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RESUMO

Os sistemas de liberacdo modificada de farmacos apresentam um avan¢co em
relacdo aos tratamentos medicamentosos convencionais, uma vez que reduzem a
toxicidade, efeitos adversos e favorecem a adeséo terapéutica.

Baseado em caracteristicas intrinsecas de materiais hibridos, isto €, a rede
cristalina altamente porosa das redes metalorganicas (MOFs) e maleabilidade das
membranas do tipo ureasil-poliéter (U-POE) baseadas no polimero POE 1900, pode-
se culminar em uma forma farmacéutica como um adesivo transdérmico, lentes ou
potenciais associacfes com materiais e superficies. Esse estudo uniu e explorou as
caracteristicas desses materiais para obter um sistema de carreamento do farmaco
ciprofloxacino.

As MOFs MIL-100 foram sintetizadas a partir dos precursores Nitrato de Ferro
[l e acido trimésico, obteve-se um rendimento de 78% dessa sintese e houve a
caracterizagdo do material através de difragédo de raios x. J& a membrana hibrida do
tipo U-POE foi sintetizada baseada na técnica “sol-gel”.

A incorporacado do farmaco na MIL-100 foi realizada através do contato direto
das MOFs com uma solugéo saturada de ciprofloxacino durante 5 horas. A eficiéncia
de encapsulacédo do farmaco nas MOFs foi de 75,5%.

A associacao das MOFs as membranas foi realizada in situ antes da adicéo
do catalisador HCI na etapa de hidrolise e condensacao utilizada na sintese das
membranas pelo processo sol-gel, em que se formaram membranas hibridas
homogéneas e translucidas.

Houve uma liberacdo modificada do farmaco quando esse estava agregado
apenas a MOF: 20% do total de farmaco foi liberado na primeira hora; 60% na quarta
hora e 91% apds 8 horas. Ja quando essas nanoparticulas foram incorporadas na
membrana hibrida, houve diferenca notavel no perfil de liberacédo, tornou a difuséo do
farmaco mais lenta: 4% do farmaco total foi liberado na primeira hora; teve sua
liberacdo progressiva de 1 a 2% por hora até atingir um patamar na oitava hora, com
apenas 17% do farmaco liberado apo6s 12 horas.

A partir dessas analises in vitro, comprovou-se que ha uma modificacdo no
perfil de liberagdo do farmaco com as MOFs, também se infere que haja diferentes
perfis de liberacdo de acordo com a associacao ou ndo a membrana hibrida; assim, o
sistema de liberac&o pode ser individualmente preparado de acordo com a aplicacao
desejada.

Palavras-chave: redes metalorganicas. MOF MIL-100. Membrana ureasil-poliéter.
Liberagdo modificada de farmacos.



ABSTRACT

Modified drug delivery systems present an advance in relation to
pharmacological treatments, since they reduce toxicity, adverse effects and favor
therapeutic adherence.

Based on intrinsic characteristics of hybrid materials: the highly porous crystal
lattice of metal-organic networks (MOFs) and malleability of ureasyl-polyether
membranes based on POE 1900 polymer, it can culminate in a pharmaceutical form
such as a transdermal patch, lenses or potentials associations with materials and
surfaces. This study joined and explored the characteristics of these materials to obtain
a drug delivery system for ciprofloxacin.

The MIL-100 MOFs were synthesized from the precursors iron Il nitrate and
trimesic acid, with a yield of 78% of this synthesis, they were characterized by x-ray
diffraction. The ureasyl-polyether hybrid membrane was synthesized based on the
“sol-gel” technique.

The incorporation of the drug into MIL-100 was performed by direct contact of
the MOFs with a saturated solution of ciprofloxacin for5 hours. The drugencapsulation
efficiency in MOFs was 75.5%.

The association of MOFs to the membranes was made "in situ" before the
addition of the HCI catalyst in the hydrolysis and condensation step used in the
synthesis of membranes by the sol-gel process, which formed homogeneous and
translucent hybrid membranes.

There was a modified release of the drug when itwas only added to MOF: 20%
of the total drug was released in the first hour; 60% in the fourth hourand 91% after 8
hours. When these nanoparticles were incorporated into the hybrid membrane, there
was a notable difference in the release profile, making drug diffusion slower: 4% of the
total drug was released in the first hour; with its release progressing with a range
between 1-2% per houruntil reaching a establized level in the eighth hour, with only
17% of the drug released after 12 hours.

From these “in vitro” analyses, it was proved that there is a modification in the
drug release profile with MOFs, which may have different release profiles according to
the association or not with the hybrid membrane; thus, the delivery system can be
individually prepared according to the desired application.

Keywords: metal-organics frameworks. MOF MIL-100. Ureasil-polyether hybrid
membranes. Modified drug delivery system.
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1. Introducao

1.1 Sistema de liberagdo modificada de farmacos e Redes metalorganicas

A liberacédo modificada contorna obstaculos que podem tornar a administracao
do farmaco inviavel e/ou prejudicial ao paciente. Em comparacdo com a controlada
sabe-se que na formulacdo tradicional a administracdo de uma dose com
concentracdo mais elevada do principio ativo ocorre em uma Unicavez e, assim, em
menor escala de tempo o pico sérico do farmaco € atingido, o que potencializa as
possiveis reagdes adversas ao medicamento (RAM) e favorece que a toxicidade por
sobredosagem de um farmaco seja atingida com maior facilidade.

Por sua vez, a formulacdo de liberacdo modificada pode aumentar a
biocompatibilidade do organismo com um farmaco ao passo que reduz a sua
toxicidade devido a liberacdo mais lenta e consistente, em que mais tempo é
necessario para atingir certos niveis séricos (EVANGELISTA, 2000). Isso melhora a
eficaciaterapéutica e reduz a frequéncia de administracdo do medicamento, deixa o
tratamento mais conveniente para o paciente e pode melhorar a sua adesao.

H& diversos modelos de sistemas de liberacdo modificado e controlado
utilizados naindustria farmacéutica e dentre os materiais mais inovadores existentes
destacam-se o0s sistemas nanoestruturados, em especial as redes metalorganicas
(MOFs) fazem parte de uma nova classe de polimero de coordenacdo que
apresentam versatilidade em diversas aplicacdes cientificas, inclusive no setor
farmacéutico em que viabilizam a formagédo de um sistema modificado de liberagéo
de farmacos uma vez que podem se tornar carreadoras de farmacos, o que resolve
alguns problemas intrinsecos aos sistemas de liberagdo mais tradicionais.

A MOF possui uma estrutura de coordenacdo composta por unidades
inorganicas (n6/metal) com unidades organicas (haste/espacador) intercaladas entre
si. Isso proporciona um arranjo tridimensional que forma redes altamente porosas.
Isso gera um material com alto potencial para que seja feita a incorporagéo de gases
e demais substancias, incluso os farmacos.

Sua estrutura pode ser formada por diversos metais e/ou ligantes, o que

permite inGmeras possibilidades de combinacdo (KITAGAWA, 2004) e, por
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consequéncia, a existéncia de diferentes MOFs, com diversos rearranjos estruturais
(DHAKSHINAMOORTHY, 2014). Sua estrutura cristalina rigida em gaiolas
mesoporosas varia de tamanho de acordo com a metodologia de sintese utilizada
(NIVETHA, 2020).

As suas propriedades culminam em diferentes perfis e caracteristicas de
incorporacgao ou liberacdo de substancias que sao ali incorporadas (ABUCAFI et al.,
2022), devido a distincdo entre os tamanhos dos poros e as interacdes entre a
nanoestrutura e a substanciaincorporada. A Figura 1 demonstra a estrutura de uma
unidade béasica de MOF.

Figura 1 Estutura basica de uma MOF

Unidade lnorgdnica

Fonte: Rodrigues, 2013.

A MOF MIL-100(Fe) é um exemplo de MOF muito utilizada com potencial para
a incorporacédo de farmacos, umavez que ja se demonstrou biocompativel (LUCENA,
2017) e apresenta baixa toxicidade (HORCAJADA, 2022). Essa MOF foi
primordialmente sintetizada pelo Instituto Lavoisier, € nomeada “MIL” em homenagem
ao grupo. E constituida por trimeros oxo-centrados de octaedros de ferro interligados
por grupos de &cido trimésico (BTC), componentes que estdo atrelados a sua boa
compatibilidade bioldgica. A Figura 2 ilustra a estrutura porosa da MIL-100(Fe) e um

diagrama de sua sintese.
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Figura 2 llustragdo da sintese e porosidade da MOF MIL-100(Fe)

Fe(Ill) Trimer H,BTC Supertetrahedron

Fonte: ANGEINE, 2019.

Dessa maneira, as nanoparticulas de MOF MIL-100(Fe) foram selecionadas
para esse trabalho. Uma vez que uma formulacéo que utiliza de uma nanoparticula
como meio carreador se torna mais estavel e menos reativa aos sitios de interagdo no
organismo, o que tende a reduzir ainda mais a propensédo aos efeitos colaterais;
também se justifica sua escolha com base na revisdo da literatura, em que ela se
demonstra um material promissor naincorporacao de inameros farmacos; também, é
sabido que possui elevada biocompatibilidade. Isso alia-se & sua sintese ser

relativamente simples e por todo processo ser economicamente viavel.

1.2 Membranas hibridas

Membranas hibridas (organica-inorganica) a base de ureasil-poliéter (cadeia
baseada em nds de reticulacdo Si-O-Si) sdo biocompativeis, possuem flexibilidade,
resisténcia térmica e mecanica, capacidade de controle de liberacdo de diversas
substancias, assim € tida como uma boa candidata para atuar como sistema de
liberacdo modificada de farmacos e outros principios biologicamente ativos (MOLINA
C., 2005; OSHIRO JR., 2017; TRUFFAULT, 2015; ZALDIVAR, 2017).
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As membranas hibridas diferem entre si na massa molecular da cadeia do
polimero, assim, o que acarreta diferentes solubilidades e interagbes entre a
membrana e a substanciaincorporada. Observa-se que diferentes perfis de liberacao
podem ser obtidos ao se utilizar membranas com diferentes polimeros. Na literatura
diversos estudos comprovam a caracteristica da membrana hibrida de controlar a
liberacdo de substancias, também farmacos (MOLINA E., 2010; OSHIRO JR., 2014;
SANTILLI, 2009), tal como ocorre nas MOFs.

Assim, sugere-se uma associacao dos dois materiais hibridos: as MOFs e as
membranas hibridas ureasil-poliéter, para formar um novo sistema reservatorio de
liberagdo modificada, biocompativel e com caracteristicas Unicas, visando-se a
obtencédo de um perfil final de liberac&o in vitro controlada, modificada frente a outros
perfis jA existentes como do ciprofloxacino em nanoparticulas lipidicas
(MEYAGUSKU, 2014) e da propria forma farmacéutica convencional.

Para esse estudo escolheu-se uma membrana baseada em um precursor de
cadeialonga, o 6xido de polietileno 1900 (POE 1900), que apresentacarater hidrofilico
(SOUZA, 2013), alta capacidade de intumescimento (TONHOQUE, 2013) e uma certa
maleabilidade de manuseio haja vista futuras aplicagdes: sobre a pele em forma de
adesivo transdérmico; em lentes; ou unido com superficies e outros materiais.

Na figura 3 abaixo nota-se 0s principais grupos que compdem 0 precursor

hibrido da membrana.

Figura 3 Representacdo dos 3 grupos principais do precursor hibrido

(I o] (1D) /(oc:n,)
cron  NMHN NH {0 \/\O}HN. NH NSI \[O:"
ro— @31 w C (I11)
(CHO : FASE orGANicA - 0 O
GRUPO UREIA - Jiga o poliéter atua  como FASE INORGANICA - A
polimero com a fase espagador para fase condensagdo dos siloxanos
inorganica siloxano. O inorgdnica siloxano. O forma agregados. Grupos
grupo uréia  pode oxigénio € um sitio de hidroxilas  podem  atu
coordenar  cations e coordenagdo para os como sitio de comﬂ
anions e haver ligagdo firmacos.Os grupos CH,
de hidrogénio. CH, e CH; dissolvem

espécies ndo polares.

Fonte: MOLINA E., 2010
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1.3 Farmaco de interesse

Os antimicrobianos sdo um exemplo de classe medicamentosaque tem grande
potencial para deixar de ser aliado e tornar-se “vildo” de um uUnico paciente em
tratamento ou até mesmo afetar um grupo mais abrangente da populacéo que pode
ficar exposto a bactérias resistentes (CHATTAWAY, 2016). E elevado o risco biologico
atrelado aos potenciais microrganismos resistentes que podem surgir gracas a uma
distribuicdoirresponsavel de um antimicrobiano;ja se tem restricbes em funcao dessa
comercializacdo, mas outros fatores também contam, como a nao adesdo ao
tratamento por completo pelo paciente devido aos efeitos adversos provocados.
Assim, é interessante que haja diminuicdo no numero de tomadas de doses no
decorrer de um tratamento a fim de que a adeséo seja favorecida e isso pode ser
propiciado na formulacdo de um antimicrobiano em um sistema de liberacao
modificada.

Essa menor taxa de tomada ao longo do periodo de tratamento aliada aos
efeitos adversos diminutos gracas a auséncia de picos séricos do farmaco pode levar
pacientes que desistiriam do tratamento a completa-lo e consequentemente pode
favorecer a nao proliferacdo de novas cepas bacterianas resistentes. Logo infere-se
que desenvolver um novo sistema de liberacdo modificada de um antimicrobiano € de
interesse em termos comerciais e de tratamento dos pacientes.

Na escolha do farmaco, optou-se pelo antimicrobiano de amplo espectro da
segunda geracao da classe das fluorquinolonas, o ciprofloxacino (acido 1-ciclopropil-
6-flior-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil-3-quinolona  carboxilico). A  substancia
guimica de referéncia para os testes foi o ciprofloxacino comercializado pela empresa
Sigma-Aldrich.

E amplamente utilizado para tratamento de infeccdes bacterianas de GRAM
negativas (REHMAN, 2019); € o mais potente disponivel, att o momento, para
combater a P. aeruginosa e amplamente utilizado em tratamentos de infecc¢bes
oculares. A classe das fluorquinolonas destaca-se frente as quinolonas por serem
mais novas e promoverem um pico sérico maior, area sob a curva aumentada e maior
tempo de meia vida. Abaixo a figura4 representa a estrutura molecular do farmaco
ciprofloxacino, em que é possivel notar o anel carboxilado que possibilita a interacao

com o DNA bacteriano.
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O ciprofloxacino contém dois grupos acidos que podem se dissociar em
solucdo aquosa: o acido carboxilico (-COOH) e o acido piperazinico (-NH-CO-CH,-
CH,-NH;). Os valores de pKa relevantes se dao entre aproximadamente 6,2 para o

grupo acido carboxilico e 8,8 para o grupo acido piperazinico (VALDES, 2017).

Figura 4 Estrutura quimica do farmaco ciprofloxacino

OH O

Fonte: Royal Society of Chemistry

Na posicao 6 do grupo pirrol, h& inserido um atomo de fldor que aumenta a
entrada nas membranas e assim é propiciado melhor inibi¢cdo das girases alvos, uma
vez que se trata de uma classe de antimicrobiano que atua no bloqueio das
topoisomerases bacterianas do tipo Il (topoisomerase Il e topoisomerase 1IV). Mesmo
com baixa toxicidade, tem como reacdes adversas ao medicamento mais relatadas
nauseas, vOmitos, diarreia, cefaleia, tontura, artralgia, erup¢bes cutaneas,
desregulacao da glicemia e fotossensibilidade.

O CIP possui biodisponibilidade de 70% a 80% quando administrado via oral e
seu nivel sérico maximo € alcancado entre 1 e 3 horas ap6s a administracdo. Sua
distribuicé@o plasméatica na forma farmacéutica convencional variade 10% a 40% e €
principalmente excretado pelos rins, portanto deve-se atentar a dose perante
administracdo em pacientes com disfuncéo renal. A ligacdo do ciprofloxacino a
proteinas plasmaticas é alta, cerca de 30%, o que limita sua distribuicdo nos tecidos.
Sua meia-vida de eliminacdo é de aproximadamente 3 a 5 horas em individuos
saudaveis.

Com a unido dos beneficios da liberagdo controlada e dos materiais hibridos
em oposicao as caracteristicas daliberagéo tradicional, infere-se que é interessante a

associacao do CIP com um sistema que permite um controle maior sobre sua
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dosagem sérica e que, ao menos em potencial, reduza possiveis danos em termos de
eventos adversos ao medicamento. Considera-se também os potenciais aplicacdes
do sistema hibrido final em associa¢des ou formas farmacéuticas com uma acao mais
local e que n&ao passariam pelo metabolismo de primeira passagem e/ou auxiliariam a
contornar, por exemplo, a interacdo medicamentosa entre o ciprofloxacino com
alimentos. Isso amplia-se a partir do momento que se consideraque ndo ha até entdo
na literatura associacdes que englobemesse farmaco puro sem excipientes com essa

combinacao de materiais hibridos.

2. Objetivo

O objetivo desse trabalho foi sintetizar um sistema hibrido de carreamento de
farmacos, baseado em MOFs MIL-100(Fe) com ciprofloxacino incorporado; e, entao,
incorporar essas em membranas hibridas tipo ureasil-poliéter; assim, determinar o

perfil de liberag&o in vitro do farmaco nesse sistema hibrido.

3. Materiais e métodos

3.1.1 Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados no decorrer desse estudo:
e Acido Cloridrico (HCI), Sigma-Aldrich;
e Acido trimésico, Sigma-Aldrich;
e Agua purificada, Mili-Q;
e Ciprofloxacino, Sigma Aldrich;
e Cloreto de Potassio, Sigma-Aldrich;
e Cloreto de Sadio, Sigma-Aldrich;
e Diclorometano, Neon;
e Dimetilformamida, Exodo Cientifica;
e Etanol, Synth;
e Fosfato de Potassio Monobasico, Exodo Cientifica;

e Fosfato de S6dio Monobasico, Exodo Cientifica;
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¢ Nitrato de ferro lll, Sigma-Aldrich;

e 0O,0"-bis(2-aminopropil)-poli(6xido polietileno) de massa molar 1900 g/mol,
Sigma-Aldrich

e Trietoxisilano (isotreos)

3.1.2 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados:
e Agitador Magnético, IKA — C-MAG HS7
e Balanca Digital, UniBloc — ATX224;
e Banho Ultratermostatico, Solab — SL152/10
e Bomba a vacuo, Tecnal,
e Centrifuga, Solab — SL-700
e Espectrofotometro, Agilent Technologies — Cary 60 UV-Vis
e Rotaevaporador, IKA —HB-10
e Sistema de purificacdo de agua Millipore, Milli-Q Plus
e Vortex Mixer, Kasvi — K45-2820;

3.2 Sintese da membrana

3.2.1 Sintese do precursor das membranas hibridas do tipo ureasil-polieter

Para a sintese do precursor da membrana hibrida baseada no polimero de
massa molecular 1900 g. mol! pesou-se o poliéter modificado “O,0'-bis(2-
aminopropil)-poli(6xido polietileno)” - POE de massa molecular 1900 g. mol! - o qual
foi dissolvido em etanol (99,8% v/v) com auxilio de agitador magnético; entdo, foi
acrescentado o agente cross-link alcoxido modificado (3-isocianatopropiltrietoxisilano
- IsoTrEOS), com proporcdo molar de 1: 2 (polimero/alcoxido). A proporcdo de
polimero com IsoTrEOS deve ser de 1: 2 devido a caracterizacéo final esperada do
polimero (proporgdo baseada na relacdo existente naligagdo Si-O-Si durante toda a

cadeia polimérica da membrana).



20

Essa mistura permaneceu sob aquecimento por 24h em sistema de refluxo sob
agitacdo magnética (40 rpm).

Apos as 24h do inicio da sintese, colocou-se 0 precursor ainda liquido no
rotaevaporador por 20 minutos, em banho (80 °C) e velocidade de 60 rpm, a fim de
eliminar o solvente e obter o percursor hibrido. O precursor foi acondicionado em

frasco hermético com tampa rosqueada semiaberta em dessecador a vacuo

Figura 5 Diagrama da sintese do precursor da membrana

=

3-(Triethoxysilyl)propyl
isocyanate
—

PEO 1900 80°C 80°C Dessecador
Etanol 40 rpm 60 rpm a vacuo
24h 20 min

Fonte: autoria propria, criado em BioRender.com
3.2.2 Ativacdo da membrana hibrida

Para a ativacdo das Membranas hibridas do tipo ureasil-poliéter fez-se uma
adaptacao do processo sol-gel (DAHMOUCHE,1999; OSHIRO JR., 2017).

Utilizou-se 1900 pL de etanol, 750 yL de agua e 750 mg do precursor da
membrana, 0s quais permaneceram sob agitacdo por 5 minutos. O catalisador da
reacdo siloxano é o HCI (50 mL, 2 mol. L1), que foi posteriormente adicionado (etapa
de hidrélise) e permaneceu em contato sob agitacdo por 30 segundos.

As membranas recém preparadas ficam liquidas devido a temperatura da
sintese e solidificam-se conforme essa decai, assim acabam por tomar a forma fisica
do recipiente a qual € acondicionada, portanto os frascos foram escolhidos de
antemao com o fundo circular e foram submetidos ao dessecador com a tampa

semiaberta. Sua massa foi monitorada por um periodo de 72 horas, até que se
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estabilizasse, 0 que demonstrava que a membrana estaria livre de solventes, seca.
Outro aspecto observado foi 0 seu aspecto macroscopico, em que se esperava

sempre que a membrana formada ficasse translucida.

3.3 Sintese da MOF MIL-100(Fe)

Existem varias metodologias de sintese da MOF MIL-100(Fe) descritas na
literatura. A metodologia estudada e posta em pratica nesse estudo baseia-se na
sintese em temperaturas brandas (SHI, 2013) e sera descrita a seguir.

Em 90 mL de agua fora dissolvido 0,25g de acido trimésico 1,19 mmol. L1 e
0,72 g de Nitrato de Ferro lll 1, 79 mmol. L1. Essa mistura foi mantida por diferentes
tempos (4 e 24 horas) sob a temperatura de 60 °C e agitacdo de 300 rpm (SHI, 2013).
Em seguida o material formado foilavado com &gua e etanol de maneira intercalada,

todo esse procedimento esta representado ilustrativamente na figura 6 abaixo.

Figura 6 Processo de sintese da MOF MIL-100(Fe)

» g \
0,25g de &5 S
acido \ ‘ ' EtOH
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0,729 de “hgua
Nitrato de s —
Ferro lll @. e ‘ ' ‘
- Agua
90mL de agua *
60°C “EoH X2
300rpm ——

Fonte: autoria prépria, criado em BioRender.com

A fim de se evaporar o solvente etanol e obter-se a MOF MIL-100(Fe) naforma
de po, deixou-se o precipitado formado para secar na estufa por 2 dias e, apés esse
periodo, em uma estufa a vacuo a 100 °C por 24 horas.

Em seguida, a MOF foi ativada para desobstruir os poros que podem conter
resquicios de solvente. Para isso, foi utilizada a técnica de troca de solvente, em que

as MOFs sao submetidas em contato direto com o solvente organico diclorometano
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pelo periodo de 24h e, posteriormente, permanecem por 24h na estufa a vacuo até

Sua secagem.

3.4 Caracterizacdo da MOF MIL-100(Fe)

Foi realizada analise por difracédo de raio x, no difratbmetro de raios x de marca
comercial SIEMENS, modelo D5000 do Laboratério de Fisico-Quimica de Materiais
do departamento Fisico-quimica do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara (2 6,
passo de 0,5/1s, 2 a 60) para determinar os picos cristalograficos a fim de se comparar
com os ja descritos nalliteratura (TANG, 2017; HORCAJADA, 2011; NIVETHA, 2020;
SHI, 2013).

3.5 Incorporacéo do farmaco na MOF

O ciprofloxacino foi incorporado na MOF e, também, direto na membrana
hibrida para que fosse determinado se sua incorporagéo era viavel em ambos os
materiais.

Foram preparadas diferentes solucdes de ciprofloxacino a 0,10 mg. mL1; 0,20
mg. mL1 e 0,25 mg. mL1 para que permanecessem em contato direto com a MOF ou
membrana sob agitacdo constante por 24 horas e quantificou-se a quantidade de

farmaco incorporada com base em curvas de calibracdo baseadas em UV-VIS.

3.5.1 Incorporagéo do ciprofloxacino na MOF MIL-100(Fe)

Para que houvesse incorporacao do farmaco na MOF fez-se uso da técnica
gue promove o contato das nanoparticulas commeio aquoso saturado com o farmaco,
nesse caso o ciprofloxacino.

Utilizou-se a propor¢do 1CIP: 3MOF (massa: massa), uma vez que as
concentracfes de CIP aquoso foram diminuidas devido a sua dificil solubilizacdo em
meio aquoso. Segue exemplo da propor¢ao utilizada abaixo:

e 33 mL de solugdo 0,1mg. mL* de cipro (3,3 mg)
e 9,9 mgde MOF
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Também foram realizados tempos distintos para a incorporacéo, de 5 até 30
horas, com leituras baseadas em UV-VIS intercaladas no periodo, a fim de mensurar
a interferénciadaquantidade de farmaco incorporado em funcéao do tempo de contato.
Todos os testes de incorporacdo foram realizados com restricdo da luz ambiente, a
fim de se prevenir a degradacao do farmaco que é fotossensivel.

Para obter-se uma solu¢cdo aquosa estavel do farmaco, frente a sua baixa
solubilidade em agua e a fim de se definiro limiar de incorporacéo propiciado pelas
MOFs, fora definido paraos testes de incorporacgéo 3 diferentes concentragdes de CIP
Nno meio aquoso:

1. 0,10 mg. mL*?
2. 0,20 mg. mL?
3. 0,25 mg. mL?

Uma vez montado o sistema com as devidas propor¢gdes (massa: massa), esse
permanecia sob agitacdo constante por pelo menos 5 e no maximo 30 horas, sempre
protegidos da luz.

Posteriormente fez-se uma centrifugagéo a 5000 rpm por 10 minutos a fim de
separar as MOFs com farmaco incorporado do sistema aquoso com 0 excesso de
farmaco que néo fora encapsulado. Com esse sobrenadante foi realizada uma leitura
do espectro de absor¢do naregido do ultravioleta no espectrofotometro UV-VIS (~270
nm) a fim de se mensurar,indiretamente,a quantidade de farmaco que foiincorporada
nas MOFs; essas, depois de retiradas do sistema, foram devidamente reservadas na
estufa a fim de secarem por 72 horas.

Os célculos para quantificar o residual de CIP basearam-se na curva de
calibracdo do farmaco em meio aquoso, construida sob analises UV-VIS de

concentracfes diluidas seriadamente do farmaco, repetidas em triplicata.

3.6 Incorporacdo das MOFs na membrana hibrida

A partir do momento que se obteve um resultado desejado em termos
percentuais (~ 80%) de incorporagdo do farmaco na MOF MIL-100(Fe), realizou-se o
procedimento de incorporacdo dessas nanoparticulas na membrana hibrida POE
1900.

A incorporacdo das MOFs e a ativacdo da membrana hibrida baseada no

processo sol-gel coincidem na etapa de hidrélise e condensacéo da sintese das



24

membranas. Assim, sob agitacdo e aquecimento brando adicionou-se as
nanoparticulas de MOF com os precursores da sintese da membrana (1900 ul de
etanol e 750 ul de 4gua) sob agitacdo. Apos a homogeneizacao do sistema tal modo
que atingisse certa translucidez, ainda sob agitagéo constante, adicionou-se 50 pl do
catalisador HCI (2 mol. L-1) que permaneceu em contato por 30 segundos, até que se
notasse determinado aumento da viscosidade/solidificacao do sistema.

Esse procedimento foi repetido com a finalidade de se determinar o grau de
homogeneidade da membrana frente a diferentes dissolu¢cbes e componentes, para
isso foram produzidas membranas com:

1) A MOF ativada e o CIP livre no meio;

2) A MOF ativada com o CIP devidamente incorporado nela;

3) O CIP somente, sem a presenca da MOF.

ApoOs a sintese, as membranas com as MOFs incorporadas ainda liquidas
acabam por tomar para si o formato do recipiente o qual sdo acondicionadas, esse
permaneceu semiaberto dentro de um dessecador a vacuo por 72h, até que a
membrana secasse. Abaixo nafigura7 um diagrama que resume o procedimento de
incorporacdo do CIP nas MOFs até a etapa de hidrolise e condensacao naformacéo
da membrana hibrida com o devido acondicionamento posterior em dessecador a

Vvacuo.
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Figura 7 Diagrama da incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas de MOF
e posterior agregagdo com a membrana
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Fonte: autoria prépria, criado em BioRender.com

3.7 Preparo das solugdes tamponadas (meio receptor)

Os perfis de liberacao in vitro dos sistemas hibridos montados basearam-se na
liberacdo em meio receptor PBS (Phospate Buffer Solution), meio aquoso tamponado.
O preparo seguiu procedimentos técnicos levantados da Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2017) e foram feitas afericbes dos pH das solucdes finais em duplicata.

O preparo da solucdotampao com pH 6,8 baseou-se nas seguintes proporcoes:

1. 250 mL de fosfato monobésico
2. 112 mL de hidroxido de sédio (NaOH, soélido)
3. g.s.p. 1Lde agua

Jé& para o preparo do tampdo com pH 7,4:
1. 250 mL de fosfato monobasico
2. 173,5 mL de hidroxido de sodio
3. g.s.p. 1Lde agua
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O pH foi ajustado com solucédo de HCI 1M e pastilhas de NaOH. Durante a
execucao dos experimentos quando necessario foi utilizado banho de ultrassom pelo

periodo maximo de 1 hora.

3.8 Obtencéao do perfil de liberacdo do CIP

Para que a liberagdo iniciasse, submergiu-se as membranas hibridas ja
homogeneizadas com as nanoparticulas (com CIP incorporado) em 125 mL de meio
receptor de fluxo estético tamponado PBS (divididos em 2 béqueres, um com pH 6,8
e outro com pH 7,4), esses sistemas permaneceram sob agitacdo constante a 300
rpm, sob temperatura de 37 °C + 0,5 por 12 horas.

Aliquotas foram retiradas de hora em hora por um periodo de 8 horas, sempre
com reposicdo do meio para manter a condicao sink (ANVISA, 2021) e mais uma
aliquota foi recolhida na 122 hora de contato. Na figura 8 vé-se a membrana

transltcida com nanoparticulas de MOF incorporadas submersas no meio PBS.

Figura 8 Membrana hibrida ativada com nanoparticulas de MOF incorporadas, submersa em meio
PBS

Fonte: autoria propria

Esse procedimento foi realizado em triplicata com os diferentes pH (6,8 e 7,4)
e com diferentes sistemas montados:

1. CIP incorporado na MOF em contato com o meio receptor PBS sem a

presenca da membrana hibrida (CIP + MOFs livres);

2. CIP previamente incorporado na MOF agregada na membrana.

As aliquotas retiradas a cada hora foram submetidas a analise de seu espectro
de absorgdo (~ 270 nm) naregido da luz ultravioleta e para calcular a eficiéncia de

liberacdo foram construidas curvas de calibracdo para o farmaco, baseada em
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diluicdes seriadas, nos diferentes meios PBS utilizados. Levou-se em consideracédo a

linearidade da curva (R?) para os célculos.

4. Resultados e discussao

4.1 Sintese e caracterizacao da MOF MIL-100(Fe)

Abaixo na figura 9, nota-se uma etapa da sintese sob temperatura de 60 °C +

0,5 e agitacdo magnética constante.

Figura 9 Etapa da sintese das MOFs MIL-100(Fe)

Fonte: autoria propria

Uma vez sintetizadas, passavam para a secagem e analises constantes da
massa seca final obtida, as que proporcionavam o calculo de porcentual do
rendimento da sintese. Uma amostra da MOF sintetizada e seca foi separada para

que fosse realizada a sua caracterizacéo por difracdo de raios x.

4.1.1 Eficiéncia na sintese da MOF MIL-100(Fe)



28

Existem varias metodologias para a sintese da MOF MIL-100(Fe), a sintese
promovida para esses experimentos visou uma rota de sintese mais verde (NIVETHA,
2020; HAN, 2017) e resultou em um bom rendimento associado a praticidade e bom
tempo de preparo. Na tabela 1 abaixo pode-se observar o rendimento obtido frente

aos diferentes tempos de preparo da MOF.

Tabela 1 Rendimento da sintese da MOF MIL-100(Fe)

Tempo de contato na sintese | Rendimento obtido
24h 83%
4h 78%

Fonte: autoria propria

Devido a diferenca pequena entre os rendimentos, quando necessario refazer

a sintese foi utilizado o tempo de 4 horas.

4.1.2 Difragéo de raios x da MOF MIL-100

Abaixo na figura 10, a caracterizacdo de MOFs sintetizadas ao longo dos
experimentos em difratograma de raio x. Essa caracterizacdo com picos cristalinos
bem definidos infere a caracteristica cristalina do material e os planos cristalinos
convergem com os ja relatados na literatura (TANG, 2017; HORCAJADA, 2011;
NIVETHA, 2020; SHI, 2013). Ressalta-se alguns picos nas seguintes regides do
difratograma: 6,3°; 10,3°; 11,0°; 11,2°; 12,5° 14,3°; 20,1°; 24,2° e 28,9°.
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Figura 10 Difratograma de raios x da MOF MIL-100(Fe)
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Fonte: autoria propria, confeccionado no software Origin® 2022b

4.2 Eficiéncia de incorporacéo do ciprofloxacino na MOF MIL-100(Fe)
Primeiro foi confeccionada a curva de calibragdo do farmaco ciprofloxacinoem

meio aquoso, baseada em diluicdo seriada. A Figura 11 demonstra que a curva de

calibracdo apresenta um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9998.
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Figura 11 Curva de calibra¢do do farmaco ciprofloxacino em meio aquoso

Curva de Calibracdo CIP

y = 103,87x + 0,004

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

Fonte: autoria propria

Para que fosse determinada a eficiéncia de encapsulacdo de farmacos nas

MOFs foi utilizada a seguinte equacao:

Equacdo 1 Calculo da quantidade de CIP que fora incorporada

massa do farmaco encapsulado
EE% = - — x 100
massa total de farmaco adicionado

A figura 12 demonstra as porcentagens de encapsulagao obtidas nos 3
diferentes sistemas montados cada um com uma diferente concentracdo do farmaco

no meio aquoso, sempre com a propor¢cdo CIP: MOF (massa: massa).
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Figura 12 Gréfico das diferentes porcentagens de incorporagdo do CIP na MOF frente as diferentes
saturagdes do CIP, em meio aquoso

Incorporagdo do CIP na MOF frente a diferentes saturagdes do meio
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Fonte: autoria propria

Isso demonstra que a concentracao de farmaco menor levou a uma melhor
encapsulacao do farmaco nas MOFs. Em termos de massa total incorporada (figura
13) pode-se observar a maior quantidade de ciprofloxacino incorporado quando maior
a concentracdo do meio, mas considerada a propor¢ao de MOF maior no meio a
relacdo matematica de encapsulacdo ndo se demonstrou diretamente proporcional.

Figura 13 Grafico das diferentes massas incorporadas de CIP na MOF em meios com diferentes
concentracdes de saturacdo do farmaco
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Fonte: autoria prépria
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Assim, fez-se uma analise que correlaciona a quantidade em massa (Q)
incorporada de farmaco a cada 1g de MOF presente no meio (equacdo 2; adaptada
de MORADI, 2016) que gerou a tabela 2 abaixo.

Equacdo 2 Taxa de incorporagéo (Ti) do farmaco a cada 1g de MOF

Ti e [(Co —Ce) Vl
M

Legenda: Ti: a taxa de encapsulacao de farmaco na MOF (mg de CIP/ g de
MOF); Co: a concentracao inicial de CIP; Ce: a concentracdo de CIP no equilibrio

(ambas em mg. L1); V: volume da solucédo (L); M: a massa total de MOF (g).

Tabela 2 Compilagdo dos dados de incorporagéo do CIP na MOF

Concentracdo | Massa| Massa | Massa de | Porcentagem | Relacdo massa
do CIP no meio de de CIP CIP de farmaco | de farmaco por
MOF total incorporado| incorporado | massa de MOF
total (Ti)
0,100 mg. mL1 3,0 1,0mg | 0,075 mg 7,5% 25,00 mg de CIP
mg a cada
1 g de MOF
0,200 mg. mL1 6,0 2,0 mg 0,083 mg 4.2% 13,83 mg de CIP
mg a cada
1 g de MOF
0,250 mg. mL1 7,5 2,5 mg 0,106 mg 4,2% 14,13 mg de CIP
mg a cada
1 g de MOF

Fonte: autoria propria

Averiguou-se, também, diante dos experimentos de incorporacdo do farmaco
uma dificuldade de solubilizar o ciprofloxacino em concentragdes mais elevadas em
meio aquoso. Portanto, sumarizando os resultados e condi¢cbes descritos, para a
execucao dos testes de liberacao in vitro optou-se por utilizar a concentracéo de 0,10
mg. mL"! de ciprofloxacino.

Em relacdo ao tempo de contato entre o meio saturado de farmaco com as
MOFs, notou-se que um periodo de 5 horas de contato direto entre 0 meio aquoso

saturado com o farmaco ciprofloxacino com as MOFs foi suficiente para atingir um
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limiar de incorporacdo, a partir desse tempo estabilizava-se a concentracdo do
farmaco no meio.

Foram testados diferentes tempos de incorporagédo, de 5 até 30 horas de
contato. Em alguns testes a diferenca na EE% corresponderam a um aumento de

15%, mas periodos mais longos algumas vezes corresponderam a uma EE% menor,
provavel que pela eroséo das MOFs e consequente difuséo/redistribui¢cdo do farmaco
para o meio. Umavez isso consideradoe aliado a proporgéo proposta para realizacéo
dos experimentos, tornou-se padrao a exposicdo da MOF em meio saturado de

farmaco por 5 horas.

4.3 Incorporacao das nanoparticulas de MOF e ciprofloxacino na membrana hibrida
POE 1900

Para os célculos de incorporacao do farmaco na MOF foi utilizada a curva de

incorporagéao em diferentes pH descritas nas figuras 14 e 15 abaixo.

Figura 14 Curva analitica de calibragdo do CIP em meio PBS com pH 6,8

Curva de Calibracdo do CIP em PBS (pH 6,8)
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Figura 15 Curva analitica de calibragdo do CIP em meio PBS com pH 7,4

Curva de Calibragdo do CIPem PBS (pH 7,4)
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Fonte: autoria prépria

A homogeneidade das membranas foi avaliada visualmente a partir da
incorporagéo do CIP livre somente e com o CIP incorporado nas nanoparticulas de
MOF, em que se observou a formacdo de membranas translicidas e homogéneas
(Figura 16 — A). Por outro lado, com a incorporacédo do CIP direto na membrana e da
MOF e CIP livres ao mesmo tempo durante a formacdo da membrana, em que
desejava-se notar a solubilidade individual de cada componente, ndo se obteve as
mesmas caracteristicas, nesses casos a membrana se apresentou opaca com cor
amarelada (Figura 16 - B) ou esbranquicada. Todas as membranas opacas ou
heterogéneas, como por exemplo as com visivel presenca de particulas do farmaco
nao solubilizadas, foram suspensas do estudo de liberacdo haja vista que essas
possuem a tendéncia de liberacdo rapida, uma vez que ndo houve uma devida
incorporacao no material e as MOFs ou farmaco livre permaneceram em camadas

superficiais.
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Figura 16 Exemplo de membrana translicida (A) e membrana opaca (B).

Fonte: autoria propria

4.4 Perfil de liberacao in vitro do ciprofloxacino encapsulado em MOF MIL-100(Fe)

sem a presenca de membrana hibrida

Uma vez o CIP incorporado na MOF e submerso, sob agitacao constante, em
meio receptor PBS com pH 7,4; a liberagdo média na primeira hora foi de 20%; isso
triplicou na quarta hora e atingiu o pico médio de 91% na oitava hora, em que atingiu

um patamar, como mostra a figura 17.

Figura 17 Gréafico de liberagdo do CIP incorporado na MOF, sem a presenca de membrana hibrida

Gréfico de liberagdo do CIP incorporado na MOF, sem a presenca
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Fonte: autoria propria

A liberacdo inicialmente rapida sugere que ndo ha um controle consideravel
das nanoparticulas de MOF sob o principio ativo a ponto de modificar a liberagéo e se

obter um perfil de liberagédo controlado com uma liberacédo retardada; mas, uma vez
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que o farmaco manteve-se integro dentro das nanoparticulas mesmo que néo seja
para reduzir RAMs devido ao efeito burst presente (HUANG, 2001), pode haver
determinada aplicabilidade desse sistema quando se desejar explorar alguma
caracteristica propria da MOF, como o fato de se ter o metal ferro em sua composicéo

ou em alguma outra potencial associagao.

4.5 Perfil de liberacéo in vitro do ciprofloxacino incorporado nas nanoparticulas de

MOFs envoltas pela membrana hibrida

Para todos os testes de liberac&o in vitro fora utilizado a concentracéo de 0,10
mg. mL! do farmaco ciprofloxacino, pelas caracteristicas descritas no topico 4.2 e
porque observou-se que as membranas produzidas com maiores concentracdes
ficavam heterogéneas, isto é, ndo havia devida incorporacgéao.

A liberacéo ocorreu em meio receptor PBS com pH 6,8 e pH 7,4. Na figura 18

e 19 descreve-se o perfil de liberagéo obtido frente ao pH 7,4 e 6,8, respectivamente.

Figura 18 Gréfico de liberagcdo do CIP incorporado na MOF envolta de membrana hibrida em meio

receptor PBS com pH 7,4
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Figura 19 Gréfico de liberagcdo do CIP incorporado na MOF envolta de membrana hibrida em meio
receptor PBS com pH 6,8.
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Em ambos pH, o perfil de liberagdo seguiu 0 mesmo comportamento, sendo
qgue em pH acido a liberacao foi mais prolongada do que em pH neutro; isso pode ser
justificada pelas caracteristicas da MOF utilizada nesse trabalho: estudos anteriores
mostraram que a MIL-100(Fe) € mais estavel em meios acidos, ou seja, em pH neutro
pode haver maior degradacdo das nanoparticulas, que facilitam a liberagdo do
farmaco quando comparado com o pH acido (BELLIDO, 2014).

Nas primeiras 3 horas notou-se uma liberacdo mais acelerada, de modo que
em pH 7,4 na primeira hora cerca de 4% do total de farmaco encapsulado fora
liberado, na segunda hora essa porcentagem praticamente dobra (9,6%) e a partir da
terceira hora observou-se uma reducéo na velocidade de liberagéo, de tal modo que
houve uma estabilizacéo da liberacdo em torno de 1% a 2% por hora, até atingir 14 a
17% de farmaco liberado das nanoparticulas na décima segunda hora.

A seguir, a figura 20 demonstra em um mesmo grafico a diferenca de liberacao
do farmaco frente aos diferentes pH 7,4 e 6,8 e na figura 21 nota-se as diferengas
entre todos os perfis de liberacdo in vitro obtidos em relacdo a liberacdo do
ciprofloxacino: em pH 6,8 e 74 com a membrana hibrida envolvendo as

nanoparticulas de MOF e somente incorporado na MOF sem a membrana (pH 7,4).
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Figura 20 Comparacao entre perfis de liberagcdo do ciprofloxacino incorporado na MOF e agregado a
membrana hibrida frente a diferentes pH.

Liberacdes do CIP incorporado em MOF e membrana
frente a diferentes pH

= 0,03

©

e 0,025

= 3 e . .

&= 002 I —+— & & = =
- I L - - T

e I - * ) ° . 4
- 0,015 T 3 ) =

o o . - ?

zg IS 2

s~ 0,01 pe .

c L

8 0,005 3

c =

3 0

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

¢ pH68 —e—pHT74

Fonte: autoria prépria

Figura 21 Comparacédo de todos os perfis de liberacdo in vitro do CIP obtidos
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E notavel a reducéo do efeito burst provocada pela presenca da membrana U-
POE, assim como a diferenca do perfil de liberacdo frente a mudancado pH, em que

a erosao das MOFs ocorre de maneira distinta por serem mais estaveis em pH acido.

5. Concluséao
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O sistema de liberacdo controlado criado pela associacdo dos materiais
hibridos gerou aspectos fisico-quimicos requeridos a um sistema de carreamento de
farmacos uma vez que o farmaco manteve suas propriedades quando fora disperso
no meio e houve, também, possibilidade de se explorar demais dosagens e perfis de
liberacdo nesse sistema (EVANGELISTA, 2000).

Notou-se que a presenca da membrana hibrida promove uma mudanca
significativa no perfil de liberacao do farmaco ciprofloxacino incorporado na MOF MIL-
100(Fe), uma vez que somente com a MOF no meio fora liberado 91% do total em
12h enquantona membrana a liberacdo nesse mesmo periodo ficou emtorno de 17%.
Essa liberac&o controlada era esperada e foi alcan¢gada com sucesso com 0 sistema
hibrido final montado. Esse perfil obtido € interessante frente aos efeitos adversos
mais relatados do ciprofloxacino em suas bulas, uma vez que as RAMs tendem a ser
reduzidas ao passo que o pico sérico é mais lento, estabilizado e progressivo. Em
contrapartida as vantagens descritas, maiores concentracdes do CIP nao puderam
ser incorporadas no sistema uma vez que ndo se homogeneizou frente a maiores
concentracgdes.

As propriedades hidrofilicas do POE 1900 que conferem melhor difusdo dos
farmacos pela membrana devido ao seu maior intumescimento, em conjuntocom a
maior maleabilidade fisica da membrana formada devido a sua longa cadeia,
culminam em potenciais modulacfes: associacdes com tecidos ou lentes, como
alternativa a tratamentos que necessitam de uma agdo mais localizada. Denota-se
gue outras membranas baseadas em outros polimeros de diferentestamanhos podem
propiciar um perfil de liberagéo distinto, uma cadeia menor poderia conferir um perfil
de liberacdo mais rapido, por exemplo.

Sobre a MOF MIL-100 baseada em ferro, algumas aplicacdes que envolvem
propriedades desse metal podem ser exploradas para um tratamento direcional e para
aprimorar a absorcao e aceitacdo do farmaco pelo sistema fisioldgico, devido a sua
elevada biocompatibilidade. E possivel que haja diferentes perfis tanto de liberago
quanto de incorporacao do farmaco quando utilizadas versdes modificadas da propria
MOF MIL-100, outras MOFs e membranas; também pode-se denotar a possibilidade
de utilizacéo de tensoativos ou outros solventes associados a a4gua para melhorar a
solubilidade do ciprofloxacino saturado no meio de contato com as particulas de MOF.
Assim, é interessante que novos estudos sejam realizados para identificar demais

perfis de liberacdo e encapsulacdo do farmaco.
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Notam-se as caracteristicas individuais de cada componente no material
hibrido final sintetizado, ressalta-se a sua biocompatibilidade, sintese féacil e a
viabilidade econémica do procedimento. Com a visualizacdo dos resultados como
esperados, conclui-se que essa associacdo hibrida tem muito potencial a ser

explorado para novas formulacfes e novos tratamentos.
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