araraquara

Profa. Dra. BRUMA GALDORFINI CHIARI ANDREO (Participagac Virual)
Depariamento de Ciéncias Biglogicas e da Salde / Centro Universitario de Araraguara-UMIARA

Profa. Dra. RENATA FOMSECA VIANNA LOPEZ (Participagao Virtual)
Depariamento de Ciencias Farmaceuticas / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - USP - Ribeirao Preto

Prof. Dr. SEVERING ALVES JUMNIOR (Participagso Virtual)
Quimica Fundamental / Universidsde Federal de Pemambuco

Prof. Dr. LIFFY FARIA MARQUES (Participagao Virtual)
Depariamento de Quimica Geral & Inorgdnica [ Instituto de Cuimica - UERJ - Ric de Janeiro

Araraquara, 24 de setembro de 2020

Imoudess os Cldnoss F eracluicss - Chmpus 248 Swssguens -
ORI, BRSO AR - LALL omn 1, 1SS0S
itz erwen T her unes: pos-g HPJ: 481031 .




DEDICATORIA

A0S meus pais e a0 meu irmao, por todo apoio incondicional e incentivo na vida e nos estudos,
sendo sempre muito presentes e pacientes.

"Na vida, ndo existe nada a se temer, apenas a ser compreendido”

Marie Curie



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, por apoiarem sempre meus estudos e vibrarem a cada conquista, sempre
demonstrando apoio incondicional,

Ao meu irmdo Daniel, por estar sempre ao meu lado apoiando todo o meu caminho e dando
conselhos;

A minha orientadora, Prof. Dra. Leila Aparecida Chiavacci, por sempre confiar em mim, me
proporcionando muitas inimeras oportunidades e compartilhando seus conhecimentos. Também
agradeco a amizade construida durante todos os anos de convivio no periodo de iniciacao cientifica,
mestrado e doutorado;

A minha coorientadora, Prof. Dra. Regina Célia Galvdo Frem, pelos grandes ensinamentos e por
me acolher eu seu laboratorio de forma muito atenciosa, sempre me tratando com muito respeito,
carinho e amizade;

Ao meu supervisor durante o periodo de estagio de pesquisa no exterior, Dr. Christian Serre, por
me orientar durante o estagio sanduiche, pelos conhecimentos compartilhados e oportunidades, que
me engrandeceram profissionalmente. Muito obrigada por me receber com tanto respeito e
humildade;

Aos Dr. Cedric Boissiere e Dr. Nicolas Bremond, por todos os ensinamentos e discussdes durante
0 meu estagio no exterior, sempre abertos a discussdes que me fizeram amadurecer no ambito
profissional;

Ao prof. Dr. Anselmo, por permitir o uso do equipamento Spray Dryer;

Ao prof. Dr. Fernando Pavan, pela colaboracéo na realizacdo dos estudos de viabilidade celular;

A prof. Dra. Vera Lucia, por me fornecer a linhagem celular HaCaT;

Aos professores Dr. Celso Santilli e Dra. Sandra Pulcinelli pela disponibilidade do laboratério e
dos equipamentos de DRX, TG e Fissorcdo de No;

Ao Mauricio Cavicchioli pela ajuda e empréstimo do aerossol;

A todos os funcionarios e técnicos do Instituto de Quimica UNESP, em especial Diego (MEV),
Rafael (IV) e Neide (DRX);

Aos grandes amigos que tive a oportunidade de conhecer durante todos esses anos no CMAF,
especialmente Bruna Lallo, Mariana Marin, Valesca Pizzone, Camila Garcia, Thulio Lemos, Bruna
Chiari e Jodo Oshiro Junior, pela agradavel convivéncia que tornou esse periodo mais leve e
divertido no ambiente de trabalho, também por compartilharem comigo as alegrias e angustias de
cada etapa deste trabalho;



Aos alunos de iniciacdo cientifica, Fernanda de Melo, Patricia Mayume, Mariane Dias, Bruno
Altran, Jodo Monteiro e Julio Budin, pela paciéncia e dedicacao;

A todos os meus amigos e colegas do laboratdrio Applied MOFs, que me receberam com os bragos
abertos. Em especial & Camila Lima, Caroline Moreaes, Mariana Dessimone e Renan Augusto que
sempre tiveram muito carinho comigo.

Ao Odair Bim Junior por toda a ajuda e colaboracdo em relacéo a enzima colagenase.

A todos os colegas do laboratdrio IMAP (ESPCI/ ENS- Paris), em especial Inés, Victoria, Angelika
e Farid, que me acolheram e fizeram meus dias mais leves e divertidos, além de compartilharem
muito conhecimento;

Aos amigos que me acompanham desde a graduacao e que sempre estdo comigo em todas as etapas
da minha vida, Camila Puertas, Monique Gongcalves, Cliscea Corso, Felipe Hilario, Rafael
Romano, Lenita Tomita, Leandro Alves do Santos, Barbara Kapp e Alice Hadadd;

Aos amigos que a poés-graduacdo me proporcionou, que foram muito importantes para eu passar
por esse periodo com mais leveza, Jéssica Bernegossi, Mariana Rillo Sato, Luciani Toledo,
Giovanna Fortunato, Mariana Santoro, Isabel Silva, Larisa Spoto e Matheus Ramos;

Aos amigos Eloisa Berbel Manaia, Bruno Leonardo Caetano, Rosembergue Gongalves, Rodolfo
Fini, Rodrigo Santos e Larissa S. Penna por toda parceria e amizade, que fizeram desses anos muito
mais divertidos. Em especial aos compadres Eloisa Berbel Manaia e Bruno Leonardo Caetano, pela
familia que foram para mim durante 8 meses e pela amizade de tantos anos;

Aos funcionarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP — Araraquara, em particular
a Fatima, Queila, Natélia, Paulo, Cristina Feltrin e Dona Neuzinha, por todos os momentos de
atencdo e cuidado;

A todos os amigos que o periodo de estagio no exterior me proporcionaram;

A Capes, pelo apoio financeiro na forma de Bolsa de Doutorado em parte desse trabalho. O
presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001;

A CNPq, pelo apoio financeiro na forma de Bolsa de Doutorado em parte desse trabalho;

A FAPESP (Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo), pelo apoio deste projeto
com bolsa de doutorado no Brasil e no exterior (Processos n® 2016/11563-4 e 2018/00442-7).



RESUMO
As redes metalo-orgénicas sao polimeros de coordenag&o cristalinos e altamente porosos constituidos
por interacfes covalentes entre ions ou clusters metélicos e ligantes organicos. Dentre algumas
superestruturas que podem ser construidas com base em MOFs, destacam-se as capsulas, que tem
atraido muito interesse dos pesquisadores por ser um material que aléem da porosidade usualmente
encontrada neste tipo de material, podem apresentar cavidades no seu interior. O uso de cépsulas
construidas a partir de MOFs como sistemas de liberacdo de farmaco tem progredido, particularmente
para superar as limitacdes dos carreadores ja explorados pela literatura, proporcionando a possibilidade
de transportar moléculas grandes ou uma elevada massa da molécula de interesse. Dentro desse
contexo, foram desenvolvidas nesse trabalho capsulas a base das MOFs HKUST, ZIF-8 e MIL-100 por
trés métodos diferentes: utilizacdo de moldes, emulséo de pickering e spray drying, com o objetivo de
formar um sistema de duplo carreamento para o tratamento de cancer. Os materiais foram
caracterizados fisico-quimicamente e as capsulas a base da MIL-100 desenvolvidas por spray drying
mostraram-se mais promissoras para a aplicacdo farmacéutica, apresentando diametro médio de 800
nm. As capsulas exibiram maior eficiéncia de encapsulagdo para o farmaco metotrexato (MTX) quando
comparada com a sua oclusdo em nanoparticulas do mesmo material, 0 que corrobora com as suas
propriedades e a presenca de cavidades ocas observadas por microscopia eletronica, além do aumento
de tamanho do sistema. Além disso, as capsulas apresentaram também uma alta capacidade de
encapsulacdo de moléculas grandes, como a enzima colagenase (91,7%). O ensaio de atividade
enzimatica mostrou que a colagenase permaneceu com sua atividade preservada mesmo apos o
processo de encapsulacdo. Quanto aos processos de liberagdo da matriz porosa, o perfil de liberagédo do
farmaco MTX mostrou que as cépsulas tém maior capacidade para prolongar a liberacdo do
metotrexato, de maneira que apos 48 horas, apenas 50% do farmaco foi liberado, enquanto quase 93%
do farmaco presente na nanoparticulas da MOF MIL-100 ja haviam sido liberados, o que também pode
ser justificado pela maior area superficial da nanoparticula. Além disso, a capsula também controla a
liberacdo da colagenase, permitindo o uso desse sistema como um material capaz de transportar e liberar
o farmaco e a enzima em associacdo. A avaliacdo da citotoxicidade em células e A-375 revelou alta
viabilidade celular das capsulas de MIL-100 e, que apos 24 horas de incubag&o, as capsulas contendo
MTX e colagenase causaram aumento da citotoxicidade, principalmente na linhagem celular

cancerigena, o que confirma a agdo antitumoral do sistema composto pelo farmaco e pela proteina.

Palavras-chave: Capsulas de MOF, metotrexato, colagenase, sistemas duplos de liberacéo.



ABSTRACT

Metal-Organic Frameworks are highly porous and crystalline coordination polymers made up of
covalent interactions between metallic ions or clusters and organic ligands. Among some
superstructures that can be developed based on MOFs, the capsules stand out, which has attracted a lot
of interest from researchers because it is a material that, in addition to the porosity usually found in this
type of material, can have cavities (hollow capsules) inside. The use of capsules based on MOFs as
drug delivery systems has progressed, particularly to overcome the limitations of carriers already
explored in the literature, providing the possibility of transporting large molecules or a high mass of
the molecule of interest. Within this context, capsules based on MOFs HKUST, ZIF-8 and MIL-100
(Fe) were developed in this work by three different methods: using molds, pickering emulsion and
spray drying, aiming to form a double loading system for the treatment of cancer. The materials were
physically and chemically characterized and the capsules based on MIL-100 (Fe) developed by spray
drying proved to be more promising for pharmaceutical application, presenting an average diameter of
800 nm. The capsules exhibited greater encapsulation efficiency for the drug methotrexate (MTX)
when compared to its occlusion in nanoparticles of the same material, which corroborates with its
properties and the presence of hollow cavities observed by electron microscopy, besides the increase
of the system size. In addition, the capsules also showed a high capacity to encapsulate large molecules,
such as the collagenase enzyme (91.7%). The enzyme activity test showed that the collagenase
remained with its activity preserved even after the process of encapsulation by spray drying. As for the
release processes of the porous matrix, the MTX drug release profile showed that the capsules have a
greater capacity to prolong the release of methotrexate, so that after 48 hours, only 50% of the drug
was released, while almost 93% of the drug was released. drug present in the MOF MIL-100
nanoparticles had already been released, which can also be justified by the larger surface area of the
nanoparticle. In addition, the capsule also controls the release of collagenase, allowing the use of this
system as a material capable of transporting and releasing the drug and enzyme in combination. The
evaluation of cytotoxicity in HaCat and A-375 cells revealed high cell viability of MIL-100 (Fe)
capsules and, after 24 hours of incubation, capsules containing MTX and collagenase caused an
increase in cytotoxicity, mainly in the cancer cell line, which confirms the antitumor action of the

system composed of the drug and the protein.

Keywords: MOF capsules, methotrexate, collagenase, dual release systems.
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I.1. Introducéo ao Capitulo |

Neste capitulo foi apresentada uma revisdao dos assuntos relevantes discutidos nessa tese.
Primeiramente, foi feita uma breve introducdo sobre as redes metalo-organicas, as MOFs
biocompativeis mais estudadas e a sua aplicagdo como sistema carreador de farmaco. Também
foram abordados temas relacionados as capsulas de MOFs e os principais mecanismos envolvidos

na sua formacao.

1.2. Redes metalo-organicas

Os materiais cristalinos porosos vém sendo estudados hd muito tempo para diversas
aplicacdes, e com 0 avanco das técnicas de caracterizacdo e de métodos de sintese, a partir da
primeira metade do século XI1X, houve o desenvolvimento da sintese de zedlitas e, posteriormente,
materiais mesoporosos. No entanto, as zedlitas apresentam pequenas dimensdes de poros, 0 que
limita adsorcdo de outros constituintes e 0s materiais mesoporosos, descobertos posteriormente
para solucionar essa limitacdo, continuavam apresentando poros limitados e impossibilidade de
variacdo das propriedades estruturaist. Em 1954, surgiram os polimeros de coordenagéo, que s&o
estruturas cristalinas inorganicas em que os ions metélicos se ligam com componentes organicos,
chamados de espacadores, capazes de combinar a capacidade de modulacdo das propriedades
estruturais com a porosidade?.

Durante muitos anos, diversos trabalhos foram realizados na area de polimeros de
coordenacdo, até que em 1995 o termo “Metal-Organic Framework (MOF) surgiu na literatura de
periddicos nos trabalhos do grupo de Yaghi®, sendo que em nenhum trabalho ainda havia dados
especificos sobre a porosidade e o foco era para a aplicacdo catalitica.

Assim como Yaghi e colaboradores #, Robson e seu grupo ° e o grupo de pesquisa de Ferey
¢ continuaram impulsionando esse amplo campo de pesquisa. Em 1999 foi publicado o primeiro
caso de sucesso de sintese da MOF com altissima porosidade e estabilidade, feito com grupamentos
Zn40 e &cido tereftalico como ligante orgénico, nomeado como MOF-5. A partir deste trabalho
muitas MOFs foram sintetizadas com diversas propriedades estruturais e tamanho de poros *.

Dentro das recomendacGes da IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), através de um projeto denominado “Coordination polymers and metal- organic
frameworkrs: terminology and nomenclature guidelines”’, o termo MOF deve ser usado para
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compostos cristalinos constituidos a partir de ions metélicos interconectados por espacadores
organicos contendo espagos vazios (poros), como esté ilustrado na Figura 1.

Figura 1: llustracéo dos blocos de construcéo e estrutura de uma MOF com topologia cubica.

: o . A Metal-Organic Framework
Ion metalico Ligante organico

® _© ] S
b Ny 7

Fonte: A autora (2020).

A nomenclatura das MOFs vem sendo descrita, na maioria das vezes, com uma abreviatura
seguida de um namero sequencial de acordo com a descoberta. As abreviaturas indicam o tipo de
material, como MOF (Metal-Organic Framework) e COF (Covalent-Organic Framework), o tipo
de estrutura, como ZIF (Zeolitic Imidazole Framework) e IRMOF (MOF isoreticular) ou até mesmo
o laboratério em que o material foi desenvolvido, como por exemplo, CPO (coordination polymer
of Oslo), HKUST (Hong Kong University of Science and Technology) e MIL (Materials of Institut
Lavoisier). Outra maneira de nomear este tipo de material é usar a estequiometria da célula unitaria,
podendo conter também a molécula visitante, por exemplo: [Zn4(O)(bdc)s].3H20, sendo que o
oxigénio e a molécula 1,4-benzeno dicarboxilato (bdc) sdo os ligantes organicos e a H>O é uma
molécula hospede?.

As inimeras possibilidades de combinag6es variadas entre 0s conectores metais e ligantes
proporcionam o desenvolvimento de estruturas cristalinas diferenciadas, resultando em variacdes
de tamanho de poros, forma, estruturas e possibilita ainda muitas oportunidade de
funcionalizaces®. As caracteristicas dos metais utilizados podem dar origem a diversas geometrias
da estrutura, de acordo com o estado de oxidagdo e 0s numeros de coordenacdo possiveis, que
podem variar de 2 a 12. Da mesma maneira, as diferentes propriedades estruturais dos ligantes
organicos permitem uma ampla variedade de sitios de coordenacdo®. A Figura 2 mostra alguns

exemplos dos ligantes organicos mais utilizados para o desenvolvimento de MOFs.
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Figura 2: Alguns ligantes orgénicos que sdo usualmente utilizados na sintese de MOFs.
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1.2.4.5- 4 carboxifenil benzeno tetrakis Adenina 4.4°- Bipiridina Acido fumarico

Fonte: A autora (2020).

A sintese das MOFs pode ocorrer de diferentes maneiras, geralmente seguindo a adicao de
uma solucdo contendo o metal e outra contendo o componente orgénico. A juncdo das duas
solucBes promove um processo de auto-arranjo, em que o ligante organico cede elétrons para o
centro metalico formando a ligag&o coordenada’®.

Somente nos ultimos anos surgiu a preocupacao de sintetizar MOFs constituidas por
compostos naturais e biocompativeis!!, antes disso sua composicao era feita, na maioria das vezes,
por ligantes organicos ndo renovaveis ou derivados de petroleo e metais pesados, apresentando alta
toxicidade. Entre as MOFs biocompativeis que sdo mais utilizadas atualmente destaca-se a
HKUST, ZIF-8 e MIL-100.

1.3. MOFs biocompativeis

A MOF HKUST é composta por ions de cobre (I1) e pelo ligante organico acido trimésico,
também conhecido como BTC (acido 1,3,5-benzeno tricarboxilico), de maneira que cada ion
metalico é coordenado a quatro atomos de oxigénio provenientes do ligante organico formando a

estrutura mostrada na Figura 3. Esta MOF foi relatada pela primeira vez em 1999 por Chui e
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colaboradores 2 e 0 nome HKUST se refere ao local da sua primeira sintese ser em Hong Kong
University of Science and Technology.

Figura 3: Estrutura da MOF HKUST, [Cus(BTC)2]*.

(verde: cobre; vermelho: oxigeno; preto: carbono e branco: hidrogénio).

Esta MOF apresenta propriedades fisico-quimicas tipicas de uma estrutura aberta altamente
porosa, composta por cristais com morfologia octaédrica'®. Dentro deste contexto, sabendo que
esta € uma MOF promissora e biocompativel, ela foi utilizada neste trabalho para desenvolver
capsulas de HKUST.

A MOF ZIF-8 apresenta topologia zeolitica, ou seja, a presenca de um ligante organico com
5 membros, como é o caso do imidazol. O estudo destes materiais a base de imidazolato ganhou
significancia quando Chen e colaboradores®® observaram que o angulo entre o ligante organico e o
metal era de 145°, semelhantemente com o angulo de ligagdo presentes em ligagdes Si-O-Si nas
zeolitas *°. A partir de entdo, estes materiais foram chamados de Zeolitic Imidazolate Framework
(ZIFs), formando uma subfamilia das MOFs®®. Essa classe também merece uma convengédo de
nomenclatura distinta das outras MOFs por apresentar incrivel estabilidade térmica e quimica.
Entre as ZIFs existentes, a ZIF-8, constituida por ions de Zinco (II) e o ligante organico 2-
metilimidazol (2-MelM), é um dos compostos mais estudados®’, e a sua estrutura é mostrada na

Figura 4.
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Figura 4: Estrutura da ZIF-8, [Zn(2-metilimidazol)2]*2.

(azul tetraédrico: zinco; preto: carbono; verde: nitrogénio; amarelo: representagdo do poro).

Desta maneira, este material € composto por um metal biocompativel (zinco) e um ligante
ndo toxico, e por isso essa MOF vem sendo muito utilizada para aplicagcGes biomédicas, e foi
escolhida para ser utilizada neste trabalho para o desenvolvimento de capsulas a base de ZIF-8.

A MOF MIL-100 apresenta este nome devido ao local em que foi sintetizada pela primeira
vez (Material of Institut Lavoisier). Este material € constituido por trimeros oxocentrados de
octaedros de ferro ligados por grupos de acido trimésico formando um arranjo 3D de redes

mesoporosas acessiveis através de estruturas superficiais microporosas'®, como mostra a Figura 5.

Figura 5: Estrutura da MI1L-100 (Fe) .

(laranja: ferro; carbono: preto).
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A MOF MIL-100 é composta por um ligante hidrofilico e por isso apresenta também
caracteristicas hidrofilicas. Existem na literatura diversos relatos da sua biocompatibilidade e da
sua utilizacio como carreador de farmacos?!, o que mostra ser um material muito promissor para a
area farmacéutica. Com isso, este trabalho consiste também em desenvolver capsulas a base de
MIL-100.

1.4. MOFs como sistemas carreadores de farmacos

Os sistemas carreadores de farmacos sdo frequentemente usados para ampliar a
biodisponibilidade do farmaco, melhorar sua estabilidade em meio biolégico, manter e controlar
as taxas de liberacdo e ainda direciona-los para locais especificos do corpo caso seja
funcionalizado, visando sempre reduzir a frequéncia de administracdo do farmaco e favorecer o
conforto do paciente??%,

As interacdes que ocorrem entre os farmacos e sistemas supramoleculares representam
um importante aspecto na pesquisa cientifica na area médica e de tecnologia farmacéutica, devido
as implicacbes biologicas desses novos compostos que podem interferir no perfil de
biodisponibilidade ou modificar a estabilidade de grande nimero de substancias de uso terapéutico.
Os farmacos administrados através de um carreador exibem perfis cinéticos e biol6gicos diferentes
daqueles obtidos quando o farmaco é administrado de forma convencional®*2°,

Alguns sistemas tém sido muito explorados como carreadores de farmaco, dentre eles,
destacam-se: lipossomas?®, dispositivos revestidos implantaveis?’, nanoparticulas??, dendrimeros?,
ciclodextrina® e recentemente as redes metalo-organicas?.

Dessa maneira, as MOFs sdo sistemas promissores para liberacdo de farmacos por terem
a possibilidade de ajustar os grupos funcionais e o tamanho dos poros. A Figura 6 apresenta um
esquema para ilustrar como pode ocorrer a incorporacgéo e a liberacdo de um farmaco a partir dos

poros das MOFs.
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Figura 6: Esquema de uma das estratégias de incorporacéo e liberacéo de farmaco de uma MOF?°.

Drug Drug g
loading 5 release.
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Um dos primeiros grupos que pesquisaram as MOFs como potencial para aplicacdo em
sistema de liberagdo de farmacos é de Ferey e colaboradores®® que sintetizaram a familia MIL
desenvolvido em Versalhes. Horcajada e colaboradores, por exemplo, avaliaram a incorporacao e
a liberacdo de ibuprofeno a partir da MOF mesoporosa MIL-100%. A liberagdo do farmaco ndo
levou a perda da cristalinidade ou decomposicdo da estrutura. A cinética do ibuprofeno liberada
através da MOF foi monitorada por HPLC, evidenciando a liberacdo sustentada do farmaco durante
as primeiras 8h e a liberacdo completa ao final de 6 dias. Além disso, este mesmo grupo de pesquisa
também sintetizaram outras MOFs ndo toxicas a base de ferro (111), como MIL-53, MIL-88A, MIL-
88B, MIL-89, MIL-100 e MIL-101-NH2 que variam os seus ligantes orgéanicos, como
nanocarreadores para liberacdo eficiente de antitumorais e retrovirais (bussufano, trifosfato de
azidotimidina, doxorrubicina ou ciclovir) para o tratamento de céncer e da AIDS. Os autores
investigaram a toxicidade, biocompatibilidade, eficiéncia de carga do farmaco e perfil de liberacao
para estas MOFs. O ensaio de toxicidade foi feito in vitro, através da citotoxicidade em macrofagos
de ratos utilizando o método de MTT, e in vivo, através da administracdo intravenosa das MOFs,
sendo que a ndo toxicidade foi confirmada através da auséncia de respostas imune ou de reacGes
inflamatdrias. Estes materiais podem ser obtidos em solugbes aquosas e etandlicas e podem
encapsular farmacos com diferentes polaridades, tamanhos e grupos funcionais.
Apesar de as MOFs apresentarem capacidade de transportar farmacos, o tamanho dos poros
destes materiais ainda assim € limitado, o que consequentemente torna restrita a eficiéncia de carga
de farmaco, ou ainda de moléculas maiores, como as proteinas. Desta maneira, para superar esta

limitac&o, alguns grupos de pesquisa estdo desenvolvendo capsulas de MOF 323,
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1.5. Cépsulas a base de MOFs

Dentro da classe das MOFs, recentemente, um novo grupo de materiais, que é capaz de
formar capsulas, tém atraido muito interesse por apresentar propriedades desejaveis, como
presenca de poros e cavidades ocas, além de também ter a possibilidade de apresentar
permeabilidade seletiva®?, elevada resisténcia térmica e mecanica, estabilidade e ser pH- sensivel
para a desestruturagio®*%,

A utilizacdo de cépsulas de MOFs como sistemas de liberacdo de farmacos € muito
promissora para a area farmacéutica, visto que este material possui os poros intrinsecos das MOFs
e cavidades da cépsula, permitindo a incorporagdo de uma grande quantidade de farmacos, bem
como biomoléculas maiores, como proteinas, 0 que é uma vantagem notavel em compara¢do com
0 uso de apenas particulas MOF com tamanho de poro limitado.

Apesar de todas as vantagens da utilizacdo das capsulas a base de MOFs, muitos desafios
devem ser superados, como a obtencéo de uma boa estabilidade quimica e mecénica, e ainda exibir
uma morfologia homogénea e uma distribui¢do de tamanho de particula controlada, podendo estar
na escala nanomeétrica ou micrométrica. Para isso, existem diversas técnicas desenvolvidas para
sintetizar capsulas a base de MOFs, sendo que as mais utilizadas sdo: formacao mediada por molde
s6lido®, formacido mediada por molde liquido®, emulséo de “pickering®' e spray drying®e.

As capsulas a base de MOFs sintetizadas a partir de moldes sdo desenvolvidas a partir da
formacdo de filmes metalo-organicos na superficie do molde, que posteriormente é removido,
resultando em uma capsula oca®. O processo de desenvolvimento deste material pode ocorrer com
molde rigido e com molde liquido.

A estratégia de molde rigido pode ser exemplificada pelo uso de particulas esféricas solidas
como molde. Hee Jung Lee e colaboradores desenvolveram capsulas ocas de MOF ZIF-8 utilizando
particulas de poliestireno (PS) como molde esférico. Foram preparadas estruturas casca-carogo
PS@ZIF-8, através de uma solucdo de metanol contendo PS, 2-metilimidazol e Zn(NOz)2. Em
seguida as microesferas formadas foram adicionadas em uma solucgéo de dimetilformamida (DMF),
que dissolve de forma seletiva o nucleo de PS*. A Figura 7 apresenta um esquema do sistema

formado por molde sélido desenvolvido pelos autores.
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Figura 7: Esquema da preparacéo de capsulas de ZIF-8 desenvolvidas utilizando molde s6lido®.
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Outros autores também obtiveram microesferas ocas com o MIL-100 e Cu-BTC utilizando
a mesma estratégia®®. Apesar de as estratégias que utilizam molde rigidos para o desenvolvimento
de cépsulas ocas serem simples e diretas, elas sdo limitadas as estruturas de casca e caro¢co com
propriedades de dissolucéo significativamente diferentes. Além disso, a etapa de remog¢do do molde
rigido exige a utilizacdo de solventes organicos que muitas vezes deteriora as propriedades
inerentes da capsula oca formada, desestruturando as MOFs.

Visando superar essas dificuldades, o estudo de moldes liquidos é cada vez mais promissor,
visto que permite a remocdao facil do molde das estruturas. A estratégia da utilizacdo de molde
liquido pode ser preparada usando duas fases diferentes, sendo que a interface entre dois liquidos
imisciveis favorece a formacéo controlada de camadas finas com diferentes componentes. Desta
maneira, a formacao da capsula ocorre atraves de uma dispersdo aquosa como goticulas em uma
fase imiscivel, de maneira que as goticulas servem como molde para formar as capsulas®.

O grupo de pesquisa de Ameloot 32 preparou cépsulas ocas de HKUST através do
crescimento interfacial usando dois liquidos imisciveis. As gotas da solucdo aquosa contendo ions
metalicos (Cu?*) e PVA foram usadas como molde liquido ao entrar em contato com uma soluc&o
organica de 1-octanol contendo ligantes (BTC). O crescimento resulta da formacdo de uma
membrana reticulada na interface das capsulas ocas, como mostra a Figura 8, sendo que o molde

de liquido foi removido durante o processo de lavagem em etanol.
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Figura 8: Preparacéo interfacial de uma camada de MOF utilizando uma mistura bifasica formada
por uma solugdo aquosa contendo ions metalicos (azul) e uma solugdo organica de ligante (lilas)®2.

Organic solution

Outra metodologia utilizada para o desenvolvimento de cépsulas é a emulsdo pickering.
Emulsdo de pickering € um tipo de emulsdo estabilizada apenas por nanoparticulas sélidas
localizadas na interface 6leo-agua, substituindo os surfactantes tradicionais por nanoparticulas
solidas biocompativeis. As emulsdes de pickering séo estabilizadas, na maioria das vezes, por
nanoparticulas anfifilicas, como silica, proteinas, 6xidos metélicos. Recentemente, as MOFs
também foram relatadas com sucesso como estabilizadora para as emulsdes de pickering®’#. Desta
maneira, as capsulas de MOF obtidas por esta metodologia sdo desenvolvidas primeiramente pela
formacdo de uma emulsdo inversa (agua/ 6leo) seguida pela formagdo de uma “coroa” de MOF

formado pelo efeito de pickering, como mostra a Figura 9.
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Figura 9: Esquema de formacdo da capsula de MOF por emulsao de pickering, proposto por Zijun

Bian e colaboradores®.
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Usando a microemulsdo como processo de obtencdo das cépsulas, Liu e colaboradores
prepararam capsulas ocas e hibridas de ZIF/alginato através de emulsGes de Picking.
Primeiramente foram preparadas as nanoparticulas de ZIF-8 em isoctanol e, em seguida, foram
preparadas as capsulas atraves da emulsdo. A microemulséo foi preparada usando a suspenséo de
isoctanol contendo nanoparticulas de ZIF-8 como fase continua e solu¢éo aquosa de alginato-PEG-
2000 como fase dispersa. Por fim, as gotas de emulsdo foram coletadas e recobertas com uma
camada de polidimetilsiloxano para evitar aderéncia. Foram formadas capsulas uniformes, capazes
de carrear a Rodamina B (RhB) e libera-la de forma controlada, o que é promissor para aplicagdo
de moléculas ativas **.

Outro método que pode ser muito promissor para o desenvolvimento de capsulas a base de
MOFs é a técnica de spray drying. O spray drying é relatado na literatura como um método de
secagem de suspensBes, método de microencapsulacdo e também pode ser adaptada para a
formacdo de um sistema do tipo esférico, partindo de uma mistura liquida contendo nanoparticulas
dispersas. Esse tipo de processo permite a formacdo de micro ou nanocapsulas, dependendo da
formulac&o precursora e dos parametros utilizados no equipamento 3.

O principio basico de funcionamento do equipamento spray dryer é a conversdao de um
liquido, podendo ser uma solucdo, suspensdo ou emulsdo, em um material seco, particulado, por
meio da atomizagio do fluxo em uma cAmara de secagem aquecida®*.

Apesar de essa técnica ser muito conhecida em estudos de tecnologia farmacéutica com o
objetivo de secar materiais sensiveis a temperatura, preparo de granulos para produgdo de
comprimidos e melhoria na solubilidade, a aplicacdo desse equipamento para sintetizar MOFs é

uma inovagao muito importante para a producgéo desse material em larga escala. A Figura 10 mostra
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um esquema de como ocorre a sintese da MOF por spray drying, proposto por Arnau Carné-
Séanchez e colaboradores® .

Figura 10: Esquema do processo de spray drying para sintetizar superestruturas de HKUST (a);
Esquema de formacdo da estrutura esférica pelo spray drying, em que a MOF se cristaliza na
superficie da estrutura esférica (b); fotografia do equipamento spray dryer apds a sintese do
HKUST %,

Em outro exemplo, desenvolvido pelo grupo de pesquisa de Cedric Boissiere, desenvolveu-
se nanoparticulas de HKUST, ZIF-8 e Fe3(BTC)2 a partir do spray drying. Foram utilizadas duas
suspensodes, sendo uma de ligante organico e uma do sal metalico, injetadas simultaneamente
dentro do mesmo fluxo de ar quente para que a particula de MOF fosse formada no interior do
equipamento durante a secagem. Em seguida, o material coletado foi submetido ao ultrassom para
obter as nanoparticulas de MOFs, como era o objetivo do trabalho®. Sendo assim, a utilizagdo do
spray drying para obter capsulas de MOF é um método promissor, por ser um método rapido e
escalonével. Esta metodologia também permite a producdo em larga escala de superestruturas
esféricas a partir de nanoparticulas de MOFs na superficie de goticulas atomizadas 3.

Assim sendo, a evolucao dos processos farmacéuticos em direcdo a maior produtividade e
simplificacéo das formulacdes garante a atratividade do uso do spray drying como um método Util
para formular sistemas de liberacdo de farmacos. As condic¢Ges de processamento tém um efeito
sobre as caracteristicas do produto final, que por sua vez influencia a capacidade de encapsulacéo
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e o perfil de liberacdo do farmaco. Além disso, a capacidade de o equipamento produzir particulas
de varios tamanhos oferece possibilidades para aplicacdo para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmaco para vias de administracao nasais, oculares, pulmonares, oral, intramuscular,
intravenosa, entre outras. A Figura 11 mostra os diferentes intervalos de tamanho de particulas para

as diferentes vias de administragdo, segundo Shekunov e colaboradores®®.

Figura 11: Distribuicdo de tamanhos de particulas e vias de administragio®®.
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Além de determinar a via de administracdo, o tamanho e a forma das particulas podem
influenciar uma grande variedade de propriedades fisicas e processabilidade durante a fabricacéo,
incluindo: taxa de dissolucdo e biodisponibilidade dos principios ativos, taxa de liberacdo
controlada do farmaco e tempo de depuracao.

O desenvolvimento de capsulas baseadas em MOFs é uma alternativa para melhorar a
estabilidade e eficiéncia do farmaco durante tratamentos dificeis, como o cancer. No entanto, este
material ainda ndo foi muito explorado na area farmacéutica, e desta maneira, existem poucos
relatos da eficiéncia de encapsulacéo e do perfil de liberacdo de farmacos a partir das capsulas de
MOF. Como exemplo de trabalhos desenvolvidos, Tang e colaboradores sintetizaram nanocapsulas
poliméricas pH- responsivas usando a MOF ZIF-8 (composta por zinco e 2-metilimidazol) como

molde. As capsulas preparadas apresentaram alta eficiéncia de encapsulagdo, em torno de 87%, do
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antitumoral doxorrubicina. O perfil de liberagdo do farmaco mostrou maior liberagdo em meio
acidos, provavelmente devido a quebra das nanocapsulas erodidas pelo H* %7,

As capsulas de MOFs sdo materiais promissores para um grande avango nos sistemas de
liberacdo controlada de farmacos visando especificamente nesse trabalho o tratamento do céancer,
devido a capacidade de associar a incorporagdo de um farmaco, com agdo anticancerigena, como
por exemplo 0 metotrexato, nos poros intrinsecos das MOFs que constituem as cépsulas, e a
incorporacdo de uma proteina, como por exemplo a colagenase, nas cavidades internas da estrutura
da capsula formada. O metotrexato € um farmaco antineoplasico que possui ampla atividade
antitumoral e € utilizado para tratamentos de primeira linha de carcinomas colorretais, de mama e
de pele®®®. A colagenase faz parte do grupo de enzimas denominado proteases, que tém a
capacidade de hidrolisar ligacbes peptidicas, e vem sendo utilizada para degradar proteinas
extracelulares e fatores de crescimento das células tumorais, evitando a progressao do tumor e a

metéstase°.

1.6. Conclus6es do Capitulo |

Neste capitulo foram apresentados alguns dos assuntos relevantes discutidos nessa Tese. O
capitulo abordou uma breve introducdo sobre as redes metalo-organicas, o surgimento e a
importancia das MOFs biocompativeis, destacando-se as mais estudadas e a aplicacdo desse
material como sistema de liberacdo de farmaco (DDS, drug delivery system). Também foram
apresentados diferentes métodos para a formacao de capsulas baseadas em MOFs, como por molde
solido, molde liquido, emuls&o de pickering e por spray drying.

Dessa maneira, conclui-se que apesar de haver trabalhos que buscam opcdes de materiais
biocompativeis e que sejam capazes de carrear uma grande quantidade de farmacos ou uma
molécula com maior massa molecular, como as proteinas, muitos desafios devem ser superados
durante a sua sintese, como a obtencdo de uma boa estabilidade, morfologia homogénea e
distribuicdo de tamanho de particula controlada. Nesse sentindo, o desenvolvimento de cépsulas
de MOFs é uma alternativa promissora para esta aplicagdo. Fica evidente que mais estudos sao
necessarios visando explorar o desenvolvimento de capsulas de MOFs e a sua aplicacdo como

sistema carreador de farmacos.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver capsulas a base de redes metalo-organicas a
base de diferentes ions metalicos e ligantes organicos, como HKUST (cobre e acido trimésico),
ZIF-8 (zinco e 2-metilimidazol) e MIL-100(Fe) (ferro e &cido trimésico), capazes de transportar
simultaneamente grande quantidade de farmaco e moléculas de elevada massa molecular que
possuam atividades terapéuticas. Para alcancar esse objetivo, diferentes métodos de obtencgéo de
capsulas, como o uso de molde séldio, molde liquido, emulséo de pickeringe spray drying foram

avaliados.
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Capitulo I1.

Parte experimental
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I1.1. Introducéo ao Capitulo 11

Neste capitulo foram descritos os procedimentos experimentais para a obtencdo das
capsulas de MOF. Foram utilizadas as MOFs a base de cobre (HKUST), zinco (ZIF-8) e ferro
(MIL-100). As metodologias mostradas nesse capitulo foram o uso de molde sélido, molde liquido,
emulsdo de pickering e spray drying. Durante o periodo deste trabalho foi realizado um estagio de
pesquisa de oito meses no exterior (BEPE- FAPESP). O estagio foi feito no laboratério IMAP
(Institut des Matériaux Poreux de Paris) localizado nas prestigiadas escolas ENS (Ecole normale
Supérieure) e ESPCI (Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles de la ville de Paris)
da Universidade PSL (Université de recherche Paris Sciences et Lettres), sob a supervisdo de
Christian Serre, diretor de pesquisa CNRS. Durante o periodo de estagio foram desenvolvidas
capsulas por emulsdo de pickeringe pelo método de Spray drying, em colaboracdo com o0s
pesquisadores Nicolas Bremond do ESPCI e Cedric Boissiere da Université Pierre et Marie Curie
(UPMC).

Também estd descrito nesse capitulo as técnicas empregadas na caracterizacdo destes
materiais, como difracdo de raios X, espectroscopia na regido do infravermelho, andlise
termogravimeétrica, espalhamento de luz dinamico, isotermas de adsorcao/ dessor¢éo de nitrogénio,
microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura (MEV e MEV/FIB) e microscopia
eletronica de transmisséo.

Por fim, mostra-se 0s ensaios de incorporacdo e liberacdo in vitro dos principios ativos
utilizados, metotrexato e colagenase, bem como a avaliacdo da atividade enzimatica da colagenase

e viabilidade celular do sistema desenvolvido.

11.2. Desenvolvimento das capsulas a base de MOFs:

As capsulas a base de MOFs foram desenvolvidas utilizando quatro metodologias: (1)

molde sélido, (2) molde liquido, (3) emulsdo de pickering e (4) spray drying.
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1. 2.1. Desenvolvimento de capsulas de MOFs a partir de um molde soélido

O desenvolvimento de cdpsulas de MOFs utilizando um molde s6lido como substrato foi
baseado em metodologias previamente descritas na literatura®**° com algumas modificagdes.

Para essa etapa do trabalho, optou-se pelo uso do carbonato de célcio (CaCOz) como molde
rigido para o desenvolvimento de capsulas da MOF®!, sendo que essa metodologia foi estudada
para a formacdo de cépsulas a base de ions de cobre e do ligante &cido trimésico, conhecida na
literatura como HKUST®?; & base de ions de zinco e do ligante 2-metilimidazol, conhecida como
ZIF-8%; e & base de fons de ferro e do ligante acido trimésico, conhecida como MIL-100%°.

Primeiramente, foi preparada uma solugéo do sal metélico de cada MOF (acetado de cobre,
nitrato de zinco ou nitrato de ferro) em é&gua, na concentracdo de 0.5 mM.mL™, e em seguida
adicionou-se 0 CaCOs, que nesta sintese atua como molde, na concentracdo de 0.6mM.mL-1,
formando uma suspensao aquosa das particulas do substrato (CaCQO3). Esta suspenséao foi mantida
em agitacdo constante a 400 rpm durante 15 min e, em seguida, foi adicionada uma solugéo
etandlica do ligante organico de cada MOF (acido trimésico ou 2- metilmidazol) também na
concentracdo de 0.5 mM.mL™, e o sistema foi mantido em agitacdo constante a 400 rpm durante
30 min a 25°C. A mistura foi basificada com uma solugédo aquosa de hidréxido de sédio (NaOH
0.1 M) para o pH 8, para facilitar a desprotonacédo do ligante, e entéo a suspensdo foi mantida em
repouso por 1 hora. As particulas formadas foram lavadas com agua e separadas por centrifugacdo
a 3000 rpm por 5 min. Em seguida, as particulas foram adicionadas novamente, mais duas vezes,
em uma solucdo aquosa de metais e uma solucdo etandlica de ligante organico, repetindo os
procedimentos anteriormente descritos, para a formacdo de uma camada mais grossa de MOFs na
superficie do substrato.

Por fim, as particulas foram lavadas 3x com agua e, para a remoc¢ao do molde, adicionou-
se 0 solvente organico tetraidrofurano (THF), deixando em contato durante 12 horas. As particulas
foram entéo centrifugadas, lavadas para a remocéo de residuos e armazenadas em etanol.

A Figura 12 mostra um esquema da sintese de capsulas de MOFs a partir de um molde

rigido.
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Figura 12: Esquema da preparacédo das capsulas de MOFs utilizando um molde rigido.
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I1. 2.2. Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de um molde liquido

O desenvolvimento de capsulas de MOFs a partir de um molde liquido foi baseado na
metodologia proposta por Ameloot e colaboradores®? com algumas modificagdes.

As capsulas foram obtidas dispersando uma fase imiscivel em outra pelo gotejamento
através de uma seringa, como mostra a Figura 13.a., ou com um spray aerossol (aerégrafo), como
mostra a Figura 13.b., sendo que a interface entre esses dois liquidos é usada como molde para a
formagéo de uma camada fina de MOF. Esta metodologia corrobora com o fato de que a tensao
superficial entre dois liquidos imisciveis é tdo grande que o sélido espontaneamente se desloca para
a superficie a fim de minimizar essa tensdo, e desta maneira, essas camadas finas de MOFs podem
ser formadas resultando nas capsulas de MOFs.

Nessa etapa do trabalho optou-se por preparar capsulas de HKUST, ZIF-8 e MIL-100,
sendo que a sintese partiu de dois liquidos imisciveis, a agua e o0 n-octanol. Para o preparo do
precursor aquoso, adicionou-se 4mL de uma suspensdo do sal metalico em alcool polivinilico
(PVA), na concentracdo de 90 mM.mL™?, a 100mL de agua, e em seguida agitou-se a 300 rpm
durante 30 min a temperatura ambiente. As particulas de 6xido metalico formadas foram removidas
por centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos. Por fim, adicionou-se 20% (massa/massa) de etanol
absoluto & solucédo limpida resultante. O precursor organico foi preparado adicionando-se 70 mM
do ligante em 20 mL de n-octanol, seguido de aquecimento a 60°C ate a solubilizagdo. Em seguida,
adicionou-se 105 mM de tributilamina imediatamente antes da formacdo das capsulas, para

favorecer a desprotonacéo do ligante organico.
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Posteriormente, a solugdo de precursor aquoso foi adicionada, com o auxilio de uma agulha

(Figura 13.a.) ou, alternativamente, de um aerografo (Figura 13.b.), na solu¢do do precursor

organico, que foi mantido em agitacdo branda. Dessa maneira, esse processo facilita a formacéo

das capsulas de MOF na interface dos dois meios, no momento do contato da goticula aquosa no

n-octanol. As cépsulas preparadas desta forma foram coletadas em etanol e o n-octanol restante foi

removido trocando rapidamente o sobrenadante por etanol.

Figura 13: Esquema da preparacao das capsulas de MOFs utilizando um molde liquido a partir de

uma seringa (a) e a partir de um aerografo (b).
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Fonte: A autora (2020).
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1. 2.3. Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de emulséo de pickering

A emulsdo de pickering € um tipo de emulsdo que é estabilizada apenas por particulas
solidas presentes na interface 6leo-agua, substituindo os surfactantes tradicionais. Essa € uma
estratégia simples, conveniente e abrangente para a preparacdo de capsulas de MOF dependente
apenas das propriedades de superficie ajustaveis das MOF*1:4,

O desenvolvimento das capsulas de MOF utilizando a emulsao de pickering foi realizado
em colaboracdo com o Dr. Christian Serre e com o Dr. Nicolas Bremond.

Para essa estratégia foram testadas as MOFs ZIF-8 e MIL-100, e para isso primeiramente
as nanoparticulas de MOF foram sintetizadas com base em metodologias ja descritas na

literatura®*°S.

- Nanoparticulas MIL-100:

As nanoparticulas MIL-100 foram sintetizadas adicionando &cido trimésico (BTC) e nitrato
de ferro Il em agua. A mistura reacional foi mantida em agitacdo a 60°C durante 48 horas, como
reportado na literatura®. Em seguida, as nanoparticulas foram coletadas por centrifugagdo a 14500
rpm e lavadas duas vezes com &gua mili-Q e duas vezes com etanol. A MOF foi seca a 100 °C em

uma estufa a vacuo.

-Nanoparticulas ZIF-8

As nanoparticulas ZIF-8 foram sintetizadas dissolvendo 1,299 de 2-metilimidazol (2-
MelM) em 40 mL de metanol e 0,58 g de nitrato de zinco em 40 mL de metanol. A solugéo de 2-
MelM foi adicionada & solucdo de Zn?* e a mistura foi agitada a 300 rpm durante 1 hora a
temperatura ambiente. As nanoparticulas foram recolhidas por centrifugacéo a 20.000 rpm durante

15 min, lavadas trés vezes com etanol e foram secas sob vacuo por 12 horas®.

Duas metodologias diferentes foram utilizadas para o desenvolvimento das capsulas de

MOF a partir da emulsdo de pickering. Primeiramente, foi preparada uma emulsdo a partir de
nanoMOFs previamente sintetizadas e, desta maneira, as nanoparticulas solidas de MOF
ocasionaram o efeito pickering, conforme esquematizado pela Figura 14.a.. Na segunda
metodologia, o ligante organico e o sal metalico, responsaveis pela formacdo da MOF, foram
adicionados separadamente na fase oleosa e aquosa, respectivamente, para que a nucleacdo das
38



nanoparticulas de MOF ocorra durante a preparacdo da emulsdo, como também esta esquematizado

pela Figura 14.b..

Figura 14: Esquema da preparacéo das capsulas de MOF utilizando a emulsédo de pickeringa partir

de nanoparticulas de MOFs (a) e a partir de ions metalicos e ligantes organicos (b).
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Fonte: A autora (2020).

Durante o desenvolvimento da emulsdo alguns parametros de sintese foram estudados, tais

como tipo, velocidade e tempo de agitacdo. Foram usadas a agitacdo mecanica, por meio de um

agitador magnético a 700 rpm e por 3 h, 0 ultrasonicador a 600 W por 3 min e ainda 0 ultraturrax

a 12000rpm por 3 min.
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I1. 2.4. Desenvolvimento de capsulas de MOF utilizando spray drying

Nessa etapa do trabalho foram preparadas capsulas de MOF MIL-100, tendo em vista que
essas nanoparticulas foram consideradas promissoras para ser utilizada neste equipamento. As
MOFs MIL-100 apresentam tamanho nanométrico de aproximadamente 80 nm e ainda sdo
facilmente dispersas, evitando assim possiveis dificuldades na utilizacdo do spray drying, como o
entupimento do pico dispersor.

A metodologia utilizada para o desenvolvimento das capsulas de MOF a partir do spray
drying foi baseada em artigos previamente publicados, em que foi estudado a sintese das
nanoparticulas de MOF utilizando o spray drying®. Cedric Boissiere, um dos autores dos principais
artigos que foram utilizados como base para esse experimento, participou como colaborador desse
trabalho juntamente com Christian Serre.

Inicialmente uma suspensao coloidal de nanoparticulas de MIL-100 em etanol foi preparada
antes do processamento de spray drying, como descrito anteriormente no item 11. 2.3. A suspenséo
foi introduzida como fluido de alimenta¢do no Nano Spray Dryer e 0 equipamento foi acionado
para a secagem da suspensdo com os parametros (temperatura, fluxo de gas, entre outros) definidos
previamente e, por fim, a gota gerada pelo equipamento é seca pelo gas de secagem, e entdo é
formada a capsula com as nanoparticulas de MOF.

A Figura 15 mostra um esquema do processo que ocorre nesse equipamento, sendo que foi
utilizado como aparato um bico de fluido concéntrico (fluido e ar) com orificio de 0.5mm em um

sistema de Nano Spray Dryer Biichi B-290.
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Figura 15: Esquema do processo de secagem por spray drying de um Mini Spray drying B290
(Buchi).
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Fonte: A autora (2020).

Para a primeira sintese, foi preparada uma suspensdo de MIL-100 na concentracdo de 1
mg/mL. A suspensédo foi introduzida no Spray Dryer com agita¢do continua e 0s parametros de
sintese foram: temperatura de entrada: 80°C, pressdo: 50 bar, fluxo de bomba 50% e capacidade
maxima do aspirador 100%.

Na segunda sintese foi utilizada uma suspensdo de MIL-100 na concentracdo de 0.125
mg/mL. A suspensdo foi introduzida no Spray Dryer com agitacdo continua e as condi¢des de
sintese foram: temperatura de entrada: 80°C, pressdo: 50 bar, fluxo de bomba 5% e capacidade
méaxima do aspirador 100%.

Para a terceira sintese, foi preparada uma suspensdo de MIL-100 na concentracdo de 1
mg/mL. A suspenséo foi introduzida no Spray Dryer com agitacdo continua e os parametros foram:
temperatura de entrada: 80°C, pressdo: 50 bar, fluxo de bomba 5% e capacidade maxima do
aspirador 100%.
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11.3. Caracterizagdo dos materiais obtidos:

Difracéo de raios X (DRX)

A presenca de fases cristalinas dos materiais desenvolvidos foi analisada por um
difratdbmetro Siemens D5000 usando radiacdo CuK A, A = 1.5418 A. Os dados da intensidade de
difragao foram medidos em uma faixa 26 = 2- 30°, com passo de 0,05° e tempo de exposic¢ao por

passo de 1s.

Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no espectofotémetro
de absorcdo na regido do infravermelho da BRUKER com detector DLaTGS (400 a 4000 cm™).
Os acessorios usados para as amostras na forma de p6 foram: ATR — espectroscopia de absor¢édo

na regido do infravermelho médio por meio de reflexdo total atenuada (cristal de diamante).

Termogravimetria
As medidas de TGA foram realizadas no equipamento SDT 600 Simultaneous DTA-TG da
TA Instruments. As amostras foram acondicionadas em cadinho de alumina de 90pL e aquecidas

de 25 até 600°C com uma taxa de 2°C/min sob fluxo de oxigénio de 100 mL/min.

Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A analise de espalhamento de luz dindmica foi realizada usando um Zetasizer Nano ZS,
Malvern, UK. O espalhamento de luz é um método em que o feixe de luz monocromatica atinge a
amostra, e a luz espalhada ¢é detectada. Dessa maneira, o raio hidrodindmico das particulas em

suspensdo pode ser caracterizado.

Isotermas de adsorc¢ao/ dessor¢ao de nitrogénio

Para medidas das isotermas de adsorcdo/ dessorcdo de N2 utilizou-se o equipamento
ASAP 2013 da Micromeritics. As amostras foram submetidas a 100 °C em vacuo de ~1 umHg para
limpeza da superficie e dessorcdo de gases. As medidas foram realizadas a 77 k, usando o método
volumétrico estatico e intervalo de pressao relativa entre 0,002 e 0,98. A area especifica dos poros
foram determinadas pelo método de BET.
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Microscopia 6ptica

A microscopia 6ptica foi realizada para analisar a formacao das capsulas e morfologia do
material obtido. Foi utilizado um microscopio Olympus BX41, equipamento capaz de analisar
particulas de tamanho micrométricos, com a digitalizacdo de imagens no computador atraves do
programa analisador de imagem Leica Qwin. Amostras das capsulas de MOFs foram
cuidadosamente dispostas sobre laminas, sem sobreposi¢cdo de laminula. As imagens das particulas

foram obtidas com aumento de 50x e 100x.

Microscopia eletronica de varredura (MEV e MEV/FIB)

A microestrutura das cdpsulas foi observada com o auxilio de um microscopio eletrénico
de varredura com Emissdo de Campo (MEV- FEG). As amostras foram preparadas da seguinte
maneira: as capsulas obtidas foram aderidas a uma fita de carbono condutora e metalizadas com
filme de carbono de 20 mm de espessura durante 1 minuto, adequando-as a analise ao Microscopio.
O microscoépio utilizado foi o0 modelo TopconSM-300 com detector de elétrons secundarios com
voltagem de aceleracdo de elétrons de 10Kv e com acoplamento do sistema de microanalise por
espectrometria de Raios X (EDS). Além disso, também foi utilizado o microscopio modelo
HELIOS NANOLAB 600i com coluna de ions galio (MEV-FIB).

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)
A nanoestrutura do material foi observada em um microscéopio eletrénico de transmissao
JEOL JEM-2011, do Laboratério de Apoio e Uso Geral do DEMa/UFSCAR. As amostras sélidas

foram dispersas em etanol.

11.4. Ensaios in vitro utilizando as capsulas de MIL-100

11.4.1. Avaliacéo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco metotrexato nas capsulas a base
de MOFs

Os ensaios de encapsulacdo foram realizados com as nanoparticulas MIL-100 e com as
capsulas de MIL-100 obtidas por spray drying, separadamente, com a finalidade de comparar a

influéncia da presenca de uma cavidade nas capsulas durante encapsulacdo do farmaco.
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Para a incorporacdo, o farmaco metotrexato foi dissolvido em agua com 1% de HCI 0.1M
a 55 °C e apos a sua completa dissolucdo, foram adicionadas as nanoparticulas MOFs e as capsulas
MIL-100, separadamente. A proporcao utilizada foi de 3:1 (massa: massa) do farmaco e das MOFs,
baseando-se na literatura através da metodologia utilizada por Horcajada e colaboradores®. O
material foi deixado sob agitagdo constante, em um Thermo Mixer, por 12 horas e a temperatura
ambiente (25°C).

Apbs o periodo de agitacdo, o material foi centrifugado a 11000 rpm, por 10 minutos e em
seguida, foi medida a absorbancia por UV-Vis do sobrenadante. Dessa maneira, a absorbancia
referente ao farmaco livre foi determinada no sobrenadante, apds a centrifugacéo.

Para quantificar a eficiéncia de encapsulagéo, foi necessario primeiramente fazer uma curva
analitica do farmaco estudado em agua com HCI 0.1M nas concentracdes 1,25; 2,5; 5; 10; 15 e 20
ug.mL* com medidas de absorbancia realizadas no intervalo de 200-400nm (absor¢do méaxima do

metotrexato A = 305nm).

11.4.2. Determinacéo do perfil de liberag&o in vitro do farmaco metotrexato

O ensaio de liberacédo in vitro do farmaco metotrexato foi realizado em tampéo PBS pH 5
e pH 7.4 a 37°C, sob condicdo sink (no minimo trés vezes o volume de meio necessario para se
obter uma solugéo saturada do farmaco)®’. Foram dispersos 10 mg de nanoparticulas MIL-100 e
capsulas MIL-100 com o farmaco ja encapsulado em 30 mL de tampé&o PBS. O sistema foi mantido
sob agitacdo constante de 300 rpm e de tempos em tempos determinados foi centrifugado a 5000
rpm por 10 minutos e uma aliquota de 2 mL do sobrenadante foi retirado para a quantificacdo do
metotrexato, sendo que posteriormente, 0 mesmo volume de tampdo fresco foi reposto. As
aliquotas retiradas foram entdo submetidas a analise de espectroscopia de absor¢cdo molecular no
UV- Vis para determinacdo do teor de metotrexato e posterior construgdo da curva do perfil de
liberacdo do fa&rmaco em fun¢édo do tempo.

Para quantificar o farmaco liberado, foi necessario primeiramente fazer uma curva analitica
do farmaco estudado nas concentragdes 1.25, 2.5, 5, 10, 15 e 20pg.mL* utilizando tamp&o PBS pH

5 e pH 7.4, com medidas de absorbancia realizadas no intervalo de 200-400nm, em triplicata.
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11.4.3. Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo da colagenase nas capsulas a base de MOFs

O ensaio de encapsulacédo da proteina colagenase tipo | foi realizado com as capsulas de
MIL-100 durante o processo da sua formacdo, no spray drying. Atualmente muitos produtos
farmacéuticos, como capsulas ou comprimidos, sdo preparados por meio do spray drying e, em
muitos casos, este equipamento esta sendo usado para encapsular moléculas bioativas em materiais
para protegé-las e para aumentar a sua biodisponibilidade. Arpagaus et al. (2018)® estudaram as
influéncias dos parametros do processo, como tamanho de particula, morfologia e eficiéncia de
encapsulamento, revisando mais de 160 artigos. Este trabalho destaca que esta metodologia é capaz
de obter uma alta eficiéncia de encapsulamento, superior a 95%.

Para a incorporacdo, a proteina colagenase foi rapidamente dispersa em etanol e em
seguida, foram adicionadas as nanoparticulas de MOFs. A proporc¢éo utilizada foi de 4:1 (massa:
massa) das nanoparticulas de MIL-100 e de colagenase, respectivamente. A mistura foi mantida
sob agitacdo constante em um agitador magnético, e entdo o material foi introduzido no spray
drying, seguindo os mesmos parametros descritos na terceira sintese do item Il. 2.4.

Depois da encapsulacdo, o material foi lavado duas vezes com &gua, para a remocao de
proteinas que podem ter ficado adsorvidas na superficie da capsula, centrifugado a 6000 rpm por
10 min e, em seguida, foi medida a absorbancia por UV-Vis do sobrenadante. Com isso, a
absorbéncia referente a proteina livre foi determinada no sobrenadante e a encapsulacdo foi
quantificada de forma indireta.

Para obter a eficiéncia de encapsulacdo, foi necessario primeiramente fazer uma curva
analitica da proteina estudada em agua nas concentragdes 30, 60, 90, 120, 150 pg.mL? com
medidas de absorbancia realizadas no intervalo de 200-400nm (absor¢do maxima da colagenase A
=258 nm).

11. 4.4. Determinacéo do perfil de liberagéo in vitro da colagenase

O ensaio de liberagdo in vitro da colagenase também foi realizado em tampéo PBS pH 5 e
pH 7.4 a 37°C, sob condicéo sink. Foram dispersos 10 mg de capsulas MIL-100 coma colagenase
ja encapsulada em 30 mL de tampdo PBS. O sistema foi mantido sob agitacdo constante de 300

rpm e de tempos em tempos determinados foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos e uma

45



aliquota de 2 mL do sobrenadante foi retirado para a quantificacdo da colagenase, sendo que
posteriormente, 0 mesmo volume de tampao fresco foi reposto. As aliquotas retiradas foram ent&o
submetidas a analise de espectroscopia de absorcdo molecular no UV- Vis para determinacédo do
teor de colagenase e posterior construcdo da curva do perfil de liberacdo da enzima em funcédo do
tempo.

Para quantificar a enzima liberada, foi necessario primeiramente fazer uma curva analitica
da colagenase estudada nas concentragdes 60, 90, 120, 150, 180 e 210 pg.mL™* utilizando tamp&o
PBS pH 5 e pH 7.4, com medidas de absorbancia realizadas no intervalo de 200-400nm, em

triplicata.

11.4.5. Atividade enzimatica da colagenase

Apds a encapsulacao da proteina na capsula de MOF e o seu estudo do perfil de liberacéo
in vitro, foi realizado um ensaio preliminar da atividade enzimética da colagenase que € liberada
da céapsula, de acordo com os procedimentos descritos anteriormente por Wang et al. (2018) *°.

Foi preparada uma solucdo de gelatina tipo B (Sigma Aldrich G9391- 72 KDa) na
concentracdo 30 mg/mL em agua a 37°C. Essa solucdo foi dividida em 6 grupos e co-cultivada com
a capsula de MIL-100, a capsula de MIL-100_colagenase, colagenase livre, MTX livre, capsula
MIL-100_MTX e cépsula MIL-100_MTX_colagenase. A concentracao de colagenase eram iguais
em todas amostras, levando em consideracdo quantidade encapsulada nas capsulas de MOFs, para
ndo haver interferéncia no resultado.

Em intervalos de tempo predeterminados (1, 3, 6, 12 e 24 h), cada amostra foi entéo

armazenada a 4°C por 30 min antes da imagem obtida por uma camera digital.

11.4.6. Ensaio de viabilidade celular in vitro pelo método Alamar Blue

A viabilidade celular das linhagens HaCat (queratinocitos humanos) e A-375 (melanoma
humano) foi determinado pelo método de microdiluicdo com resazurina padronizado por Pavan e
colaboradores®.

As células foram incubadas sob condic¢des padronizadas de cultivo celular (37 °C, 5% CO.,

95% de umidade), em garrafas de cultivo de 75 cm?, contendo meio de cultura apropriado para seu
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crescimento, suplementado com soro Fetal Bovino (SFB - Gibco). As células foram recolhidas das
garrafas de cultivo utilizando 3 mL de tripsina-EDTA 0,25%, centrifugadas a 200 g por 5 minutos
e contadas em camara Neubauer, utilizando o método de exclusao pela solugédo azul de trypan a
0,004%, que cora as células inviaveis, em seguida, ajustou-se a concentragio para 7,5 x 10*
células/mL. As células foram semeadas em microplacas de 96 pocos (TPP) obtendo uma
concentragéo celular de 1,5 x 10* células/poco, e incubadas sob as condi¢Ges padronizadas de
cultivo, durante 24 horas para permitir a aderéncia celular. Para o tratamento, dilui¢cdes de capsula
MIL-100, capsula MIL-100_MTX, céapsula MIL-100_MTX colagenase e MTX livre foram
preparadas para obter concentracdes variando de 3.1 pg.mL™ a 50 pg.mL™. Como controle foi
utilizado o diluente dos compostos, DMSO. Novamente as células foram incubadas por 24 h. Ap6s
esse periodo, o meio de cultura foi removido, e logo em seguida foram adicionados 50 pL de
cloridrato de resazurina 0,01%. As placas foram novamente incubadas por 3 horas (HaCat) ou 2
horas (A-375). Em seguida, procedeu-se a leitura da flourescéncia em leitor de microplacas
Synergy H1 (BioTek®) em filtros de excitagdo e de emissdo nos comprimentos de onda de 530 e
590 nm, respectivamente. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados
foram expressos pela porcentagem de viabilidade celular (%) calculada em relacéo a fluorescéncia

emitida pelo controle negativo, considerada como 100% de viabilidade.

11.5. Conclus@es do Capitulo I1.

Neste capitulo foram apresentados os procedimentos experimentais utilizados nessa tese
para a obtencdo de capsulas de MOF, sua caracterizacao e os procedimentos dos ensaios in vitro
para estudar a aplicacdo do material desenvolvido como sistema de liberacdo controlada de
farmaco.

A escolha das metodologias utilizadas foi baseada na literatura levando em consideracgéo a
possibilidade de formar superestruturas esféricas de MOF através de reacdes de coordenacdo. A
utilizacdo de molde solido é certamente uma das estratégias mais simples para a formagéo desse
material, em que a nucleagdo da MOF ocorreria na superficie do molde, e por isso foi a primeira a
ser abordada nesse trabalho. O molde liquido permite a reacdo de coordenacéo na interface entre

uma solucdo que contém os ions metalicos e outra solugdo que contém os ligantes organicos e,
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nesse caso, a interface entre os dois liquidos imisciveis permite a formacdo da MOF. Outro método
apresentado nesse trabalho é a emulsdo de pickering, em que o uso das nanoparticulas de MOF
podem substituir 0 uso de tensoativos em emulsdes e, apos secas, a formacao de superestruturas
esféricas de MOF. O uso de spray drying para formacéo de capsulas de MOF é muito promissor
por ser uma sintese répida e escalondvel. Além disso, esse método ja € muito empregado para
encapsulacdo de moléculas ativas na industria farmacéutica, o que sugere a possibilidade da
encapsulacao da proteina durante o processo de formacao das capsulas.

As caracterizacdes fisico-quimica foram realizadas por difracdo de raios X, espectroscopia
na regido do infravermelho, anélise termogravimétrica, espalhamento de luz dindmico, isotermas
de adsorcdo/ dessorcdo de nitrogénio, microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura
(MEV e MEV/FIB) e microscopia eletrénica de transmisséo.

Os ensaios in vitro de incorporacéo e liberacdo do farmaco metotrexato e a avaliacdo da
eficiéncia de encapsulacdo e andlise do perfil de liberacdo da colagenase, além do ensaio de
atividade enzimética da proteina e viabilidade celular do sistema desenvolvido, foram realizados

para avaliar a potencialidade desse material para a aplicacdo proposta na area farmacéutica.
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Capitulo I11.

Desenvolvimento de capsulas de MOF utilizando molde sélido e molde

liquido
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I11.1. Introducgéo do Capitulo 111

Nesta secdo € apresentado um estudo da influéncia dos métodos escolhidos utilizando
molde sélido e molde liquido, além dos parametros de sintese utilizados na preparacao de capsulas
de MOFs. Nesta etapa buscou-se o controle da estrutura e do tamanho das capsulas, bem como a

compreensdo dos mecanismos envolvidos na formagéo desses materiais.

111.2. Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de um molde rigido

A tentativa de obtencdo das capsulas de MOF foi realizada, primeiramente, utilizando um
molde rigido, uma vez que muitos trabalhos da literatura cientifica usam esse tipo de molde para
obtencao de céapsulas ou esferas de diferentes materiais 1. Optou-se do emprego do carbonato de
calcio (CaCOs) como molde rigido, devido as propriedades dessas microparticulas, por ser um
material de facil acesso e barato. A natureza porosa desse material pode ser usado como molde que
pode ser decomposto, para obter capsulas de MOF. Apés a formacdo da camada de MOF na
superficie, o nacleo pode ser extraido e ha a formacéo da capsula como material resultante.

Nessa etapa do trabalho, buscou-se desenvolver capsulas utilizando diferentes metais na
sua composicdo, testando a sua formacéao a base de MOFs HKUST, ZIF-8 e MIL-100. O processo
de auto- arranjo (self- assembly) das MOFs deve ocorrer na superficie do molde sélido, como
descrito no Capitulo II.

Depois da formacdo do material, a etapa de lavagem e remoc¢édo do molde foi realizada para
obter um material com cavidade oca e livre do carbonato de célcio. Entretanto, ao adicionar o
solvente tetrahidrofurano (THF) para a remocdo do molde, as MOFs ZIF-8 e MIL-100 se
desestruturaram e, desta maneira, ndo foi mais possivel obter um precipitado da reacdo de sintese.
Esse resultado pode ser explicado pela instabilidade dessas MOFs em solventes organicos, como o
THF®2. No estudo em que foi utilizado a MOF HKUST, houve ainda assim a obtencdo de um
precipitado ap6s a remocgéo do molde. Entretanto, como observado por Microscopia Eletronica de
Varredura, mostrada na Figura 16, o precipitado formado é constituido das particulas de HKUST,
0 que sugere que durante a remogdo do molde das capsulas, elas foram rompidas e as redes
supramoleculares entre as MOFs foram destruidas. A remo¢do do molde solido da cépsula é
considerada uma fase critica da sintese das capsulas utilizando esta metodologia, o que corrobora

com as informacdes ja relatadas na literatura °.
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Figura 16: Esquema da tentativa de preparacdo das capsulas de MOFs utilizando um molde rigido,
mostrando a desestruturacdo da cépsula apds a remocao do molde rigido. O destaque mostra as

imagens das particulas de HKUST obtidas pela Microscopia Eletrénica de Varredura.

Ligante organico

fon metalico

Fonte: A autora (2020)

Devido a essa grande dificuldade de formacdo das capsulas utilizando um molde rigido,
optou-se por mudar a metodologia utilizada. Ap6s uma busca na literatura para uma melhor
alternativa para a formacao desse tipo de material, optou-se desenvolver capsulas de MOF a partir

do contato entre dois liquidos imisciveis, utilizando um molde liquido.

111.3. Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de um molde liquido

Nessa etapa do trabalho, optou-se pelo desenvolvimento das capsulas de MOF HKUST,
ZIF-8 e MIL-100 a partir de um molde liquido. As capsulas foram obtidas dispersando uma fase
imiscivel em outra pelo gotejamento através de uma seringa ou de um spray aerossol (aerografo),
de maneira que a interface entre esses dois liquidos € usada como molde para a formacédo de uma
camada de MOF.
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Para evitar uma diminuicdo na cristalizacdo devido a perda de reagente perto da interface
entre os dois liquidos imisciveis, as concentragdes tanto da solugdo de ligante organico quanto de
metal estavam proximas da solubilidade maxima de cada composto. Adicionou-se a base
tributilamina na fase orgénica para ocorrer a desprotonacdo dos grupos carboxilicos presentes nos
ligantes organicos e desta maneira facilitar a formacdo de ligagcdes covalentes metal-oxigénio e
acelerar a formagdo das MOFs %,

Ao colocar as duas solugdes imisciveis em contato, sabe-se com base na literatura, que a
nucleacdo e o crescimento da MOF ocorre através da troca entre os grupos carboxilatos dos ligantes
para formacdo de unidades de estrutura secundarias isoestruturais com os metais, de maneira que
o crescimento resulta na formacdo de uma membrana intercruzada na interface das capsulas ocas
32,63_

O método de preparacdo via contato entre dois liquidos imisciveis foi usado nesse trabalho
com sucesso, resultando na formacéo de dois tipos diferentes de capsulas, uma a base de cobre
(HKUST) e outra a base de ferro (MIL-100). A tentativa de sintese da capsula a base de zinco (ZIF-
8) também foi realizada, no entanto, ndo houve a formacéo de ligagdes suficientes para manter as
redes das MOFs estaveis e, dessa maneira, ndo foi possivel obter um precipitado do material para
realizar a caracterizacdo fisico-quimica e dar continuidade no trabalho.

A Figura 17 mostra um esquema da formacéo das capsulas de MOF utilizando um molde
liquido e em destaque uma fotografia das capsulas de HKUST formadas.
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Figura 17: Esquema da formacdo de capsulas de MOF e em destaque a fotografia do material
obtido & base de HKUST.
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Fonte: A autora (2020)

As imagens de microscopia Optica das capsulas de MIL-100 e de HKUST obtidas nesta
etapa do trabalho estdo apresentadas na Figura 18, juntamente com 0s seus histogramas de
distribuicdo de tamanho de particulas. As capsulas apresentam a morfologia esférica e os valores
médios de 50 particulas usando o programa ImageJ mostram que elas possuem a mesma faixa de
tamanho, de aproximadamente 20 pum de diametro. A homogeneidade da forma e do tamanho
obtidos nesses materiais € muito importante para a aplicacdo farmacéutica, assegurando um
parametro importante para a sua futura aplicacdo como sistema de liberacdo de farmacos, nesse

caso, viavel para aplicacGes oral e topica.
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Figura 18: Micrografias estereoscopicas obtidas com um aumento de 50x e histograma de

distribuicdo de tamanho das cépsulas (a) a base de cobre, HKUST e (b) a base de ferro, MIL-100.
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Os materiais obtidos foram caracterizados por analise térmica para melhor determinacdo da
composigdo destas MOFs, como mostra a Figura 19, demonstrando as temperaturas de
decomposigéo das capsulas a base de cobre (HKUST) e de ferro (MIL-100).
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Figura 19: Curvas de TGA e as suas derivadas (DTG) das capsulas a base das MOFs (A) MIL-
100 e (B) HKUST.
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Para a capsula de MIL-100 é observado um primeiro fendmeno de perda de massa de
aproximadamente 12%, a eliminacdo de moléculas de agua e etanol, que poderiam estar presentes
dentro dos poros, na faixa de temperatura entre 110 °C e 150 °C. Em seguida, entre 200 °C e 260
°C, ocorreu uma segunda perda de massa de aproximadamente 24% referente a saida de moléculas
de n-octanol (P.E. ~ 195 °C) e a degradacio do alcool polivinilico (PVA)* utilizados durante a
sintese desse material. E importante considerar também, durante essa segunda perda de massa, a
eliminacdo de moléculas de agua coordenadas axialmente aos ions ferro dos blocos de construcao
triméricos®. Além dos eventos relacionados a perda de moléculas de solventes, a4gua coordenada
e degradacdo do PVA, a amostra apresentou um terceiro evento que corresponde a degradacdo do
ligante organico utilizado para a sintese da MOF constituinte das paredes das capsulas. A
decomposicdo do ligante &cido trimésico, utilizado para o preparo das capsulas a base de MIL-100,
ocorreu em aproximadamente entre 280 °C e 370 °C, com uma perda de massa de aproximadamente
40%. Todas as faixas de temperatura de decomposicao estdo de acordo com dados previamente
relatados na literatura, o que corrobora que houve a formagdo de um material com as mesmas
caracteristicas térmicas®.

No que diz respeito ao material que contém Cu (1), que sdo as capsulas constituidas da
MOF HKUST, observa-se na Figura 19 que o material tem uma perda de massa entre 250 °C e 300
°C, aproximadamente 18% referente a decomposicdo das moléculas de agua coordenadas, n-
octanol e PVA. A decomposicdo do ligante organico benzenotricarboxilato que constitui a MOF

ocorreu na faixa de 305 °C e 350 °C com uma perda de massa de aproximadamente 40%.
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A espectroscopia na regido do infravermelho permitiu avaliar a formagéo da ligacéo
coordenada entre o ligante orgénico e o metal durante a formacéo das capsulas de MOF. Foram
analisadas as capsulas de MIL-100 e de HKUST, como mostra a Figura 20. A coordenacéo entre o
metal e o ligante é caracterizada, principalmente, pelo estiramento assimétrico e simétrico dos

grupos carboxilatos coordenados.

Figura 20: Espectros vibracionais no 1V das capsulas a base de cobre para formacdo da HKUST

(A) e das capsulas a base de ferro para formacao da MIL-100 (B), obtidas por molde liquido.
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De um modo geral, nos espectros vibracionais ilustrados na Figura 20, pode-se observar
inicialmente uma banda larga centrada em cerca de 3450 cm™ atribuida ao modo de estiramento
vOH das moléculas de dgua. Essas moléculas de 4gua podem estar coordenadas ou terem sido
adsorvidas pelo contato das MOFs com a umidade do ar. A presenca de agua nos materiais também
foi revelada pelas analises termogravimétricas. Em seguida, aparecem bandas de baixa intensidade
na regido de 2900-2800 cm™ que esto relacionadas a movimentos de estiramento de ligagdes C-
H. A confirmacédo da coordenagéo dos grupos carboxilato dos ligantes organicos aos ions Cu(ll) e
Fe(l11) ocorreu pelo deslocamento da frequéncia da banda vC=0 entre 1688-1715 cm™ nos ligantes
livres para ~ 1603-1665 cm™ e 1373-1404 cm™ nos espectros dos compostos metalicos, atribuidas,

respectivamente, aos estiramentos assimétrico (vasOCO?) e simétrico (vsOCO") dos grupos
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carboxilato coordenados. Além disso, pode ser observada também uma banda pouco intensa entre
728-745 cm* associada a movimentos de deformagdo CH do anel benzénico.

Desta maneira, analisando os espectros de IV das capsulas desenvolvidas através da
utilizacdo de molde liquido, é possivel afirmar que houve a formacédo da ligacdo metal- ligante
organico e que as estruturas moleculares das MOFs HKUST e MIL-100 foram formadas.

Os padrdes de DRX das amostras das capsulas sdo apresentados na Figura 21. A amostra
capsula MIL-100 apresentas picos largos indicando material ndo bem cristalizado, 0 que nédo €
caracteristico de uma MOF. O padrdo de DRX da capsula HKUST mostra picos finos e bem

definidos o que confirma a cristalinidade das capsulas.

Figura 21: Difratogramas de raios X das capsulas a base de cobre para formacdo da MOF HKUST

(A) e das capsulas a base de ferro para a formacdo da MOF MIL-100 (B).
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O difratograma (linha preta na Figura 21) mostrou todos 0s picos correspondentes a
estrutura octraédrica de [Cus(BTC)2(H20)z]n, onde BTC = benzenotricarboxilato, também
chamado de acido trimésico'?. Os picos mais intensos corroboram com os picos reportados na
literatura para a MOF HKUST, estdo localizados em 20 = 11.68°; 9.58° e 6.78° relacionados com
os planos de difracdo (222), (220) e (200), respectivamente como esta representado na Figura 21.
Desta maneira, podemos afirmar que a preparacdo das capsulas de cobre ndo alterou as

propriedades cristalinas da rede metalo-organica HKUST.
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O difratograma de nanoparticulas MIL-100 de referéncia apresentam picos intensos em
baixo 4ngulo®® mas, o difratograma referente as capsulas a base de ferro obtidos nessa etapa do
trabalho mostra a formacdo de um material amorfo (linha vermelha na Figura 21), o que sugere
que apesar da formacdo das capsulas, evidenciada nesse trabalho por outros resultados de
caracterizacdo, estas ndo sdo compostas por MOFs, por ndo apresentarem alta cristalinidade.

A caracterizagdo das capsulas de HKUST por MEV (Figura 22) mostram a morfologia
esférica do material preparado por um molde liquido através do uso de uma seringa (Figuras. 22a-

c) e um aerégrafo (Figuras. 22d-f).

Figura 22: Imagens MEV das cépsulas a base da MOF HKUST formadas através de uma seringa

(a-c) e um aerégrafo (d - ).

As imagens de MEV das capsulas de HKUST foram realizadas ap6s a secagem do material,
permitindo avaliar se a estrutura esférica da capsula € mantida apds a remocdo do molde liquido,
que se encontrava no interior do material. Dessa maneira, as imagens das capsulas de HKUST que
foram formadas a partir de uma seringa mostram que apds a secagem a estrutura da capsula é
deformada e ndo permanece mais na forma esférica. Mas é importante destacar que ainda é possivel
observar os cristas de HKUST na superficie das capsulas, como mostra a Figura 22c e 22d,
sugerindo que as MOFs estdo inalteradas. Por outro lado, a Figura 22.(d) mostra que quando a
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capsula é sintetizada utilizando um aerégrafo, ela ndo perde a estrutura esférica mesmo apdés a etapa
de secagem. Além disso, também é possivel observar a integridade dos cristais da MOF HKUST
na casca da capsula, através da analise das Figuras 22.(e) e 22.(f). A manutencdo da morfologia da
capsula obtida através do aerografo pode ser explicada pelo fato de as capsulas obtidas serem muito
menores quando comparadas aquelas ilustradas nas Figuras 22a-c, e Com menores espagos vazios
em seu interior, as capsulas ndo deformaram, mantendo sua estrutura esférica mesmo apos a
secagem. O tamanho médio das capsulas formadas utilizando uma seringa € 1 mm e as formadas
utilizando um aerografo é de 500 pm.

Além disso, as imagens da MEV também revelaram que, embora os cristais da MOF
HKUST apresentam a morfologia octaédrica nas capsulas obtidas pelas duas metodologias, ha
maior homogeneidade no tamanho do cristal de HKUST nas capsulas obtidas por aerossol, o que
pode também contribuir para a maior estabilidade das capsulas apds a etapa de secagem e a
manutencdo da sua estrutura sem grandes deformacées.

Com o intuito de caracterizar os compostos coordenados foi realizado um mapeamento
quimico a partir da técnica de espectroscopia de raio X por dispersdo em energia (EDS). Foi
realizada uma andlise quimica das capsulas de HKUST, sugerindo desse modo a presenca dos
principais elementos quimicos obtidos na sintese realizada. Essa técnica foi realizada em conjunto
com a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), onde foi possivel atribuir a presenca de

carbono, oxigénio e cobre, como mostra a Figura 23.

Figura 23: Microanalise da capsula de HKUST obtida por espectroscopia de raio X por dispersao

em energia (EDS).
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A presenca desses elementos quimicos é um indicativo da formacéo dos cristais de HKUST
e auséncia de qualquer elemento presente em solventes utilizados durante a sintese das capsulas. A
composicdo mostrada na Figura 23 é a mesma por toda a extensdo do material, com a presenca de
carbono, oxigénio e cobre como picos distintos. Considerando que a MOF € constituida de ions
cobre e o ligante benzenotricarboxilico, a presenca unicamente desses elementos confirma a pureza

do material e o sucesso na sintese da fase desejada.

I11.4. Conclusdes do Capitulo I11.

Neste capitulo nés demonstramos que a utilizacdo do molde solido para a formacdo das
capsulas de MOF ainda apresenta muitos desafios que precisam ser superados. Apesar da possivel
formacdo das MOFs durante esse processo, a remocdo do substrato € uma etapa critica que
desestruturou as capsulas.

O uso de molde liquido mostrou resultados positivos para a formacdo das cépsulas de
MOFs. A formacéo de capsulas esféricas de HKUST foi obtida por diferentes metodologias, em
que foi usada uma seringa ou um aerografo. O resultado obtido corrobora com estudos anteriores,
em que foi relatado que para a formacdo da capsula, ao utilizar um molde liquido, ocorre
inicialmente a substituicdo, na interface entre as solugdes aquosa e organica, dos grupos
carboxilatos dos ions de acetato de cobre, por aqueles dos ligantes BTC, formando a MOF. Além
disso, a rede cristalina da MOF é formada através da ligacdo entre as unidades SBU (secondary
building units) recém-formadas com os ligantes remanescentes. Desta maneira, ao dispersar a
solucdo aquosa como gotas na fase de n-octanol, houve a formacéao de capsulas ocas em fun¢édo da
acéo das goticulas como molde®,

As capsulas de HKUST obtidas por aerdgrafo tiveram a sua a morfologia esférica e as
caracteristicas fisico-quimicas da MOF foram similares as relatadas na literatura cientifica. Dessa
maneira, 0 uso de aerografo parece ser uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
capsulas utilizando moldes liquidos. Entretanto, o tamanho das esferas obtidas nessa etapa do
trabalho, de aproximadamente 500 pm dificulta futura administragéo intravenosa ou intratumoral.

Todavia, esse material € promissor para futura administragdo do sistema por via oral ou via topica.
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Capitulo IV.

Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de emulséo de pickering
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IV. 1. Introducéo do Capitulo IV

Neste capitulo, descreve-se a sintese de capsulas de MOF pelo método de emulsdo de
pickering. A emulséo de pickering € um tipo de emulséo estabilizada apenas por particulas sélidas,
que substituem os tensoativos tradicionais. Esse tipo de emulsao é muitas vezes desenvolvido com
nanoparticulas que possuem propriedades anfifilicas, como silica, proteinas e dxido metalicos.
Recentemente, as MOFs também estdo sendo relatadas como estabilizadoras para emulsao de
pickering, através da acumulacdo espontdnea das particulas de MOF na interface 6leo-agua,
impedindo a coalescéncia (reunido de duas ou mais goticulas que entram em colisdo) por efeitos
estéricos®’ .

Essas emulses estabilizadas por solidos sdo interessantes para aplicacdes na area da saude
uma vez que sistemas de menor toxicidade podem ser formados ao reduzir o uso de tensoativos.
Além disso, apresentam maior estabilidade quando formadas com alta quantidade de fase interna,
permitindo a fabricacdo de goticulas protegidas por uma “coroa” de MOF formada pelo efeito
pickering.

Dessa maneira, nesse capitulo foram desenvolvidas emulsdes de pickering utilizando as
nanoparticulas de MOF MIL-100 e ZIF-8 como estabilizantes, formando assim as capsulas de
MOF. Para isso, diferentes condi¢des de sinteses foram estudadas bem como a compreensdo dos

mecanismos envolvidos para formar esses materiais.

IV.2. Desenvolvimento de capsulas de MOF a partir de emulsdo de pickering

Nessa etapa do trabalho foram utilizadas as nanoparticulas de MOF & base de ferro e zinco,
MIL-100 e ZIF-8, respectivamente, como estabilizantes da emulsao para a formacéo das capsulas
de MOF em emulsBes inversas, ou seja agua em 6leo (A/O)%. Dessa maneira, nessa secio do
trabalho, primeiramente serdo apresentados os resultados sobre a formacdo das nanoparticulas de
MOFs, de acordo com as metodologias ja descritas pela literatura, para entdo utiliza-las na

formacdo das capsulas atraves das emulsdes de pickering.

62



IV.2.1. C4psulas de MOF ZIF-8 a partir de emulséo de pickering

Primeiramente, as nanoparticulas de ZIF-8 foram sintetizadas de acordo com o que ja foi
reportado na literatura®. As nanoparticulas de ZIF-8 sintetizadas foram caracterizadas para avaliar
suas propriedades fisico-quimicas com base nos relatos descritos na literatura.

Pelo método de espalhamento de luz dindmico (DLS) das nanoparticulas de ZIF-8 em &gua
foi possivel calcular o tamanho médio das particulas. A Figura 24 apresenta o perfil de distribuicéo
do diametro hidrodindmico das nanoparticulas de ZIF-8 que foi igual a 32,4 = 3,07 nm. Outros
estudos sintetizaram nanoparticulas dessa MOF com didmetros préximos a 30 nm, corroborando

com os resultados encontrados 2.

Figura 24: Perfil de distribuicdo do didametro hidrodinamico das nanoparticulas ZIF-8 (curva de

trés medidas independentes).
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O indice de polidispersdo (PDI) é um parametro usado para indicar a distribuicdo do
tamanho das particulas em suspensdo e pode ser um indicativo de homogeneidade ou ndo das
nanoparticulas em relacdo ao seu tamanho. indices de polidispersdo inferiores ou iguais a 0,3
indicam uma populagdo homogénea de nanoparticulas, e podem ser consideraveis aceitaveis®. O
PDI das NPs de ZIF-8 foi de 0,14, o que mostra que as nanoparticulas sintetizadas apresentam uma
homogénea distribuigdo de tamanho.

O tamanho da particula na regido nanométrica e o baixo indice de polidispersdo séo
propriedades que influenciam diretamente a formacéao das capsulas de MOFs, uma vez que esses

materiais formam a base estrutural das esferas.

63



O difratograma de raios X das nanoparticulas de ZIF-8 é apresentado na Figura 25. Pode-
se observar a presenca de picos estreitos e de alta intensidade em regies de 26 caracteristicas da

MOF ZIF-8, conforme anteriormente reportado na literatura para essa material >3,

Figura 25: Difratograma de raios X de p6 (DRX) das nanoparticulas ZIF-8.
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Apbs a sintese das NPs ZIF-8, as capsulas a base de ZIF-8 foram desenvolvidas a partir da
formacdo da emulsdo de pickering. A emulsédo de pickering foi preparada utilizando as NPs de ZIF-
8 como estabilizadores da emulsdo.

As caracteristicas anfifilicas das particulas ditam sua posicao de equilibrio na interface entre
os dois meios imisciveis, o que resulta em uma camada de particulas adsorvidas na interface das
gotas, formando redes compactas e resultando em uma superficie fortemente rigida e resistente a
coalescéncia®®.

Inicialmente foi preparada uma emulséo inversa (A/O) composta por uma fase aquosa de
agua mili-Q, NPs ZIF-8 e por uma fase oleosa de &cido oleico. Em seguida, também foi
desenvolvida a formulacdo em que os ligantes que constituem a ZIF-8 foram adicionados, para
favorecer a nucleagéo e formacao da emulsdo de pickering com a MOF. As demais variacdes de
formulacGes propostas, mostradas na Tabela 1, foram em relagéo ao tipo e tempo de agitacdo. Alem
disso, 0 uso de alguns componentes adicionais ja vem sendo muito reportado pela literatura para
auxiliar a estabilidade da formulacdo, e nesse trabalho foram utilizados a dioleilfosfatidilcolina
(DOPC) e o alcool polivinilico (PVA).
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Tabela 1: Diferentes formulagdes de emulsdes de pickering com as ZIF-8.

Formulacdes

EpZ1 EpZ2 | EpZ3 | Epz4 | EpZ5 | EpZ6 | EpZ7

(m/m) (m/m) (m/m) | (m/m) | (m/m) | (m/m) | (m/m)
Agua 36,01 36,01 36,01 | 28,45 | 36,01 | 36,01 | 36,01
Fase NPs de 7,58 7,58 7,58 | 15,14 | 6,18 7,58 6,18
Aquosa | ZIF-8
Nitrato - - - - 0,7 - 0,7
de zinco
|
2- MelM - - - - 0,7 - 0,7
Fase Acido 48,01 48,01 48,01 | 48,01 | 48,01 | 48,01 | 52,41
oleosa | oleico
DOPC 8,40 8,40 840 | 8,40 | 8,40 - -
PVA - - - - - - 4

Fonte: Autora (2020).
NOTA: Ep= emulséo de pickering; Z: a partir de ZIF-8.

As primeiras formulagBes desenvolvidas sdo compostas somente por &gua com as
nanoparticulas de ZIF-8 formando a fase aquosa, e o acido oleico com a DOPC formando a fase
oleosa. Devido a propriedade anfifilica, esses fosfolipideos (DOPC) tém a capacidade de formar
emulsdes com baixa tensao interfacial, sendo assim, pode ser muito bem empregada em associacéo

com as nanoparticulas solidas de MOF para promover a estabilizacio da emulsdo’®.
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As emulsOes a base de ZIF-8 preparadas usando agitacdo mecanica e sonicagdo com as
proporcdes apresentadas na Tabela 1 em nomeadas como EpZ1 e EpZ2, apresentaram separagéo
das fases ap0s 24 horas em repouso. Sendo assim, foram preparadas emulsGes usando a
ultrassonicacdo, chamadas de EpZ3 a EpZ7. Todas essas formulacbes foram observadas por
microscopia Optica e os histogramas de distribui¢do de tamanho de particula foram construidos a
partir da medida do didmetro de 50 capsulas, pelo programa ImageJ.

A formulacdo EpZ3, que tem a sua composicdo descrita na Tabela 1 é formada por

goticulas, como apresenta a Figura 26.

Figura 26: Imagem de microscopia Optica da emulsdo de pickering EpZ3 baseada em

nanoparticulas de ZIF-8 (a) e grafico de distribui¢do de tamanho de das capsulas (b).

O diametro médio das goticulas formadas nesta etapa do trabalho, mensurado através do
programa ImageJ, é de 7 £ 1,2 um. Essa emulsdo ndo apresentou separacdo de fases apds 24 horas,
sendo entdo mais estavel, o que revela a importancia do metodo de agitacdo ndo apenas da formacéo
de goticulas menores, mas também na estabilidade da formulagdo.

Relatos na literatura afirma que em emulsdes formadas pelo aumento sistematico da
concentragdo das particulas, de maneira geral, o didmetro da gota média diminui com o aumento
da concentracao das particulas. Dessa maneira, € possivel afirmar que a quantidade de particulas

na emulséo ¢ inversamente proporcional ao diametro da gota’.
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Como o tamanho das goticulas que atuam como molde é proporcional ao das cépsulas
formadas, aumentou-se a quantidade de nanoparticulas usada no preparo das emulsdes na tentativa
de diminuir o tamanho das capsulas e aumentar a possibilidade de administracdo das mesmas por
diferentes vias. A concentracdo de nanoparticulas de ZIF-8 na formulacéo foi duplicada de 7,56 %
(m/m) para 15,12% (m/m) e a emulsdo resultante, chamada de EpZ4, foi observada por microscopia
Optica, como mostrado na Figura 27.

Figura 27: Imagem de microscopia Optica da emulsdo de pickering Epz4 baseada em uma maior

concentracdo de nanoparticulas de ZIF-8 (a) e grafico de distribuicdo de tamanho de particula (b).

4.593

O diametro medio das cépsulas da formulagdo EpZ4, como mostrado na Figura 27, é de 2
+ 0,6 um. O resultado obtido corrobora com o que ja vem sendo descrito pela literatura, ou seja, 0
aumento na concentracdo de nanoparticulas diminuiu em mais de trés vezes o tamanho da goticula
formada. Isso pode ser atribuido a maior area de superficie total das particulas presentes na
interface liquido-liquido, favorecendo a estabilidade da emuls&o’ "2,

No entanto, a camada de nanoparticulas presentes na interface ndo foi suficiente para formar
uma estrutura solida capaz de resistir a saida de agua durante a secagem do material.

Seguindo com o propdsito de obter capsulas de MOF por emulsdo de pickering, a adicéo
de ligantes livres (nitrato de zinco e 2-metilimidazol) a formulacdo, chamada de EpZ5, seria uma
alternativa para otimizar a estabilidade das capsulas. Os ligantes livres adicionados podem auxiliar
na formacdo de uma camada de MOF mais estavel na superficie da goticula, e isso pode ser

explicado porque a presenca dessas moléculas no meio reacional pode favorecer o crescimento
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sobre a nucleacdo. No entanto, houve a separacdo de fases e nenhuma formulagéo de emulséo de
pickering seguindo esta metodologia foi desenvolvida.

Com todos estes resultados obtidos, optou-se por remover a DOPC da formulacédo, porque
o fosfolipidio poderia estar ocupando o lugar das nanoparticulas de MOF na interface liquido-
liquido e desta maneira competindo com a ZIF-8 pela formagéo de uma emulséo de “pickering”.

Além disso, considerando que nenhuma das alternativas anteriores levou a resultados
satisfatorios, decidiu-se desenvolver uma formulacdo contendo o polimero PVA para evitar a
coalescéncia das capsulas. O PVA é conhecido, mesmo quando usado em pequenas quantidades,
por aumentar significativamente a resisténcia mecénica das capsulas, aumentando a coesdo das
particulas presentes na interfase através da interagdo entre os grupos hidroxila e os cristalitos das
nanoparticulas de MOFs, facilitando a ligacdo e entre eles e a formagdo de uma camada mais
estruturada e coesa de nanoparticulas®. A partir disso, foram desenvolvidas formulagdes utilizando
uma solucéo aquosa com 4% de PVA. A Figura 28 mostra uma imagem de microscopia Optica da
emulsdo com PVA.

Figura 28: Microscopia oOptica e fotografia da emulsdo de pickering de ZIF-8 com PVA (a) e

gréafico de distribuicdo de tamanho de particula (b).

13.380

Os tamanhos das gotas formadas foram de aproximadamente 5,7 + 0,6 um de diametro, no
entanto, a emulsdo obtida ndo apresentou estabilidade durante a etapa de secagem e as capsulas

ndo se mantiveram integras apos a eliminacao dos solventes.
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O mesmo teste foi realizado, mas adicionando além do PVA, uma pequena quantidade dos
reagentes das MOFs, nitrato de zinco e 2-metilimidazol. A Figura 29 mostra as imagens de
microscopia optica das emuls6es contendo os ligantes livres e com PVA adicionado durante o seu
desenvolvimento e a Figura 30 mostra a imagem de microscopia Optica da emulsdo também

contendo os ligantes e com a adi¢do de PVA na formulacgéo recém preparada.

Figura 29: Microscopia 6ptica de emulsdo contendo ligantes livres e com PVA adicionado durante

o desenvolvimento (a) e grafico de distribuicdo de tamanho de particula (b).

a)

Figura 30: Microscopia Optica de emulsdo contendo ligantes livres e com PVA adicionado na

formulacdo recém preparada (a) e gréafico de distribuicdo de tamanho de particula (b).

a)
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O tamanho das esferas formadas com a adicdo de PVA durante o desenvolvimento da
emulséo, como visto na Figura 29, é de aproximadamente 6,97 + 0,4 um de diametro, j& o tamanho
médio das esferas formadas com a adicdo de PVA na formulagdo recém preparada, como mostra a
Figura 30, é de aproximadamente 17 + 0,9 um de diametro.

Os materiais obtidos através dessa metodologia, adicionando PVA na formulagdo,
permaneceram estaveis durante a secagem e, entéo, esses materiais foram escolhidos para seguir
para a caracterizacdo fisico quimica.

A Figura 31 apresenta as imagens de microscopia eletrénica de varredura do material obtido

utilizando a emulséo de pickering, adicionando PVA durante (a) e apds (b) a sua preparacéo.

Figura 31: Imagens da microscopia eletronica de varredura das esferas obtidas a partir da emulsado

de pickering utilizando a ZIF-8 e adicionando PV A durante (a) e apos (b) o seu preparo.

As imagens apresentadas na Figura 31 confirmam a formacdo de um material esférico
mesmo apods a secagem da emulséo de pickering.
Os difratogramas de raios X (DRX) das nanoparticulas de ZIF-8 e das capsulas obtidas por

emulsdes de pickering preparadas com PVA e ligantes livres estdo mostrados na Figura 32.

Figura 32: Difratogramas de raios X (DRX) das nanoparticulas de ZIF-8 (1) das capsulas de ZIF-

8 obtidas por emulsédo de pickering com a adi¢do de PVA na formulagéo recém formada (2) e das
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capsulas ZIF-8 obtidas por emulsdo de pickering com a adicdo de PVA durante o seu

desenvolvimento (3).
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A Figura 32 mostra que 0s principais picos presentes nas capsulas de ZIF-8 obtidos por
emulsdo de pickering sdo 0s mesmos presentes nas nanoparticulas ZIF-8 (1). Além disso, é possivel
observar que o difratograma das capsulas apresentam um pequeno deslocamento dos picos
relacionados aos planos (002) e (112) para angulos de difracdo menores, comparados com as
nanoparticulas ZIF-8 anteriormente sintetizadas, sugerindo a intercalacdo das cadeias do polimero
PVA entre as redes metalo- organicas, da mesma forma que é relatado por Dong, Y. &
Bhattacharyya, D%, E importante destacar que, ainda assim, as capsulas de MOFs desenvolvidas a
partir das emulsdes apresentam cristalinidade semelhante a das nanoparticulas ZIF-8.

De maneira geral, os resultados obtidos até esta etapa do trabalho indicam a sintese bem-
sucedida de esferas obtidas por emulsdo de pickeringa partir da MOF biocompativeis ZIF-8. O
sistema formado em emulsdo apresenta tamanho de capsula controlado, estabilidade quimica com
a possibilidade de, com maiores estudos, ter futura aplicagdo deste material como sistema de

liberacdo topico.
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IV.2.2. C4psulas de MOF MIL-100 a partir de emulséo de pickering

As nanoparticulas MIL-100 foram sintetizadas, primeiramente, de acordo com o que ja foi
reportado na literatura e descritos anteriormente no Capitulo 1l. Apos a sintese, as nanoparticulas
sintetizadas foram caracterizadas para avaliar suas propriedades fisico-quimicas com base nos
relatos descritos na literatura.

A determinacdo do tamanho das particulas e do indice de polidispersdao (PDI) foram
realizadas através do DLS em agua. Pelo método de DLS, as nanoparticulas MIL-100 apresentaram
tamanho médio igual a 80,23 + 6,1 nm, como mostra na Figura 33, 0 que corrobora com outros

estudos anteriores que reportaram a sintese nanoparaticulas MIL-100 com tamanhos proximos a
80 nm™.

Figura 33: Perfil de distribuicdo do didmetro hidrodinamico das nanoparticulas MIL-100 (curva
de trés medidas independentes).
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O PDI das NPs MIL-100 foi 0,3, o que mostra que as nanoparticulas sintetizadas
apresentam uma homogénea distribuicdo de tamanho de acordo com o relatado na literatura, com
PDI inferiores ou iguais a 0,3%°. Como as NPs MIL-100 apresentam tamanho de particula
nanométrico, aceitavel indice de polidispersdo e propriedade anfifilica, esse material torna-se
promissor para a formacdo das capsulas de MOF por emulsdo de pickering, tendo as principais
caracteristicas para formar uma base estrutural das esferas que esse trabalho busca desenvolver.

O difratograma de raios X das NPs MIL-100 esta apresentado na Figura 34.
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Figura 34: Difratograma de raios X de p6 (DRXP) das nanoparticulas MIL-100.
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A amostra apresenta picos caracteristicos da MOF MIL-100, conforme anteriormente
reportado na literatura® %,

Em seguida, as capsulas a base de MIL-100 foram preparadas por emulsdo de pickering.
Dessa maneira, a emulsdo nessa parte do trabalho foi preparada utilizando as NPs de MIL-100
como estabilizadores da emulséo. Existe uma dificuldade adicional para o desenvolvimento de
uma emulsdo de pickering estavel e a formacao de capsulas baseadas em nanoparticulas MI1L-100,
que é a facilidade de agregacdo das nanoparticulas MIL-100 quando o pH da solucdo é alterado
durante a troca de solvente®. Portanto, devido & natureza 4cida ja conhecida das NPs MIL-100, o
pH das emulsdes preparadas foi mantido em 3.8 durante todo o desenvolvimento das emulsdes.

Inicialmente foi preparada uma emulsdo inversa (A/O) composta por uma fase aquosa de
agua mili-Q, NPs MIL-100 e por uma fase oleosa de acido oleico. Também foi desenvolvida a
formulacdo em que os ligantes livres que constituem a MIL-100 foram adicionados, para favorecer
a nucleacdo e formacgdo da emulsdo de pickering com a MOF. Além disso, também foram
preparadas formulagdes com a adicdo de DOPC para auxiliar a estabilidade. Todas as emulsdes de
pickering nessa parte do trabalho foram preparadas utilizando ultraturrax a 12000 rpm durante 3
minutos.

A Tabela 2 apresenta a composicdo das formulagdes desenvolvidas por emulsdes de
pickering a base de MIL-100.

Tabela 2: Composicéo das formulacGes de emulsdes de pickering com MIL-100.
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FormulacOes
EpM1 EpM2 | EpM3
% (m/m) % (m/m) | % (m/m)

Fase aquosa Agua 36,01 36,01 38,81

Nanoparticulas de 7,58 6,18 11,78

MIL-100

Nitrato de Ferro - 0,7 0,7

Acido trimésico - 0,7 0,7
Fase oleosa Acido oleico 48,01 48,01 48,01

DOPC 8,40 8,40 -

Fonte: Autora (2020).
NOTA: Ep=emulséo de pickering; M: a partir de MIL-100.

As primeiras formulacGes apresentadas na Tabela 2, nomeadas como EpM1 e EpM2, séo
constituidas por dgua + NPs de MIL-100, formando a fase aquosa, e o acido oleico + DOPC,
formando a fase oleosa. Além disso, a formulacdo EpM2 também contém ligantes livres (nitrato
de ferro e &cido trimésico). No entanto, apos o preparo dessas formulagbes (EpM1 e EpM2) houve
separacdo de fases. A formulacdo EpM3 foi preparada sem o DOPC porque o fosfolipideo poderia
estar competindo com a MOF na interface, dificultando a formacdo de capsulas estaveis, no
entanto, ndo apresentaram estabilidade.

Ao levar em consideracdo que as nanoparticulas MIL-100 sdo mais hidrofilicas do que ZIF-
8, pode-se também considerar que isso limita a capacidade das NPs MIL-100 permanecerem na
interface da emulsdo. Dessa maneira, para contornar essa dificuldade, foi considerada uma
estratégia alternativa para facilitar o efeito pickering que envolve o revestimento da superficie das
nanoparticulas de MIL-100 com acidos monocarboxilico hidrofobicos. Foram utilizados o 5-terc-
butil isoftalico e o ibuprofeno como aditivos da formulag&o.

O 5-terc-butil isoftalico foi adicionado na fase aquosa para revestir a superficie externa das
nanoparticulas de MIL-100 e, consequentemente aumentar a sua capacidade de permanecer na
interface agua/ 6leo. Foram adicionados cerca de 10% (m/m) desse composto em relacdo as
nanoparticulas MIL-100.

O ibuprofeno também foi considerado promissor para aumentar a afinidade das
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nanoparticulas MIL-100 na interface agua/ 6leo. Este ligante foi adicionado na fase oleosa para se
difundir na interface, ja que apresenta também grupamentos carboxilicos hidrofilicos. Apesar de o
ligante ibuprofeno, provavelmente, ser parcialmente adsorvido nos poros das MOFs, a sua
permanéncia na sua superficie externa, modificando suas caracteristicas fisico-quimicas, torna as
nanoparticulas mais hidrofdbicas e facilitando a sua permanéncia na interface. Neste caso, foram
adicionados 50% (m/m) em relacdo as nanoparticulas MIL-100. Além de modificar as
propriedades fisico- quimicas da emulsdo, o ibuprofeno, é um anti-inflamatério ndo esteroidal
(AINE), cuja liberacdo modificada foi bastante estudada na literatura cientifica’®. Ha inclusive
relatos de sua incorporagdo em nanoparticulas de MOFs MIL-100" para modificar a liberagio
deste farmaco. Desta maneira, nessa formulacdo o farmaco pode atuar como agente estabilizador e
também como molécula biologicamente ativa.

Em ambos os casos, os aditivos foram primeiramente solubilizados nos solventes de cada
fase da emulsdo. A relacdo dos componentes das formulagdes, chamadas de EpM4 a EpM6, estdo

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo das formulacbes de emulsGes de pickering com MIL-100 contendo

Ibuprofeno ou acido 5-tert-butil isoftalico para estabilizar a interface 6leo/ agua.

FormulacOes
EpM4 EpM5 | EpM6
% (m/m) | % (m/m) | % (m/m)
Fase aquosa Agua 40,21 41,96 40,46
Nanoparticulas de 7,58 7,58 7,58
MIL-100
5-terc-butil - 0,78 -
isoftalico
Fase oleosa Acido oleico 52,21 49,68 48,18
Ibuprofeno - - 3,78

As formulagdes EpM4, EpM5 e EpM6 apresentaram maior estabilidade e por isso foram
escolhidas para prosseguimento do trabalho.
A Figura 35 apresenta as imagens de microscopia Optica das capsulas desenvolvidas a base
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de MIL-100 nessa etapa do trabalho, o que possibilita analisar a influéncia dos diferentes
compostos na morfologia e no tamanho de particulas.

Figura 35: Imagens da microscopia optica das emulsdes EpM4 (a), EpM5 (b) e EpM6 (c) com os
respectivos gréficos de distribuicdo de tamanho de particula.

Os diametros médios das capsulas formadas nessa etapa do trabalho foram 8,68 + 0,2 um,
4,72 +0,7 um e 5,68 + 0,3 um nas formulacdes EpM4, EpM5 e EpM6, respectivamente. E possivel
afirmar que, de maneira geral, a adi¢do de ibuprofeno ou &cido 5-terc-butil isoftalico resultou em
uma reducdo significativa do tamanho das capsulas.

Apbs a secagem do material, as amostras EpM4, EpM5 e EpM6 foram observadas por
microscopia eletrénica de varredura. A Figura 36 mostra as imagens de MEV, confirmando a

formacdo de um material esférico a partir da utilizacdo da emulséo de pickering, ap6s a secagem.
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Figura 36: Imagens da microscopia eletrénica de varredura das amostras EpM4 (a), EpM5 (b) e
EpM6 (c).

A Figura 37 apresenta os difratogramas de raios X das capsulas obtidas ap6s a secagem das

formulacdes de emulsdo de pickering a base de MIL-100.

Figura 37: Difratogramas de raios X das nanoparticulas de MIL-100 (1) das capsulas de MIL-100
obtidas por emulsdo de pickering (2) das capsulas obtidas apds a adi¢do de 5-terc-butil isoftalico
na formulacdo (3) e das capsulas MIL-100 ap6s a adi¢do de ibuprofeno na formulacao (4).
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De acordo os difratogramas mostrados na Figura 37 os materiais obtidos por emulsdo de
pickering apresentam o mesmo padréo de difracdo de raios X obtidos da nanoparticula MIL-100.
Pode-se inferir, portanto, que o desenvolvimento por emulséo de pickering ndo alterou a estrutura
cristalina da MIL-100.
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A Figura 38 apresenta 0s espectros vibracionais na regido do infravermelho das cépsulas
obtidas nessa etapa do trabalho.

Figura 38: Espectros na regido do infravermelho das nanoparticulas de MIL-100 (1) das capsulas
de MIL-100 obtidas por emulsao de pickering (2) das capsulas obtidas apds a adigdo de 5-terc-butil

isoftalico na formulacédo (3) e das capsulas MIL-100 ap6s a adi¢do de ibuprofeno na formulagéo

(4).
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A Figura 38 mostra os espectros na regido do infravermelho das nanoparticulas MIL-100 e
das capsulas obtidas a partir das emulsdes desenvolvidas. As principais bandas presentes na
nanoparticula MIL-100 também estdo presentes nas capsulas sintetizadas. Ha um deslocamento da
frequéncia da banda vC=0 de 1688-1715 cm™ dos ligantes livres para 1633 cm™, que esta atribuido
ao estiramento assimétrico (vasOCO), e para 1364 cm’, atribuido ao estiramento simétrico
(vsOCO") dos grupos carboxilato coordenados. Também pode ser observada uma banda em 705
cm™ associada a movimentos de deformagdo CH do anel benzénico. Desta maneira podemos
concluir pela anélise dos espectros que houve a formacdo de MOF em todos 0s casos.

Os resultados obtidos até esta etapa do trabalho indicam a sintese bem-sucedida de esferas
obtidas por emulsdo de pickeringutilizando a MOF MIL-100, com a possibilidade de futura
aplicacdo deste material como sistema de liberacao.

Todavia, existe ainda a possibilidade de formacdo das cépsulas de MOF por emulsdo de
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pickering utilizando os ligantes que constituem a nanoparticula MIL-100. Entdo, em outra etapa do
trabalho, foi estuada também a possibilidade da sintese das nanoparticulas das MOFs durante o
desenvolvimento da emulsdo. O sal metalico e o ligante organico, necessarios para preparar MIL-
100, foram adicionados as fases da emulsdo para formar nanoparticulas de MOF diretamente na
superficie das goticulas da emulsdo e, como resultado do efeito de pickering, as capsulas foram
formadas.

A Tabela 4 apresenta a composi¢do da emulséo preparada para a formacéo de capsulas MIL-

100 nessa etapa do trabalho.

Tabela 4: Composicdo da emulsdo de pickering contendo os ligantes que constituem a

nanoparticulas MIL-100 para estabilizar a interface 6leo/ agua (EpM7).

Formulacéo
EpM7
% (m/m)
Fase aquosa Agua 40,21
Fe(NOs)3.9H20 5,83
Fase oleosa Acido oleico 52,21
Acido trimésico 1,75
(BTC)

A Figura 39 apresenta as imagens de microscopia éptica e o grafico de distribuicdo de
tamanho de particula das capsulas a base de MIL-100 preparadas com o uso dos ligantes da MOF

para a sua formacao durante o preparo da emulséo de pickering.
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Figura 39: Imagens da microscopia éptica da emulsdo EpM7 e gréfico de distribui¢do de tamanho
de particula.

O diametro médio das capsulas formadas nessa etapa do trabalho foi 4,11 + 0,3 um. O uso
dos ligantes acido trimésico e nitrato de ferro para a formagdo das MOFs na emulsdo de pickering
resultou em capsulas de MIL-100 com menores tamanhos. Além disso a formulago resultante
também apresentou maior estabilidade, sem separacdo de fases.

Apds a sintese, as capsulas de MIL-100 foram lavadas de uma a trés vezes com etanol, para a
remocao de resquicios da fase oleosa, e seco a 100°C em estufa a vacuo. Como ilustra a Figuras
40, ap0s a terceira lavagem o padrdo de difracdo de raios X da MOF MIL-100 manteve-se
inalterado, indicando que o processo de sintese por emulsdo de pickering ndo alterou a estrutura

cristalina da MOF recém formada.

Figura 40: Difracdo de raios X das capsulas de MIL-100 obtidas por emulséo de pickering apds
trés lavagens (1), duas lavagens (2) e com uma lavagem (3).
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A presenga de um pico fino em alto angulo, destacado com uma seta na Figura 40, pode estar
relacionada & porc¢des orgénicas residuais, provavelmente de &cido oleico. O difratograma das
capsulas lavadas trés vezes mostra a nao existéncia mais desse pico, confirmando a necessidade da
lavagem para total remocdo residual.

A Figura 41 mostra os espectros vibracionais na regido do infravermelho das capsulas de MIL-
100 obtidas por emulsdo de pickering apos as lavagens.

Figura 41: Espectros na regido do infravermelho das capsulas de MIL-100 obtidas por emulsdo de

pickering apos trés lavagens (1), duas lavagens (2) e uma lavagem (3).
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Comparando os espectros de IV das cépsulas de MIL-100 formadas através do efeito
pickering, é possivel afirmar que houve a formacéo de ligacGes quimicas de coordenacdo e que 0s
espectros formados foram semelhantes ao da MOF MIL-100.

As bandas que representam o ligante livre ou excesso de acido oleico, em destaque com setas
na Figura 41, ndo sdo mais observados apos a terceira lavagem.

Apbs a secagem, o material formado apds 3 lavagens foi observado por microscopia eletronica
de varredura. A Figura 42 apresenta a imagem obtida por microscopia eletrdnica de varredura da
amostra EpM?7.
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Figura 42: Imagem da microscopia eletronica de varredura da amostra EpM7.

Os resultados obtidos mostram que o sistema apresenta a morfologia esférica apds a secagem,
e dessa maneira, o desenvolvimento promissor de esferas obtidas por emulsdo de pickeringa partir

de ligantes da MOF MIL-100 pode ter futura aplicacdo como sistema de liberacdo de farmaco.

IV. 3. Concluséo do Capitulo IV

Neste capitulo foram desenvolvidas capsulas de MOF utilizando emuls&o de pickering. Os
resultados obtidos até o momento se mostraram inovadores e muito promissores para a aplicacao
desse material como carreador de farmaco. Foram desenvolvidas capsulas de ZIF-8 e de MIL-100
com estabilidade e com os menores tamanhos de particulas (6,97um e 4,11um, respectivamente)
quando comparados aqueles obtidos pelo uso de molde liquido.

A otimizacdo do material desenvolvido foi feita estabelecendo a quantidade de
nanoparticulas das MOFs ou ainda a quantidade de ligantes livres da MIL-100 nas fases aquosa e
oleosa. O processo de producdo da emulsdo, por sua vez, foi ajustado quanto ao tempo e a
velocidade de agitacéo, para garantir a qualidade e variabilidade minima.

A abordagem feita nessa parte do trabalho construiu com sucesso a qualidade das emuls6es
de pickering, permitindo o desenvolvimento de capsulas que podem ser futuramente aplicadas
como carreadoras de farmacos. Os resultados obtidos sugerem que esses sistemas s@o um veiculo

promissor para 0 uso em produtos para administracdo por via oral e topica.
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Capitulo V.

Desenvolvimento de capsulas de MOF utilizando spray drying

83



V. 1. Introducéo do Capitulo V

Neste capitulo, descreve-se a sintese de capsulas de MOF MIL-100 utilizando o spray
drying. O spray drying é muito descrito na literatura para secar suspensdes e encapsular ativos para
diversas aplicagdes, especialmente na area farmacéutica.

Apesar dessa técnica ja ter sido reportada também como método de sintese de MOFs em
larga escala, a abordagem do uso do spray drying para o desenvolvimento de capsulas a base de
MOF é muito promissora por apresentar caracteristicas positivas, como baixo custo, ser um método
rapido e escalonavel. Além disso, ao contrario das técnicas abordadas anteriormente, como
utilizacdo de molde sélido, molde liquido ou emulsdo de pickering, o spray drying ndo exige o uso
de materiais poliméricos, moldes ou solventes imisciveis.

Dessa maneira, 0 desenvolvimento de capsulas de MOF por spray drying pode permitir a
producdo em escala semi-industrial de superestruturas ocas e esféricas utilizando nanoparticulas
de MOF na superficie das goticulas atomizadas.

Foram utilizadas suspensdes etanolicas das nanoparticulas MIL-100 para serem atomizadas
por spray drying e entdo preparar capsulas de MOF. Para isso, diferentes condi¢des e parametros
do equipamento foram estudadas bem como a compreensdo dos mecanismos para a formagéo

desses materiais.

V.2. Desenvolvimento de capsulas de MOF MIL-100 utilizando spray drying

Nessa etapa do trabalho foram utilizadas as nanoparticulas de MOF a base de ferro, MIL-
100, para a formagdo das capsulas de MOF. Primeiramente, foram sintetizadas as nanoparticulas
MIL-100, de acordo com o que foi apresentado nos capitulos anteriores. As nanoparticulas foram
dispersas em etanol, formando uma dispersdo coloidal, que foi seca por atomizacdo no
equipamento Nano Spray drying B290 para formacéo das capsulas.

Alguns fatores, durante o processo de spray drying, podem interferir na morfologia e no
tamanho das capsulas resultantes. O ajuste de parametros como a temperatura de entrada e de saida
do equipamento, interfere no processo de transferéncia de calor da superficie para a regido mais
profunda no interior da gota, e pode criar particulas ocas. Uma variacdo do tamanho inicial das

particulas que compdem a suspensao precursora pode produzir particulas esféricas com diferentes
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rugosidade superficiais’.

Segundo a literatura, o principio de secagem por atomizagdo, que é utilizado no spray
drying, produz particulas de tamanho pequeno que pode ser ajustado pela varia¢do da abertura do
bico atomizador. Como uma Unica gota produz uma capsula, o tamanho da gota e a quantidade de
solvente na goticula estéo relacionadas ao didmetro final das cépsulas sintetizadas. Em suma, é
possivel controlar o diametro da cépsula formada, alterando o tamanho da gota, ajustando a
concentracéo do precursor e o fluxo de passagem da suspensio precursora®® 67",

Desta maneira, esses parametros foram estudados para controlar o tamanho de particulas
até a faixa nanométrica, visando ampliar as possibilidades de futura aplicacdo deste material como
sistema de liberacdo controlada de farmaco*”’. Em todas as sinteses foram utilizados um bico
atomizador com um orificio de 0,5 mm.

Foram investigados os melhores parametros para sintese das capsulas MIL-100, com base em
tentativas anteriores ja relatadas pelo grupo de Cedric Boissiere®. Primeiramente, os pardmetros
programados no equipamento spray dryer foram: 80°C de temperatura de entrada, 50 bar de presséo
de ar, 100% da capacidade maxima do aspirador e fluxo da bomba de 50%, utilizando a
concentracdo de 1 mg/mL de suspensdo de nanoparticulas MIL-100.

A Figura 43 apresenta as imagens de microscopia eletronica de varredura com emisséo de
campo (MEV-FEG) do material obtido com os parametros descritos anteriormente.

Figura 43: Imagens de MEV-FEG de material obtido do spray drying com fluxo da bomba de 50%

e a partir da suspensédo de nanoparticulas MIL-100 a 1 mg/mL.
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A Figura 43 mostra que ndo houve a formagdo de um material com morfologia esférica
esperada para uma capsula, o que poderia assegurar homogeneidade no material para o seu uso
como sistema de liberacdo de farmaco. Desta maneira, continuando o proposito de obtencdo de
uma capsula de MOF por spray drying, o parametro de fluxo da bomba foi alterado para 5%, € a
concentragdo da suspensdo de MIL-100 foi reduzida oito vezes, chegando a 0,125mg/mL,
baseando-se em relatos da literatura de que afirmam que a diminui¢do da concentragdo da
suspensdo utilizada favorece a formago de um material esférico’®.

A Figura 44 apresenta as imagens de microscopia eletronica de varredura com emissdo de
campo (MEV-FEG) do material obtido a partir das mudancgas dos parametros de fluxo de bomba e

de concentragédo da suspensédo de MIL-100.

Figura 44: Imagens de MEV-FEG de material obtido do spray drying com fluxo da bomba de 5%

e a partir da suspensao de nanoparticulas MIL-100 a 0,125mg/mL.

Todavia, a Figura 43 mostrou que, novamente, o material obtido ndo apresentou a morfologia
esférica que se espera de uma capsula. Desta vez, visando obter ainda uma capsula de MOF por
spray drying, foram mantidos os parametros do equipamento a 80°C de temperatura de entrada, 50
bar de pressdo de ar, 100% da capacidade maxima do aspirador e fluxo da bomba de 5%, mas a
concentracdo utilizada foi alterada para 1mg/mL de suspenséo nanoparticulas MIL-100.

A Figura 45 apresenta as imagens de microscopia eletrénica de varredura com emisséo de
campo (MEV-FEG) do material obtido a partir dos parametros determinados e da suspensdo

etanolica de nanoparticulas a Img/mL.
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Figura 45: Imagens MEV de material obtido por spray drying com fluxo da bomba de 5% e a
partir da suspensdo de nanoparticulas MIL-100 a 1mg/mL, e grafico de distribui¢do de tamanho de

particula.

A Figura 45 mostrou que as capsulas formadas nessa etapa do trabalho apresentam

morfologia esférica e com tamanho médio de 800 £ 100 Inm.
A Figura 46 ilustra as imagens de microscopia eletrénica de transmissao (MET) obtidas da

capsula de MIL-100, que permitem confirmar a morfologia esférica, e ainda em zoom é possivel

observar as nanoparticulas MIL-100 que constituem a capsula.

Figura 46: Imagens de MET de capsula de MIL-100 obtida por spray drying.

87



Dessa maneira, as imagens das microscopias mostram que as capsulas obtidas por spray
drying possuem uma morfologia homogénea e esférica. O tamanho médio da capsula de 800 nm
permite futura aplicacdo por diferentes vias, como intratumoral, topica e a oral*’. Pode-se observar
também que a cépsula é composta por nanoparticulas MIL-100, sem rachaduras ou defeitos
detectaveis por esta técnica.

A Figura 47 mostra uma imagem de microscopia eletronica de varredura usando um feixe de
ions focalizados (FIB) da capsula de MIL-100 desenvolvida nessa etapa do trabalho. O uso do FIB

permite que seja feito um corte transversal na amostra, possibilitando a visualizagéo do seu interior.

Figura 47: Imagem de MEV-FIB de capsula de MIL-100 obtida por spray drying.

Apesar de ndo ter sido possivel observar se as esferas de MIL-100 desenvolvidas possuem
uma cavidade Unica e oca, a presenca de grandes cavidades, de até 30 nm de didametro observadas
pela imagem acima, além dos poros intrinsecos da MOF, torna esse material muito promissor para
a sua utilizacdo como cépsula, possibilitando a incorporacdo de grande quantidade de farmacos e
de materiais biologicos de tamanho ainda maiores, como proteinas.

A Figura 48 apresenta os difratogramas de raios X para os pos das nanoparticulas de MOF

MIL-100 e das capsulas obtidas por spray-drying.
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Figura 48: Difracdo de raios X das nanoparticulas MIL-100 (preto) e das capsulas de MIL-100
obtidas por spray drying (vermelho).
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Como pode ser observado, o material obtido apds o spray drying e as nanoparticulas MI1L-100
mantiveram praticamente 0 mesmo padrdo de difracdo de raios- X, referentes a estrutura da MIL-
100. Pode-se inferir, portanto, que o processo de spray drying ndo alterou significativamente a
estrutura cristalina da MIL-100.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho da MOF MIL-100 e das capsulas obtidas
por spray drying estdo ilustrados na Figura 49.

Figura 49: Espectros vibracionais na regido do infravermelho das nanoparticulas MIL-100 (preto)

e das capsulas de MIL-100 obtidas por spray drying (vermelho).
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O estudo espectroscopico mostra que o material obtido ap6s o uso do spray drying e as
nanoparticulas MIL-100 mantiveram praticamente 0s mesmos espectros, referentes a estrutura da
MIL-100. Desta maneira, confirma-se que o processo de spray drying nao alterou a estrutura
molecular da MIL-100. Uma observacdo importante a partir desse estudo espectroscopico foi a
auséncia da banda associada a ligagdo C=0 (~ 1700 cm™) do ligante livre. De fato, a coordenagdo
dos ions ferro(l11) através dos grupos carboxilato do ligante 1,3,5-benzenotricarboxilico pode ser
confirmada pelo aparecimento nos espectros vibracionais das bandas em 1627 e 1383 cm™,
atribuidas, respectivamente aos modos vibracionais de estiramento assimétrico e simétrico do
grupo carboxilato —COO" do ligante BTC, indicando que ele foi desprotonado para a coordenagéo
aos fons Fe*® para a formagdo da MOF MIL-100. A banda observada em 711 cm™ pode ser atribuida
ao movimentos de deformacdo CH do anel benzenico. Dessa maneira, confirma-se uma vez mais
que o processo de spray drying para a formacao das capsulas ndo alterou a estrutura molecular da
MIL-100.

Foi realizada nessa etapa do trabalho a avaliacdo textural das capsulas esféricas da MIL-100

cujos resultados estdo compilados na Tabela 5.

Tabela 5: Avaliagdo textural das capsulas MIL-100.

Area especifica (m2.g™) | Volume de poros (cm3.g%)
Capsula de MIL-100 1613,03 0,848

A Figura 50 mostra as isotermas de adsorcado/dessorcdao de nitrogénio das cépsulas

desenvolvidas por spray drying.
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Figura 50: Isotermas de adsorcdo- dessor¢do de nitrogenio das capsulas de MIL-100 obtidas por

spray drying.
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A caracteristica mesoporosa das nanoparticulas MIL-100 presente também nas capsulas de
MOF foi confirmada pela técnica de adsorcéo de nitrogénio, cuja isoterma tipo IV esta apresentada
na Figura 50. A partir do resultado dessa técnica e usando o método de calculo BET, determinou-
se a area especifica e o volume de poros (ver Tabela 5). Os valores obtidos sdo consistentes com
os valores relatados anteriormente pela literatura, como area superficial de aproximadamente1330
m2.g! para a MOF MIL-100*%, confirmando assim a porosidade do material sintetizado. E
importante ressaltar que a porosidade da cavidade do interior da capsula ndo pode ser medida por
essa técnica, assim sendo os resultados sdo apenas para os valores de poros existentes nas
nanoparticulas MIL-100 formadoras da casca da capsula.

Materiais mesoporosos com alta area especifica, como os obtidos nesse trabalho, estdo sendo
cada vez mais utilizados como sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Essa classe de
materiais é ainda mais interessante devido a presenca de cavidades no interior da capsula formada
por spray drying. Por essa razéo, esse material foi submetido aos ensaios in vitro de encapsulagao

e liberacdo do farmaco metotrexato e da proteina colagenase.

91



V. 3. Concluséo do Capitulo V

Este capitulo mostrou o estudo do desenvolvimento de cépsulas de MIL-100 utilizando a
tecnica de spray drying. O material formado nessa etapa do trabalho mostrou ter tamanho médio
de 800 nm, sendo possivel ser aplicado como sistema de liberacdo de farmaco por algumas vias de
administracdo como intratumoral, tépica e oral. O uso do spray drying para a producao de cépsulas
de MOF apresenta muitas vantagens em relacdo aos métodos anteriormente relatados neste
trabalho, como rapida sintese e ser escalonavel. Dessa maneira, o resultado obtido mostra que esse
€ um material promissor para a producdo em grande escala de superestruturas esféricas com
cavidades ocas a partir de goticulas atomizadas com nanoparticulas de MOF localizadas na sua
superficie.

Além disso, as capsulas obtidas por spray drying apresentam caracteristicas que favorecem a
incorporacdo de farmacos pelos poros intrinsecos das MOFs e ainda a encapsulacdo de uma
proteina que em associacdo com o farmaco, pelas cavidades das capsulas, que pode aumentar a
eficiéncia do tratamento de escolha.

Desta maneira, as capsulas MIL-100 foram escolhidas para dar continuidade ao trabalho com

0s ensaios in vitro que serdo apresentados no Capitulo VI.
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Capitulo VI

Ensaios in vitro utilizando as capsulas de MIL-100
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VI. 1. Introducéo do Capitulo VI

Neste capitulo, foram abordados os ensaios in vitro realizados com as capsulas de MIL-100
obtidas por spray drying, considerando que o material formado é muito promissor para aplicacdo
farmacéutica como carreador de farmaco e de uma molécula ativa maior, como uma proteina.

Nesta etapa do trabalho, foram avaliadas as eficiéncias de encapsulagdo do metotrexato e
da colagenase nas capsulas de MOF e, em seguida foram analisados os perfis de liberacdo. Também
foi feita a caracterizacdo fisico-quimica da capsula de MOF antes e depois da encapsulacéo para
confirmar a integridade da MOF. Foi avaliada a atividade enzimatica da colagenase, para analisar
se 0 processo de spray drying ndao desnaturou a enzima, e se ela ainda mantém a sua atividade apos
a encapsulacdo. Por fim, foi avaliada a viabilidade celular dos sistemas desenvolvidos em uma
linhagem celular saudavel e em uma linhagem celular tumoral.

O metotrexato (acido 2,4-diamino-N10-metilpteroil glutdmico - MTX), cuja estrutura
molecular esta representada na Figura 51, é um antimetabdlito/ antifolato que é estruturalmente
semelhante ao &cido folico e age inibindo de maneira competitiva a enzima diidrofolato-redutase,
resultando na deplecdo dos cofatores do tetraidrofolato, sendo assim considerado um
quimioterapico especifico para as populacdes celulares em fase de crescimento exponencial. E um
farmaco muito utilizado para o tratamento de doencas autoimunes, como a artrite reumatdide, e

para o tratamento do cancer coldn-retal, de mama e de pele®-82,

Figura 51: Estrutura molecular do metotrexato.
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A utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos contendo MTX podem
oferecer vantagens como a manutencao da concentragdo plasmatica e prote¢do do farmaco contra

processos de degradacio®.
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Por outro lado, ha relatos na literatura de que a colagenase, cuja estrutura molecular esta
representada na Figura 52, apresenta um papel protetor na progressdo de tumores e metastases,
mesmo que os mecanismos moleculares subjacentes a esses efeitos ainda sejam desconhecidos®™.
Estudos mostram que embora o catabolismo do colageno seja critico para a homeostase tecidual, a
atividade excessiva do colageno também estd relacionado a condigdes patolégicas como

metéstase®%84,

Figura 52: Estrutura molecular da colagenase.
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Desta maneira, o desenvolvimento de sistemas de carreamento de colagenase pode ser uma
estratégia promissora para a incorporacao desta classe de moléculas em associagdo com um
farmaco antitumoral, como o metotrexato. A literatura tem demonstrado a eficacia dessa estratégia
recente de associacdo de duas moléculas bioativas em um mesmo material, conhecida como Dual-

delivery ou bimodal delivers27,

VI. 2. Avaliacédo da eficiéncia de encapsulacdo do metotrexato e da colagenase e ensaio de
liberacéo in vitro das capsulas de MOFs

Em funcdo das caracteristicas porosas das nanoparticulas MIL-100 e das capsulas MIL-

100, estes materiais foram submetidos ao ensaio de encapsulacdo e liberacdo do farmaco

metotrexato e da enzima colagenase.

95



VI. 2.1. Avaliacédo da eficiéncia de encapsulacéo e perfil de liberacdo do metotrexato nas
capsulas a base de MOFs

Os espectros de absor¢do do MTX (PubChem CID: 126941) em solucdo aquosa de HCI
0.1M e no meio tampdo fosfato 0.1 M (pH 7,4) foram obtidos por espectroscopia de absorcéo
eletronica na regido do UV-vis. A banda de absor¢do observada no espectro do farmaco em 305
nm foi selecionada para a realizacao das analises quantitativas do farmaco.

As nanoparticulas MIL-100 e as capsulas de MIL-100 foram submetidas a ensaios de
encapsulagdo do farmaco metotrexato. Uma mistura contendo nanoparticulas ou capsulas de MOF
MIL-100, o farmaco metotrexato e dgua permaneceu em agitacdo por 12 horas. Em seguida, o
material foi centrifugado e o sobrenadante foi analisado por espectroscopia no UV-vis, como
previamente descrito.

A Figura 53 mostra os difratogramas DRX e 0 0s espectros vibracionais na regido do
infravermelho obtidos para o metotrexato e para a capsula MIL-100, antes e apds a encapsulacdo
do farmaco.

Figura 53: Padréo de difracdo de raios X (a) e espectros vibracionais na regido do infravermelho
(b) da cépsula MIL-100 (azul), capsula MIL-100_MTX (vermelho) e o farmaco MTX livre (preto).
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Pode ser observado que apds a encapsulacdo do farmaco MTX, o padréo de difracdo de
raios X das capsulas de MIL-100 manteve-se inalterado nas regides referentes aos planos (220),
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(311) e (911) em relacdo a MOF antes do encapsulamento. Portanto, houve a manutengdo da
integridade estrutural mesmo apos a ocluséo do farmaco nos poros do material.

Os resultados de espectroscopia vibracional confirmam, em primeiro lugar, os dados de
difracdo no sentido de que o material permaneceu estruturalmente intacto apos a incorporagao do
farmaco. Além disso, ainda que com intensidades muito baixas possivelmente por estar presente
em baixa concentracdo na matriz porosa, foi possivel confirmar a presenca do farmaco no
material®” pelo aparecimento das principais bandas caracteristicas de alguns movimentos
vibracionais importantes do metotrexato (ver linha vermelha na Figura 53) como aquelas
observadas em 1616, 1550 e 1260 cm™ atribuidas, respectivamente, aos modos de estiramento
vC=0, deformacéo angular 6N-H do grupo amidico e estiramento vC-O do grupo carboxilico das
moléculas de MTX. Além disso, o espectro vibracional do compésito também se mostra
ligeiramente modificado na regido correspondente as vibracGes de estiramento N-H do farmaco
(~3080 cm™)%8,

A quantidade de MTX presente nas MOFs foi determinada utilizando um método indireto
a partir da curva analitica do metotrexato em &gua. A curva analitica esta mostrada na Figura 54 e
a partir dela foi obtida a equacéo da reta: y = 0,0519x - 0,0114 e o coeficiente de correlagdo (R?)

foi igual a 0,9997, indicando uma boa linearidade da curva.
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Figura 54: Curva analitica do MTX em solugdo aquosa de HCI 0,1M.
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A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) corresponde a quantidade de MTX encapsulado em
relagdo & quantidade total de farmaco inicialmente adicionada. A Tabela 6 resume os dados dos

ensaios de encapsulacao realizados nessa etapa do trabalho.

Tabela 6: Resumo dos dados obtidos do ensaio de encapsulacdo do MTX nas nanoparticulas MIL-
100 e nas céapsulas de MIL-100.

Nanoparticulas  Cépsulas
MIL-100 MIL-100
EE (%) 52,12% + 1,3 83,43% + 1,7

*média de trés determinagdes

Os resultados de 52,12% e 83,43% de eficiéncia de encapsulagdo do metotrexato nas
nanoparticulas e nas capsulas de MIL-100, respectivamente, superam alguns dados relatados por
outros grupos de pesquisa que estudaram a eficiéncia de encapsulagdo do metotrexato em outros
nanocarreadores®®®, Entre os poucos grupos de pesquisa que estudaram a encapsulagio de
farmacos em capsulas de MOFs, nenhum avaliou a eficiéncia de encapsulagéo em capsulas de MIL-
100 do farmaco metotrexato. Todavia, € possivel correlacionar os resultados encontrados nesse

trabalho com os relatos de sistemas semelhantes encontrados na literatura. Tang e colaboradores
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desenvolveram cépsulas poliméricas a partir de moldes a base da MOF ZIF-8 e obtiveram a
eficiéncia de encapsulacio de 87% do farmaco doxorrubicina #’, o que corrobora com o resultado
obtido nesse trabalho com cépsulas de MIL-100. Além disso, o aumento da eficiéncia de
encapsulacdo nas capsulas de MIL-100 em comparacdo com as nanoparticulas dessa MOF tem
relagdo com a presenca de cavidades no interior da capsula, alem da porosidade intrinseca das
nanoparticulas.

A solubilidade do farmaco € um parametro importante para o ensaio de liberacao, sendo
sempre necessario trabalhar sob condicdes sink, que é definida como sendo o volume de meio no
minimo trés vezes superior ao necessario para obter uma saturagio do farmaco em solugio®.

O ensaio de liberacdo in vitro do farmaco esta relacionado ao processo pelo qual o farmaco
é liberado da sua matriz e se torna disponivel em meios fisioldgicos, sendo uma ferramenta inicial
e muito importante para o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos. Segundo
Rui Manadas e colaboradores, esses ensaios permitem avaliar de forma inicial os perfis de liberagéo
para futuras acdes que visem otimizar a eficacia e a seguranca do sistema e correlacionar o perfil
in vitro e in vivo, ou seja, estabelecer parametros na tentativa de prever o comportamento in vivo
do sistema®.

O estudo de liberagdo foi feito através da determinacdo da quantidade de farmaco liberada
do material estudado que foi relacionada proporcionalmente com a quantidade de farmaco presente
no meio receptor, calculada a partir da curva analitica do metotrexato no meio fisiologico (ver
Figura 55). Foram realizados os ensaios em pH 7,4 simulando o pH dos tecidos normais, e em pH

5,0 simulando o meio &cido do sitio intersticial das células tumorais®.
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Figura 55: Curva analitica do MTX em tampdo fosfato pH 7,4 e pH 5,0.
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A partir da curva analitica do metotrexato, a equacao da reta da curva obtida em PBS pH
7,4 foi: y = 0,0439x - 0,0325 e o coeficiente de correlagdo (R?) foi igual a 0,9971. A equagio da
reta da curva obtida em PBS pH 5,0 foi: y = 0,0506x + 0,0026 e o coeficiente de correlacio (R?)
foi igual a 0,9945, indicando linearidade das curvas.

Os estudos de liberagdo foram realizados paras as nanoparticulas MIL-100 e para as
capsulas MIL-100, comparadas com o farmaco livre. Os perfis de liberacdo estdo apresentados na
Figura 56.
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Figura 56: Perfis de liberacdo do MTX a partir das amostras MIL-100, capsulas de MIL-100 e
farmaco livre em meio tampéo fosfato pH 7,4 (a) e pH 5,0 (b).
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Como esperado, os perfis de liberacdo in vitro do MTX a partir das nanoparticulas MIL-
100 e das capsulas de MIL-100 exibiram taxas de liberacdo modificadas do farmaco, quando
comparada com o farmaco livre. Os resultados apresentados na Figura 56 mostraram que as
nanoparticulas MIL-100 liberam 0 MTX de maneira mais rapida quando comparada as capsulas de
MIL-100. A maior taxa de liberacdo das nanoparticulas de MIL-100 em compara¢do com as
capsulas pode ser atribuido ao tamanho das particulas, uma vez que o maior diametro das capsulas
ocasiona a diminuicdo da area superficial e consequentemente a diminui¢cdo da velocidade de
liberacdo®. Além disso, a estrutura e a possivel presenca de cavidades ocas no interior das capsulas
podem dificultar a difusdo do farmaco para fora da capsula, prolongando assim a sua liberacéo.

No ensaio realizado em pH 7,4, observa-se que no inicio do experimento houve liberacdo
mais rapida para os dois sistemas estudados, sendo cerca de 30% e 47% do farmaco liberado das
capsulas de MIL-100 e das nanoparticulas MIL-100, respectivamente, nas primeiras 4 horas. Essa
liberacdo répida inicial pode ser atribuida a presenca de farmacos na superficie das particulas.
Entre 6 - 12 h houve um aumento de 13% e 22% da liberacdo das capsulas de MIL-100 e das
nanoparticulas, respectivamente. A reducédo da taxa de liberacdo do farmaco durante esse periodo
pode ser atribuida a estrutura do material, formado por redes de ligacdes entre 0 metal e o ligante
orgénico. Apos 24 h do inicio do ensaio de liberacdo € observada uma tendéncia de estabilizacdo

da liberacdo do MTX. As quantidades maximas de MTX liberado das nanoparticulas MIL-100 foi
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de ~ 93% e das cépsulas foi proxima a 50% depois de 48 horas de experimento. Desta maneira,
ndo houve a liberacdo completa do farmaco da capsula durante o periodo do teste, evidenciando a
retencdo de parte do farmaco na estrutura do material.

Os perfis de liberacdo do MTX em meio pH 5,0 mostraram que houve uma menor taxa de
liberagdo de MTX quando comparada com o meio em pH 7,4. Nas primeiras 4 horas do ensaio
houve a liberacdo de 12.3% e 21% do farmaco das cépsulas de MIL-100 e das nanoparticulas,
respectivamente. A maxima de MTX liberado apds 48 h de experimento foi de cerca de 24 e 34%
das capsulas e nanoparticulas MIL-100, respectivamente. Portanto, a quantidade de farmaco
liberada em meio &cido foi aproximadamente duas vezes menor do que a quantidade de farmaco
liberada em meio pH 7,4. Essa diferenca nos perfis de liberacdo pode ser explicada pela natureza
acida (pH 3,8) da suspensdo de MIL-100, e desta maneira o sistema apresenta maior estabilidade
no meio acido®.

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos no ensaio de liberagéo in vitro é facilitada
pela utilizagdo de equagOes que traduzem matematicamente o perfil de liberagdo em fungéo de
alguns parametros relacionados com a forma farmacéutica. O tratamento dos dados de liberacéo
através de modelos matematicos pode fornecer informacg6es importantes sobre os processos fisico-
quimicos envolvidos durante o processo de liberacdo do farmaco na matriz estudada. Entre os
fatores que podem influenciar a cinética de liberagdo os mais importantes sdo o tipo de farmaco, a
cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e a quantidade incorporada na matriz®.

Os perfis cinéticos de liberacdo do farmaco MTX foram tratados com os modelos
matematicos Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-crowell, Primeira ordem e Weibull, com o
auxilio do software Sigma Plot 10. Os valores da cinética de liberacdo estdo apresentados nas
Tabelas 7 e Tabela 8.
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Tabela 7: Cinética de liberacdo do MTX das nanoparticulas e capsulas de MIL-100 em pH 7,4.

Nanoparticulas MIL-100 Cépsulas MIL-100
Modelos r? ajustado Expoente de r’ ajustado | Expoente de

matematicos liberacao liberacao

Korsmeyer-Peppas 0,9909 n =0,4944 0,9989 n= 0,5468
Higuchi 0,8498 0,7076
Hixson-crowell 0,8065 0,7203
Primeira ordem 0,8838 0,7021

Weibull 0,9838 b= 0,7460 0,9644 b= 0,6602

Tabela 8: Cinética de liberacdo do MTX das nanoparticulas e capsulas de MIL-100 em pH 5,0.

Nanoparticulas MIL-100 Cépsulas MIL-100
Modelos r? ajustado Expoente de r’ ajustado | Expoente de

matematicos liberacao liberacao

Korsmeyer-Peppas 0,9998 n=0,4729 0,9979 n=0,4967
Higuchi 0,9353 0,8666
Hixson-crowell 0,6920 0,6920
Primeira ordem 0,6854 0,6854

Weibull 0,9710 b=0,6870 0,9885 b=0,7412

A escolha do melhor modelo matematico pode ser baseada no valor de coeficiente de
correlagdo r? mais proximo a 1. De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 7 e 8, observa-
se que a liberacdo de MTX da MOF e da capsula em ambos valores de pH apresentaram maior
correlagdo com o modelo de Korsmeyer/ Peppas.

O modelo de Korsmeyer- Peppas relaciona exponencialmente a liberacdo do farmaco com

o0 tempo, como mostra a Equagéo 2%97,

——=Ktn Equacéo 2
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onde Mt representa a quantidade absoluta de farmaco liberada por tempo t, Moo € a quantidade total
de farmaco liberado num tempo infinito, que corresponde a quantidade inicial de farmaco, K é a
constante cinética e n € o expoente de liberacdo que caracteriza 0 mecanismo de liberacao.

Peppas utilizou o valor de n para caracterizar diferentes mecanismos de liberacdo, sendo
que em estruturas esféricas, quando n < 0,45 0 mecanismo de transporte do farmaco é difusdo quase
Fickiana, quando n =0,5 é caracterizado por difusdo Fickiana, 0,45< n <0.89 corresponde a
transporte anémalo ou ndo fickiano, = 0,89 é transporte caso Il e n > 0.89 se refere ao transporte
supercaso 1%,

Os valores de nj obtidos representam casos de difusdo andémala ndo Fickiana, em que a
liberacdo ocorre por mais de um processo, que pode ser tanto por mecanismo de difusdo quanto
por erosdo. Dessa maneira, os resultados apresentados nos modelos cinéticos sugerem que, apesar
das duas curvas apresentarem diferentes tempos de liberagdo, as nanoparticulas e as capsulas de
MIL-100 liberaram o farmaco por difusdo, o que pode ser justificado principalmente pela
porosidade intrinseca da MOF e ainda das cavidades presentes na capsula, e por erosao que ocorre
com a degradacdo da MOF em PBS principalmente depois de 12 h de ensaio®. Além disso, a
presenca de particulas e das cavidades no interior das capsulas, pode interferir na penetracdo do
meio na matriz e consequentemente na difusdo do farmaco do interior do sistema até chegar na
superficie do material, o que também altera o perfil de liberacio do MTX e resulta no

prolongamento da liberagé&o.

VI. 2.2. Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo e perfil de liberacdo da colagenase nas

capsulas a base de MOFs

Em funcéo da presenca de cavidades ocas no interior das capsulas, estes materiais foram
submetidos ao ensaio de encapsulagdo da proteina colagenase durante a sua formacéo pela técnica
de spray drying.

A Figura 57 mostra que apos a encapsulacao da colagenase, o padrdo de difracdo de raios
X das capsulas manteve-se inalterado nas regides referentes aos planos (220), (311) e (911) em
relacdo & MOF antes do encapsulamento da enzima. Esse resultado revela, portanto que a
integridade estrutural da MIL-100(Fe) foi mantida.
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Figura 57: Padrdo de difracdo de raios X de p6 da cépsula MIL-100, cadpsula MIL-100_colagenase
e colagenase livre.
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A Figura 58 mostra os espectros vibracionais na regido do infravermelho da cépsula MIL-

100, capsula MIL-100_colagenase e colagenase livre.

Figura 58: Espectros no infravermelho para capsula MIL-100, capsula MIL-100_colagenase e
colagenase livre.
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O espectro de transmitancia na regido do infravermelho do material encapsulado (linha
vermelha na Figura 58) mostrou, como esperado, ndo apenas as bandas associadas aos modos

vibracionais da MIL-100(Fe), como também a presenca de bandas caracteristicas da enzima como
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aquelas correspondentes a amida I1 (1561 cm™) e a0 modo de estiramento da ligagdo C-O, vC-O
(1118 cm™)89%, Esses resultados confirmam a presenca da colagenase nas capsulas da MIL-100,
mesmo apos as etapas de lavagem.

Para a quantificacdo da encapsulacao da colagenase na capsula, primeiramente foi realizada
uma curva analitica da enzima e para isso, foi mensurada a sua absorbancia no intervalo de 200-
400nm (Amax = 258 nm) usando solugBes aquosas nas concentracdes de 30, 60, 90, 120 e 150 pg.mL"
1. A curva analitica da enzima estd mostrada na Figura 60 e a partir dela foi obtida a equacéo da
retay = 0,0038x + 0,0994 e o coeficiente de correlacio (R?) igual a 0,9902.

Figura 59: Curva analitica da colagenase em agua obtida por espectroscopia ho UV-Vis em agua.
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A quantidade de colagenase presente nas capsulas de MIL-100 foi determinada utilizando
0 método indireto a partir da curva analitica. A Tabela 9 resume os dados do ensaio de encapsulacéo

realizados nessa etapa do trabalho.
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Tabela 9: Dados obtidos do ensaio de encapsulacéo da colagenase nas capsulas de MIL-100.

Cépsulas
MIL-100
Eficiéncia de Encapsulagéo (%0) 91,74% + 0,98

*média de trés determinacGes

A eficiéncia de encapsulacdo da colagenase nas capsulas de MIL-100 foi de 91,74%, o que
mostra a grande capacidade dessas estruturas porosas em encapsular moléculas grandes como as
de proteinas. Como ja relatado na literatura®, a técnica de spray drying tem sido utilizada para o
encapsulamento de farmacos e moléculas bioativas em materiais capazes de protegé-los de
processos e condigfes ambientais adversas, liberar de forma controlada, bem como associar com
outros farmacos. Neste nosso trabalho, a observacao entdo de uma alta eficiéncia de encapsulacao
da colagenase no interior das capsulas formadas pela MIL-100(Fe) ja contendo em seus poros o
farmaco anticancerigeno metotrexato demonstra a formacao de um sistema muito promissor para
o0 tratamento de alguns tipos de cancer.

O estudo de liberacdo foi feito através da determinagdo da quantidade da enzima liberada
do material estudado que foi relacionada proporcionalmente com a quantidade de enzima no meio
receptor, calculada a partir da curva analitica da colagenase no meio receptor, obtida por UV-vis,
como mostra a Figura 60. Assim como o estudo de liberacdo do farmaco MTX, o ensaio com a
colagenase foi feito em pH 7,4 simulando o pH dos tecidos normais, e em pH 5,0 simulando o meio

acido do sitio intersticial das células tumorais®.
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Figura 60: Curva analitica da colagenase em PBS obtida por espectroscopia no UV-Vis.
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A partir das curvas analiticas da colagenase, foram obtidas as equacdes das retas das curvas
que apresentaram o coeficiente de correlagdo (R?) igual a 0,9927 e 0,9914, respectivamente para o
pH menos e mais acido. A equacédo da reta em pH 7,4 foi y = 0,002x + 0,4858 e em pH 5,0 foiy =
0,0021x + 0,5237.
Os estudos de liberacdo foram realizados paras as nanoparticulas, capsulas MIL-100 e a
enzima livre, como esta apresentado na Figura 61.

Figura 61: Perfis de liberacdo da colagenase das nanoparticulas, capsulas e enzima livre em meio
tampdo fosfato pH 7,4 (a) e pH 5,0 (b).
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No estudo realizado em meio pH 7,4, observa-se que no inicio do experimento houve uma
liberagdo mais rapida, sendo que cerca de 15,4% da enzima foi liberada das capsulas de MIL-100
nas primeiras 8 horas. Essa liberacdo rapida inicial pode ser atribuida a presenca da enzima em
cavidades proximas a superficie. Entre 8 h e 12 h ocorreu uma reducdo da taxa de liberacdo da
enzima, que pode ser atribuida a estrutura do material, de maneira que a enzima pode estar
localizada nas cavidades internas das capsulas. Entre 12h e o final do ensaio, em 72 h, é possivel
observar um aumento de 18% da liberacdo da enzima, que pode ser justificado pela difusdo da
enzima pelas cavidades das cépsulas e também a degradacéo da MOF®®,

O perfil de liberacdo da colagenase em pH 5,0 mostrou reducdo da taxa de liberacdo da
colagenase quando comparada com o meio em pH 7,4. Nas primeiras 8 horas do ensaio houve a
liberacdo de apenas 3,8% da enzima. Apds 24 h, hd um aumento da liberacdo da colagenase, mas
a quantidade maxima liberada foi de apenas 26,9%, ou seja, uma reducdo de 8% da enzima liberada
comparando com o valor obtido em pH 7,4. Assim, a diferenca nos perfis de liberacdo pode ser
explicado pela natureza &cida da suspensdo natural da matriz MIL-100, e desta maneira o sistema
apresenta maior estabilidade no meio &cido®, liberando uma pequena quantidade da colagenase,
que deve se encontrar no interior da capsula de MIL-100.

Esses resultados permitiram também verificar uma maior retencdo da enzima, em
comparacao como farmaco MTX para a mesma matriz e nas mesmas condi¢des, 0 que pode ser
justificado pela sua localiza¢do no interior da cdpsula, e também por ser uma molécula maior, a
colagenase ndo se difunde pelos poros da MOF e, desta maneira, para ser liberada € necessario que
ocorra a difusdo pelas cavidades internas e também a degradacdo da MOF.

Os perfis cinéticos de liberacdo da colagenase foram tratados com os modelos matematicos
Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-crowell, Primeira ordem e Weibull, com o auxilio do

software Sigma Plot 10. Os valores da cinética de liberacdo estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Cinética de liberagdo da colagenase das capsulas de MIL-100 em pH 7,4 e pH 5,0.

pH 7.4 pH 5,0
Modelos r? ajustado Expoente de r2 ajustado | Expoente de
matematicos liberacao liberacao
Korsmeyer-Peppas 0,9927 n = 0,8358 0,9968 n = 0,4626
Higuchi 0,9250 0,9257
Hixson-crowell 0,3333 0,9862
Primeira ordem 0,4052 0,9866
Weibull 0,9842 b= 0,4699 0,9961 b=0,7241

De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, observa-se que as liberagdes da
enzima do interior da capsula de MIL-100 em ambos valores de pH apresentaram maior correlacédo
com o modelo de Korsmeyer/ Peppas. Os valores de n entre 0,45 e 0,89 obtidos representam casos
de transporte anémalo ou nao fickiano, em que a liberacdo ocorre por mais de um processo. Dessa
maneira é possivel afirmar que a liberacdo da colagenase deve ocorrer por difusdo entre as
cavidades internas das cépsulas e também por erosdo, conforme as nanoparticulas MIL-100 se

degradam no meio.

VI. 3. Investigacdo da possibilidade de utilizacdo das capsulas metalo-organcias como
sistemas de dupla liberacéo: capsulas de MIL-100 contendo duas moléculas biologicamente
ativas, o farmaco metotrexato (MTX) e a enzima colagenase

A etapa final da pesquisa culminou, entdo, na possibilidade de utilizar as capsulas metalo-
organicas como sistemas de dupla liberacdo. Para isso, foram realizados inicialmente ensaios de
encapsulacdo do farmaco MTX e da enzima colagenase nas capsulas da MIL-100 e caracterizacao
para avaliar a estrutura do material obtido ap06s a incorporacao das duas moléculas ativas.

A Figura 62 apresenta os difratogramas de raios X das capsulas de MIL-100 antes e apés a

oclusdo das moléculas bioativas.
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Figura 62: Padrdo de difracdo de raios X da cdpsula MIL-100 antes e ap6s a impregnacéo do

farmaco MTX e da colagenase.
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Como pode ser observado na figura, o padrdo de difracdo de raios X das capsulas MIL-100
com MTX e colagenase manteve-se inalterado nas regides referentes aos planos (220), (311) e
(911) em relacdo a superestrutura baseada nessa bioMOF de ferro antes do encapsulamento. Esse
resultado demonstra a manutencdo da integridade estrutural do material ap6s os processos de
ocluséo do farmaco e da enzima.

A Figura 63 mostra os espectros na regido do infravermelho da céapsula MIL-100 antes e

apos a encapsulacdao do metotrexato e da colagenase.
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Figura 63: Espectros vibracionais no infravermelho da capsula MIL-100 (em preto) e do material
obtido apos a oclusdo do metotrexato e da colagenase (em vermelho).
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Os resultados da espectroscopia vibracional corroboram com aqueles obtidos por difragéo
de raios X no sentido de que o material se mantem intacto ap6s o processo de encapsulacédo das
moléculas bioativas. Além disso, como mostra a Figura 63 (linha vermelha), foi também possivel
detectar a presenca de algumas bandas de baixa intensidade associadas a presenca do farmaco e da
enzima. A banda observada em 1567 cm™, por exemplo, é muito caracteristica de espectros
vibracionais de peptideos, podendo ser atribuida ao modo vibracional amida Il (majoritariamente
constituido pela deformacéo angular 3N-H do grupo amida) da enzima, cuja presenca no material
também pode ser verificada pela banda de estiramento®> C-O (1118 cm™). Quanto ao farmaco
metotrexato, embora uma das suas principais bandas (3N-H) ocorra exatamente na mesma regiao
que aquela referente & amida I (1560 cm™), sua presenca pode estar associada & banda®” observada
em 1263 cm™, caracteristica de modos vibracionais relacionados ao estiramento da ligagdo C-O do
grupo carboxilico do MTX. Esses resultados sugerem, entdo, a presenca de ambas moléculas nas
cavidades do material.

A Figura 64 mostra as curvas termogravimétricas da capsula MIL-100, antes e ap6s a

encapsulacdo das moléculas bioativas.
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Figura 64: Curvas TG das cépsulas MIL-100 e das capsulas MIL-100 contendo MTX e
colagenase.
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A curva termogravimétrica das capsulas ocas (linha preta) revela que a sua decomposicéao
térmica ocorre em trés etapas. A primeira, entre 30-80 °C, estéa relacionada a liberacdo de moléculas
de dgua oclusas nos poros do material. No intervalo de 80-298 °C, ocorre a eliminacao de moléculas
de &gua coordenadas nos clusters triméricos de ferro e entre ~ 300-350 ° é observada a
decomposic¢do do ligante com formagdo de Fe2Oz como residuo final. Conforme esperado, a
capsula de MIL-100 contendo MTX e colagenase exibe uma perda de massa menor do que a
capsula de MIL-100 até 300°C. Uma primeira perda de massa pode ser observada da temperatura
ambiente até ~ 80 °C correspondente a liberacdo de moléculas de agua ndo coordenada, enquanto
moléculas desse solvente em interacdo mais forte com a estrutura s@o eliminadas na faixa de
temperatura de 80 - 298 ° C. Pode-se notar a menor perda de massa de agua na capsula MIL-100
contendo MTX e colagenase em comparagdo com a capsula MIL-100 livre, que pode ser explicado
pela ocupacdo dos poros e cavidades com o farmaco e a enzima. Finalmente, o solido degrada a
temperaturas mais altas (> 298 ° C) com a decomposic¢ao dos grupos benzenotricarboxilato. Faz-
se também muito importante nesse momento destacar que as decomposicOes térmicas das
moléculas livres de MTX e da colagenase ocorrem, respectivamente, em ~ 310 e 325 °C 810 o

que permite concluir que as moléculas bioativas estejam se degradando aproximadamente na
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mesma faixa de temperatura em que a matriz porosa se decompde termicamente. Os resultados

obtidos dos experimentos de avaliacdo textural dos principais materiais obtidos nesse trabalho apds

a incorporacdo do metotrexato e da colagenase estdo compilados na Tabela 11.

Tabela 11: Propriedades texturais das capsulas, antes e apds a encapsulacéo do farmaco MTX e

de ambas moléculas bioativas, MTX e colagenase.

Area especifica (m2.g?)

Volume de poros (cm3.g?)

Capsula de MIL-100 1613,03 0,85
Capsula de MIL-100 629,78 0,32
com MTX
Capsula de MIL-100 285,60 0,21
com MTX e Col

A Figura 65 mostra as isotermas de adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio obtidas a 77K das

capsulas desenvolvidas por spray drying antes e apés as incorporaces do MTX e da colagenase.
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Figura 65: Isotermas de adsorcdo-dessorcdo das capsulas de MIL-100 vazias, das capsulas
contendo MTX e das capsulas contendo MTX e colagenase.
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A partir dos resultados obtidos desses experimentos e usando o método de célculo BET,
determinou-se a area especifica e o volume de poros para os trés materiais (ver Tabela 11). De um
modo geral, as isotermas apresentaram um patamar em elevados valores de presséo relativa e lagos
de histerese, sendo classificadas como isotermas do Tipo IV, caracteristicas de materiais
mesoporosos'®. A Figura 65 também revela que apds a encapsulagdo do farmaco anticancerigeno
metotrexato, houve uma diminuicdo na area especifica do respectivo material. Esse fato pode ser
justificado pela ocupacéo dos poros pelo farmaco ap6s a sua incorporacao. Apds a incorporacao do
farmaco e da colagenase houve uma diminui¢do ainda maior da area especifica e do volume de
poros. Esses resultados indubitavelmente estdo de acordo com as nossas expectativas no sentido de
que a incorporagdo do farmaco e da enzima levaria de fato a uma diminuicdo consideravel da
porosidade da capsula MIL-100.

A Figura 66 mostra as imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das

capsulas apos a encapsulacdo do metotrexato e da colagenase.
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Figura 66: Imagens MEV das capsulas MIL-100_MTX_colagenase.

Através dessas imagens foi possivel verificar que a encapsulacdo do metotrexato e da
colagenase nas cépsulas de MIL-100 nédo alterou a estrutura, tamanho e morfologia das capsulas

formadas por spray drying.

V1. 4. Avaliacdo da atividade enzimatica da colagenase liberada das capsulas de MIL-100

A atividade enzimatica da colagenase tipo | ocluida no material MIL-100_colagenase foi
avaliada através da degradacao da gelatina cujo procedimento € descrito a seguir. A gelatina pura
(30 mg/mL) foi dissolvida em agua morna e dividida em 7 grupos sendo eles: a gelatina pura, co-
cultivada com a colagenase livre, MTX livre, capsula MIL-100, capsula MIL-100_MTX, céapsula
MIL-100 colagenase e céapsula MIL-100_MTX colagenase. Em intervalos de tempo
predeterminados, cada amostra foi entdo armazenada a 4 °C por 30 min antes de a imagem ser
registrada por uma cadmera digital. A Figura 67 mostra as fotografias da gelatina co-cultivada com

cada amostra em diversos intervalos de tempo.
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Figura 67: Fotografias da gelatina pura (1) e co-cultivada com cépsula pura (2), capsula MIL-
100 _colagenase (3), colagenase (4), MTX (5), cadpsula MIL-100_MTX (6) e cépsula MIL-
100_MTX_colagenase (7) incubadas com gelatina imediatamente apds a mistura (tempo 0), apos
3h, 12h e 24h.

12h

24h

Os resultados apresentados na Figura 68 mostram que a gelatina pura se re-solidificou em
hidrogéis a 4°C. Além disso, a gelatina também pode formar hidrogéis apds a co-cultivagdo com
as capsulas MIL-100 e com o farmaco MTX, o que indica que essas amostras ndo degradaram a
gelatina. Todavia, a gelatina quando em presenca da colagenase livre permanece em estado liquido
apos 3 horas, sugerindo a degradacdo da gelatina pela acdo da colagenase. O que € importante
destacar com esses resultados é que, como esperado, 0s sistemas contendo as superestruturas
metalorganicas encapsuladas com a enzima, isto é, capsula MIL-100_colagenase (amostra 3) e
capsula MIL-100_MTX_colagenase (amostra 7) voltaram ao estado liquido entre 12 e 24 h de
experimento, 0 que sugere que a gelatina foi degradada ap6s maior liberacdo da colagenase para o
meio e que a mesma permanece com sua atividade enzimatica apds carreamento da capsula®. Esse
resultado corrobora com o perfil de liberacdo in vitro apresentado no item VI. 2.2 dessa Tese, que
mostra que apds 12 h de ensaio, houve uma liberagdo maior da colagenase e isso esté diretamente

relacionado com a degradacédo da gelatina.
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V1. 5. Avaliacéo da viabilidade celular das capsulas de MIL-100

A viabilidade celular das capsulas de MIL-100 foi avaliada na linhagem celular saudavel,
a HaCat (queratinocito humano) e na linhagem celular tumoral, a A-375 (melanoma humano),
sendo determinadas pelo método de Alamar Blue.

As linhagens celulares foram submetidas ao tratamento com as amostras com incubagéo de
24 horas: capsula MIL-100, capsula MIL-100_MTX, céapsula MIL-100_MTX_colagenase e MTX

livre. A Figura 68 apresenta os resultados de viabilidade celular obtidos.

Figura 68: Viabilidade celular nas linhagens celulares A-375 e HaCat pelo método Alamar Blue.
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Os resultados de viabilidade celular mostraram que as capsulas de MIL-100 vazias
apresentaram baixa citotoxicidade para as duas linhagens celulares estudadas, chegando a manter
no minimo 87% das células vivas. Além disso, quando comparamos a viabilidade celular das
células saudaveis com as células cancerigenas, os resultados obtidos mostram que a amostra
formada pelas cépsulas contendo ambos os compostos bioativos (amostra MIL-
100_MTX_colagenase) teve uma diminui¢do da viabilidade celular de 63% para 44% para as
linhagens celulares HaCat e A-375, respectivamente, na concentracdo de 50 pg/mL. Portanto, a
capsula MIL-100 carreada com MTX e colagenase possui maior citotoxicidade frente as células
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cancerigenas A-375 do que as células sadias HaCat, sugerindo seletividade da citotoxicidade para
as células tumorais estudadas.

O farmaco metotrexato (MTX) é um antimetabolito, estruturalmente andlogo ao acido folico,
e inibe a enzima diidrofolato-redutase (DHFR), atuando diretamente na fase S do ciclo celular.
Dessa maneira, pode-se afirmar que esse farmaco apresenta efeito seletivo sobre as células tumorais
porque essa populagdo de células apresenta fase de crescimento exponencial, e assim o efeito mais

marcante do farmaco é observadol??

. Neste trabalho, a colagenase esta sendo utilizada em
associacdo com o farmaco antitumoral para auxiliar na eficacia do tratamento contra o cancer uma
vez que essa enzima pode aumentar a apoptose celular, principalmente tumoral, por provocar
diminuicdo da enzima piruvatoquinase M2 (PKM2), que pode limitar a geracdo de ATP. Isso ocorre
porque a enzima PKM2 ativa a cascata de acUcar da qual dependem as células. As celulas
cancerigenas, em especial, consomem muito mais energia e, consequentemente, dependem mais

desse aglicar e por isso apresenta maior morte celular na presenca da colagenase!®,

V1. 6. Concluséo do Capitulo VI

Neste capitulo foi demonstrado que as cépsulas de MIL-100 obtidas por spray drying
apresentam alta capacidade de encapsulacdo do farmaco MTX e da proteina colagenase.

Os perfis de liberacdo do MTX e da colagenase mostraram que houve uma liberagéo controlada
do farmaco e da enzima, e os estudos com modelos cinéticos sugerem gue 0 mecanismo envolvido
durante esse processo € a associacdo da difusdo com eroséo da estrutura. Além disso, 0 ensaio de
atividade enzimatica mostrou que a colagenase ainda permanece com atividade apds o
carregamento em associa¢do com o MTX.

As céapsulas obtidas por spray drying apresentaram baixa citotoxicidade em ensaio realizado
com as células HaCat e A-375. Ja as capsulas contendo MTX e colagenase apresentaram aumento
da citotoxicidade mais relevante na linhagem celular tumoral. Acredita-se que esse resultado possa
ser creditado a uma agdo antitumoral conjunta e sinergistica do farmaco e da proteina presentes em

um Unico material.
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Considerac0es finais e perspectivas futuras

A preparacao das capsulas a base das MOFs compostas pelos ions metalicos biologicamente
compativeis cobre, zinco e ferro foi realizada com sucesso e, portanto podemos concluir que 0s
objetivos gerais do trabalho foram alcancados. Em diversas situacGes, foi possivel identificar a
presenca das nanoparticulas das MOFs nas paredes das capsulas obtidas por diferentes técnicas de
preparacao.

As cépsulas obtidas a partir da MOF de cobre(ll) e o acido trimésico (HKUST) foram
desenvolvidas pelo método de molde liquido e apresentaram caracteristicas cristalinas, como pode
ser observado pelas analises de DRX que corroboram com dados apresentados na literatura.

Por outro lado, as capsulas de ZIF-8 (a base de zinco e 2-metilimidazol) e MIL-100 (a base
de ferro (I11) e &cido trimésico) foram sintetizadas por outro método (emulsdo pickering) no qual
as nanoparticulas atuaram como estabilizadoras da interface dleo/agua das emulsdes inversas
desenvolvidas, formando uma “coroa” na goticula que resultou nas capsulas de MOF.

Cépsulas a base de MIL-100(Fe) foram também construidas por spray drying com
estabilidade e tamanho de particula controlado (~ 800 nm). E muito importante destacar que 0 uso
desse método para desenvolver capsulas baseadas nessa MOF de ferro foi um grande desafio e
portanto consiste em uma contribuig&o significativa deste trabalho. Como o spray drying apresenta
vantagens por ser uma técnica rapida e escalonavel, os resultados obtidos neste trabalho séo
promissores para a producdo semi-industrial de superestruturas esféricas com cavidades ocas a base
de MOFs biocompativeis.

Além disso, as capsulas de MIL-100 obtidas por spray drying nesse trabalho podem ser
consideradas como sistemas de dupla liberacdo, posto que apresentaram caracteristicas que
favoreceram a incorporacdo simultanea do farmaco metotrexato (pelos poros intrinsecos das
nanoparticulas de MIL-100) e encapsulacdo da colagenase (nas cavidades das capsulas ocas) em
um mesmo material. As capsulas também mostraram um controle maior sobre a liberacdo do
metotrexato (~ 50% apds 48 horas) em comparagdo com as nanoparticulas da MOF (93%), o que
confirma as caracteristicas promissoras deste material como sistema de liberacdo controlada de
farmaco. A permanéncia da atividade enzimatica da colagenase apds a encapsulagdo mostra que
esse é um material interessante para a associa¢ao do farmaco antitumoral com a proteina, e assim

potencializar a agdo antitumoral do sistema.
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Por fim, as capsulas obtidas por spray drying apresentaram baixa citotoxicidade em ensaio
realizado com as células HaCat e A-375. Todavia, as capsulas contendo MTX e colagenase
apresentaram aumento da citotoxicidade, principalmente na linhagem celular tumoral, o que
corrobora com a acdo antitumoral do sistema composto pelo farmaco e pela proteina.

A diversidadede possibilidade de formacdo das MOFs, dsomada aos resultados positivos e
desenvolvimento de capsulas de MOF apresentados nesse trabalho, requer ainda uma pesquisa mais
profunda destes materiais. Sendo assim, como perspectivia de trabalhos futuros destaca-se a
possibilidade de realizacdo de experimentos com os sitemas desenvolvidos, como a avaliacdo da
internalizacdo celular, liberagdo das moléculas ativas em meio celular e ainda ensaios in vivo, 0
que elucidara possiveis lacunas ainda ndo elucidadas na pesquisa com estes compostos e com as

MOFs de modo geral.
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