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Resumo

As MOFs (Metal-Organic Frameworks) sdo estruturas cristalinas formadas por
ligacbes coordenadas entre metais e ligantes organicos que apresentam alta
porosidade e a possibilidade de modificar os seus componentes, variando assim 0s
tamanhos dos poros e estruturas. Principalmente devido a alta porosidade, as MOFs
apresentam aplicabilidade na area farmacéutica sendo utilizadas para carrear o
principio ativo e promover uma liberacdo adequada através dos poros, com
capacidade de comportar maior quantidade de farmaco e moléculas maiores.
Contudo, apesar das vantagens descritas, algumas MOF possuem um empecilho em
relacdo ao meio fisiolégico, podendo ser instavel, ocasionando agregacdo ou
desestruturacdo das particulas, perdendo a funcéo do sistema de liberar o farmaco de
forma modificada. Porém, para modificar este cenario tem-se a proposta de modificar
a estrutura externamente, por meio da adicdo de compostos, 0s quais tem como
funcdo garantir a estabilidade da particula. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é
realizar o recobrimento da MOF MIL-100 (Fe) com a ciclodextrina e a quitosana
otimizando a estabilidade das nanoparticulas em meio biolégico para futura aplicacéo
como sistema de liberacdo modificada de farmacos. Foi realizado a sintese da MOF
MIL-100 (Fe) e, em seguida, foi feito um estudo de recobrimento da MOF MIL-100 (Fe)
com a quitosana e ciclodextrina, e posterior incorporacédo do farmaco. Os resultados
mostram que houve o0 recobrimento com a quitosana, sem modificar a estrutura
cristalina da MOF e ainda mantendo a bandas principais da espectroscopia na regiao
do infravermelho, ou seja, sem alterar as ligac6es quimicas do material previamente
sintetizado. O estudo do recobrimento com a ciclodextrina, no entanto, mostrou que
houve alteracéo na estrutura cristalina da MOF. Ademais, realizou-se a incorporacéo
do farmaco 5-Fluorouracil, nas nanoparticulas de MOF MIL-100 (Fe) pura, e
recobertas com quitosana e ciclodextrina, os meios utilizados foram agua e etanol,
sendo a agua o meio em que a incorporagédo foi mais favoravel. Em comparag¢do com
a MOF MIL-100 (Fe) pura, a MOF MIL-100 (Fe) recoberta com quitosana e

ciclodextrina incorporaram uma menor quantidade de farmaco

Palavras-chave: MOF MIL-100 (Fe); quitosana; ciclodextrina.



Abstract

MOFs (Metal-Organic Frameworks) are crystalline nanostructures formed by
coordinated bonds between metals and organic ligands that have high porosity, large
surface areas, the possibility of varying pore sizes and their structures, chemical and
thermal stability. In addition, MOFs can be applied in the pharmaceutical area, favoring
some physicochemical characteristics of the incorporated drug, such as permeability,
solubility and better bioavailability, they are used to carry the active ingredient and
promote an adequate release through the pores, with the ability to contain a greater
amount of drug and larger molecules. However, despite the advantages described,
MOF nanopatrticles have an obstacle in relation to the physiological environment, as in
certain concentrations they can be destabilized, causing inefficiency and inefficiency,
preventing drug release and promoting particle aggregation. However, to modify this
scenario, there is the proposal to modify the structure externally, through the addition
of compounds, which have the function of helping the transport in tissues and means
that the nanostructure can be destabilized. Thus, the objective of this work is to perform
the coating of MOF MIL-100 (Fe) with cyclodextrin and chitosan, optimizing the stability
of the nanoparticles in biological media for future application as a modified drug
delivery system. At this stage of the work, MOF MIL-100 (Fe) was synthesized using
the “one-pot” method and the preparation of MIL capsules by spray drying followed by
characterization to confirm its structure. Then, a study of the coating of MOF MIL-100
with chitosan was carried out. The results show that the coating was performed
successfully, without modifying the MOF MIL-100 (Fe) crystal structure and still
maintaining the infrared spectroscopy, that is, without changing the chemical bonds of
the previously synthesized material, with a particle size of 80nm. After selecting the
best results, they were used to coat the MOF with cyclodextrin, the infrared
spectroscopy was assertive, but the XRD result showed an amorphous patrticle. In
addition, the drug 5-Fluorouracil was incorporated into pure MOF MIL-100 (Fe)
nanoparticles, and covered with chitosan and cyclodextrin. more favorable. Compared
to pure MOF MIL-100 (Fe), MOF MIL-100 (Fe) coated with chitosan and cyclodextrin
incorporated a smaller amount of drug, and the incorporation profile of CS was greater
than that of CD. Furthermore, comparing the media, the incorporation made in ethanol

was not satisfactory and showed low yield.

Keywords: MOF MIL-100 (Fe); chitosan; cyclodextrin.
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1 Introducao

As redes metalorganicas (MOFs — Metal-Organic Frameworks) sdao materiais
altamente cristalinos preparados através do auto arranjo de ions metalicos com
ligantes organicos que produzem uma rede cristalina, sendo que o tipo de ligacéo é
majoritariamente covalente, acido-base de Lewis (Robin; Fromm, 2006). As MOFs
tém atraido atencdo consideravel ao longo da ultima década, devido a sua preparacao
relativamente f4cil, alta porosidade (em grande maioria), grandes areas superficiais,
densidade baixa, a possiblidade de variar o tamanho dos poros e as estruturas
tridimensionais, e a estabilidade quimica e térmica. O que as torna uma alternativa
promissora quando comparada com outros materiais transportadores de farmacos
descritos na literatura (Keskin; Kizilel, 2011; Abucafy et al, 2022).

As MOFs podem ser aplicadas no armazenamento de compostos, como
oxigénio, diéxido de carbono, metano e agua, técnicas antifraude e falsificacdo, com
0 uso do Espectro Raman, sensores quimicos, catélises, ou como carreadores de
principios ativos, em que a molécula fica acondicionada no interior da MOF. Nesta
funcdo, de delivery, as redes metalorganicas podem favorecer determinadas
caracteristicas dos farmacos, biomateriais, contrastes, entre outros, como
permeabilidade, solubilidade e biodisponibilidade, propriedades fisico-quimicas, visto
que, englobam a molécula protegendo do meio externo (Ma; Moulton, 2011). Na
imagem 1 é possivel compreender como o interior de uma rede metalorganica é

estruturada.

Figura 1: Esquema de uma estrutura reticular metalorganica cubica

| + e

fon metilico Ligante orgénico
(no) (haste)

Estrutura reticular metalorgénica

Fonte: Silva (2019).

Para a formacdo das MOFs é necessario a presenca de um ion metalico e um
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ligante organico, que através de ligacdes covalentes formam estruturas cristalinas. O
arranjo final, disposicao e ordem da particula é definido pelas propriedades quimicas
do metal e dos grupos funcionais no ligante, dentre eles os compostos utilizados na
reacao, como fésforo, oxigénio, enxofre, estruturas com mais de um grupo funcional,
amida, amina, acido carboxilico, alcool, éter, éster, sulfonatos, entre outros. Os
grupamentos, influenciam diretamente na organizagédo das particulas, corroborando

para a configuracao desta. (Frem et al, 2018)

7

Além dos metais utilizados, durante a reacdo € importante escolher
corretamente 0s reagentes e solventes, pois podem impactar na formacéo
tridimensional da estrutura da particula e na formacéo de uma MOF cuja estrutura seja
consolidada, interferindo na organizacao final das particulas, topologia e geometria
(Silva, 2019). Isto, influencia, consequentemente na distancia entre o ligante e o ion
metélico, alterando a coordenacdo, funcionalidade e expansdo da estrutura
(Agostini, 2015).

Ao final da reacdo, com a diversa possibilidade de reagentes, solventes e
metais e ligantes, pode-se obter MOFs com diferentes caracteristicas, e estas sao
classificadas em quatro tipos: primeira geracao, segunda geracéo, terceira geracéo e
quarta geracdo. A MOF de primeira geragdo possui uma estrutura combalida, com
somente um ion metalico em sua disposi¢ao, ou seja, esta entra em colapso apés uso,
a de segunda geracao possui uma estrutura diferente da primeira, sdo mais rigidas
com porosidade continua, as de terceira geracdo apresentam flexibilidade como
propriedade principal, e sdo conhecidas como MOFs dinamicas, e as de quarta
geracao podem ser mudadas ap0s sua sintese sem alteracdo da topografia (Frem et
al, 2018).

Figura 2: Representacdo das MOFs de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo, em que G

representa o ion hdspede
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B %l
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32 geragao 42 geragao

Fonte: Frem et al. (2018).

A forma geométrica da rede metalorganica sera diferente de acordo com o0s
fatores determinantes citados acima, e na tabela 1, podemos identificar as diferencas

entre estes.

Tabela 1: Exemplos de topologias comuns e representagdo da forma da MOF

NC vértices Forma das SBUs Rede (codigo) Exemplo Ref. Representacido
3 Triangulo Triangulo SrSi, (srs) [CuL(DMF)(py)]* 54
3 Tridangulo Triangulo ThSi, (ths) [(ZnlL,)(TPT),]" 55
34 Tridngulo quadrado Pt,0, (pto) MOF-388 57
4 Quadrado quadrado square lattice (sql) MOF-118 58
4 Tetraedro Tetraedro diamond (dia) [CuC(CH,.CN),]* 35 %
Vad'
A A\
44 Quadrado Tetraedro PtS (pts) [Cu,’(H,0),]° 59 <’>>—‘=R<<’>
6 Octaedro Octaedro primitive cubic (pcu) MOF-5 44 E
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Fonte: Frem et al. (2018)

Com isto, observa-se a importancia da MOF no ramo cientifico, com as diversas
possibilidades de uso e propriedades favoraveis. No entanto, apesar de todas as
vantagens, as MOFs apresentam um desafio pertinente ao seu desempenho, o qual
esta relacionado as concentracdes em meio fisioldgico. Sua estabilidade pode ser
alterada quando encontrada em altas concentracfes em solugcdes miméticas ao
organismo, promovendo uma ineficicia e ineficiéncia na liberagdo do principio ativo.
Isto acontece devido a facilidade de agregacdo das nanoparticulas. (Horcajada,
2007)

Com o objetivo de superar essas adversidades, pesquisadores tém
desenvolvido materiais capazes de recobrir esses nanocarreadores, cuja funcéo é
aumentar a estabilidade em meios biologicos. Dentre os materiais utilizados para o
recobrimento dos nanocarreadores existem CD (ciclodextrina), PEG (polietilenoglicol)
e guitosana (CS), entre outros. (Cutrone; Casas-Solvas; Vargas-Berenguel, 2017,
Stjern et al., 2017) Sendo que os materiais que apresentam melhores resultados de
recobrimento e desta forma, foram escolhidos para a encapsulagcédo séo a quitosana
(CS) e a ciclodextrina (CD), ambos apresentam caracteristicas positivas

semelhantes apos o recobrimento.

Em estudos, o polietilenoglicol mostrou caracteristicas desfavoraveis em
relacdo ao recobrimento das cdpsulas, sua molécula € menor, comparada a CD, CS,
e aos poros do MOF MIL-100 (Fe), desta forma, ao realizar o recobrimento o PEG
acabou por ser interiorizado, fazendo com que a nanoparticula perdesse cerca de 10%
da capacidade de encapsulacédo de outras moléculas, além de que, ele ndo promove
a liberacao controlada do farmaco, em um periodo de 5 horas, a nanoparticula teve
80% do seu conteudo inicial liberado em meio tampao fosfato-salino (PBS). (Aykac et
al., 2015)

A quitosana é um polimero proveniente da quitina, que € um polissacarideo
linear natural sintetizado por varios tipos de organismos vivos, plantas e animais,
majoritariamente encontradas no exoesqueleto de organismos marinhos, sendo que
sua funcéo € de reforco a estrutura. A estrutura da quitosana, representada na Figura
1, é formada por glucosamina [ (1->4) e N-acetil-glucosamina, representando a

familia dos glicosaminoglicanos, responsaveis por possuirem atividade bioldgica,



14

como atividade antimicrobiana, efeito analgésico e aceleracdo da cicatrizacao
(Santos, 2015). Ademais, a quitosana apresenta outras caracteristicas positivas para
o recobrindo do MOF MIL-100 (Fe), ela € biocompativel, ndo toxica, € mucoadesiva,
apresenta baixa imunogenicidade e € biodegradavel, além de suas caracteristicas

fisico-quimicas, como ser uma base fraca. (Ibrahim et al., 2020).

Figura 3: Estrutura quimica da quitosana

CH,OH

HO o g |

iy NH: CH,0H

Fonte: Assis; Silva (2005)

Desta maneira, a quitosana € um material promissor para o recobrimento das
capsulas de MOF, visto que apresenta uma seletividade em relacdo ao pH do meio,
promovendo a dissolucdo das mesmas em pH &cido, devido a protonacdo do
grupamento amino (NHz2), o que pode levar a uma vetorizacdo dos sistemas de
carreamento de farmacos com acao anticancerigena, uma vez que as células
cancerigenas apresentam pH extracelular levemente mais acido, devido a glicélise
gue é responsavel pela producao de prétons aumentando a carga acida da molécula
de cancer e consequentemente reduzindo o pH, que as células sadias. (Azevedo,
2019; Silva; Santos; Ferreira, 2006; Ameloot, 2011; Tang et al, 2017, Chen et al,
2012)

Além disso, estudos anteriores relatam que apés o recobrimento da MOF com
quitosana, a cristalinidade e a porosidade do material foram mantidas, o que € muito
importante para nao interferir no perfil de liberacédo controlada do farmaco. (Brannon-
Peppas; Blanchette, 2012; Hidalgo et al., 2017).

Outro material que vem sendo muito utilizado para modificar a superficie das
MOFs, assegurando maior estabilidade para elas, é a ciclodextrina. Ciclodextrina (CD)
€ um polimero ciclico composto por 6, 7 e 8 unidades de glicose, ligadas por ligacdes

a (1-4), formando a alfa (a-CD), a beta (3-CD), e a gama (y-CD), respectivamente,
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como exibe a Figura 2. A CD possui um arranjo tridimensional que forma uma estrutura
semelhante a um cone, sendo que a parte de fora é composta por hidroxilas (OH),
conferindo caracteristicas hidrofilicas a molécula, enquanto o interior é apolar devido
a presenca dos anéis (C-H)(Oliveira et al., 2009; Drunkler et al, 1999; Venturini et al,
2008).

Figura 4. Representacéo esquematica da a-CD (a.), B-CD (b.) e y-CD (c.)

a OH ¢ HO  07~g o}
o ﬁ?ﬁ i@ T
QO gﬂo’\o OH %H oH OH /NOH

HO™ 0

OH HO HO' )

0]

HO ©
OH Y !
\J% OH OH 02 o o
OH

OH OH
HO

Fonte: Davis; Brewster (2004).

Segundo relatos da literatura, a utilizacdo da CD para recobrir a MOF
nao obstrui 0s poros da mesma, ou seja, permite que a incorporacdo do farmaco e
também permite que ele seja liberado, além disso, tem como funcdo melhorar as
caracteristicas da MOF, protecdo frente ao sistema imune, melhoria de
biodisponibilidade e farmacocinética do farmaco e (aumentando permanéncia na
circulacdo sanguinea por mais tempo). Além disso, também pode ser utilizado para
imageamento com a conjugacdo de moléculas fluorescentes, ja que a CD € capaz de
possuir moléculas alvo. (Aykac et al., 2015; Qiu et al., 2020)

Pesquisas feitas com a CD recobrindo a nanoMOF MIL-100 (Fe) apresentaram
resultados promissores, devido a serem mais volumosas que 0S poros presentes na
estrutura do nanoMOF, cerca de 15,4 x 7,9 vs. 5,6 e 8,6 A, e o fosfato presente nas
CDs interagirem fortemente com os acidos de Lewis na superficie da MOF (Aykac et
al., 2015). Ademais, os resultados apresentados apontam melhoras na estabilidade
da MOF, ja que estes agregam em solugdo aquosa e podem chegar a 500nm,
enquanto, com o recobrimento da CD, ha apenas uma alteracdo de 4% no diametro.
Em questdo a liberacéo de farmacos, houve apenas uma perda de 2,9% do farmaco,
azidotimidina, AZT, durante a encapsulacdo com a MOF-CD e a sua liberacéo foi

prolongada com sucesso devido a interagdo do farmaco com a CD, isso quando em
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comparacao da quantidade liberada de farmaco durante um mesmo periodo de tempo,
nas MOFs que ndo possuiam a CD liberacédo foi de 83%, enquanto as com CD
liberaram 72%, esse aumento no controle da liberacdo indica que quanto mais a
molécula do farmaco interagir com a CD, mais controlada sera a liberacéo. (Aykac et
al., 2017; Cutrone et al., 2019; Agostini et al., 2015)
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2 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi realizar o revestimento de nanoparticulas de MOF
MIL-100 (a base de ferro e &cido trimésico) com quitosana e ciclodextrina, e

incorporacao de farmaco 5-FU.
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3 Metodologia

E para alcancar o objetivo proposto, a parte experimental foi dividida em quatro

partes:

1) Sintese das nanoparticulas MIL-100 (Fe);
2) Revestimento das nanoparticulas com a quitosana;
3) Revestimento das nanoparticulas com a ciclodextrina;

4) Caracterizacéo das nanoparticulas de MOF antes e depois dos revestimentos.

3.1 Sintese da MOF MIL-100 (Fe)

A obtencéo das nanoparticulas de MOF vem sendo desenvolvida pelo nosso
grupo de pesquisa (Laboratério de Ciéncias dos Materiais Aplicados a Farmacia-
CMAF) e foi o tema de uma tese de doutorado de Marina Abucafy, 2022.

A figura 5 representa um esquema da estrutura da MOF MIL-100 (Fe)

Figura 5: Estrutura da MOF MIL-100 (Fe)

Fonte: Horcajada et al., (2007)

As nanoparticulas foram sintetizadas de acordo com protocolos anteriores
relatados na literatura (Horcajada et al., 2007), dissolvendo 1,19mmol de &cido
trimeésico (BTC) em 90 mL de agua e em seguida foi adicionado 1,79mmol de nitrato
de ferro Ill. A mistura reacional sera mantida em agitacédo a 300rpm a 60°C durante 4
horas. Em seguida as nanoparticulas foram coletadas por centrifugacdo a 12000 rpm

e lavadas duas vezes com agua e duas vezes com etanol.

A Figura 6 possui um esquema de como € a estrutura da nanoparticula de
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MOFs MIL-100.

Figura 6: Esquema de uma nanoparticula de MOF MIL-100 Fe

Fe3 cluster

MIL-100(Fe
BTC ligand Fe)

Fonte: Chen et al. (2019)

3.2 Revestimento das nanoparticulas com quitosana

O procedimento de revestimento das NPs com a quitosana seguiu a
metodologia anteriormente descrita para o revestimento das nanoparticulas MIL-100
(Hidalgo et al.,2017). Foi preparada uma suspensao aquosa de quitosana suspensa
em acido acético 2% (v/v)(Ghaffar et al., 2019), e em seguida adicionada uma
suspensao etandlica de NPs de MOF MIL-100 (Fe), sendo que foram testadas
diferentes razdes de nanoparticulas MIL-100/quitosana massa/massa, como 1:1 e
1:2. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a 300 rpm a temperatura ambiente
por 30minutos, 4 horas e 6 horas. Em seguida, o material foi centrifugado a 5000 rpm

por 15 min, o sobrenadante removido e lavado 3 vezes com agua Milli Q.

3.3 Revestimento das nanoparticulas com a gama ciclodextrina

O revestimento das nanoparticulas de MOF MIL-100 (Fe) com a gama
ciclodextrina foi baseado na metodologia descritana literatura (Cutrone et al.,2019).
Primeiramente foram preparadas suspensfes das nanoparticulas de MOF MIL-100
(Fe) e da y-CD, nas proporg¢des 100:1, 10:1, 5:1 e 3:1, (m/m) respectivamente. Em

seguida a mistura reacional foi incubada overnight e agitacdo magnética a 300rpm,
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cuja temperatura foi controlada, cerca de 70°C (Lajevardi et al., 2018). As particulas

formadas foram centrifugadas e lavadas trés vezes com etanol.

A Figura 7 é uma representacao do recobrimento de uma nanoparticula de

MOF com a ciclodextrina.
Figura 7: Representagao esquematica de uma particula de MOF revestida com ciclodextrina

B-cyclodextrin nanoMOF windows

Fonte: Aykag et al. (2017)
3.4 Métodos de Caracterizacéo

Difragcdo de raios-X (DRX): os difratogramas de raios X foram coletados no
difratbmetro de raios-X com os parametros 26 = 5 - 50°; passo 0,005°; tempo= 1
segundo. Esta técnica fornece importantes informacdes da estrutura cristalina das

particulas desenvolvidas;

Espectroscopia vibracional na regidgo do Infravermelho (IV): A
espectroscopia vibracional na regidao do IV foi utilizada para avaliar a formacao da
ligacdo metal-ligante organico para a estruturacdo da rede metalo-organica. Esta
analise é util para avaliar as modificagBes ocorridas nas redes metalo-organicas apos
0 recobrimento com a quitosana e com a ciclodextrina. O equipamento utilizado nas
analises de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi o
espectrofotdbmetro Perkin Elmer, System 2000, naregidode370-4000cm? em modo

transmissao, por meio de uma pastilha de KBr;
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3.5 Resultados e Discussao

A andlise de difracdo de raios X permite a identificacdo de materiais pela
caracterizac@o de sua estrutura cristalina, desta forma, este método foi utilizado para

determinar a cristalinidade das particulas.

A figura 8 mostra o difratograma de raios X das nanoparticulas de MIL-100 (Fe):

Figura 8: Difratograma de raios-X das nanoparticulas MIL-100.

(311)

Intensidade (unidade arbitraria)

26(°)

Fonte: o autor

A Figura 8 apresenta picos caracteristicos da MOF MIL-100 (Fe), conforme
anteriormente relatado na literatura, com h,k,l (220), (311), (511) e (911) (Horcajada
et al., 2010). Dessa maneira, esse resultado confirma a cristalinidade do material

obtido e a formacdo de uma nanoparticula de MOF.

Dando continuidade no objetivo do trabalho proposto, foi realizado o estudo de

recobrimento da MOF MIL-100 (Fe) com a quitosana.

A Figura 9 apresenta os difratogramas de raios-X da MOF MIL-100 (Fe) pura
e da MOF MIL-100 (Fe) revestida com quitosana, chamada de MIL-100@quitosana.

Figura 9: Difratograma de raios-X da MIL-100 (preto) e MIL-100@quitosana (vermelho).
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(311)

(220)

MIL-100@quitosana

Intensidade (unid. arb.)

4 MIL-100

Fonte: autor

E possivel observar no difratograma de raios-X, apresentado na figura acima,
gue o difratograma da MIL-100@ quitosana, em vermelho, ndo apresenta todos os
picos caracteristicos da MOF MIL-100, em preto, o que pode ser justificado pela
interferéncia da quitosana na superficia da MOF, dificultando a identificacdo das suas

fases cristalinas.

Ademais, durante a caracterizacao feita por IV, o espectro obtido, apresentado
na Figura 10, corresponde a MOF MIL-100, quitosana e a MOF MIL-100 com o

revestimento da quitosana, chamado de MIL-100@quitosana.

Figura 10: Espectroscopia na regido do infravermelho da MIL-100 (azul), quitosana (vermelho) e MIL-

100@quitosana (preto).
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Fonte: autor

Como pode ser observado na figura 10, o material revestido apresenta as
principais bandas de vibragdo dos grupos carboxilatos da MOF MIL-100 (1570 cm™* e
1450cm™) e a estrutura sacaridea (1162cm™ ), destacatada com uma seta, pode ser
distinguida, confirmando a presenca de quitosana na estrutura. A presenca da banda
glicosideica € muito importante para confirmacao do revestimento da MOF MIL-100
(Fe) pela quitosana. A auséncia da banda amida da quitosana (1662 cm™ e 1383 cm-
1) na MOF MIL-100 (Fe) revestida pode ser justificada pela sobreposicdo do
carboxilato das bandas MIL-100.

Foi realizado, ademais, o estudo do recobrimento da MOF MIL-100 (Fe) com
quitosana em que diferentes propor¢cdes de massa e tempo de reacdo foram
utilizadas, a fim de identificar qual reacéo seria ideal e mais adequada para obter um
resultado positivo, com melhor recobrimento pela quitosana. As concentracdes (m/m)
de quitosana e MOF MIL-100 (Fe) utilizadas foram de 1:1 e 1:2 com tempo de reacéo

iguais a 30 minutos, 4 horas e 6 horas.

Em seguida, as nanoparticulas foram revestidas com ciclodextrina, como
mencionado na metodologia deste relatério. O espectro obtido na regido do
infravermelho, apresentado na Figura 11, corresponde a MOF MIL-100 (Fe), a MOF
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MIL-100 (Fe) com o revestimento da ciclodextrina, chamado de MOF MIL 100-(Fe)-
CD e a Ciclodextrina pura.

Figura 11: Espectroscopia na regido do infravermelho do MOF MIL-100 (preto), ciclodextrina (azul) e
MOF MIL 100-(Fe)-CD (vermelho).
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Fonte: autor

Observando a figura, é possivel visualizar na amostra MIL-100-(Fe)-CD bandas
caracteristicas da ciclodextrina, como no intervalo de 3600 até 3000cm 1, cuja regido
observada é do grupamento hidroxila e do intervalo de 1700 a 1500cm!, associado
as ligacdes realizadas pelo complexo H-O-H, e o material revestido apresenta as
principais bandas de vibracdo dos grupos carboxilados do MOF MIL-100 (Fe), no
intervalo de 1570 a 1450cm1. Dessa maneira, 0s espectros na regido do infravermelho

sugerem a presenca e o recobrimento da MOF MIL-100 (Fe) com a ciclodextrina.

Com o objetivo de melhor caracterizar o material, foi realizada também a
difracdo de raio-X do MOF MIL-100-(Fe) (vermelho) e MOF MIL-100-(Fe) recoberto

por ciclodextrina (preto), como apresenta a Figura 12.
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Figura 12: Difracdo de raio X do MOF MIL-100-(Fe) (vermelho) e MOF MIL-100-(Fe) recoberto por
ciclodextrina (preto).
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Fonte: autor

O difratograma da MOF, apresentado nesta figura exibe picos caracteristicos
da MOF MIL-100-(Fe), conforme apresentado na figura 8. No entanto, ao comparar
com a MOF MIL-100 (Fe) recoberta pela CD, representado pela cor preto, na Figura
12, observa-se a auséncia de cristalinidade da amostra apds o recobrimento, devido
a auséncia de picos definidos. Essa propriedade pode sugerir a alteracao da estrutura

depois dessa etapa do trabalho.

Além dos testes citados acima, foi realizada uma comparacéo da cristalinidade
da MOF MIL-100 (Fe) recoberta com a CD e a ciclodextrina pura, como exibe a Figura
13.

Figura 13: Difracdo de raio X da MOF MIL-100-(Fe) recoberto por ciclodextrina (roxo) e ciclodextrina pura
(verde).
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A Figura 13 evidencia que ndo ha presenca de picos cristalinos semelhantes
entre os dois materiais, a ciclodextrina pura e o MOF MIL-100 recoberto pela CD,

devido a formagéo de uma rede amorfa, e ndo cristalina.

ApoOs a etapa de caracterizacdo da cristalinidade do material recoberto, foi
realizado um estudo da capacidade de incorporacdo do farmaco 5-Fu no material

preparado nesse trabalho.

A incorporacdo do farmaco 5-Fu iniciou-se com a curva de calibracdo, em
ambiente com agua e com etanol, como apresentado na Figura 14. Ambas foram feitas
no método espectrofotométrico UV-Vis com o parametro de linearidade e ficaram de
acordo com a RDC 166 de 2017, BRASIL, 2017, o coeficiente de correlagdo acima

de 0,990, o nivel de significancia de 5% e o coeficiente angular diferente de 0.

Figura 14: Gréfico representativo de curva de calibracdo do farmaco 5-Fluorouracil em agua (laranja)

e em etanol (amarelo).
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Fonte: autor

As nanoparticulas de MOF puras e modificadas com quitosana e ciclodextrina,
foram secas em uma capela de fluxo laminar, e ativadas em uma estufa a vacuo
durante 24 horas a 100°C. E o farmaco foi solubilizado em meio aquoso a 60°C, o
mesmo para meio contendo etanol. ApGs esta etapa, as incorporacdes foram feitas
em 3 proporcdes diferentes para a MOF pura, a fim de identificar a melhor, sendo
estas 3:1, 2:1 e 1:1, farmaco/MOF (massa/massa). Ademais, para quantificar a
incorporacao do 5-Fu, utilizou-se o método indireto através da leitura no UV-Vis para
medir a absorbancia no comprimento de onda maximo em 265nm, correspondente a

absorcdo maxima do 5-Fluorouracil.

ApoOs a realizacdo dos ensaios de incorporacao, foram obtidos valores de
absorbancia maiores do que a concentracao iniciais, sugerindo que a concentracao
do farmaco haveria aumentado. Desta forma, duas hip6teses foram criadas a fim de
entender o porqué, a primeira seria que o farmaco ndo estava sendo incorporado, no
entanto, ndo explica o0 aumento final da concentracéo de farmaco, e a segunda seria
gue a MOF estaria se decompondo e o comprimento de onda seria 0 mesmo do

farmaco, 265nm.

Assim, com a finalidade de entender melhor a possivel degradacao da MOF, a
MOF foi deixada em suspenséo no shaker overnight, tanto em agua quanto em etanol.
No entanto, ao obter as leituras executadas no UV-Vis, foi possivel constatar que nao
houve absor¢do no mesmo comprimento de onda do farmaco, desta forma, descartou-

se também a segunda hipétese.
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Na literatura, (Passos, 2011), constata-se a possibilidade de alterar o
comprimento de onda (A) em que o farmaco 5-Fu € absorvido, a qual de 265nm passa
a ser 300nm, e isso ocorre devido a uma alteracdo de pH do meio, em que este deve
ser maior ou igual a 8. A mudanca ocorre devido a presenca de hidroxilas no meio, e

isso provoca a liberacéo de prétons (H*) do farmaco para o meio.

A figura 15, (Passos, 2011), demonstra um comparativo em relacdo a

mudanca do comprimento de onda perante alteracdo do pH:

Figura 15: Comparativo do espectro das solu¢bes de 5-FU
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Fonte: Passos (2011).

A alteracdo do comprimento de onda seria um método interessante para
resolver o problema da degradacdo da MOF, no entanto, como constatado

experimentalmente, o aumento da concentracao final ndo era causado por este.

Assim, as incorporagdes do farmaco foram feitas novamente, tanto em agua e
guanto em etanol, para o MOF puro e recoberto com CD e CS, separadamente,
porém, antes da adicdo do MOF estimou-se a concentracéo inicial de farmaco puro
através da leitura feita no UV-Vis, e a partir disto, fez-se a relacdo entre a
concentracao inicial e a concentracdo final, para identificar a quantidade de farmaco
gue havia sido incorporado. Com este método, foi possivel obter a concentracdo em

miligrama incorporada de 5-Fu por grama de MOF, através da equacéo 1.

_(ci—chHv

q_—

w
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Equacao (1)

A equacao 1 foi utilizada para calcular a concentracdo de farmaco incorporado
(mg/g), em que g representa este valor de farmaco incorporado, Ci corresponde a
concentracéo inicial, Cf a concentracao final, V o volume em que foi feita a reacédo e

w a quantidade em grama da MOF.

A Figura 16 exibe a quantidade de farmaco (mg/g) incorporado na MOF MIL-

100 (Fe) pura, recoberta com CD e com CS, em agua e em etanol.

Figura 16: Incorporacdo do 5-Fu nos solventes: MOF MIL-100-(Fe), MOF MIL-100-(Fe) recoberto com

ciclodextrina e MOF MIL-100-(Fe) recoberto com quitosana em agua (laranja) e em etanol (amarelo).
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Fonte: autor

A partir dos resultados apresentados pela figura acima pode-se concluir que a
maior quantidade de farmaco incorporada foi em meio aquoso com a MOF MIL-100
(Fe) pura, cuja incorporacao foi de 681mg de para 1g de MOF MIL-100 (Fe), sendo
gue em porcentagem, o valor equivale a 21% do farmaco inicial. A segunda maior
taxa de incorporagéo obtida, foi com o MOF MIL-100 (Fe) recoberto pela quitosana,
418mg/g, e para a ciclodextrina uma taxa de 290,9mg/g, sendo a menor de todas em

meio aquoso.

Para o etanol os valores obtidos na incorporagao foram extremamente baixos,
a maior taxa de incorporacgéao foi 17,5mg de farmaco para 1g de MOF MIL-100 (Fe) e
a menor foi 9,8mg/g, em porcentagem os valores de incorporagdo Sdo menores que
0,5%.
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Um estudo realizado por Caamafio (2022) visava avaliar o uso de MOF MIL-
100 (Fe) e seu mecanismo de liberagdo prolongada para o uso de conservantes
alimenticios. A incorporacédo do conservante testado no MOF MIL-100 (Fe) foi de 42%
em comparagdo com a concentragdo utilizada do mesmo. Porém, deve-se ressaltar
diferencas na metodologia de preparo da MOF MIL-100 (Fe) pura e também de
incorporacdo da substancia de interesse. Neste estudo, a incorporacdo ocorreu em
um periodo de 5 dias, enquanto que neste estudo ela foi feita em 24 horas — aqui é
importante destacarmos que o periodo maior utilizado pode ter sido possivel devido a
maior estabilidade do conservante quando em comparacdo com o farmaco aqui
utilizado que é instavel e dificil de ser incorporado. O tempo entdo, passa a ser um
possivel fator que influencie a porcentagem de farmaco incorporado nas
nanoparticulas, servindo de hipétese para explicar as porcentagens baixas obtidas no

experimento.

Além deste estudo, outro produzido por Li (2021) em que o objetivo era a
incorporacdo do farmaco doxorubicina em uma nanoparticula de MOF MIL-100 (Al)
também recoberta com CD, apresentou resultados divergentes do obtido neste
estudo. A metodologia também difere neste caso, onde o periodo de incorporagéo foi
de 6 dias — com medicdes pontuais durante este periodo. Os resultados obtidos foram
de 10% no primeiro dia e ao final do experimento, alcangou 50% de incorporacéo do
farmaco. Pode-se entdo reforcar mais uma vez que o periodo de tempo da
incorporacdo pode contar como fator importante, no entanto, dificil a ser contornado
quando em consideracdo da instabilidade deste farmaco. Porém, é importante
ressaltar que no caso deste estudo, a nanoparticula de MOF MIL-100 era de aluminio,
além de também ser reforcado durante o artigo que o farmaco possui uma afinidade
em especial com a CD. Daqui podemos tirar outra hipétese para uma maior eficiéncia
de incorporagdo, em que na verdade em proximos experimentos deva-se considerar
a possibilidade de avaliar a afinidade da substancia de interesse e o recobrimento

escolhido.

Por fim, Ghaffar (2019) também realizou um estudo com nanoparticula de MOF
recoberta com CS e a incorporacdo do farmaco vancomicina. No caso da MOF MIL-
53 (Fe) pura, obteve-se 11,49% de incorporacao, e para a MOF MIL-53 (Fe) recoberta
de CS 9,87% de incorporagdo. Apesar da MOF MIL-100 (Fe) pura do nosso laboratorio

ter tido um desempenho melhor, a comparagéo n&o pode ser totalmente direta, pois o



31

MOF utilizado na incorporacao de vancomicina foi o MOF MIL-53 (Fe). Nao s0 isso, a
metodologia de incorporagéo foi diferente, onde ele realiza primeiro a ligagcdo do
farmaco ao MOF puro, e em seguida realiza o recobrimento com quitosana — assim
como o0 autor descreve este método pode ter levado a um deslocamento e perda de

ligacdo dos farmacos a estrutura da nanoparticula.
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4 Conclusao

Foi possivel recobrir as nanoparticulas de MOF com os compostos escolhidos
que foram a quitosana e a ciclodextrina, dois tipos de polissacarideos que tém
aplicacoes em diversas areas, como nha industria alimenticia, farmacéutica e de

cosmeéticos.

No estudo realizado neste trabalho, os resultados obtidos mostram que a
nanoparticula e as moléculas de CS e CD apds o recobrimento tiveram suas
caracteristicas mantidas. Através da espectrofotometria é possivel visualizar, o
intervalo de 3600 até 3000cm-1, do grupamento hidroxila e do intervalo de 1700 a
1500cm-1, complexo H-O-H, caracterizando a CD, o MOF MIL 100 (Fe) com as
principais bandas vibracionais dos grupos carboxilados, no intervalo de 1570 a

1450cm-1 e da estrutura sacaridea, com banda em 1162cm-1, que caracteriza a CS.

Ademais, as taxas de incorporagdo obtidas com a nanoparticula revestida com
os polissacarideos. Apos o recobrimento, a maior taxa de incorporagéo foi com a MOF
MIL-100 (Fe) recoberta pela quitosana, 418mg/g, e para a ciclodextrina uma taxa de
290,9mg/g, ambas em meio aquoso. Os recobrimentos em meio de etanol, ndo foram
tdo promissores quanto em agua, e a hipotese sugerida seria de que o tempo de

incorporacgao foi insuficiente.

Em suma, os resultados sugerem que o material desenvolvido € muito
promissor para a incorporacdo de farmacos, mesmo apds o0 recobrimento com
Ciclodextrina e Quitosana. Dessa maneira, o produto final pode superar alguns pontos
negativos da MOF MIL-100 (Fe) pura, como a instabilidade em meio biolégico, e pode
apresentar vantagens por ser pH seletivo, comportamento que devera ser analisado

em trabalhos futuros.
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