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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi planejar a sintese da ZIF-8 e realizar sua caracterizacdo, bem como
realizar a caracterizacdo da vitexina (VIT) e a obter e caracterizar (fisico-quimica e
farmacoldgica) um sistema a base de vitexina e ZIF-8. Para sintese da ZIF-8, foi empregado
um planejamento fatorial 32 e a ZIF-8 foi caracterizada por técnicas como FT-IR, TG, DSC e
MEV. VIT foi obtida das folhas de Jatropha mutabilis e foi caracterizada pelas técnicas ja
mencionadas; curvas de calibracdo por UV-vis e CLAE-DAD foram obtidas, seu perfil de
liberagdo foi avaliado, bem como sua solubilidade quantitativa foi verificada. Para a sintese do
sistema VIT@ZIF-8, um planejamento fatorial 22 foi empregado; a caracterizacéo foi realizada
pelos testes ja mencionados e a acdo farmacologica foi verificada em modelo murino de
dismenorreia primaria. Dentre as condi¢cdes de reacGes empregadas para a sintese da ZIF-8, a
que forneceu melhor rendimento foi a que possui reagentes na proporcéo 1:2 e ocorreu durante
12 h; as anélises por FT-IR mostraram as bandas caracteristicas presentes no 2-metilimidazol;
analises por MEV revelaram o aspecto padrdo da MOF em estudo; a andlise por TG revelou
eventos térmicos de perda de massa referentes a dessorcdo da agua, degradacdo de moléculas
do 2-metilimidazol néo ligadas e degradacdo da ZIF-8; a curva DSC da ZIF-8 n&o revelou
sinais. No que tange a vitexina, sua estrutura foi confirmada por RMN e FT-IR, com presenca
de sinais e bandas caracteristicas ja publicadas; sua solubilidade revelou-se baixa; as curvas de
calibracdo construidas mostraram-se lineares, e sua liberacdo ndo excedeu 35%; a analise por
TG revelou eventos térmicos de perda de massa relacionados a perda de agua adsorvida, fusao
e degradacdo; a curva DSC revelou um Unico evento endotérmico relacionado a sua fusdo; a
analise por MEV revelou morfologia de cristais em formatos de esferas de diferentes tamanhos.
Sobre VIT@ZIF-8, ficou evidenciado que as condi¢cdes que fornecem os melhores resultados
para rendimento e taxa de incorporacdo foram conseguidas em niveis altos; o FT-IR revelou
sinais caracteristicos para VIT e para ZIF-8, além de um novo sinal em 1743 cm™ que pode ser
considerada uma evidéncia da formacdo do sistema; os dados do TG e DSC evidenciaram 0s
eventos caracteristicos para ambas as substancias-teste, € um novo padrdo térmico foi revelado
para VIT@ZIF-8; o teste de liberacdo revelou que VIT@ZIF-8 libera 100% da vitexina
incorporada na rede em 1 min; a respeito da acdo farmacoldgica, vitexina e VIT@ZIF-8 foram
capazes de reduzir as contor¢es abdominais por via oral nas concentragdes de 3 e 30 mg/kg,
no entanto, por via intraperitoneal esse efeito s6 foi observado na concentracdo de 30 mg/kg. O
trabalho trouxe dados novos, o que reafirma a sua importancia e ineditismo.

Palavras-chave: flavonoide; ZIF-8; MOFs; caracterizagéo fisico-quimica.



ABSTRACT

The objective of this work was to plan the synthesis of ZIF-8 and carry out its characterization,
as well as carry out the characterization of vitexin (VIT) and to obtain and characterize
(physical-chemical and pharmacological) a system based on vitexin and ZIF-8. For the
synthesis of ZIF-8, a 3 factorial design was used and the ZIF-8 was characterized by techniques
such as FT-IR, TG, DSC and SEM. VIT was obtained from the leaves of Jatropha mutabilis
and was characterized by the techniques already mentioned; UV-vis and HPLC-DAD
calibration curves were obtained, their release profile was evaluated, and their quantitative
solubility was verified. For the synthesis of VIT@ZIF-8 system, a 22 factorial design was used;
the characterization was performed by the tests mentioned above and the pharmacological
action was verified in a murine model of primary dysmenorrhea. Among the reaction conditions
used for the synthesis of ZIF-8, the one that provided the best yield was the one with reagents
in a 1:2 ratio and occurred for 12 h; FT-IR analysis showed the characteristic bands present in
2-methylimidazole; SEM analyzes revealed the standard appearance of the MOF under study;
TG analysis revealed mass loss thermal events related to water desorption, degradation of
unbound 2-methylimidazole molecules and degradation of ZIF-8; the ZIF-8 DSC curve
revealed no signs. Regarding vitexin, its structure was confirmed by NMR and FT-IR, with the
presence of published characteristic signals and bands; its solubility proved to be low; the
constructed calibration curves were linear, and their release did not exceed 35%; TG analysis
revealed mass loss thermal events related to adsorbed water loss, melting and degradation; the
DSC curve revealed a single endothermic event related to its fusion; SEM analysis revealed
crystal morphology into spheres of different sizes. On VIT@ZIF-8, it was evidenced that the
conditions that provide the best results for yield and incorporation rate were achieved at high
levels; FT-IR revealed characteristic signals for VIT and ZIF-8, in addition to a new signal at
1743 cm* that can be considered evidence of system formation; TG and DSC data evidenced
the characteristic events for both test substances, and a new thermal pattern was revealed for
VIT@ZIF-8; the release test revealed that VIT@ZIF-8 releases 100% of the vitexin
incorporated into the net within 1 min; regarding the pharmacological action, vitexin and
VIT@ZIF-8 were able to reduce abdominal contortions orally at concentrations of 3 and 30
mg/kg, however, intraperitoneally this effect was only observed at a concentration of 30 mg/
kg. The work brought new data, which reaffirms its importance and originality.

Keywords: flavonoid; ZIF-8; MOFs; physical-chemical characterization.



2-MelM
AINEs

CiM
CLAE-DAD

COX-2
CRAD
DAG
DC
DDS

DMF
DMSO
DP
DRX
DSC
DTA
EEB
EPO
FT-IR
ICs0
INPI

IP3
IUPAC
Jm-1
MEV
MIL
MOF
OTR
pH

LISTA DE ABRIVIATURAS E SIGLAS

2-metilimidazol

Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais

Concentracdo inibitoria minima

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodo

Ciclo-oxigenase-2

Centro de Recuperacéo de Areas Degradadas da Caatinga
1,2-diacilglicerol

Doenca de Chagas

Drug delivery systems/sistemas de entrega de farmacos/sistemas de drug
delivey

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Dismenorreia primaria

Difratometria de raios-X

Calorimetria exploratéria diferencial

Anélise térmica diferencial

Extrato etandlico bruto

European Patent Office

Infravermelho com Transformada de Fourier

concentracdo de MOF necessaria para inibir em 50%

Instituto Nacional de Propriedade Intelectual

Via intraperitoneal

1,4,5-trifosfato de inositol

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada

Vitexina

Microscopia eletrdnica de varredura

Materiais do Instituto Lavoisier

Metal Organic Frameworks/Redes Organometalicas de Coordenagéo
Receptor de ocitocina

Potencial hidrogeniénico



PIP,
PKC

RMN

RMT

SOD

TFD

TG

UV-Vis
VIT@ZIF-8
VO

WIPO

ZIF

ZIF-8

Fosfatidil inositol-4,5-bifosfato

Proteina cinase C

Ressonancia magnética nuclear
Rendimento méximo teorico

Superdxido dismutase

Terapia fotodinamica

Termogravimetria

Ultravioleta e visivel

Sistema vitexina@ZIF-8

Via oral

World Intellectual Property Organization
Zeolitic Imidazolate Framework/Redes de imidazolato zeolitico

Zeolitic Imidazolate Framework-8



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 14
REFERENCIAS ..ottt 16
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt es s sen s ss st 18
2.1 Produtos naturais e a busca por novos agentes terapéuticos: algumas contribuicées da
familia Euphorbiaceae com énfase nos géneros Croton e Jatropha............ccccccevveivinenen. 18
2.2 Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. e o flavonoide Vitexina............cccocveveiiieieenesie e 22
2.3 Redes Organometalicas de Coordenagdo (MOFS) .......cccvvviieiereienesese e 26
2.3.1 Métodos de obtencéo e principais aplicagdes das MOFS..........ccccoceveveviienecieeieieenns 27
2.3.2 Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8).........cccoiiiiiiiiiiiiicicese e 30
2.4 Técnicas de caracterizacdo de insumos farmacutiCos ............ccovverernieieneienie e 34
2.4.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(I 1= OO 35
2.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)........ccooviiiiiiiiicseece e 36
2.4.3 Andlises térmicas: termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC)........ccoiieiiiiiiiieiece e 37
2.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) .......cocooveiiiie i 38
2.4.5 Difratometria de Raios-X (DRX) .....coiiiiiiiiii e 39
REFERENCIAS ...ttt 41
O 1= | I V@ S T USSR 56
3. L OBJELIVO GEIAL ... e 56
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS .....viieiieiiiiiieee et 56
CAPTTULOD Lottt 57
REDES ORGANOMETALICAS DE COORDENAGAO (MOFS) COM APLICAGOES
TERAPEUTICAS E BIOMEDICAS: UMA REVISAO DE PATENTES.........ccccovevneen. 57
LINTRODUGAO ...ttt sne st ne st 59
2 MOFS COM APLICACOES TERAPEUTICAS OU BIOMEDICAS..........cccovvuvann. 60
2.1 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicacdo no tratamento do cancer ................. 66

2.2 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicacdo em terapia fotodindmica e como
MALEFTAIS TEFANOSITCOS ....evierieiiieiieeie et e et e te e esre e teeseesre e teeneesneesreeneennes 70

2.3 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicacdo para o tratamento da doenca de
Parkinson € doenga de Chagas..........ccoiiiiiiiiiiieieie et 74



2.4 Sistemas MOFs aplicados em outros biomateriais.........cccovevviveieereeie s 77

3 OPINIAO DO ESPECIALISTA ..ot eceeee e tsees st ses s asses s nen s 78
REFERENCIAS ...ttt 81
CAPTTULO 2.ttt 89
SINTESE VERDE E CARACTERIZACAO DO EXCIPIENTE TECNOLOGICO ZIF-8
.................................................................................................................................................. 89
IR 1 0T U= o TSRS 91
2. EXPEIIMENTAL.......oiiiiice et reeneanes 92
2.1 IMTAEETTAIS ..ottt bbbttt b bt b et bbbt 92
2.2 Desenho experimental usando planejamento fatorial 32 .............ccccoeveeveiieee e, 93
2.3 Caracterizagdo da ZIF-8...........cooi oo 95
2.3.1 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(I 1= OO 95
2.3.2 ANALISES TEIMICAS. ... e.veiveeeeeeeetieiee et e ste ettt st e reereese e e e e e b e seestenteeteeneenaenee s 95
2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ..o 96
3. RESUITA0S € TISCUSSAD ....e.vveueeeiieiiiesieesiesteesieesiestee e eseesteesaeaneesreesteeseesneesbeaneesseesteeneesseenseans 96
L SINTESE A ZIF-8.....ocniiieieece ettt bbb 96
3.2 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) .....c..cccooeiiieiiiie v, 99
3.3 ANALISES TEFITHCAS ....ovveveeie ettt ettt sttt ettt be b e ne e e nes 103
3.4 Microscopia Eletronica da Varredura (MEV) ... 107
O O] o] 1102 USSR 108
REFERENCIAS ...ttt st 110
CAPTTULO 3.ttt 115
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DE VITEXINA ISOLADA DE Jatropha
mutabilis (PONI) Baill. ... 115
LINTRODUGAO ..ottt aan sttt n st nenaas 117
2 METODOLOGIA ..ottt sttt nr e ne e 118
2.1 ODtENGAO B VITEXINA .. .cueiiiiiii ettt st nneas 118
2.2 Analise por ressonancia magnética nuclear (RMN)...........c.ccoveiiiiiii i, 119

2.3 Analise por espectroscopia de absorg¢éo na regido do infravermelho com transformada
(o Lol o U] LT il (I ISP 119

2.4 Analise por termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC) 120
2.5 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) .......cccccooviiieininniicien, 120
2.6 Obtencéo de curvas de calibragdo de vitexina por UV-vis e por CLAE-DAD ......... 120



2.7 Determinacédo da solubilidade quantitativa da vitexXina ............cccccvvevesieiieenescieennn 121

2.8 Perfil de liberagao da VITEXINA........cccocuiiieii e 121
3 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....oooiiririieiinsinsieiesisssseessiesses s ssssssss s 122
3.1 ODENGAO dE VITEXING .. .c.uitiiiitieiieieee sttt eb e 122
3.2 ANALISE POr RIMIN ...ttt 123
3.3 ANANISE PO FT-IR .ottt 126
3.4 ANALISE POF TG € DSC....oiiice ettt e e e nre e anes 127
3.5 ANALISE POF IMEV ...ttt e s be e e enreenneanes 129
3.6 Obtencao de curvas de calibracao de vitexina por UV-vis e por CLAE-DAD.......... 130
3.7 Determinacéo da solubilidade quantitativa da vitexina .............ccccceeveieeveiieinennene, 131
3.8 Perfil de liberag8o da VITEXING.........cccoeiiiiiiiiecee e 132
4 CONCLUSOES ..ottt 134
REFERENCIAS .......oititeiiie sttt 135
CAPTTULOD 4.t 140

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMA DE LIBERACAO
MODIFICADA A PARTIR DE VITEXINA E ZIF-8 COM ATIVIDADE

ANTIDISMENORREICA ... bbb 140
L INTRODUGAO ..ot ettt st sttt asn sttt s s 142
2. EXPERIMENTAL ..ottt ettt sttt nbe e s e nee e 144
2.1 Planejamento e sintese do sistema vitexina@ZIF-8 (VIT@ZIF-8).........ccccceevevenen. 144
2.2 Quantificacio de vitexina por CLAE-DAD ........cccociiiiiiiiiieeeee e 145
2.3 TeSteS e CAraCIEIIZAGAD .......oveeeieiieiteite ettt 146
2.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(LI L PSSR PSRS 146
2.3.2 Analises térmicas: calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)
................................................................................................................................................ 147
2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ..o 147
2.4 Teste de [HDeragao 1N VILIO .......cceoiiiiiiie et 147
2.5 Avaliagéo do efeito de vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 sobre contorg¢des abdominais
de camundongas em modelo experimental de dismenorreia primaria ................c..c....... 148
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........oooveiireeeseeeeeee e eeee s tsses s es st 148
3.1 Sintese do sistema VIT@ZIF-8 e determinacdo da taxa de carregamento............... 148
3.2 TeSteS de CArACIEIIZAGAD ......ceveiueeiieieeiie sttt ettt ettt e e nte e nnes 151

3.2.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
LI 1 SRR 151

3.2, 2 ANALISES T MICAS . . eeieiieeeeeeeeeeee ettt ettt ee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeerereeeeeeeeeeeeereereerreeees 153



3.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .......cocveoviieiicie e 156

I I | o 1= = o= Lo TN IR 1 o USSP US 158
3.4 Avaliacao do efeito de vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 sobre contor¢des abdominais
de camundongas em modelo experimental de dismenorreia primaria ...........c..ccoceevne.. 159
4, CONCLUSOES ..ottt 163
REFERENCIAS ...ttt st 164
CONGCLUSOES ...ttt 171
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt s s st st nae st nsnsas 172

ANEXOS .. 187



14

1 INTRODUCAO

Os produtos naturais tém contribuido de maneira significativa para obtencdo de
compostos com potencial farmacolégico, podendo ser aplicados no tratamento e prevencao de
diversas doencas (FURMAN-TOCZEK et al., 2016). Neste contexto, os flavonoides se
destacam por sua enorme gama de atividades bioldgicas, representando um grande grupo de
fitoquimicos com possibilidade de utilizacdo da industria biomédica (NIJVELDT et al., 2001;
PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Vitexina é uma flavona C-glicosilada, sendo quimicamente conhecida como 8-D-
glucosil-4’,5,7-triidroxiflavona, ou ainda apigenina-8-C-glucosideo. Possui diversas atividades
farmacoldgicas in vivo e in vitro, das quais se destacam a¢do anticancer, antioxidante, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, anti-hipertensiva, antiespasmadica, antiviral e antidepressiva
(HE et al., 2016; ROSA et al., 2016).

Apesar de ser um fitoquimico com grande potencial na terapéutica, a utilizacdo de
vitexina é limitada em estudos in vivo, e mesmo em estudos clinicos, pelo fato de ser
pobremente sollvel em &agua (COSTA et al.,, 2020). Partindo dessa perspectiva, novas
tecnologias precisam ser empregadas para melhorar a biodisponibilidade de substancias com
solubilidade aquosa reduzida, o que melhora, consequentemente, seus perfis farmacolégicos
(GU et al., 2017; MOHANTY; DAS; SAHOO, 2012).

Dessa forma, na tentativa de melhorar a solubilidade e o perfil farmacocinético da
vitexina, Gu e colaboradores (2017) desenvolveram nanoparticulas de vitexina, as quais
apresentaram perfil de dissolucdo melhor que a molécula sem tratamento. Os autores
associaram a taxa de dissolucdo acelerada das nanoparticulas de vitexina a reducao do tamanho
da particula, o que resultou em um aumento significativo na area de superficie especifica.

Atualmente, as novas tecnologias de producdo de excipientes sdo realizadas para
melhorar a liberacdo, dissolucdo e absorcdo de farmacos de baixa solubilidade (GARCIA-
ARIETA, 2014). Como exemplos dessas tecnologias destacam-se as lipossomas, biopolimeros,
nanoparticulas, ciclodextrinas e, mais recentemente, as redes metalorganicas ou redes de
coordenacgdo organometélicas, do inglés Metal Organic Frameworks (MOFs) (FURUKAWA
etal., 2013).

MOFs sdo polimeros porosos compostos por parte organica e parte inorganica (metal)
gue apresentam diversas funcionalidades. Os metais podem ser os mais diversos possiveis,
como cobre, ferro, titdnio, molibdénio, niquel, zinco, cobalto, magnésio, manganés, entre

outros, ¢ a parte organica da MOF, denominada “linker”, pode ser escolhida entre tantas
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moléculas disponiveis. Sendo assim, estes materiais sdo construidos juntando unidades de
ligacdo secundaria, contendo metais, com ligantes organicos, através de ligagfes coordenadas
fortes (DOONAN, C. et al., 2017; FURUKAWA et al., 2013).

As aplicacdes dessa grande classe de materiais sdo muitas. Podem ser usados como
adsorventes para diversos compostos em solucdo aquosa e gases, sao Uteis em catélise (foto,
eletro e biocatélise), sdo usados como sensores (eletroquimico, fotoeletroquimico e biosensor),
para armazenamento de energia (baterias, supercapacitores e células de combustivel) e, ainda,
como sistemas drug delivery (SAFAEI et al., 2019).

Dentre as dezenas de MOFs sintetizadas e utilizadas em pesquisa cientifica, a ZIF-8
(Zeolitic Imidazolate Framework-8) apresenta destaque especial devido a sua excepcional
estabilidade térmica e quimica, alta cristalinidade e porosidade (SAHIN; TOPUZ;
KALIPCILAR, 2018), além de boa biocompatibilidade (HOOP et al., 2018). Varios sdo 0s
trabalhos publicados na literatura que utilizaram a ZIF-8 para entrega de farmacos (CHENG et
al., 2019; KAUR et al., 2017).

Dessa forma, levando-se em consideracédo as atividades farmacoldgicas da vitexina e a
sua baixa solubilidade aquosa, bem como a possibilidade de utilizacdo da ZIF-8 como carreador
deste flavonoide, o presente trabalho torna-se justificavel, pois teve como objetivo planejar a
sintese desta MOF de forma simples e répida, caracterizd-la juntamente com a vitexina por
técnicas analiticas, e, por fim, elaborar um sistema drug delivery com o intuito de melhorar a

solubilidade da vitexina.



16

REFERENCIAS

CHENG, C. et al. Doxorubicin-loaded Fe 3 O 4 -ZIF-8 nano-composites for hepatocellular
carcinoma therapy. Journal of Biomaterials Applications, 16 maio. 2019. v. 33, n. 10, p.
1373-1381. Disponivel em: <http://journals.sagepub.com/doi/10.1177/0885328219836540>.

COSTA, E. C. et al. Inclusion of vitexin in B-cyclodextrin: preparation, characterization and
expectorant/antitussive activities. Heliyon, dez. 2020. v. 6, n. 12, p. e05461. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2405844020323045>.

DOONAN, C. et al. Metal-Organic Frameworks at the Biointerface: Synthetic Strategies and
Applications. Accounts of Chemical Research, 20 jun. 2017. v. 50, n. 6, p. 1423-1432.
Disponivel em: <https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.accounts.7b00090>.

FURMAN-TOCZEK, D. et al. A review of selected natural phytochemicals in preventing and
treating malignant skin neoplasms. Journal of Pre-Clinical and Clinical Research, 31 dez.
2016. v. 10, n. 2, p. 127-130. Disponivel em: <http://www.journalssystem.com/jpccr/A-
review-of-selected-natural-phytochemicals-in-preventing-and-treating-malignant-skin-
neoplasms,71546,0,2.html>.

FURUKAWA, H. et al. The Chemistry and Applications of Metal-Organic Frameworks.
Science, 30 ago. 2013. v. 341, n. 6149, p. 1230444. Disponivel em:
<https://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.1230444>.

GARCIA-ARIETA, A. Interactions between active pharmaceutical ingredients and excipients
affecting bioavailability: Impact on bioequivalence. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, dez. 2014. v. 65, p. 89-97. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0928098714003455>.

GU, C. et al. Preparation of Vitexin Nanoparticles by Combining the Antisolvent
Precipitation and High Pressure Homogenization Approaches Followed by Lyophilization for
Dissolution Rate Enhancement. Molecules, 22 nov. 2017. v. 22, n. 11, p. 2038. Disponivel
em: <http://www.mdpi.com/1420-3049/22/11/2038>.

HE, M. et al. A review on the pharmacological effects of vitexin and isovitexin. Fitoterapia,
dez. 2016. v. 115, p. 74-85. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0367326X16304488>.



17

HOOP, M. et al. Biocompatibility characteristics of the metal organic framework ZIF-8 for
therapeutical applications. Applied Materials Today, jun. 2018. v. 11, p. 13-21. Disponivel
em: <https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2352940717303839>.

KAUR, H. et al. Synthesis and characterization of ZIF-8 nanoparticles for controlled release
of 6-mercaptopurine drug. Journal of Drug Delivery Science and Technology, out. 2017. v.
41, p. 106-112. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1773224717303131>.

MOHANTY, C.; DAS, M.; SAHOO, S. K. Emerging role of nanocarriers to increase the
solubility and bioavailability of curcumin. Expert Opinion on Drug Delivery, 13 nov. 2012.
v. 9, n. 11, p. 1347-1364. Disponivel em:
<http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1517/17425247.2012.724676>.

NIJVELDT, R. J. et al. Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and potential
applications. The American Journal of Clinical Nutrition, 1 out. 2001. v. 74, n. 4, p. 418—
425. Disponivel em: <https://academic.oup.com/ajcn/article/74/4/418/4737352>.

PANCHE, A. N.; DIWAN, A. D.; CHANDRA, S. R. Flavonoids: an overview. Journal of
Nutritional Science, 29 dez. 2016. v. 5, p. e47. Disponivel em:
<https://www.cambridge.org/core/product/identifier/S2048679016000410/type/journal_article

>,

ROSA, S. I. G. et al. Vitexin reduces neutrophil migration to inflammatory focus by down-
regulating pro-inflammatory mediators via inhibition of p38, ERK1/2 and JNK pathway.
Phytomedicine, jan. 2016. v. 23, n. 1, p. 9-17. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0944711315003529>.

SAFAEI, M. et al. A review on metal-organic frameworks: Synthesis and applications. TrAC
Trends in Analytical Chemistry, set. 2019. v. 118, p. 401-425. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165993619301840>.

SAHIN, F.; TOPUZ, B.; KALIPCILAR, H. Synthesis of ZIF-7, ZIF-8, ZIF-67 and ZIF-L
from recycled mother liquors. Microporous and Mesoporous Materials, maio. 2018. v. 261,
p. 259-267. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1387181117307412>.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Produtos naturais e a busca por novos agentes terapéuticos: algumas contribuicfes da

familia Euphorbiaceae com énfase nos géneros Croton e Jatropha

Pesquisas demonstram que os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde
tempos bastante remotos. A busca por alivio e cura de doengas pelo uso de plantas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais (VIEGAS JR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Hoje ndo tem sido diferente quando se observa o volume de trabalhos
publicados relacionando produtos naturais, sejam eles de origem vegetal, animal ou marinha,
com as possibilidades de utilizacdo no tratamento de varias doencas (AZAB; NASSAR; AZAB,
2016; GAUTAM; JACHAK, 2009; LEE et al., 2013; YUAN et al., 2006).

O século XX apresentou um avanco extraordinario na pesquisa de produtos naturais,
especialmente de plantas e microrganismos, em varios campos do conhecimento, tais como na
microbiologia, na oncologia e na pesquisa por novos farmacos anti-inflamatorios, propiciando
a descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica. Um exemplo classico
do que os produtos naturais podem nos oferecer é o fato de que cerca de 60% dos farmacos
anticancer introduzidos na terapéutica nas Ultimas décadas tem sua origem nos produtos
naturais e isto movimenta um mercado de cerca de 60 bilhdes de doélares anualmente (COSTA-
LOTUFO et al., 2010; MACIEL et al., 2007).

A utilizacdo das diversas espécies de plantas como recurso terapéutico iniciou-se
basicamente com a existéncia da espécie humana, que segundo Saad (2018) € algo recorrente
desde a era paleolitica, de modo que o conhecimento e observacdes acerca das plantas sao
passados de geracdo em geracdo. Mais tarde, surgiram sistemas medicinais como 0 grego-
romano, o ayurvédico e a medicina tradicional chinesa, que estruturam teorias sobre doenca e
sobre o uso de plantas para reestabelecer o equilibrio para o organismo patologicamente afetado
(SAAD, 2018).

Dentro desse contexto, e levando em consideragéo que o Brasil apresenta uma enorme
biodiversidade vegetal em seu territério, sendo o detentor da maior floresta equatorial e tropical
umida do planeta, os pesquisadores deste pais ndo poderia abdicar dessa localizacdo
privilegiada para estudo dos produtos naturais. A quimica de produtos naturais &, dentro da
guimica brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior nimero de
pesquisadores (PINTO et al., 2002; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Uma das familias boténicas de destaque nos estudos em quimica e farmacologia de
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produtos naturais é a familia Euphorbiaceae, a qual ocupa o segundo lugar com maior nimero
de representantes no Bioma Caatinga brasileiro, sendo, também, uma das mais extensas familias
botanicas (RANDAU et al., 2004; ALVES et al., 2019). Desde a antiguidade é relatada a
utilizacdo de espécies desta familia em tratados de filosofia e medicina na historia das
civilizagcbes orientais e ocidentais, como a hindu, chinesa, &arabe e greco-romana
(VARRICCHIO et al., 2008).

Euphorbiaceae compreende aproximadamente 317 géneros e 8.000 espécies, as quais
sdo distribuidas nos trépicos e subtropicos, principalmente (SANTOS; MACHADO; LOPES,
2005). No Brasil, estima-se a ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros, sendo a regiao
Nordeste um grande centro de diversidade da familia, com 240 espécies e 50 géneros,
distribuidas, em sua maioria, nas areas de caatinga, onde é possivel encontrar grande nimero
de espécies que sO existem nessa regido, ou seja, sdo endémicas. Os principais géneros, em
namero aproximado de espécies, sdo: Euphorbia L. (1.500), Croton L. (700), Phyllanthus L.
(400), Acalypha L. (400), Macaranga Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl
(150), Jatropha L. (150), Manihot Mill. (150) e Tragia Plumier (150) (OLIVEIRA, 2013).

A familia Euphorbiaceae esta entre as familias de maior importancia econémica entre
as Eudicotileddneas, especialmente no setor farmacoldgico-medicinal, industrial, madeireiro,
ornamental e na producéo de alimentos. A esta mesma familia pertence a mandioca, também
conhecida como aipim ou macaxeira, possuidora de raizes tuberosas as quais sao fonte de amido
e farinha (OLIVEIRA, 2013).

Do ponto de vista quimico-farmacolégico-medicinal, nota-se que o género Croton tem
grande destaque devido aos inumeros trabalhos disponiveis na literatura, sendo um género
caracteristico de producdo de 6leos essenciais por seus representantes. Martins e colaboradores
(2020), valendo-se da utilizacdo popular de Croton rhamnifolioides para doencas inflamatdrias,
avaliaram o efeito anti-inflamatério do seu 6leo essencial complexado em B-ciclodextrina. Os
efeitos anti-inflamatdrios foram avaliados por meio das técnicas de edema de orelha, e de edema
de pata induzido por carragenina, por dextrana, por histamina e por acido araquiddnico. Os
resultados apontam para um efeito anti-inflamatdrio levando em consideracdo a redugédo da
inflamacdo induzida por &cido araquiddnico e por histamina na dose de 8,35 mg/kg de peso do
animal. Os dados propostos no trabalho dao base cientifica para o uso popular de C.
rhamnifolioides (MARTINS et al., 2020).

Oliveira-Junior e colaboradores (2017), partindo de uma perspectiva semelhante a do
trabalho anteriormente citado e valendo-se do saber popular, investigaram o potencial

antinociceptivo do 6leo essencial da espécie Croton conduplicatus, tradicionalmente conhecida
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como “quebra-faca”, a qual possui indicagdo popular como analgésico. O 6leo essencial foi
capaz de reduzir o comportamento nociceptivo em todas as doses (25, 50 e 100 mg/kg) para o
teste de contor¢des abdominais e para o teste da formalina. Entretanto, somente na dose de 50
mg/kg foi observado resultado positivo para o teste da placa aquecida (OLIVEIRA-JUNIOR et
al., 2017). As indicacgdes populares de uma espécie vegetal foram validadas, mais uma vez, pela
pesquisa cientifica.

Alencar-Filho e colaboradores (2017) analisaram o potencial antibacteriano do 6leo
essencial de Croton heliotropiifolius, conhecido na medicina popular como “velame” ¢ usado
para distdrbios gastrointestinais, obtido em diferentes esta¢des do ano. Utilizado a metodologia
de microdiluicdo em caldo, o 6leo essencial de C. heliotropiifolius obtido no verdo foi o mais
ativo dentro os testados, mostrando concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 500 e 62,5
pg/mL, e apresentando moderada atividade antibacteriana contra cepas de Bacillus cereus
(ATCC 11778, CIM = 500 ug/mL), Enterococcus faecalis (ATCC 19433, CIM = 62,5 ug/mL),
Escherichia coli (ATCC 25922, CIM = 500 ug/mL) e Shigella flexneri (ATCC 12022, CIM =
500 pg/mL). Algumas das cepas testadas sdo caracteristicos agentes etiologicos de doencas
gastrointestinais, como a diarreia bacteriana, sendo este estudo, novamente, importante para
validar o que as comunidades tradicionais utilizam como alternativa terapéutica (ALENCAR-
FILHO et al., 2017).

Saindo um pouco da medicina humana e adentrando a medicina veterinaria, Castro e
colaboradores (2019) investigaram o potencial carrapaticida do 6leo essencial de trés espécies
de Croton (C. conduplicatus, C. pulegiodorus e C. grewioides). O carrapato Rhipicephalus
microplus é responsével por perdas econdmicas significativas na pecuéria, sendo resistente a
maioria dos carrapaticidas existentes e disponiveis no mercado. Os 6leos essenciais foram
capazes de promover mortalidade dos carrapatos em mais de 70% na dose de 100 mg/mL, com
destaque para o 6leo de C. pulegiodorus, onde foi observada 100% de mortalidade. Os 6leos
também foram capazes de inibir de forma significativa a producdo de ovos por fémeas, com
destagque, mais uma vez, para o 6leo de C. pulegiodorus, o qual foi capaz de reduzir a produgéo
de ovos a zero. O estudo reafirma a utilizacdo de plantas como compostos acaricidas, pois reduz
o0 impacto ambiental e financeiro dos acaricidas sintéticos (CASTRO et al., 2019).

Do ponto de vista fitoquimico, o género Croton apresenta-se extremamente diverso.
Compostos volateis séo caracteristicos de varias espécies, bem como diterpenos, triterpenos
pentaciclicos, fitoesteroides, alcaloides, proantocianidinas, flavonoides e outros compostos
fenolicos (SALATINO et al., 2007).
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Outro género que merece destaque dentro da familia Euphorbiaceae, sem duvida é o
género Jatropha, o qual apresenta entre 150 e 170 espécies que ocorrem na América e na Africa.
O nome Jatropha deriva da palavra grega “jatros” (médico) ¢ “trophe” (alimentos), 0 que nos
leva inferir que seus representantes ha muito sdo utilizados na medicina popular (HIROTA et
al., 2010; KUMAR; SHARMA, 2008).

Jatropha é um género que apresenta grande importancia econdmica, pois varias espécies
s&o conhecidas por seu uso medicinal por comunidades de diferentes regides da Africa, Asia e
Ameérica Latina, ou ainda devido a sua utilizacdo como plantas ornamentais e como fonte para
producdo de biodiesel (SABANDAR et al., 2013).

Dentre todas as espécies deste género, uma das que apresenta grande destaque é a
Jatropha curcas, conhecida popularmente como “pinhdo”, “pinhdo-manso” ou “jatrofa”, que
durante anos foi uma reconhecida fonte de 6leo fixo para a producdo de biodiesel e cogitada,
inclusive, como matéria-prima para producao de biocombustivel para aviacdo (ALHERBAWI
etal., 2021; OPENSHAW, 2000).

O oleo de J. curcas, segundo revisdo elaborada por Sabandar e colaboradores (2013),
apresenta acdo purgativa e contra dores reumaticas. O fruto e sua semente apresentam ac6es
contra queixas abdominais, disenteria e como anti-helmintico. A casca do caule apresentou
atividade anti-HIV, ao passo que o seu latex tem acdo hemostatica e contra dores de dente. A
planta inteira apresentou acdo cicatrizante de cortes e queimaduras, assim como efeito
antialérgico (CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA, 2020; SABANDAR et al., 2013).

Outra espécie deste género com bastante destaque devido a quantidade de publicacdes
disponiveis € a Jatropha gossypifolia, popularmente conhecida como “pinhao-roxo”.

Na tentativa de validar os possiveis usos tradicionais de J. gossypifolia, Panda e
colaboradores (2009) investigaram o potencial anti-inflamatério e analgésico de extratos
liofilizados de éter de petréleo e metandlico desta espécie. Os resultados expressam que ambos
0s extratos foram eficientes em reduzir a inflamacéo induzida por carragenina, bem como um
aumento do tempo de permanéncia sobre a placa aquecida, o que evidencia sua acdo anti-
inflamatdria e analgésica (PANDA et al., 2009).

J. gossypifolia e seus constituintes isolados apresentaram acdo hipoglicémica, conforme
0s achados divulgados por Granados e colaboradores (2015), mais uma vez, confirmando a
utilizacdo popular de uma espeécie vegetal medicinal. O extrato metanolico da J. gossypifolia
foi utilizado em protocolos que verificam a capacidade de determinada amostra em melhorar a
captacdo de glicose pelas células, reduzindo seus niveis circulantes, e foi constatado que seu

extrato melhorou em 30% essa captacdo quando utilizado na concentragdo de 100 ug/mL. O
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controle positivo de teste foi a propria insulina, capaz de melhorar em 49% a captacéo de glicose
pelas células (GRANADOS et al., 2015).

O género Jatropha é caracterizado pela presenca de diversos fitoquimicos, muitos dos
quais foram identificados primeiramente em espécies deste grupo, como diversos diterpenos.
S&o caracteristicos deste género os seguintes grupos de metabdlicos secundarios: terpenoides
(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos), peptideos ciclicos, lignoides
(lignanas, neolignanas e sesquilignanas), flavonoides, cumarinas, cumarinolignanas, alcaloides,
entre outros menos presentes (CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA, 2020).

2.2 Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. e o flavonoide vitexina

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (figura 1) € uma espécie monoica, endémica do bioma
caatinga, ocorrendo desde o Piaui até a Bahia, em areas de caatinga hiperxerofila, sendo
encontrada em terreno arenoso (SANTOS; MACHADO; LOPES, 2005). E conhecida
popularmente como “pinhdo-de-seda” e utilizada por comunidades locais como depurativo e
para constipacdo intestinal. Poucos sdo os estudos publicados a respeito de seu potencial
quimico e farmacoldgico, no entanto, acredita-se que esta espécie seja uma fonte promissora
do flavonoide vitexina, um marcador quimico bastante presente no género Jatropha (COSTA
et al., 2020).

Figura 1. Jatropha mutabilis (Pohl) Baill.

Fonte: autoria propria.
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Esta espécie e caracterizada por ser é um arbusto com tricomas glandulares curtamente
estipitados, folhas semissuculentas com base arredondada, presenga de inflorescéncias, flores
estaminadas e pétalas obovais. Distingue-se das demais espécies de Jatropha da area por sua
lamina foliar orbicular inteira (SATIRO; ROQUE, 2008).

Entre os poucos estudos publicados com esta espécie, tem-se o trabalho da autoria de
Costa e colaboradores (2020), onde foi desenvolvida uma metodologia por CLAE-DAD para
quantificacdo de vitexina no extrato etanolico das suas folhas, bem como avaliou o efeito
expectorante e antitussigeno do extrato (20, 102 e 510 mg/kg) e da vitexina isolada (0,2, 1 e 5
mg/kg). Os animais tratados com vitexina e com o extrato mostraram reducdo no nimero de
tosse comparando o dia da selecdo do animal e pds-tratamento (apds 24 h). No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre vitexina, o extrato de J. mutabilis e codeina (controle
positivo do teste), pois todos mostraram efeito antitussigeno (COSTA et al., 2020).

Vitexina (figura 2) é um flavonoide com baixa solubilidade em &gua, classificada com
C-heterosideo. E um glicosideo de apigenina intensamente estudado para varias finalidades na
area da saude (HE et al., 2016). Quimicamente, trata-se da 8-D-glucosil-4’,5,7-tri-

hidroxiflavona, ou ainda apigenina-8-C-glucosideo.

Figura 2. Estrutura molecular da vitexina.
OH

OH

HO OH

HO O

OH o
Fonte: autoria propria.

Em uma recente revisdo publicada, Babaei e colaboradores (2020) constataram 0s
efeitos biologicos de vitexina em doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Vitexina provou

ser um eficiente agente capaz de doar elétrons e agir como um bom sequestrador de radicais



24

livres. Apresenta melhor atividade antioxidante do que a apigenina, pois a presenca do
glicosideo em C-8 na vitexina causa reducdo da entalpia de dissociacdo de sua ligacdo em
comparagdo com a sua aglicona (PRAVEENA et al., 2013).

A respeito de alguns dos efeitos de vitexina sobre doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, este flavonoide mostrou efeitos neuroprotetores dose-dependente contra lesdo
oxidativa induzida por hipdxia/reoxigenacdo, reduzindo, principalmente, as espécies reativas
de oxigénio formadas. Mostrou, também, efeitos neuroprotetores significativos apos lesao
causada por hipoxia/isquemia, com reducdo do edema cerebral, da morte celular neuronal, do
volume do infarto cerebral e da quebra da barreira hematoencefalica em modelos animais
utilizando ratos (BABAEI et al., 2020).

Vitexina (10 mg/kg, i.p.) foi capaz de inibir a dor associada a inflamacao, péde inibir
91% da resposta de contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético, em ambas as fases do
teste da formalina. Como o possivel mecanismo, a vitexina poderia prevenir a reducdo dos
niveis de glutationa (um antioxidante enddgeno), o potencial de capacidade de reducéo férrica
e a aumentar a capacidade de eliminacdo de radicais livres, inibir a producdo de citocinas
hiperalgésicas, como TNF-a, IL-1B, IL-6, e IL-33, e aumentar o0s niveis de citocina anti-
hiperalgésica (IL-10) (BORGHI et al., 2013).

Este fitoquimico também apresentou efeitos (6 mg/kg, i.v.) cardioprotetores, diminuiu
a elevacdo do segmento ST do ECG (eletrocardiograma) e reduziu o tamanho do infarto do
miocardio induzido por isquemia/reperfusdo em miocardio em ratos. Também foi capaz de
reduzir as atividades de LDH (lactato desidrogenase) e CK (creatinoquinase), importantes
marcadores de infarto agudo do miocardio, bem como aumentou a SOD (superdxido dismutase)
no soro, outro importante antioxidante endégeno (DONG et al., 2013).

A atividade antitumoral também tem sido reportada para vitexina em algumas linhagens
de células neoplésicas, tais como: carcioma mamario (linhagem MCF-7/T47D), onde a
migracao celular foi inibida na dose de 2 uM; carcinoma oral (linhagem celular de cancer oral
humano), onde vitexina foi capaz de inibir a viabilidade celular de maneira dependente de
concentracdo; leucemia (linhagem U937), com ICso = ~200,34 uM; tumor cerebral (linhagem
PC12), com efeito na dose de 20 uM; e cancer esofagico (linhagem EC-109), em que a vitexina
exibiu inibi¢cdo do crescimento tumoral dependente da dose e do tempo entre 5,0 e 80,0 uM
(MIAO et al., 2016).

Vitexina também apresentou efeitos antiobesidade, onde foi capaz de reduzir o acimulo
de goticulas de lipidios, inibiu o acimulo de triglicerideos (KIM et al., 2010). Em ratos

hiperlipidémicos induzidos por dieta rica em gordura, o efeito hipocolesterolémico do extrato
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de Ficus carica tunisiano enriquecido com vitexina foi comprovado (BELGUITH-HADRICHE
etal., 2016).

Sobre os efeitos entidiabéticos de vitexina administrada por via oral, esta reduziu
significativamente a glicose sanguinea pds-prandial tanto em camundongos normoglicémicos
quanto em ratos diabéticos induzidos por sacarose, 0 que demonstra um papel potencial na
sindrome metabdlica. A a-glucosidase € uma enzima chave na digestéo de carboidratos e muitos
estudos demonstram o efeito significativo inibitorio de vitexina ndo somente sobre esta enzima,
mas também sobre a a-amilase (CHEN et al., 2013; CHOO et al., 2012).

O efeito antimicrobiano também j& foi reportado para este fitoquimico, principalmente
por conseguir inibir bactérias gram-negativas, como Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, apresentando, inclusive, potencial antibiofilme contra Pseudomonas
aeruginosa (BASILE et al., 1999; DAS et al., 2016).

Em relacdo a toxicidade em células normais, vitexina ndo apresenta citotoxicidade (1Cso
> 200 pg/mL) in vitro (ROSA et al., 2016). Estudos in vivo com o extrato das folhas de Ficus
deltoidea, que contém altos niveis de vitexina e isovitexina, ndo apresentaram toxicidade aguda
e subcronica significativa, tampouco genotoxicidade (FARSI et al., 2013).

Sobre sua biodisponibilidade, vitexina ¢ pouco absorvida no trato gastrointestinal —
certamente por conta da baixa solubilidade — é rapidamente removida do sangue e sua
biodisponibilidade oral absoluta é muito baixa. A molécula é provavelmente desglicosilada em
reacOes de fase | e é convertida em &cido 3-(4-hidroxifenil) propi6nico nas etapas finais da
biotransformacdo. E rapida e amplamente distribuida nos tecidos, sendo excretada
principalmente pelos rins e pela bile (NINFALI et al., 2017; XUE et al., 2014).

A baixa solubilidade aquosa e baixa biodisponibilidade tem limitado a aplicagdo clinica
deste flavonoide t&o rico em atividades farmacoldgicas. Entretanto, a preparacéo de sistemas
de drug delivery (DDS) tem ajudado a melhorar a solubilidade e a estabilidade de muitas
moléculas sintéticas e naturais (GU et al., 2017; LIMA et al., 2011; MOHANTY; DAS;
SAHOO, 2012).

Recentemente, as nanoparticulas de vitexina aumentaram sua taxa de dissolucéo,
mesmo a molécula sem tratamento tendo baixa solubilidade aquosa. As nanoparticulas de
vitexina foram preparadas combinando as abordagens de precipitacdo antissolvente (ASP) e
homogeneizacao de alta pressdo (HPH) seguida de liofilizagcdo. Os autores constataram que a
taxa de dissolucdo das nanoparticulas de vitexina foi significativamente maior do que a do
flavonoide sem processamento. Nos primeiros 5 min do teste de dissolucdo ja era possivel

observar grande diferenga entre solubilizagdo da vitexina nanoparticulada (93,94%
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solubilizada) e a vitexina sem tratamento (16,85% solubilizada) (GU et al., 2017). A taxa de
dissolucéo acelerada das nanoparticulas de vitexina pode ser explicada principalmente pela
reducdo do tamanho da particula, resultando em um aumento significativo na area de superficie
especifica (KESISOGLOU; PANMALI; WU, 2007).

Atualmente, as novas tecnologias de produgdo de excipientes sdo realizadas para
melhorar a liberagdo, dissolucdo e absorcdo de drogas de baixa solubilidade. A tecnologia
farmacéutica moderna também requer a verificacdo do estado fisico do excipiente, que € tdo
importante tanto na fase de fabricacdo como no controle da libertacdo do principio ativo, com
0 objetivo de melhorar a biodisponibilidade e, por conseguinte, a eficécia e tolerabilidade do
farmaco (GARCIA-ARIETA, 2014). Como exemplos dessas tecnologias destacam-se: pro-
farmacos, lipossomas, biopolimeros, nanoparticulas, ciclodextrinas e, mais recentemente, as
redes metalorganicas ou redes de coordenacdo organometalicas, do inglés Metal Organic
Frameworks (MOFs) (FURUKAWA et al., 2013).

2.3 Redes Organometalicas de Coordenacao (MOFs)

Nas ultimas décadas houve um crescimento explosivo na preparacdo, caracterizacéo e
estudo das redes organometélicas de coordenacdo (MOFs). A IUPAC define que uma unidade
de coordenacdo corresponde a uma molécula idnica ou neutra, composta por um atomo central,
geralmente um metal, ao qual esta ligada uma matriz em torno de &tomos ou grupos de atomos,
cada um destes denominados linkers (ligantes). Ou seja, estes materiais sdo construidos
juntando unidades de ligagdo secundaria, contendo metais, com ligantes organicos, através de
ligacOes coordenadas fortes (FURUKAWA et al., 2013).

As MOFs sdo consideradas polimeros porosos de coordenacéo e varios sdo os metais
possiveis de serem utilizados na sintese desses materiais, tais como cobre, ferro, titanio,
molibdénio, niquel, zinco, cobalto, magnésio, manganés, entre outros. A associacdo do linker
com o metal denomina-se “bloco de construgdo” e sdo esses blocos que garantem grande parte
das caracteristicas fisicas e funcionalidades da MOF como a forma, o tamanho dos poros e a
morfologia dos cristais (DOONAN, C. et al., 2017; FURUKAWA et al., 2013; JIAO et al.,
2019). A figura 3 mostra a representagdo esquematica geral de uma MOF com indicacéo de

seus elementos (espacgo do poro, nodos dos metais, ligantes organicos e seus grupos funcionais).



27

Figura 3. Representacdo esquematica de uma MOF.
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Fonte: Jiao e colaboradores (2019).
2.3.1 Métodos de obtencdo e principais aplicacdes das MOFs

As MOFs podem ser sintetizadas de diferentes formas, como explana Safaei e
colaboradores (2019) em sua revisdo. Uma das formas de sintetizar MOF ¢é pelo método de
difusdo, que se subdivide em difusdo liquida por solvente onde os reagentes sao separados por
uma camada de solvente imiscivel, e difusdo por barreiras fisicas de mergulho (SAFAEI et al.,
2019).

Outro método bastante comum para sintese de MOF ¢ o hidro(solvo)térmico. A partir
desta metodologia, as MOFs sdo sintetizadas a partir dos seus precursores sollveis. Esta técnica
foi usada inicialmente para sintese de ze6litos e, posteriormente, adaptada para obtencao de
materiais MOFs (SHI et al., 2004). Esses fascinantes materiais podem ser sintetizados, também,
por métodos usando micro-ondas, no entanto, sem muito sucesso e regularidade para producao
de MOFs cristalinas. Entretanto, é considerado um método essencial para sintese em alta
velocidade (poucas horas) e com excelente controle do tamanho das particulas (NI; MASEL,
2006).

As técnicas mais utilizadas para producdo de MOFs em escala industrial sdo, sem
duvida, a partir de métodos eletroquimicos. Alguns dos beneficios deste método incluem evitar
anions, como nitratos de sais de metal, temperaturas de reacdo mais baixas e sintese
extremamente rapida em comparagdo com a sintese solvotérmica. Os métodos eletroquimicos
permitem criacdo de mais pardmetros para ajuste fino devido ao ajuste simples da voltagem ou

a imposicéo de sinais particulares, como os pulsos (MUELLER et al., 2006).



28

Métodos mecanoquimicos também podem ser empregados na sintese de MOFs. Uma
transformacdo quimica é precedida pela quebra mecéanica das liga¢des intramoleculares na
sintese mecanoquimica e existem varias razfes para se interessar pela sintese de MOF que €
ativada mecanicamente, como as questdes ambientais, pois ha possibilidade da nédo utilizacdo
de solventes organicos nos processos sintéticos (KAUPP, 2009).

Por fim, dentre os métodos utilizados na sintese de MOFs, o método sonoquimico
também é utilizado. A sonoquimica esta relacionada a quimica que ocorre com 0 uso de
ultrassom de alta energia em uma mistura de reacdo. Na ciéncia das MOFs, o objetivo principal
da sintese sonoquimica é projetar um método que seja rapido, ecolégico, eficiente em energia,
facil de usar e que possa ser aplicado a temperatura ambiente. H& um interesse especial por
parte da industria nesse método de preparacdo de MOFs devido a possibilidade do processo
ocorrer de forma rapida (BANG; SUSLICK, 2010).

As MOFs podem ter tamanhos de poros que variam de micro porosos a macro porosos.
Essa caracteristica fez com que esses materiais tivessem a capacidade de acomodar diversos
tipos de substancias, tais como nanoparticulas, complexos metalicos, corantes organicos,
polioxometalatos, polimeros e pequenas enzimas. Outro fato que muito corrobora para a
versatilidade de seu uso em diversas areas € a grande area de superficie das MOFs, a qual pode
variar de 1000 a 10.000 m?/g (JIAO et al., 2019).

Além disso, as MOFs apresentam algumas caracteristicas que dependem, basicamente,
dos seus blocos de construcdo. Essas caracteristicas determinam em grande parte as
propriedades de uma MOF, tais como cristalinidade bem definida, elevada estabilidade térmica
e quimica, e biodegradabilidade intrinseca. Esta Gltima caracteristica é muito requerida quando
a MOF sera destinada ao carreamento de moléculas terapéuticas (FANG et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2012).

Estes materiais possuem as mais variadas funcionalidades e com aplicacdes em diversas
areas, tais como: adsor¢do de substdncias, membranas de troca, catalise, separagdo e
armazenamento de gases, e, mais recentemente, como componentes de Drug Delivery System
(DDS), também conhecidos como sistemas de liberacdo de farmaco (FURUKAWA et al.,
2013).

As MOFs sdo amplamente estudadas e empregadas como adsorventes em solucfes
aquosas de uma gama enorme de compostos, dos quais pode-se citar: compostos bioldgicos
como norepinefrina, epinefrina e dopamina (HE; YU; LI, 2018); antibiéticos como
oxitetraciclina, tetraciclina e ciprofloxacino (LI et al., 2019); e compostos provenientes de
poluicéo toxica (SUN et al., 2019).
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Uma outra grande aplicacdo das MOFs reside do fato de serem bons adsorventes de
gases e vapores. Atualmente, atencdo especial tem sido dada & eliminacdo de poluentes
ambientais por um grande numero de pesquisadores devido a importancia crucial das questes
ambientais. Um dos fendbmenos mais envolvidos nas mudangas climaticas globais,
principalmente nas Gltimas décadas, é a emissdo de gases de efeito estufa (GEF), sérios vilbes
responsaveis pelo aumento da temperatura do planeta terra (SAFAEI et al., 2019). Como
exemplo, pode-se citar o trabalho de Yang e colaboradores (2018), que projetaram e criaram
um novo material (denominado ZU-66), que foi capaz de separar seletivamente gas carbénico
em misturas de CO2 com CHs e CO2 com N2 (YANG et al., 2019). Resultados semelhantes
foram conseguidos a partir da utilizagdo da MOF MIL-101 para o &cido sulfidrico (H2S)
(ALIVAND et al., 2019).

Mais uma aplicacdo bastante notavel das MOFs é a possibilidade de utilizagdo em
catalise. Um método normal para aumentar a estabilidade das substancias, bem como sua
atividade catalitica, é incorporar as nanoparticulas cataliticamente ativas, mas instaveis, dentro
dos poros MOFs (CHOI; OH, 2019).

MOFs podem ser Uteis em diversos tipos de catalise, tais como: fotocatalise, como
descrito para producdo de gas hidrogénio (H2) usando a MOF MIL-125 (BIBI et al., 2019);
eletrocatalise (CAO et al., 2019; ZHU et al., 2019) e biocatélise (BAEK et al., 2018; HE et al.,
2019).

Devido a sua capacidade de deteccdo rapida, econdémica e sensivel, uma atencdo
significativa tem sido dada aos materiais MOFs aplicados como sensores. Existe possibilidade
de aplicagdo de MOFs como sensores do tipo eletroquimico (ZHANG et al.,, 2019),
fotoeletroquimico (QU; YAN, 2019) e ainda como biosensor (ZHANG et al., 2018).

MOFs também podem ser utilizados para armazenamento de carga eletroquimica, como
baterias (CHU et al., 2019), supercapacitores (LI et al., 2018) e células de combustivel
(BUNZEN et al., 2019).

As notaveis propriedades intrinsecas das nanoMOFs permitem possiveis aplicacfes
como veiculos de entrega de agentes terapéuticos e gases bioativos. Dessa forma, MOFs tem,
ainda, a possibilidade de serem utilizadas como carreadores de farmacos em sistemas de drug
delivery (PARK et al., 2017).

Horcajada e colaboradores (2006) utilizaram os Materiais do Instituto Lavoisier (MIL)
como linkers, juntamente com o cromo como metal e obtiveram as MOFs MIL-100 e MIL-101.
Este trabalho mostrou, pela primeira vez, que as MOFs tinham potencial de utilizagdo na

entrega de farmacos, tendo o ibuprofeno como droga teste. Os experimentos comprovaram a
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liberacdo prolongada do ibuprofeno para ambas as MOFs, onde a MIL-100 liberou 100% do
farmaco adsorvido em 3 dias, e a MIL-101 em 6 dias (HORCAJADA et al., 2006).

Muitos sdo os exemplos semelhantes ao anteriormente citado pelo fato de a pesquisa
com sistemas de liberacdo de farmacos ser hoje um campo em ascensdo. Com o objetivo de
melhorar a entrega, solubilidade e liberagdo meticulosa do medicamento em um local preciso,
Javanbakht e colaboradores (2019) projetaram um composto de éxido de grafeno (GO) com
biopolimero de carboximetilcelulose (CMC) e estrutura organometalica a base de zinco (MOF-
5). Doxorrubicina, um farmaco antineoplasico, foi incorporado a estrutura sintetizada e teve sua
taxa de carregamento e sua liberacdo determinados. O sistema DOX@CMC/MOF-5/GO exibiu
citotoxicidade para células neoplasicas acima dos valores para doxorrubicina isolada
(JAVANBAKHT; POORESMAEIL; NAMAZI, 2019).

Além da proposta de melhorar a biodisponibilidade de moléculas utilizadas nos
tratamentos de diversas doengas, esses sistemas de drug delivery tém como principal objetivo
o de diminuir efeitos toxicos de farmacos ja utilizados, principalmente por reduzir o efeito burst
de liberacdo (efeito de liberacdo inicial) e, com isso, melhorar a qualidade de vida das pessoas
gue necessitam desses tratamentos (CUNHA, 2009). Ao longo dos ultimos anos varias MOFs
vem sendo investigadas para aplicagcBes na incorporacdo e liberacdo de diversos farmacos,
visando obter transportadores que apresentem pouca toxicidade no organismo e boa
biocompatibilidade (FANG et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012).

2.3.2 Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8)

Redes de imidazolato zeolitico, do inglés Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF), séo
materiais cristalinos com poros bem ordenados e definidos, que possuem alta area superficial,
capacidades de adsorcdo especificas e frequentemente exibem alta estabilidade térmica,
hidrotérmica e quimica (SAHIN; TOPUZ; KALIPCILAR, 2018). Sua excepcional estabilidade
térmica permite inimeras aplicacdes para estes Compostos.

ZIFs exibem uma estrutura cristalina porosa com atomos de metal ligados através de
atomos de N por imidazolato ditépico. O angulo de ligagdo Metal-Imidazolato-Metal é de 145°,
coincidindo com o angulo Si-O-Si comumente encontrado nos zeolitos. Os ions metalicos que
sdo comumente usados para a sintese de ZIF sdo Zn?* e Co?*, no entanto existem muitos tipos
de ligantes do tipo imidazol, tais como o préprio imidazol (IM), 1-metilimidazol (mIM), 1-

etilimidazol (elM), 2-nitroimidazol (nIM) e 2-metilimidazol (2-MelM), ambos adequados para
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sintese de ZIFs (BANERJEE et al., 2009; NORDIN et al., 2014). A figura 4 mostra a estrutura
quimica dos imidazolatos mais usados para a construcao de ZIFs.

Figura 4. Estrutura quimica de imidazolatos.
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Legenda: 1) imidazol; 2) 1-metilimidazol; 3) 1-etilimidazol; 4) 2-metilimidazol; 5) 2-
nitroimidazol.

Fonte: autoria propria.

As ZIFs podem ser sintetizadas usando diferentes rotas, como o processo solvotérmico,
0 processo solvotérmico assistido por micro-ondas e a sintese aquosa a temperatura ambiente,
sendo o método solvotérmico o mais utilizado (BANERJEE et al., 2009; HAYASHI et al.,
2007).

Recentes estudos no campo de ciéncias de materiais demonstram que as ZIFs possuem
muitas vantagens em relacdo a outras MOFs. Nesse contexto, destaca-se a ZIF-8, que possui
uma estrutura estabilizada devido as pontes realizadas entre o 2-metilimidazol e o zinco
tetraédrico. Considerando-se que o zinco é o segundo metal mais abundante no organismo
humano e o grupo imidazol é encontrado no aminoacido histidina esta, provavelmente, é uma
das explicacGes para a boa biocompatibiliade da ZIF-8 (ZHUANG et al., 2014).

Park e colaboradores (2006) foram os primeiros pesquisadores a sintetizar ZIF-8,
juntamente com mais 11 diferentes ZIFs a base de zinco e cobalto, a partir da copolimerizacéo
do metal com o imidazolato. Neste estudo foi demonstrada a alta area superficial, alta
estabilidade térmica (até 550° C), bem como notavel resisténcia a dgua alcalina fervente e a
solventes organicos. O didmetro dos seus poros foi determinado (1,16 nm), bem como o volume
do poro (0,663 cm?/g) e a area de superficie (1,947 m?/g) (PARK et al., 2006). Entretanto, os
seus poros podem ser de dificil acesso para moléculas grandes, pois a entrada ocorre por uma
espécie de “janela”, que sdo os seus espacos interarticulares, de tamanho médio 3,4 a. Este fato
pode dificultar o carreamento de moléculas de maior massa molecular (PHAN et al., 2010). A

figura 5 mostra uma representacdo da ZIF-8.
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Figura 5. Representacdo esquematica da ZIF-8.

Fonte: adaptado de Park e colaboradores (2006).

Partindo dessa perspectiva, as propriedades fisicas da ZIF-8 tém sido exploradas para
aplicacdes como catalise, adsor¢do de gases e em técnicas de deteccdo (MIRALDA et al.,
2012). As dimensoes de seus poros (tamanho manométrico), bem como o comportamento de
dissolucgdo responsivo ao pH motivaram a investigacao dessa MOF para aplicacdes biomédicas,
especialmente para entrega de farmacos para o tratamento de diversos tipos de cancer. Diversos
grupos de pesquisa demonstraram com sucesso a alta capacidade de carga da ZIF-8, ndo s com
moléculas pequenas, mas com biomoléculas também, dentro da estrutura molecular da rede
organometalica (KUMAR et al., 2016; ZHENG et al., 2015).

Como exemplo da utilizacdo da ZIF-8 como carreador eficiente de farmaco, pode-se
citar o trabalho de Cheng e colaboradores (2019), que na tentativa de reduzir ou controlar
melhor os efeitos toxicos da doxorrubicina (DOX), um farmaco antineoplasico utilizado no
tratamento de carcinoma hepatocelular, produziram um sistema de liberacéo a base de Fe3Os-
ZIF-8 para a entrega do farmaco. A liberacdo do farmaco a partir do sistema foi avaliada em
tampdo fosfato (pH 7,4) e o efeito citotoxico do sistema DOX@Fe304-ZIF-8 foi avaliado em
linhagem MHCC97H de hepatocarcinoma, constatado por citometria de fluxo e microscopia
confocal.

A curva de liberagdo cumulativa de DOX mostrou um padrdo de liberagédo lenta e
sustentada ao longo do tempo, com liberagcdo em torno de 80% em 50 h de experimento. Os
resultados do ensaio de citotoxicidade mostraram que a MOF isolada (Fe3Os-ZIF-8) néo foi
toxica para as células MHCC97H, mas o sistema DOX@Fe3z04-ZIF-8 apresentou efeito inibidor
efetivo na viabilidade celular. Em conclusdo, com base na capacidade ndo toxica e de alta carga
de farmaco no sistema, DOX@Fe3z0s-ZIF-8 (0,6 a 9,6 ng/mL) apresentou efeitos aumentados
nas células cancerosas em comparacdo com a DOX livre, indicando seu potencial para a

quimioterapia do hepatocarcinoma (CHENG et al., 2019).
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ZIF-8 também foi utilizada para a veiculacdo e entrega de 6-mercaptopurina (6-MP),
um farmaco antineoplésico utilizado em casos de leucemia, de acordo com o trabalho de Kaur
e colaboradores (2017). A ZIF-8 foi sintetizada em temperatura ambiente e em meio aquoso,
juntamente com a 6-MP, a qual foi incorporada por metodologia in situ durante a sintese da
MOF. O estudo de liberagdo revelou que 6-MP ¢é liberada mais rapidamente em pH 5,0, com
concentragdo de aproximadamente 1400 pg/mL em 8 dias, do que em pH 7,4, com concentragao
de aproximadamente 1000 ug/mL no mesmo periodo de estudo. Os autores associaram a
liberacdo mais rapida em pH mais baixo devido a decomposicdo da estrutura da ZIF-8, que
naturalmente ocorre em meios mais &cidos. Os autores afirmam o potencial da ZIF-8 para ser
usada como um carreador para entrega controlada de 6-MP contra células cancerosas (KAUR
etal., 2017).

Saindo da cancerologia e entrando na microbiologia, ZIF-8 também foi investigada
como carreador para nanoparticulas de prata e teve seu efeito antimicrobiano analisado por
Zhang e colaboradores (2019). O desenvolvimento de nanomateriais antimicrobianos € uma das
estratégias mais atraentes para a eliminacao de um dos principais agentes ameacadores da saude
publica. Neste trabalho, desenvolveu-se um método simples de reducdo e impregnacéo de ZIF-
8 com prata, gerando o sistema Ag/H-ZIF-8. O sistema teve sua atividade antimicrobiana
investigada contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli pelo método de
microdiluicdo em caldo. Sua biocompatibilidade foi analisada por teste de citotoxicidade em
células hepaticas epiteliais. O nanocomposito Ag/H-ZIF-8 resultante mostrou atividade
antibacteriana significativamente aumentadas em comparagdo com as nanoparticulas de ZIF-8
ou Ag individuais. Além disso, 0 composto € biocompativel, porque nenhuma toxicidade foi
observada em células epiteliais hepaticas. Este estudo oferece uma nova abordagem sob a 6tica
de nanomateriais antimicrobianos hibridos e possui grande potencial de utilizacdo na pratica
(ZHANG et al., 2019).

A biocompatibilidade é um dos principais requisitos de um material a ser considerado
para aplicaces biomédicas (WIEGAND; HIPLER, 2008). A biocompatibilidade pode ser
definida como a capacidade de um material para realizar sua funcionalidade programada (por
exemplo, administragdo de drogas dentro do corpo humano) sem afetar adversamente o tecido
circundante ou alterar a homeostase (WILLIAMS, 2008). O aspecto principal associado a
biocompatibilidade é a natureza da interagdo entre o material e as células humanas e seus efeitos
resultantes. Varias caracteristicas de entidades inorganicas e biol6gicas precisam ser

cuidadosamente consideradas, por exemplo, propriedades da sua superficie, hidrofobicidade,
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adicdo/dessorcdo de proteinas, fagocitose, entre outras (YOSHIOKA; HIGASHISAKA,
TSUTSUMI, 2016).

Observando bem essa oOtica da compatibilidade biologica de novos materiais, Hoop e
colaboradores (2018), tendo em vista o fato da ZIF-8 ser uma MOF com grandes possibilidades
de aplicacBes na area biomédica, investigaram a sua biocompatibilidade. Para isso, seis
linhagens celulares (rim, pele, mama, sangue, 0ssos e tecido conectivo) foram utilizadas e a
ZIF-8 foi testada em concentragdes de 5 a 100 pg/mL.

Os resultados revelam que o limite da auséncia de toxicidade relativa da ZIF-8 é de 30
pug/mL, sugerindo que essa concentracdo ¢ o limiar da toxicidade. Sendo assim os autores
indicam que esta MOF é biocompativel em concentracBes inferiores a 30 pug/mL. A sua
toxicidade em doses acima deste limiar esta associada a liberagcdo dos ions zinco que causam
danos mitocondriais e geracdo de espécies reativas de oxigénio. Este efeito adverso €
responsavel pela parada do ciclo celular na fase G2/M devido a danos irreversiveis ao DNA,
em ultima anélise, iniciando as vias de apoptose celular. O estudo estabelece uma compreensao
clara da interacdo de ZIF-8 e seus constituintes com varias linhagens celulares e destaca 0s
importantes fatores de biocompatibilidade que devem ser considerados para futuros testes in
vivo (HOORP et al., 2018).

2.4 Técnicas de caracterizacdo de insumos farmacéuticos

A andlise e a caracterizacdo de materiais permitem a selecdo adequada dos componentes
de uma possivel formulacdo com finalidade terapéutica. Cada molécula possui suas
caracteristicas fisico-quimicas, as quais devem ser estudadas para que se possa prever o
comportamento desta quando reunida a outras substancias em uma formulacéo. Sdo exemplos
de caracteristicas fisico-quimicas passiveis de andlise no momento dos estudos de pré-
formulacdo: ponto de fusdo, densidade, solubilidade, velocidade de dissolugéo, cristalinidade,
aspecto, estabilidade térmica, estrutura molecular, dentre outras (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2013; MAXIMIANO et al., 2010).

A partir da caracterizagdo fisico-quimica, é possivel obter informagdes que auxiliam no
momento do desenvolvimento farmacotécnico de uma formulagdo. As propriedades fisico-
quimicas dos farmacos (ou candidatos a farmacos) podem afetar diversos aspectos em uma
formulacdo, tais como a biodisponibilidade, a velocidade de dissolucdo e a estabilidade
(MAXIMIANO et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Muitas vezes é possivel estabelecer a compatibilidade de insumos farmacéuticos ativos
e inativos a partir de testes de caracterizagcdo, como as anélises térmicas realizadas por
termogravimetria e calorimetria exploratdria diferencial, além de nos dar informaces sobre a
pureza do composto e seu ponto de fusdo, caso seja um solido. A ressonancia magnética nuclear,
a partir de sinais observados em espectros de hidrogénio e carbono, nos direciona por caminhos
para que se consiga determinar a estrutura quimica da molécula. A espectrometria de massas,
através de um espectro obtido experimentalmente, nos informa a massa do composto, algumas
vezes com alta precisdo. J& a espectroscopia de infravermelho nos da informaces acerca dos
grupos funcionais existentes na molécula e a difratometria por raios-X nos informa sobre a
cristalinidade do composto em estudo. Essas sdo algumas técnicas de caracterizacao
amplamente utilizadas para farmacos e candidatos a farmacos (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2013; MORAES et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

2.4.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

Quase todos os compostos que tenham ligagOes covalentes, sejam organicos ou
inorganicos, absorvem vérias frequéncias da radiacdo eletromagnética na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético. Essa regido envolve comprimentos de onda
maiores do que aqueles associados a luz visivel, que vao de aproximadamente 400 a 800 nm.
Na quimica, interessa-nos a regido vibracional do infravermelho, que inclui radiacdo com
comprimentos de onda (L) entre 2,5 pum e 25 um. No entanto, a maior parte dos quimicos e, por
consequéncia, de referéncias, refere-se a radiacdo na regido do infravermelho vibracional do
espectro eletromagnético em termos de uma unidade chamada nimero de onda, ao invés de
comprimento de onda, sendo expressdes em centimetros reciprocos (cm™), que vai de 4000 a
400 (PAVIA et al., 2010).

De uma maneira resumida, o que se mede nesta analise € a fracdo da energia transmitida
em relacdo a incidente em determinado numero de onda. O principio da técnica baseia-se na
interacdo da radiacdo eletromagnética com o material que esta sendo analisado. Quando a luz
de uma fonte de infravermelho incide sobre uma substancia, o campo elétrico oscilante
associado interage com ligacdes quimicas, fazendo que elas absorvam energia em frequéncias
ressonantes, o que resulta em vibracGes. Essas vibracOes se manifestam de diversas formas,
sendo caracteristicas de cada grupo funcional (BUREAU; COZZOLINO; CLARK, 2019).

Diversos estudos revelam que esta é considerada uma boa técnica para verificar mudancas na
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estrutura quimica de substancias, uma vez que cada grupo funcional transmite a energia em um
namero de onda especifico (EVORA et al., 2002).

Os tipos mais simples, ou modos, de movimento vibracional em uma molécula, que sdo
ativos no infravermelho e que d&o origem a absor¢des, sdo os modos dobramento e estiramento.
O estiramento ¢ o movimento de “alongamento ¢ encurtamento” da ligagdo quimica. Ja 0
dobramento, é o movimento de abertura e fechamento da angulag&o entre as ligagdes. A figura
6 mostra uma representacdo de como essas vibracdes ocorrem na molécula (BUREAU;
COZZOLINO; CLARK, 2019; PAVIA et al., 2010).

Figura 6. Exemplo de dobramento e estiramento.

O
C H 7\
) A H H
\ . 4
Estiramento Dobramento

Fonte: Adaptado de Paiva e colaboradores (2010).

Para extrair informacdes estruturais do espectro de infravermelho, é necessario que o
analista esteja familiarizado com as frequéncias que os varios grupos funcionais absorvem.
Pode-se consultar tabelas de correlacdo no infravermelho que oferecem o méximo de
informacdo conhecida sobre onde os varios grupos funcionais absorvem (SILVERSTEIN et al.,
2019).

2.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN é um método espectroscopico ainda mais importante para 0 quimico organico
do que a espectroscopia no infravermelho, no que diz respeito a elucidagdo estrutural do
composto. Varios nucleos podem ser estudados pelas técnicas de RMN, mas os mais
comumente disponiveis sdo hidrogénio (*H) e carbono (**C) (PAVIA et al., 2015).

Enquanto o FT-IR revela os tipos de grupos funcionais presentes na molécula, a RMN
oferece informac@es sobre 0 nimero de &tomos magneticamente distintos do is6topo estudado.

Por exemplo, quando se estudam os nucleos de hidrogénio (protons), € possivel determinar o
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namero de cada um dos diferentes tipos de prétons ndo equivalentes, assim como obter
informacgOes a respeito da natureza do ambiente imediato de cada tipo. E possivel obter
informacdes semelhantes a respeito dos nucleos de carbono também (SILVERSTEIN et al.,
2019).

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre quando dois ndcleos alinhados
com um campo aplicado sdo induzidos a absorver energia e a mudar a orientagdo de spin em
relacdo ao campo aplicado. A absorcdo de energia € um processo quantizado, e a energia
absorvida deve ser igual a diferenca de energia entre os dois estados envolvidos. Quanto mais
forte for o campo magnético aplicado, maior sera a diferenca de energia entre os estados de spin
possiveis (KAISER, 2000).

Os parametros tradicionalmente medidos com a finalidade de determinacdo estrutural
sdo: o deslocamento quimico (8), que informa sobre 0 ambiente eletrénico em que os nucleos
se encontram; e a constante de acoplamento escalar (J), que fornece informac6es geométricas.
Quando estas informagdes, obtidas em experimentos unidimensionais, ndo sdo suficientes para
elucidar a estrutura, recorre-se a experimentos bidimensionais homo e heteronucleares, que
permitem obter a conectividade entre os nucleos e que fornecem informacdes espaciais da
molécula. Este conjunto de dados, em muitos casos, permite a determinacdo da estrutura
tridimensional do composto em estudo (BRETON; REYNOLDS, 2013; KWAN; HUANG,
2008).

Assim como existem tabelas que podem ser consultadas para verificar os padrbes de
absorcdes no FT-IR, também existem tabelas de deslocamentos quimicos para H e 3C, em
escala expressa em ppm (PAVIA et al., 2015).

2.4.3 Analises térmicas: termogravimetria (TG), andlise térmica diferencial (DTA) e

calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As técnicas de TG, DTA e DSC sdo imprescindiveis para que seja realizada a
caracterizagdo térmica de qualquer insumo farmacéutico, seja ativo ou ndo. Essas técnicas
termoanaliticas apresentam inimeras vantagens nos estudos de interagdo entre principio ativo
e excipientes, estudo da cinética de degradacéo e estabilidade de formas farmacéuticas, entre
outras aplicacBes. Embora nédo substituam os testes de estabilidade convencionais, as técnicas
termoanaliticas mostram-se extremamente Uteis em estudos de estabilidade, possibilitando a
escolha das formulagBes mais estaveis com extrema rapidez, fator desejavel especialmente para
a industria farmacéutica (BAZZO; SILVA, 2005).
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As técnicas termoanaliticas apresentam grandes possibilidades de usos e sdo adotadas
em analises de diversas areas de conhecimento. Uma das vantagens é o fato de estarem
disponiveis em instrumentos controlados por microprocessadores, capazes de fornecer
informacdes quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma precisa e em um tempo
relativamente curto (OCHOCKA; WESOLOWSKI; LAMPARCZYK, 1990; WESOLOWSKI;
ERECINSKA, 1998).

A partir das técnicas termoanaliticas podem ser obtidas informacgdes importantes de
interesse farmacéutico, como a pureza do composto, grau de hidratacdo, informacGes de
compatibilidades, termoestabilidade, cinética de decomposicéo e identidade (GIL, 2010).

Na analise termogravimétrica (TGA), também conhecida como termogravimetria, a
amostra é posta em uma termobalanca e submetida a uma atmosfera controlada, onde verifica-
se a variacdo da massa de uma amostra, resultante de uma transformacéo fisica (sublimagcéo,
evaporacao, condensacdo) ou quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) em funcéo do
tempo ou da temperatura. Esta anélise informa dados como a temperatura onde se inicia a
degradacdo do material e onde termina, sendo um dado essencial no controle de processos
industriais e que revela informagfes sobre a estabilidade térmica da substancia (CONI;
PODESTA; CATONE, 2004).

Na DTA avalia-se a variacdo de temperatura de uma amostra perante um padréo
referente inerte (estanho ou indio metalico). As variacdes de temperatura correspondem a
processos exotérmicos (reacGes de decomposicdo) ou endotérmicos (transicdo de estados
fisicos). As curvas DTA apresentam registros de AT em fungdo da temperatura (T) ou do tempo
(). Os picos endotérmicos sdo descendentes e 0s exotérmicos sdo ascendentes, e as areas sob
0s picos representam a magnitude das energias envolvidas nas reacdes quimicas e processos
fisicos (GIL, 2010).

Na técnica DSC nao se mede a diferenca de temperatura, mas sim a diferenca de energia
que é fornecida ao composto em analise em comparacdo a um padrdo inerte. Nas curvas de
DSC é possivel observar fendmenos quimicos (quimiossorcdo, dessolvatacdo, desidratacéo,
decomposigdo, degradacdo oxidativa, reacdes de estado sélido, polimerizagdo, reacOes
cataliticas, entre outras) e fendbmenos fisicos (transigdo vitrea, fusdo, ebuli¢do, sublimagcéo,
adsorcéo, dessorcao, transicéo cristal liquida, transicéo cristalina e capacidade calorifica) (GIL,
2010; MOTHE, 2009).

2.4.4 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
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A microscopia eletronica de varredura € utilizada em varias areas do conhecimento,
incluindo as ciéncias farmacéuticas e dos materiais. O uso desta técnica vem se tornando mais
frequente por fornecer informacdes com grande riqueza de detalhes, apresentando aumentos
que podem chegar até 300.000 vezes. A imagem eletronica de varredura é formada pela
incidéncia de um feixe de elétrons no material a ser analisado, sob condi¢bes de vacuo. A
metalizagdo do material com ouro atdmico se faz necesséria antes da analise propriamente dita,
para facilitar a passagem dos elétrons pelo analito. A interacdo entre a amostra e os elétrons
resulta na emissdo de uma série de radiac6es, que sdo detectadas e utilizadas para a formacéo
das imagens de alta resolucdo para entdo serem fotografadas (STORPIRTIS et al., 2011,
DUARTE et al., 2003).

A imagem obtida por MEV fornece detalhes da superficie do material em analise em
tons de cinza. Os tons mais claros podem representar as faces do analito orientadas para o
detector ou suas bordas, bem como defeitos da metalizacdo. A resolugdo obtida em imagens de
MEYV corresponde ao diametro do feixe de elétrons incidente, o que pode variar de acordo com
as especificaces do equipamento utilizado na analise. Outro condicionante de resolugédo para
a imagem de MEV sdo as condicdes de calibracdo do aparelho, tal como a intensidade da
corrente e condicdes de vacuo (DUARTE et al., 2003).

A principal diferenga entre a MEV e a microscopia optica é o fato desta ultima usar a luz
para geracdo das imagens. Diversas sdo as vantagens da MEV em relagdo a microscopia Optica, mas
a principal delas é a resolucdo das imagens obtidas, bem como o maior aumento, levando em
consideragdo que um microscopio Optico comum trabalha com aumento de até mil vezes,
somente (SOARES-SOBRINHO, 2009).

2.4.5 Difratometria de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios X é uma das principais técnicas de caracterizacdo estrutural de
materiais cristalinos, onde além de muito eficiente é também uma técnica ndo destrutiva. A
difracdo ocorre quando a luz é espalhada por uma matriz periédica com ordem de longo alcance,
produzindo interferéncia construtiva em angulos especificos. Os a&tomos em um cristal séo
periodicamente dispostos, portanto, difratam a luz. O comprimento de onda do raio-X é
semelhante a distancia entre os atomos. As técnicas de difracdo de raios-X em po usam esse
principio para elucidar a natureza cristalina dos materiais. O espalhamento dos raios-X dos
atomos produz um padrdo de difracdo que contém informacgdes sobre o arranjo atbmico no

cristal. Materiais amorfos como o vidro ndo tém matriz periédica com ordem de longo alcance,
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portanto; eles ndo produzem nenhum pico significativo no padrdo de difracdo (CHAUHAN,
2014).

Quando o raio-X cai sobre um cristal, ele difrata em um padrdo caracteristico de sua
estrutura. Na difracdo de raios-X em pd, o padrdo de difracdo é obtido a partir de um p6 do
material, ao invés de um cristal individual. A difracdo de pd é frequentemente mais fécil e
conveniente do que a difracdo de cristal Unico, pois ndo requer cristais individuais. Pode-se
obter informacdes relacionadas ao grau de cristalinidade, analise quantitativa das fases nos
solidos polimdrficos, determinacdo da forma e tamanho do cristalito, e em alguns casos,
determinar pardmetros da célula unitaria, grupo espacial e estrutura molecular. No entanto,
através da DRX de monocristal é possivel determinar a estrutura de moléculas em um cristal,
fornecendo informacgfes fundamentais sobre o sélido polimorfico, como por exemplo, a
demonstracdo de estruturas ndo equivalentes nas redes cristalinas. Um padrdo de difracédo
representa a intensidade em relacdo ao angulo do detector, 20, e o resultado obtido é
denominado difratograma. Os difratbmetros podem ser operados em configuracGes de
transmissao e reflexao, sendo o ultimo o mais comum (BORGHETTI et al., 2012; CHAUHAN,
2014; YU et al., 2003).

Macromoléculas e polimeros podem formar cristais da mesma forma que compostos
inorganicos e minerais. Pelo principio da DRX, muitas analises farmacéuticas podem ser
executadas, sendo esta uma poderosa ferramenta que permite alta precisdo nos resultados

quantitativos e qualitativos de misturas solidas (OREFICE et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar o excipiente tecnologico ZIF-8, isolar e caracterizar vitexina a partir da
espécie Jatropha mutabilis para obtencdo do sistema drug delivery VITEXINA@ZIF-8.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar revisdo de patentes sobre MOFs com aplicagdes terapéuticas e biomédicas;

e Sintetizar o excipiente tecnolégico ZIF-8 sob diferentes condi¢des, bem como realizar a sua
caracterizacgdo fisico-quimica;

e Obter vitexina a partir das folhas da espécie Jatropha mutabilis, bem como realizar a sua
caracterizacgdo fisico-quimica;

e Obter perfis de liberacdo de vitexina em solu¢des com diferentes pH;

e Obter e caracterizar fisico-quimica e farmacologicamente um sistema drug delivery a partir
da vitexina e da ZIF-8 (VIT@ZIF-8).



CAPITULO 1

REDES ORGANOMETALICAS DE COORDENACAO (MOFS) COM
APLICACOES TERAPEUTICAS E BIOMEDICAS: UMA REVISAO DE
PATENTES

Artigo (em anexo) publicado na revista “Expert Opinion on Therapeutic Patents”.



58

RESUMO

Introducéo: Metal Organic Frameworks (MOFs) sdo um novo grupo de materiais nanoporosos
com propriedades fisicas excepcionais, como grandes areas de superficie, grandes volumes de
poros, baixas densidades e poros bem definidos. Esse tipo de material tem sido usado com
frequéncia para aplicagbes biomédicas e terapéuticas, como sistemas de liberagdo de
medicamentos e materiais terandsticos.

Areas cobertas: Nesta revisdo, os autores pesquisaram patentes depositadas nos dltimos 10
anos, encontradas em diferentes bases de dados, relativas a aplicacao terapéutica ou biomédica
de MOFs para utilizacdo em diversos campos da saude. Foi enfatizada a possibilidade de esses
novos materiais tornarem-se novas possibilidades terapéuticas disponiveis para a populacéo.
Opinido do especialista: Os avancos nas pesquisas com MOFs tem crescido nos ultimos 10
anos e com isso emergiram muitas possibilidades de suas aplicacbes em varias areas,
especialmente a biomédica. A possibilidade de utilizacdo desses materiais em sistemas de
liberagdo de farmacos é, sem duvida, a forma mais comum de possibilidade de uso na area da
salude, principalmente devido a facil obtencéo e alta reprodutibilidade, que sao vistos de forma
muito positiva pelo setor de tecnologia do desenvolvimento de medicamentos.
Palavras-chaves: agentes antineoplésicos, tecnologia biomédica, ciéncias dos materiais,

Metal organic frameworks, nanomedicina teranostica.

ABSTRACT

Introduction: Metal Organic Frameworks (MOFs) are a recent group of nano porous materials
with exceptional physical properties, such as large surface areas, high pore volumes, low
densities and well-defined pores. This type of material has been used frequently for biomedical
and therapeutic applications, such as drug delivery systems and theranostic materials.

Areas covered: In this review, the authors searched for patents filed in the last 10 years, found
in different databases, related to the therapeutic or biomedical application of MOFs for use in
different health fields. The possibility of these new materials becoming new therapeutic
possibilities available to the population was emphasized.

Expert opinion: The advances in research with MOFs have grown in the last 10 years and with
that many possibilities for their applications have emerged in several areas, especially
biomedical. The possibility of using these materials in drug delivery systems is the most
common form of possibility of use in the health area, mainly due to easy obtaining and high

reproducibility, which are seen very positively by the drug development technology sector.



59

Keywords: Antineoplastic Agents, Biomedical Technology, Materials Science, Metal Organic

frameworks, Theranostic Nanomedicine.

Highlights:
e O numero de patentes depositadas mostrando invencdes de MOFs com usos terapéuticos e
biomédicos foi observado nos ultimos anos.
e Muitos sistemas MOFs foram relatados como possibilidades para tratamentos anticancer.
o A possibilidade de utilizacdo de sistemas MOFs em terapia fotodindmica e como agentes
terandsticos tem ganhado espago.
o Patentes depositadas relacionando sistemas MOFs para o tratamento da Doenca de Chagas e da

Doenca de Parkinson também foram analisadas.
1 INTRODUCAO

Metal Organic Frameworks (MOFs) sdo conhecidos como polimeros porosos de
coordenacao e suas estruturas sdo formadas por ligantes organicos (linker) juntamente com ions
(ou aglomerados) metalicos como cobre, zinco, ferro, titanio, molibdénio, niquel, magnésio,
manganés, entre tantos outros (figura 1). Os linkers sdo também conhecidos como “blocos de
constru¢do” e fornecem o controle da funcionalidade quimica, da forma, do tamanho dos poros
e da morfologia das particulas das MOFs [1, 2, 3]. Este tipo de material pode ser obtido por
diferentes métodos de sintese tais como, difusdo lenta, hidrotérmica (solvo térmica),

eletroquimica, mecénico quimico, micro-ondas e ultrassom [4, 5, 6].

Figura 1. Estrutura geral das MOFs.

o + ‘ B ——

Metal ions  Organic linkers

Metal-organic frameworks

@ = Cu, Zn, Fe, Ti, Mo, Ni, Mg, Mn, among others.

| = 2-methylimidazole, citric acid, terephthalic acid, among others.

O tipo de ligante e o processo de formacdo da MOF determina em grande parte suas
propriedades, como a cristalinidade, a estabilidade térmica e quimica, e biodegradabilidade

intrinseca [7, 8]. Uma das principais caracteristicas das MOFs é a versatilidade de tamanho dos
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poros, onde podemos encontrar materiais desde de microporosos a macroporosos, bem como
sua grande area superficial (de 1000 a 10.000 m?/g). Estas caracteristicas tém corroborado para
seu uso em diversas areas da ciéncia [3].

O termo MOF foi introduzido pela primeira vez por Yaghi et al. (1999) e desde entdo
pesquisas apontam tanto a grande diversidade de estruturas como suas aplicacdes. Este foi mais
um motivo para que, no ano de 2017, ja tivessem sido sintetizadas e caracterizadas mais de
20.000 tipos de MOFs com as mais diversas aplicabilidades [9, 10]. Uma das areas que detém
as principais e mais pesquisadas aplicacBes das MOFs € a area industrial, dentre elas o
armazenamento e/ou conversao de energia (supercapacitores, baterias de litio, eletrocatélise e
fotocatalise) e separacdo de gases [10].

A biomedicina e as ciéncias farmacéuticas sao outros exemplos de areas com diversas
possibilidades de aplicacbes das MOFs, sendo usadas como biosensores (de DNA e RNA),
compdsitos fluorescentes, compositos de enzimas, agentes de contrastes para obtencdo de
bioimagens ou na aplicacao de sistemas de liberacéo de farmacos (drug delivery systems). Estas
aplicacdes estdo relacionadas ao fato de que as MOFs apresentam boa biodegradabilidade e
compatibilidade com diferentes substancias e materiais, bem como com os sistemas biolégicos
[9, 11, 12].

E notavel a quantidade de trabalhos publicados com as mais diversas possibilidades de
utilizacdo de MOF em varias areas, tanto trabalhos originais como de revisdo, no entanto, nao
se tem, até entdo, uma revisdo de patentes onde sejam mostradas as possibilidades de aplicacédo
de MOFs na terapéutica. Dessa forma, este trabalho traz, pela primeira vez na literatura
cientifica, uma revisdo de patentes relacionando materiais MOFs com suas possibilidades de

usos terapéuticos e biomédicos.

2 MOFS COM APLICACOES TERAPEUTICAS OU BIOMEDICAS

A revisao de patentes aqui apresentada foi conduzida atraves de uma busca em bases de
dados especializadas, tais como Espacenet, PATENTSCOPE, INPI, LATIPAT e Lens, no més
de abril de 2020. A busca incluiu patentes depositadas nos ultimos 10 anos que descreveram
abordagens e invengdes com aplicaces biomédicas e/ou terapéuticas para MOFs. A busca foi
realizada usando diferentes combinagdes das palavras-chaves “MOF”, “therapeutic”, “metal
organic framework” e “drug delivery” no titulo ou resumo. Todas as patentes apresentadas nesta
revisdo foram classificadas como patentes A61K (preparacdes para finalidades médicas,

odontoldgicas ou higiénicas), A61M (dispositivos para introduzir matérias no corpo ou
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deposita-las sobre o mesmo), C09B (corantes organicos ou compostos estreitamente
relacionados a producdo de corantes; mordentes; lacas), CO8G (compostos macromoleculares
obtidos por reagdes outras que ndo envolvendo ligagdes insaturadas carbono-carbono), ou ainda
BO1J (processos quimicos ou fisicos).

A busca primaria nas bases de dados resultou na identificacdo inicial de 864 patentes
que de alguma forma traziam os descritores selecionados no titulo ou resumo. Entretanto, a
maioria delas ndo relacionava direta ou indiretamente o uso de MOF com aplicacdes
terapéuticas ou biomédicas. A partir disso, 0s seguintes critérios de inclusao foram aplicados:
patentes que tratassem em seu resumo e reivindicagdes sobre sintese e/ou aplicacdo de MOFs
na terapéutica ou biomédica; foram selecionados documentos em todos os idiomas 0s quais
houvessem patentes que se encaixassem nos critérios; e por fim foram incluidas as patentes
depositas nos ultimos 10 (dez) anos. As patentes que nao se encaixassem nesses critérios de
inclusdo eram excluidas. Sendo assim, 14 patentes foram selecionadas para andlise, pois
somente estas tratavam do tema abordado nesta pesquisa, como pode ser observado no
fluxograma presente na figura 2. A tabela 1 mostra um resumo das principais informacdes sobre

as patentes apresentadas neste estudo, que serdo discutidas a seguir.

Figura 2. Fluxograma de incluséo das patentes no estudo.

EPO WIPO
(Espacenet) (PATENTSCOPE) IN_PII LEI\7|593 LATIP/IAT
h =36 n =30 n= n= n=
8364
documentos

Exclusao dos repetidos e
---------------- aplicacao dos critérios de
inclusao

14
patentes

Legenda: EPO (European Patent Office), WIPO (World Intellectual Property Organization),
INPI (Institudo Nacional de Propriedade Intelectual), LENS (The LENS), LATIPAT.



Tabela 1. Resumo das patentes encontradas na reviséo.
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MOF Possivel indicacédo/uso Classificacao Inventor Pais Ano de Referéncia
IPC (companhia) depdsito/
publicacdo
NU-1000 Tratamento do cancer AB61K9/51, Cambridge Organizacdo | 2018-2019 | W02019086542
(entrega de iRNA e fator B01J20/22 Enterprise Limited | Mundial da [16]
de liberacdo endossémica) Propriedade
Intelectual
MOF a base de Fe?* e Tratamento do cancer A61K33/26, Bethesda Inc Republica | 2015-2016 | KR20160124398
acido citrico (Fe-cit (atividade contra as A61KA47/48 da Coreia [17]
MOF) linhagens 293T, NIH3T3,
A549, DU145, HepG2 e
T980)
MIL-100 Tratamento do cancer C08G83/00 Xidian University China 2017-2017 | CN107189074
(entrega dos farmacos [18]
paclitaxel e gemcitabina
na mesma estrutura MOF)
MOF a base de Fe*3 e Tratamento do cancer A61K31/07, | American University Estados 2019-2019 | US2019247502
acido 2,6 (entrega do farmaco A61K31/337 of Sharjah Unidos da [19]
naftalenodicarboxilico calceina) América
(Fe-NDC)
ZIF-8, ZIF-67 e Tratamento do cancer A61KA47/34, Shijiazhuang China 2016-2017 | CN106565964
HKUST-1 (entrega do fitoquimico A61K9/127, University [20]
acido elégico: atividade C08G83/00
contra a linhagem
JAWSII)
ZIF-8 Tratamento do cancer A61K39/385, | Penn State Research | Organizagdo | 2019-2019 | W02019227091
(entrega da proteina A61K47/00 Foundation Mundial da [28]
gelonina: atividade contra Propriedade
a linhagem MDA-MB- Intelectual

231)
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ZIF-8 Sonda para terapia A61K41/00, Shanghai National China 2018-2019 | CN109529036
fototérmica e fotodinamica | A61K47/02 Engineering [38]
Research Center For
Nanotechnology Co.,
Ltd
PCN-224 Terapia fotodindmica A61K41/00, National Center for China 2018-2018 | CN108219155
A61P35/00, Nanoscience and [39]
C08G83/00 Technology, China
MOFs a base se Zr e | Material teranostico parao | A61K47/02, Tianjin Medical China 2015-2015 | CN104815340
Al com o acido 2- monitoramento e A61K47/36 University [44]
aminotereftalico tratamento do cancer
MOF a base de Zn*? | Material terandstico parao | A61K31/513, | Shanghai University China 2018-2019 | CN109172587
com imidazol-2- monitoramento e A61K31/704 [45]
carbaldeido tratamento do cancer
ZIF-8 Tratamento da doenca de A61K38/44, Jilin University China 2019-2019 | CN109833468
Parkinson A61KA47/22 [49]
ZIF-8 Tratamento da doenca de A61K9/00, Universidade Federal Brasil 2016-2018 | BR102016003408
chagas A61K47/00 de Pernambuco [66]
(UFPE) e
Universidade Federal
do Vale do Séo
Francisco
(UNIVASF)
ZIF-8 Corante com possibilidade B01J20/22, The Trustees of Estados 2015-2017 | US2017232420
de uso em microscopia de B01J31/16, Boston College Unidos da [67]
fluorescéncia, citometria C09B11/24 América
de fluxo e testes de ELISA
MOFs a base de cobre Entrega de gases A61M16/00, Fisher And Paykel Australia | 2015-2017 | AU 2015/288367
e benzeno-1,3,5- medicinais B01J49/00 Healthcare Ltd

tricarboxilato

[72]
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E interessante quando se analisa as patentes depositadas relacionando MOFs com ag&o
terapéutica ou biomédica, associando aos paises onde as pesquisas foram desenvolvidas. A
figura 3 traz um grafico mostrando o nimero de patentes depositadas em cada pais, encontrados
na nossa busca, e a figura 4 relaciona o numero de patentes depositadas por cada ano.

A partir da analise da figura 3 é possivel perceber que o pais com maior nimero de
patentes depositadas é a China (CN), com 7 patentes depositadas, seguida dos Estados Unidos
da America (US) e da Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (WO), com 2 patentes
cada. Na sequéncia, com apenas 1 patente depositada, seguem o Brasil (BR), a Republica da
Coreia (KR) e a Austrélia (AU). Este resultado era, de certa forma, esperado, pois € grande a
quantidade de trabalhos publicados, e com altissima qualidade e rigor cientifico, por chineses
sobre a sintese e a aplicacdo das MOFs. A partir da analise da figura 4, pode-se perceber que
todas as patentes sdo bastante atuais, levando em considera¢do que a patente mais antiga,
inserida neste estudo, foi depositada em 2015. Os anos de 2015 e 2018 séo aqueles onde foram
encontrados o maior numero de patentes depositadas, 4 patentes em cada ano, seguido de 2019,
com 3 patentes. Em 2016 foram depositadas 2 patentes e em 2017 apenas 1 patente foi

depositada relacionando MOFs com aplicacéo terapéutica ou biomédica.

Figura 3. Numero de patentes depositadas por cada pais.

Numero de patentes

AU

Pais

Legenda: WO (Organiza¢do Mundial da Propriedade Intelectual), KR (Republica da Coreia),
CN (China), US (Estados Unidos da América), BR (Brasil ), US (Estados Unidos da América),
e AU (Australia).
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Figura 4. Numero de patentes depositadas por ano.

5 e

Numero de patentes depositadas

2015 2016 2017 2018 2019

Ano de depésito

A tabela 2 apresenta de forma simplificada as principais vantagens e limitacbes das
MOFs para utilizacbes biomédicas. E possivel citar como principais vantagens das MOFs as
seguintes possibilidade: carreamento e entrega de substancias com tamanhos moleculares,
polaridades e origens diferentes; aplicagdo como agentes terapéuticos em doencas com diversos
mecanismos patogénicos e origens; ajuste de tamanho de poro dos materiais MOFs, que pode
ser determinado pelas condicdes de sintese/obtencdo; revestimento da estrutura organometalica
com diferentes tipos de materiais sintéticos ou bioldgicos; diferentes tipos de entrega de drogas
a partir da utilizacdo da mesma MOF, com possibilidade de encapsular ou adsorver as
moléculas de interesse; formulacdo de redes absorviveis e biodegradaveis; aplicacdo em
sistemas teranosticos, que sdo capazes de tratar e monitorar doencas a0 mesmo tempo;
utilizacdo em terapia fotodinadmica; incorporacéo de corantes e outros materiais para emprego
em testes biologicos, além do uso para entrega de gases medicinais.

Como limitagcGes do emprego das MOFs e ainda analisando a tabela 2, € possivel
mencionar: auséncia de dados sobre a toxicidade cronica humana das inimeras MOFs
disponiveis, bem como dos seus ligantes organicos; auséncia da possibilidade de sintetizar
MOFs com aplicacbes biomédicas a partir de todos 0s metais existentes, pois muitos séo
toxicos; a eficiéncia de encapsulacdo das substancias é bastante varavel, podendo ser muito
baixa ou muito alta a depender da MOF, das substéncias a serem veiculadas e do método de

sintese; a dificuldade de caracterizagdo fisico-quimica e monitoracdo da estabilidade dos
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sistemas sintetizados pode ser uma dificuldade principalmente para a industria de produtos para
a salde, tendo em vista a necessidade de utilizacdo de equipamentos muito especificos para
analise; e a dificuldade de obtencao/sintese de MOFs em escala industrial, pois alguns métodos
de sintese apresentam dificil controle para producdo em larga escala.

Certamente o nimero de vantagens da utilizacdo das MOFs supera as suas limitagdes,
pois sdo materiais muito versateis e com caracteristicas que favorecem sua utilizacdo em
diversas areas, ndo somente na biomeédica. Entretanto, € muito provavel que a auséncia de dados

sobre sua toxicidade humana seja a maior limitacao da sua utilizacdo na area biomedica.

Tabela 2. Relagdo das vantagens e limitagGes das MOFs para aplicagdes biomédicas.

Vantagens

LimitacOes

Carreamento de substancias com diferentes
tamanhos moleculares, polaridades e
origens (sintética, natural ou bioldgica).
Aplicacdo como agentes terapéuticos em
doencas de diversas origens (neoplasica,
infectocontagiosa, inflamatoria, etc.).
Possibilidade de ajuste do tamanho de poro
da MOF (macro e microporosas).
Revestimento com diferentes materiais.
Diferentes tipos de entrega de drogas na
mesma MOF.

Formulacéo de sistemas MOFs absorviveis
e biodegradaveis.

Aplicacdo em sistemas terapéuticos e de
diagnostico/monitoramento  (terandstico)
na mesma MOF.

Utilizacdo em terapia fotodinamica.

Incorporacdo de corantes e outros
materiais para utilizacdo em testes
bioldgicos.

2. Eficiéncia de

1. Nem todos os metais existentes podem
ser utilizados para producdo de MOFs
devido a sua toxicidade intrinseca.

encapsulacao

moléculas muito variavel.

das

3. Dificuldade de caracterizacdo fisico-

quimica e monitoracdo da estabilidade
dos novos materiais MOFs.

4. Auséncia de dados sobre a toxicidade de

inimeras MOFs e seus respectivos
ligantes organicos.

5. Dificuldade de obtencdo de MOFs em

escala industrial, pois alguns métodos
de sintese apresentam dificil controle
para producdo em larga escala.

10. Emprego na entrega de gases medicinais.

2.1 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicacdo no tratamento do cancer

Em paises de todos os niveis de renda, o cancer ¢ uma das principais causas de morte
em todo o mundo atual. Conforme a populagdo cresce, envelhece e a medida em que séo
adotados novos comportamentos de estilo de vida, aumenta-se tanto o risco do aparecimento de

novos casos como o0 de mortes. Varios sdo os fatores de riscos relacionados ao estilo de vida
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que podem também estar associados ao aparecimento de canceres, como o uso do tabaco, o
sedentarismo e a obesidade, tdo presentes tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento e de baixa renda [13,14].

As taxas de sobrevida para pacientes com cancer tém melhorado de forma constante
com a introducdo de um arsenal terapéutico mais amplo. Além da cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, varias abordagens imunoterapéuticas sdo usadas hoje [14]. Além disso, as
pesquisas com sistemas de liberagcdo de farmacos para o potencial tratamento anticancer tem
ganhado forcga nos ultimos anos, com especial destaque para os sistemas de liberacdo a base de
MOFs [15]. Isto pode ser percebido a partir da analise de patentes depositadas com a utilizagdo
de MOFs com possivel atividade citotdxica e/ou anticancer.

A patente depositada por Fairen-Jimenez et al. (2019) [16], da Cambridge Enterprise
Limited, refere-se a composicdes baseadas em MOF para entrega de moléculas de RNA
interferente (iIRNA) com o objetivo de provocar o silenciamento de genes cancerigenos. A
patente referida mostra o uso da MOF NU-1000 (a base de zircénio) com molécula de iRNA,
podendo ser RNAs interferentes curtos (SiRNA) ou microRNA (miRNA) e além disso, um fator
de liberacdo do endossdmica, que € um peptideo para facilitar a entrada da MOF na célula. A
invencdo permite que moléculas de iRNA sejam entregues nas células, de modo que possam
interagir diretamente com seu alvo apds serem liberadas no citosol. As moléculas de iRNA
devem ser capazes de regular negativamente a expressdo de um gene implicado na
sobrevivéncia de céelulas tumorais, como um gene de resisténcia a maltiplas drogas. A patente
mostra que o tratamento pode ser entregue ao paciente a partir de varias vias de administracao,
tais como via oral, intravenosa, tdpica, inalagdo ou diretamente no local do tumor. Os inventores
produziram uma linhagem celular (HEK 293) que expressa uma proteina fluorescente vermelha
(RFP). Produziram, também, moléculas de siRNA com sequéncias que correspondem a
diferentes regiGes da sequéncia desejada como alvo. No que tange a producdo do sistema, a
MOF foi suspensa em agua e em seguida adicionada a solugcdo com o iRNA por 3 h e em
seguida, a essa mistura, foi adicionada a solucdo do fator de liberacdo endossémica, que
permaneceram em contato por mais 1 h. Os resultados mostraram efeitos muitas vezes
semelhante ao controle positivo, chegando a 82% de reducdo de células que expressavam o
gene que deveria ser inibido.

Yl et al. (2016) [17] patentearam a sintese e utilizacdo de uma nano MOF constituida
por ferro divalente (Fe?*) e &cido citrico, gerando o composto Fe-cit MOF, o qual é absorvido
seletivamente e acumulado nas células cancerigenas, onde os ions metélicos se dissociam.

Dessa forma, foi observado um efeito notavel na morte das linhagens tumorais em estudo, bem
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como na inibi¢éo do crescimento a partir do estresse oxidativo e do estresse osmotico gerado
pela acdo do sistema sintetizado. Fe-cit MOF mostrou atividade sobre varias linhagens de
células cancerigenas em ensaio de citotoxicidade, tais como cancer de rim humano (293T),
cancer de fibroblastos de camundongo (NIH3T3), cancer de pulmdo humano (A549), de
prostata humana (DU145), de figado humano (HepG2) e cancer de cérebro humano (T98g). As
concentragdes mais efetivas foram de 3 e 6 pg/mL, com percentuais de inibi¢do acima de 80%.
A atividade mencionada é apenas da MOF formada a partir do acido citrico e do Fe?*. Os
inventores ressaltam que Fe-cit MOF possui caracteristicas biodegradaveis e ainda pode ser
utilizada para carreamento de farmacos, aumentando as possibilidades de utilizacao.

Wang et al. (2017) [18], na Universidade Xidian (China), procurando solucionar
problemas de solubilidade de farmacos, patentearam um interessante produto. A invencao
mostrou o carreamento de uma droga lipofilica e uma hidrofilica na mesma estrutura, sendo
que a hidrofilica é carreada dentro da MOF MIL-100 (uma MOF de carboxilato de ferro) e a
hidrofébica em uma bicamada lipidica do lipossoma DOPC. Os lipossomas DOPC
transportavam o paclitaxel, e a MOF MIL-100 transportava a gemcitabina, sendo ambas drogas
quimioterapicas. O paclitaxel precisava ser dissolvido e misturado na solucédo dos lipidios que
formam os lipossomas DOPC, para formar o lipossoma carreado do farmaco lipossoluvel. Ja a
gemcitabina precisava ser adicionada a uma disperséo da MIL-100 e agitada suavemente para
que o carreamento ocorresse. A partir de entdo, os lipossomas eram aderidos a superficie da
MOF por atracdes eletrostaticas. Como estes dois farmacos apresentam grandes diferencas de
solubilidade aquosa, a veiculacdo de ambas na mesma forma farmacéutica poderia representar
uma dificuldade para a tecnologia, contudo, o sistema formado conseguiu reverter essa situagao
para que fosse alcancado o efeito combinado destas duas substancias.

A patente depositada por Husseini et al. (2019) [19], aborda a invencdo de um agente
terapéutico na forma de nano carreador com atividade anticancer, configurada para liberar o
farmaco apos exposicdo ao ultrassom. A MOF em questdo trata-se da Fe-NDC (a base de Fe*®
e acido 2,6-naftalenodicarboxilico) e o farmaco selecionado foi a calceina, com eficiéncia de
encapsulamento de aproximadamente 43%. A calceina € bastante usada como um medicamento
modelo para mimetizar o comportamento dos medicamentos anticancer reais por conta de sua
forte fluorescéncia que pode ser detectada facilmente por espectroscopia na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) ou de fluorescéncia, além de seu baixo custo. A aplicagédo de
ultrassom deve acontecer na area de tratamento, com frequéncia entre 20 e 40 kHz, de modo

gue o nanocarreador libere a substancia ativa no local apropriado.
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Sob uma 6ptica ainda muito parecida, no que diz respeito a pesquisa e desenvolvimento
de novas alternativas para o tratamento do cancer, Wang et al. (2017) [20], sintetizaram, na
China, particulas coloidais de ZIF-8 (figura 5), ZIF-67 e HKUST-1 (MOF-199) contendo acido
elagico e verificaram atividade citotoxica pelo teste do MTT para a linhagem de células JAWSII
de camundongo (monocitica de medula 6ssea). A ZIF-8 e a ZIF-67 sdo materiais praticamente
idénticos, que compreendem a juncéo do 2-metilimidazol com Zn?* (ZIF-8) e com Co?* (ZIF-
67). J& a HKUST-1 é uma MOF formada pela unido do benzeno-1,3,5-tricarboxilato com
unidades de metais diméricos. Foram verificados percentuais de inibigcdo do crescimento celular
de 88,9% para o sistema acido elagico@ZIF-8, 93,2% para o sistema acido elagico@ZIF-67, e
94,5% para o sistema acido elagico@HKUST-1.

Figura 5. Esquema simplificado de sintese da ZIF-8.
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Seguindo um raciocinio semelhante, ndo é dificil perceber a quantidade de trabalhos,
recentemente publicados, que mostram substancias derivadas de produtos naturais com acao
citotoxica ou anticancer, apresentando diferentes mecanismos de a¢do contra varias linhagens
de células cancerigenas [21, 22, 23]. Além disso, é possivel notar as possibilidades de
desenvolvimento e sintese de sistemas de liberacdo modificadas com a utilizacdo de
fitoquimicos para tratar os varios tipos de canceres, onde o principal objetivo é melhorar a
biodisponibilidade do fitoquimico no local de acdo, o que melhora seu perfil farmacoldgico.
Exemplos de técnicas para criacdo desses sistemas com moléculas derivadas de produtos
naturais sdo a nanoencapsulacdo em redes poliméricas e carreadores lipidicos (lipossomas),
formagéo de complexos com ciclodextrinas e utilizacdo de MOFs [15, 24, 25, 26, 27].

Concluindo a andlise das patentes sobre MOFs com possibilidade de utilizacdo da
terapia anticancer e na tentativa de melhorar as caracteristicas farmacocinéticos da proteina
gelonina, Zheng e Gong (2019) [28], procuraram incorporar este peptideo na ZIF-8, e ainda
revestir as nanoparticulas formadas com uma vesicula extracelular de membrana. Para a sintese
do sistema, uma solucao aquosa do 2-metilimidazol junto com a proteina gelonina era misturada

com agitacdo a uma segunda solugdo aquosa de nitrato de zinco, para formar o sistema
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MOF@Proteina. A vesicula extracelular que recobria a MOF foi isolada a partir de tecido
neopléasico (adenocarcinoma mamario tipo MDA-MB-231) com o intuito de facilitar a entrega
do sistema no local do tumor, sendo composta pelo receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). O sistema denominado EMP (EV-MOF-Protein ou simplesmente EMP) foi testado
frente a linhagens de células neoplasicas humanas e murinas, com taxa de carregamento
superior a 90%.

A gelonina ¢ uma proteina a-glucosidase que desencadeia a apoptose celular clivando
uma ligagéo glicosidica especifica no rRNA e, desse modo, interrompendo a sintese proteica
[29]. No entanto, além da suscetibilidade e da natureza fragil da proteina, diferentemente de
outras toxinas ribossémicas (como a ricina e abrina), a gelonina ndo possui um dominio de
translocacéo e, portanto, sua entrega intracelular € um grande desafio [30].

O sistema de entrega de farmaco EMP e a proteina gelonina isolada (MP) foram
testados. O potencial terapéutico das nanoparticulas de MP e EMP foi analisado primeiro pela
avaliacdo da citotoxicidade in vitro contra células MDA-MB-231, utilizando o ensaio CCK-8.
O teste revelou gque a apoptose celular macica ocorreu dentro de 6 horas ap0s a incubagdo com
as nanoparticulas de EMP e MP, no entanto as nanoparticulas EMP induziram apoptose celular
significativa com uma concentragdo inibitoria semi-maxima significativamente mais baixa
(ICs0 0,025 pM) do que aquela apresentada por MP (ICso 0,05 pM), mostrando doses efetivas
significativamente menores que estudos anteriores [28, 29]. Em contraste, a gelonina isolada
ndo possui citotoxicidade aparente contra células MDA-MB-231 devido a sua fraca
permeabilidade a membrana. O recobrimento com a vesicula extracelular promoveu um
aumentou na meia-vida do sistema sintetizado. A invencdo referida na patente supracitada
inclui um kit com uma formulagdo farmacéutica solida na forma de po liofilizado e material
instrucional. O sistema deve ser reconstituido em agua para injetaveis ou solucdo salina antes

da administracdo por via parenteral [28].

2.2 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicacdo em terapia fotodindmica e como

materiais teranésitcos

A associacgdo da luz com agentes quimicos para tratar doengas, principalmente da pele,
é amplamente praticada na dermatologia, sendo conhecida como fotoquimioterapia. A terapia
fotodindmica (TFD) pode ser considerada uma forma especial de deste tipo de terapia, pois
utiliza um fotossensibilizante, a luz e o oxigénio, e tem sido uma modalidade terapéutica

bastante usada no tratamento de varios tumores malignos. Na dermatologia, esta indicada no
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tratamento do cancer de pele ndo melanoma e, mais recentemente, vem sendo utilizada para
dermatoses ndo neoplésicas, como as alteragdes relacionadas ao fotoenvelhecimento [31, 32].

A TFD nada mais é que uma reacdo fotoquimica utilizada com o objetivo de causar
destruicdo seletiva de um tecido. A técnica consiste basicamente das seguintes etapas: primeiro,
ha a utilizacdo de um agente sensibilizante, que pode ser de forma topica ou sistémica, e esse
agente é retido seletivamente nos tecidos alvo do tratamento; em seguida, ocorre a irradiacdo
com uma luz visivel, a partir da qual os fotossensibilizantes, administrados exogenamente ou
formados endogenamente, sdo ativados pela luz e transferem energia ao oxigénio molecular,
gerando espécies reativas de oxigénio para induzir morte celular [31, 32].

Para além da dermatologia, a TFD tem sido aplicada para tratamento de outras doencas,
que ndo as de pele, tais como para o tratamento de doenca inflamatoria periodontal e outras
doencas bucais [32]; para tratamento de tumores e canceres gastrointestinais, cerebrais,
broncopulmonares, de orofaringe, do endométrio e carcinoma da bexiga [33, 34]; usada com
acdo antimicrobiana [35]; além da possibilidade de uso para diagndstico [36, 37].

Dando continuidade a analise de patentes relacionando MOFs com potencial uso
biomédico, a MOF ZIF-8 merece destaque devido ao numero de patentes onde € utilizada. He
et al. (2019) [38], no Shanghai National Engineering Research Center For Nanotechnology
Co. Ltd (China), depositaram uma patente que se refere ao método de preparacao de uma sonda
terapéutica fototérmica e sensivel ao pH com base na MOF ZIF-8 para utilizacdo em TFD. No
processo de sintese, o composto IR-780 pode ser diretamente encapsulado na ZIF-8. Essa
substancia (IR-780) pode ser considerada um bom material para diagndéstico devido a sua forte
absorcdo nos comprimentos de onda na regido do infravermelho préximo. Também é
considerada um promissor agente anticancer devido sua boa afinidade por tecidos tumorais e
facilidade de conversdo de energia luminosa em energia térmica, o que aquece a regido e mata
as células tumorais, mostrando-se um excelente agente para terapia fototérmica e fotodinamica.

Seguindo esta mesma perspectiva de utilizacdo de MOFs para terapia fotodinamica, Nie
et al. (2018) [39] depositaram uma patente que se refere a nanoparticulas de MOF com dioxido
de manganés apresentando estrutura core-shell (nucleo-casca), sendo que o interior (nucleo) é
a MOF, o exterior (casca) é revestido por diéxido de manganés. A MOF em questdo trata-se da
PCN-224, formada pela complexacdo de tetraquis(4-carboxifenil)porfirina com atomos de
zirconio, gerando o composto PCN-224@MnO;, com capacidade de fluorescéncia. As
nanoparticulas de MOF geralmente possuem alta permeabilidade e retencdo em vasos
sanguineos tumorais, penetrando no tumor através destes vasos e permanecendo nos tecidos por

mais tempo. A camada de dioxido de manganés que recobre a superficie da particula de MOF
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citada anteriormente pode catalisar a decomposicdo do perdxido de hidrogénio presente nas
células para gerar 0 oxigénio necessario na TFD, 0 que consequentemente provocard a morte
das celulas tumorais.

No entanto, existe ainda uma grande lacuna na estabilidade e na capacidade de
reconhecimento especifico das MOFs e esse problema pode ser solucionado realizando algumas
modificagdes estruturais para que ambos 0os compostos consigam agir simultaneamente. Uma
destas estratégias € a cobertura da superficie da MOF, originando um material core-shell, e
fazendo com que o tamanho da particula atenda ao tamanho ideal para melhorar a
permeabilidade e a retencdo, aumentando a estabilidade e a capacidade de reconhecimento
especifico. Os testes ndo foram realizados em células neoplésicas, no entanto, foi comprovada
a capacidade do sistema PCN-224@MnO: de gerar oxigénio molecular e oxigénio singleto in
vitro, bem como a capacidade de fluorescéncia [39].

Dando seguimento a este tema tdo fascinante, saindo um pouco da possibilidade de
utilizacdo de materiais MOFs em terapia fotodindmica e entrando na possibilidade de uso como
compostos teranosticos, este termo (terandstico) significa, literalmente, a unido das palavras
“terapéutico” e “diagndstico”. O terandstico combina terapia e diagnostico para criar e
estabelecer terapias mais especificas e individualizadas para varias patologias, assim como para
trazer uma unido de aplicagdes diagndsticas e terapéuticas em um Unico agente, levando assim
a um paradigma terapéutico promissor envolvendo diagnostico, administracdo de drogas e
monitoramento da resposta ao tratamento [40, 41]. Vérios sdo os materiais utilizados na
producdo de compostos teranosticos, tais como dendrimeros, lipossomas, nanoparticulas
magnéticas e de ouro, nanotubos, fulerenos e microbolhas, com possibilidade de utilizacdo em
varias areas, como na quimioterapia, bioterapia, fototerapia e termoterapia [41], além da
possibilidade de uso em doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, doenca de Huntington e em casos de epilepsia [42].

O surgimento da nanotecnologia ofereceu uma plataforma para combinar diagnéstico e
terapia de forma muito mais préxima do que era antes. Imagens de ressonancia magnética,
tomografia por emissdo de positrons e tomografia computadorizada por emissao de féton Gnico
estdo disponiveis para rastrear 0s sistemas terandsticos e de imagem clinica apés a entrega das
substancias no local de acéo pretendido [42, 43].

A nanomedicina, que é a aplicacdo da nanotecnologia para diagnosticar, tratar e prevenir
doencas a nivel celular e molecular, também pode ser eficiente para o desenvolvimento de

candidatos teranosticos para combinar diagnostico e terapia simultaneamente. A nanomedicina
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terandstica avancada é multifuncional por natureza, capaz de diagnosticar e administrar
farmacos as células-alvo com a ajuda de ligantes e biomarcadores direcionados [40].

Continuando nesta perspectiva, a patente depositada por Fu et al. (2015) [44] traz em
seu texto os métodos de preparacdo de uma MOF dirigida por imagens, a qual apresenta boa
biocompatibilidade e capacidade de ressonancia magnética. O material criado trata-se de uma
esfera magnética com capacidade de geracdo de imagens, e seu involucro é a estrutura
organometalica. Os sais metalicos usados na preparacdo da MOF s&o o tetracloreto de zirconio,
nitrato de aluminio anidro, cloreto de aluminio hexa-hidratado, cloreto férrico hexa-hidratado
ou nitrato de zinco hexa-hidratado, e o ligante organico é acido 2-aminotereftalico. O acido
hialurénico e o acido félico foram utilizados como moléculas teste nos experimentos dos
inventores, onde o grupo carboxila destes acidos era utilizado na reacdo para formar a estrutura
organometalica.

As principais vantagens da invencgéo tratam-se da fuséo entre a unidade de carreamento
de farmaco (a MOF), a unidade de imagem (esfera magnética), bem como a capacidade do
carreador suportar altas doses de farmaco, aumentando a concentracdo de substancias ativas no
tecido-alvo. O acido hialurénico ou &cido folico podem identificar especificamente células
cancerigenas, reduzir efeitos toxicos e colaterais em tecidos normais, fornecer alta eficiéncia e
baixa toxicidade para o sistema [44]. A introducdo da unidade de ressonancia magnética pode
ser (til para realizar o monitoramento dindmico da distribuicdo de medicamentos e efeito do
sistema administrado, melhorando a eficacia do tratamento.

O desenvolvimento de um nanossistema terandstico integrado com imagens
multimodais é um dos pontos criticos da pesquisa de materiais MOFs. Embora um grande
nimero de nanossistemas de administracdo de medicamentos com MOFs tenha sido
desenvolvido com sucesso, as suas capacidades de geracdo de imagem precisam ser
aprimoradas para que seu uso como teranosticos tenha maior sucesso. A patente depositada por
Sun et al. (2019) [45], na Universidade de Shanghai (China), propde um sistema de carreamento
duplo de farmaco, sensivel ao pH, o qual visa alcangar o tratamento sinergico a partir do uso de
dois medicamentos quimioterapicos no mesmo veiculo funcional, melhorando sua eficacia. Os
farmacos usados foram a doxorrubicina e a 5-fluorouracila. A MOF utilizada é a base de Zn?*
com o imidazol-2-carbaldeido. Juntas, as substadncias formaram um sistema estavel,
biocompativel e que pode atender a integracdo de diagnostico e tratamento, pois fornecem
imagens por fluorescéncia e ressonancia magnética, bem como entrega os farmacos com agao

quimioterapica.
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2.3 Sistemas MOFs com possibilidade de aplicagdo para o tratamento da doenca de
Parkinson e doenca de Chagas

As duas doencas tratadas neste topico estdo aqui reunidas pois na busca das patentes,
obteve-se como resultado somente uma patente relacionando uso terapéutico de MOFs com
cada uma destas doencas, coincidentemente a MOF foi a ZIF-8 para ambas.

A doenca de Parkinson (DP) ¢é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, a qual
se manifesta por sintomas que podem ser considerados motores e ndo motores. Estima-se que
a doenca afete 4 milhdes de pessoas em todo o mundo, com 0,3% de prevaléncia nos paises
industrializados. Dificilmente é observada em pacientes com menos de 40 anos, no entanto, a
incidéncia aumenta com a idade, de modo que a estimativa para pessoas com mais de 80 anos
de idade é de aproximadamente 3%. A DP é caracterizada pela acumulacdo da proteina a-
sinucleina, que se agrega de forma andémala no tecido neuronal, originando os corpos de Lewy,
caracteristica patoldgica tipica da DP [46, 47].

Os principais sintomas relacionados a DP sdo os sintomas motores, incluindo o tremor
de repouso, bradicinesia (diminuicdo progressiva da velocidade e amplitude dos movimentos),
instabilidade postural e rigidez. S&o exemplos de sintomas ndo motores as manifestagdes
neuropsiquiatricas da doenca como deterioracdo cognitiva, depressdo, ansiedade, psicose,
apatia e fadiga. Além disso, outros sintomas gastrointestinais, visuais e distirbios do sono
podem ocorrer [46, 47, 48].

A patente depositada por Li et al. (2019) [49] traz a sintese a aplicacdo da ZIF-8 ligada
a enzima superdxido dismutase (SOD), formando o nanosistema denominado SOD@ZIF-8. Os
inventores descrevem, ainda, a aplicacdo do mesmo na preparagdo de medicamentos para o
tratamento da Doenca de Parkinson. A estabilidade da enzima foi aprimorada tanto frente a
mudancas de temperaturas como mudancas de pH (suportando melhor ambientes &cidos),
devido a ligagéo a estrutura da ZIF-8.

A patologia da DP envolve a degradacdo de neurbénios dopaminérgicos na substancia
negra do cérebro, o que leva, principalmente, a disfun¢do motora, como dito anteriormente. O
peso do cérebro representa apenas cerca de 2% do peso corporal, muito embora consuma cerca
de 20% de oxigénio metabolico. Caso o teor de glutationa produzida pelas células neuronais
seja insuficiente, a capacidade do cérebro de eliminar espécies metabdlicas reativas de oxigénio
é limitada, uma vez que a glutationa é um antioxidante endégeno. Dessa forma, 0s neurénios
sdo as células mais suscetiveis a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e a falta

de antioxidantes, bem como as células mais sensiveis ao dano oxidativo [50, 51, 52].
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A SOD é um membro importante da familia das enzimas antioxidantes, fazendo parte
da primeira linha de defesa deste tipo de refor¢o no organismo dos seres humanos. Dessa forma,
é de significativa importancia sua acdo em varias doencas provocadas ou exacerbadas por
espeécies reativas de oxigénio geradas de forma excessiva. Apesar dos efeitos importantes da
SOD, ainda existem muitos desafios para seu uso em tratamentos in vivo, como baixa
estabilidade, baixa capacidade de absor¢do gastrointestinal e baixa capacidade de atravessar
biomembranas, 0s quais podem ser contornados com uso de tecnologia apropriada [53, 54].

Recentemente, as MOFs se tornaram um material eficaz para a pesquisa de imobilizacéo
enzimatica, podendo ser utilizados mecanismos que incluem principalmente adsorcéo, ligagdo
covalente, difusdo e coprecipitacdo. A tecnologia de mineralizagdo biomimética foi utilizada
na imobilizacdo da SOD na ZIF-8, pois esta técnica apresenta algumas vantagens como
condicdes operacionais amenas, menor impacto na conformacéo e atividade enzimatica, melhor
biocompatibilidade e estabilidade do material. O principio da técnica consiste em formar uma
ligacdo de coordenacéo entre o grupo amino da SOD e o ion zinco da ZIF-8. Sendo assim, a
estratégia de montagem de enzimas de mineralizacdo biomimética pode imobilizar enzimas
com maior peso molecular em materiais MOF, melhorar o desempenho catalitico das enzimas
e, finalmente, ampliar a aplicagdo de enzimas nos campos da biocatalise e engenharia
biomédica [49].

Os inventores relatam, ainda, que o sistema SOD@ZIF-8 pdde reduzir efetivamente o
oxigénio reativo produzido em experimentacdo in vitro, no qual foi usada a linhagem celular
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) como modelo de Parkinson para avaliar as espécies
reativas de oxigénio induzidas por estimulacdo. Na concentragao de 60 ug/mL, o sistema
reduziu de forma efetiva as espécies reativas de oxigénio e a apoptose causada pelo excesso
radicalar, desempenhando um papel eficaz na protecdo das células. Estudos in vivo foram
realizados utilizando ratos para modelo de Doenca Parkinson da linhagem C57BL/6J
sensibilizados com MPTP intraperitoneal, um pro-farmaco da neurotoxina MPP+, que provoca
sintomas permanentes da doenca de Parkinson. Os resultados evidenciaram que a administracdo
intravenosa de SOD@ZIF-8 na dose de 2 pg/kg pode efetivamente reduzir a disfungdo motora
nos animais testados, mostrando um efeito terapéutico significativo para o tratamento da DP
[49].

Saindo do campo das doencas neurodegenerativas e entrando na area das doencas
negligenciadas, principalmente aquelas provocadas por parasitos, temos a Doenca de Chagas
(DC), um exemplo muito atual de parasitose reemergente ndo somente em paises em

subdesenvolvidos, provocada pelo protozoario Trypanosoma cruzi [55, 56].
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A doenca de Chagas é endémica em mais de vinte paises da América Latina, atingindo
areas que vao desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina e Chile. Ela esta
tradicionalmente confinada a areas rurais pobres da América Central e do Sul, onde a
transmissdo vetorial € a principal via de contagio, deixando moradores de casas infestadas
continuamente expostos a picadas de vetores [57, 58].

Esta patologia apresenta-se em sua forma clinica, classicamente, em uma fase aguda
(também chamada de inicial), seguida da fase cronica, que pode ser categorizada pelas formas
indeterminada, cardiaca ou digestiva, com diferentes manifestacdes clinicas [59]. A doenca
aguda grave ocorre em menos de 1% dos pacientes e as manifestacdes clinicas incluem
miocardite aguda, derrame pericérdico e/ou meningoencefalite [59, 60]. Pacientes com a forma
indeterminada da doenca apresentam excelente prognostico e expectativa de vida semelhante a
de individuos sem a DC, embora alguns apresentem respostas anormais quando testados por
exames cardiacos ndo invasivos [61, 62]. De uma forma geral, cerca de 30% dos pacientes
desenvolvem a DC cronica sintomética 2 décadas apds a infeccdo inicial [59, 63]. As
apresentacdes clinicas dessa fase estdo relacionadas ao envolvimento patolégico de 6rgaos
especificos, principalmente o coracdo, o esdfago ou o colon. A cardiopatia é, sem dividas, 0
aspecto clinico mais importante da DC devido a sua frequéncia e gravidade. A fase cronica dura
por toda a vida e resulta em uma taxa de sobrevivéncia mais curta [63, 64, 65].

Existem pouquissimas escolhas terapéuticas para utilizacdo na DC, bem como ha grande
possibilidade de aparecimento de efeitos colaterais apresentados pelo farmaco de escolha, o
benznidazol, dessa forma, a patente depositada por Rolim-Neto et al. (2016) [66] (Brasil)
aborda a invencdo de um sistema drug delivery a base da ZIF-8 e do benznidazol. Apesar da
sua toxicidade e baixa solubilidade em agua, o benznidazol (BNZ) tem sido utilizado como
unico agente antichagasico, embora apresente ressalvas na terapia atual da DC. O incremento
da solubilidade aquosa dos farmacos é um dos principais objetivos da tecnologia farmacéutica
e que tem como consequéncia 0 aumento da biodisponibilidade dos farmacos. Este fato é
extremamente importante para a reducdo da incidéncia dos efeitos adversos e para a
manutenc¢do das concentragdes plasmaticas dentro do indice terapéutico seguro.

O sistema BNZ@ZIF-8 foi sintetizado pelo método de co-precipitacdo, em que a
solucéo do benznidazol é adicionada a solucdo da ZIF-8 sob agitacdo magnética por 4 dias. A
caracterizacdo do sistema se deu por diversas técnicas analiticas como infravemelho com
transformada de Fourier (FT-IR), calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
termogravimetria (TG), difratometria de raios X (DR-X) e testes de liberagdo in vitro. Os

resultados apresentados na patente sugerem que o sistema formado traz um beneficio a
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solubilidade em meios tampdes acetato e fosfato (pH 4,5 e 7,6), funcionando com um sistema
de liberagdo modificada. O meio com pH 4,5, o qual apresenta condi¢fes semelhantes ao meio
infectado com células com T. cruzi, obteve liberacdo de 80% do farmaco em 2 h de experimento,
diferentemente do pH 7,6, préximo do pH sanguineo, que obteve liberacdo de 80% somente
apos 7 h de experimentacdo. Dessa forma, a modulagéo da liberagdo do farmaco foi confirmada
pelos inventores e isto pode evitar a incidéncia de efeitos adversos, oscilagdes de concentragéo
plasmatica e ainda aumentaria a adesdo ao tratamento pelo paciente devido a quantidade

reduzida de administracdes do medicamento [66].

2.4 Sistemas MOFs aplicados em outros biomateriais

Trabalhos um pouco diferentes dos mais comumente publicados mostram a
encapsulacdo de moléculas MOFs cujo diametro da molécula carreada € maior que o poro da
prépria MOF, como é o caso da patente depositada por Chia-Kuang et al. (2017) [67]. A
presente patente mostra a encapsulacdo da rodamina 6G na ZIF-8, gerando o sistema
R6G@ZIF-8. O método de preparacao da invencdo utiliza reagdes de troca de ligantes da ZIF-
8, a qual abre a sua estrutura molecular, resultando na expansdo do tamanho da abertura do
poro, permitindo que a molécula se difunda para seu interior. Apos a incorporacao da molécula,
a abertura que estava temporariamente maior, retoma seu tamanho inicial, aprisionando a
molécula desejada no poro do MOF. Uma vantagem significativa desse tipo de abordagem é a
possibilidade de encapsular moléculas com tamanho maiores que os poros das MOFs
disponiveis.

A rodamina 6G é um corante catidénico que apresenta fluorescéncia. Normalmente
corantes catidnicos deste tipo sdo usados em lasers e como moléculas de prova em diversas
aplicacdes bioldgicas, principalmente por conta de sua baixa toxidade, eficiéncia guantica,
pequena dependéncia de fatores ambientais e suas caracteristicas fluorescentes [68, 69].
Corantes rodamina sdo comumente usados em aplicacdes biotecnoldgicas tais como
microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo, espectroscopia de correlacdo de
fluorescéncia e testes ELISA. Sua solubilidade em agua é baixa e dessa maneira h4 uma
tendéncia a formacdo de dimeros, que muda o espectro de absorcdo em torno do seu pico
principal no espectro visivel. Caso a rodamina 6G esteja dentro do poro da ZIF-8, ndo ha
possibilidade de formacao de dimeros, melhorando os aspectos de sua utilizacdo biomédica [67,
70, 71].
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Outra possibilidade de aplicacdo biomedica a base de MOF esta descrita na patente
depositada por Dor-Zidon (2017) [72], que se refere a aparelhos e métodos para armazenar
gases ou vapores em uma MOF, de modo que esses gases possam ser entregues a um paciente.

Gases como o0 oxigénio, oxido nitroso ou didxido de carbono podem ser administrados
em um paciente por um sistema de entrega de gases. Eles podem, ainda, serem condicionados
para melhorar a eficicia do tratamento para o paciente, onde o condicionamento pode incluir
seu aquecimento e/ou umidificacdo. Ja foram desenvolvidos sistemas que atomizam ou
nebulizam a agua liquida em gases fornecidos a pacientes, no entanto, esses sistemas podem
ser caros, pesados e podem ser facilmente contaminados se manuseados incorretamente [72,
73].

Na patente é divulgado um sistema que pode conter uma MOF armazenada em um
recipiente com vapor, como vapor de agua, de modo que o aquecimento (ou vibracdo) do
recipiente libere o vapor da MOF em um fluxo de gases, condicionando assim 0s gases com 0
vapor d’agua. A MOF pode carrear gases como o dioxido de carbono, oxigénio, éxido nitroso,
argonio, nitrogénio, hélio ou ainda um medicamento. O sistema gas@MOF pode ser
armazenado em um recipiente, cartucho, camara ou tubo, e é conectado ao paciente por uma
interface, que pode ser uma maéscara facial, tubo endotraqueal, canula nasal, mascara nasal,
mascara oral, mascara traqueal, canula laparoscépica ou difusor. A MOF em questdo é a mmen-
Mg. (dobpdc) ou a Cu-BTC (a base de cobre e benzeno-1,3,5-tricarboxilato), também
conhecida como HKUST [72].

3 OPINIAO DO ESPECIALISTA

Atualmente, sabe-se que as MOFs tém aplicacGes no armazenamento e/ou conversao de
energia, Optica ndo linear, luminescéncia, separacao de gases, sensoriamento, imagens médicas,
entre outros. Esses materiais possuem diversas aplica¢fes industriais sendo que a pesquisa por
fonte renovavel de energia e as caracteristicas fisico-quimicas dessas estruturas ampliam o
interesse por novas aplicagoes.

Na area das ciéncias farmacéuticas, a utilizacdo de MOFs na formacéo de sistemas de
drug delivery vem ganhando destaque na literatura cientifica e, consequentemente, aumentando
o interesse do setor produtivo. Em 2006, Horcajada e colaboradores utilizaram os Materiais do
Instituto Lavoisier (MIL) e o cromo como metal, obtendo as MOFs MIL-100 e MIL-101. Esses
pesquisadores propuseram pela primeira vez que as MOFs tinham potencial na liberagdo de

medicamentos, devido a consideravel capacidade de carga (tamanho dos poros e area de
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superficie) e comportamento de liberacdo controlada. A pesquisa de Horcajada serviu de base
para os diversos trabalhos nessa area [74].

O que favorece o uso de MOFs em sistemas de entrega de medicamentos é a baixa
toxicidade dos metais usados na producdo. Devido a grande variedade de composicdes
quimicas, candidatos aceitaveis para MOFs podem ser facilmente obtidos, e isso é percebido
pelo fato de ja existirem MOFs com elementos quimicos de todos os grupos da tabela periddica
[75]. Os metais mais adequados sdo calcio (Ca), cobre (Cu), manganés (Mn), magnésio (Mg),
zinco (Zn), ferro (Fe), titanio (Ti) e zirconio (Zr). No entanto, os dados biolégicos ainda sdo
limitados, bem como os dados toxicoldgicos.

Alguns estudos recentes mostram dados sobre a biocompatibilidade e a toxicidade de
algumas MOFs mais comuns, tais como a ZIF-8 e a MIL-160, exemplos de MOF hidrofdbica
e hidrofilica, respectivamente. ZIF-8 mostrou-se biocompativel em doses inferiores a 30
pug/mL. A partir dessa concentragdo foram observados efeitos prejudiciais no metabolismo
celular, onde vias apoptoticas eram ativadas devido aos ions zinco liberados e que excediam as
condi¢cdes homeostaticas [76]. MIL-160 apresentou menor toxicidade que a ZIF-8 em estudo
comparativo das duas MOFs para toxicidade em células epiteliais brénquicas, onde MIL-160
apresentou 1Cso (concentracdo de MOF necessaria para inibir o crescimento celular em 50%)
de 421 pg/mL e ZIF-8 apresentou I1Cso de 57 pg/mL. As diferengas observadas na toxicidade
entre as duas MOFs sdo provavelmente devido as suas caracteristicas de hidrofobicidade tdo
distintas [77]. Estudos ja demonstraram que quanto mais hidrofobica for a MOF, mais
prejudiciais as células elas serdo pelo fato de interagirem mais fortemente com sistemas
bioldgicos. Dados sobre a toxicidade de algumas MOFs como MIL-100, MIL-127, MIL-88A,
MIL-88B, UiO-66, ZIF-8, entre outras, podem ser observados no trabalho Tamames-Tabar et
al. [78].

Apesar dos poucos estudos sobre toxicidade destes materiais, 0s avancos nas pesquisas
com a utilizagdo de MOFs tem crescido de forma exponencial nos Gltimos 10 anos e tem trazido
a tona possibilidades de sintese e avaliagdo farmacoldgica de sistemas de drug delivery de facil
obtengéo e com alta reprodutibilidade, o que impacta de forma positiva no setor de tecnologia
do desenvolvimento de medicamentos. As principais pesquisas revelam resultados promissores
na area de farmacologia, principalmente na oncofarmacologia, onde existem possibilidades
bastante reais desses sistemas desenvolvidos tornarem-se medicamentos na pratica clinica,
oferendo melhoras nos perfis terapéuticos. No entanto, é possivel que a inddstria farmacéutica
ndo esteja percebendo esse avanco tdo significativo e por este motivo ainda ndo temos

medicamentos disponibilizados na clinica veiculados em MOFs. E possivel, também, que a
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caracterizagdo fisico-quimica desses sistemas seja mais um impasse para a sua producdo e
controle de qualidade em larga escala.

Uma outra area, bastante similar a anteriormente discutida, que tem ganhado
representantes da utilizacdo de MOFs, € a teranodstica. Unir, em um anico insumo, a
possibilidade de realizar diagnostico e/ou monitoramento de uma doencga, € a0 mesmo tempo
trata-la, parece futurista, mas ja € bastante frequente no meio biomédico. Neste campo reside
mais uma grande possibilidade de utilizacéo e aplicacdo de MOFs, pois a maioria dos ligantes
organicos utilizados para sua sintese sdo moléculas capazes de emitir fluorescéncia, permitindo
seu monitoramento biol6gico.

A partir desta andlise, fica evidente que os diferentes tipos de MOF e suas caracteristicas
fisico-quimicas demonstram o potencial de uso dessas estruturas em diversas areas. Além disso,
as MOFs tém uma natureza versatil, permitindo ndo so alterar o tamanho dos poros e a forma
da estrutura, mas também as suas propriedades quimicas. Dada a ampla gama de ligantes
organicos e ions metalicos, aumenta a possibilidade de selecionar componentes apropriados
para fins biomédicos. Ndo obstante, as MOFs possuem grandes areas superficiais e grandes
poros, 0 que se traduz em grandes possibilidades de incorporacdes de diversos farmacos. Entre
as MOFs, a Zeolitic Imidazolate Framework-8 (ZIF-8), destaca-se no desenvolvimento de
sistemas de drug delivery devido a todas essas caracteristicas associada a facil obtencao.

Sendo assim, € possivel imaginar que a pesquisa com os materiais MOFs, apesar dos
grandes e recentes avancos, ainda esta iniciando. Esta especulacéo € possivel quando se observa
que, apesar das pesquisas terem aumentado em numero e em qualidade, ainda temos
pouquissimos materiais biomédicos disponiveis no mercado com a utilizacdo desses insumos
t40 surpreendentes e versateis. E muito possivel que, nos proximos 5 a 10 anos, tenhamos
medicamentos e outros materiais biomédicos no mercado produzidos a partir da utilizacdo de

MOFs, proporcionando ganhos em diversas areas da salde.
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Resumo

A ZIF-8 é uma rede organometalica de coordenacdo (do inglés MOF — Metalorganic
Frameworks) utilizada em varias areas da industria devido a sua grande area superficial,
estabilidade térmica e biocompatibilidade. Uma das principais aplicacGes voltadas para a
pesquisa e inovagdo em medicamentos utilizando a ZIF-8 é a possibilidade de sua utilizacdo
como excipiente tecnolégico no desenvolvimento de sistemas de drug delivery. A partir disso,
0 objetivo deste trabalho foi propor a sintese de ZIF-8 de forma rapida, de baixo custo e sem
utilizacdo de solventes organicos, bem como sua caracterizagéo fisico-quimica. Para isso, um
planejamento fatorial 32 foi realizado utilizando como variaveis independentes a proporgao
entre os reagentes zinco e 2-metilimidazol (1:2, 1:4 e 1:6), bem como os tempos de duragéo das
sinteses (6, 12 e 24 h). A caracterizacdo fisico-quimica dos produtos sintetizados se deu por
técnicas de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), termogravimetria (TG),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e microscopia eletronica de varredura (MEV). A
condigdo de sintese que forneceu o mais alto rendimento de ZIF-8 (49,93 + 0,38%) utilizou 0s
reagentes na proporcao 1:2 durante 12 h de sintese. Os espectros de FT-IR forneceram bandas
de absorcao esperadas para a ZIF-8, como as bandas entre 3100 e 1500 cm™ caracteristicas de
amidas primarias e secundarias e 1600 e 1680 cm caracteristica de alcenos. A caracterizago
térmica por TG mostrou eventos térmicos caracteristicos de perda de agua até 105° C, bem
como o inicio da degradacdo da ZIF-8 em torno de 450° C. As imagens obtidas a partir da
analise por MEV mostraram a morfologia padréo de ZIF-8, com aspecto rémbico dodecaedro.
O estudo mostrou que € possivel a sintese verde da ZIF-8 com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas a partir das condi¢6es propostas.

Palavras-chave: redes organometalicas de coordenacdo, MOF, caracterizacao fisico-quimica,

adjuvantes tecnoldgicos.

Abstract:

ZIF-8 is a Metalorganic Frameworks used in several areas of industry due to its large surface
area, thermal stability and biocompatibility. One of the main applications for drug research and
innovation using ZIF-8 is the possibility of its use as a technological excipient in the
development of drug delivery systems. From this, the objective of this work was to propose the
synthesis of ZIF-8 quickly, at low cost and without the use of organic solvents, as well as its
physicochemical characterization. For this, a 3% factorial design was carried out using as
independent variables the proportion between the zinc and 2-methylimidazole reagents (1:2,
1:4 and 1:6), as well as the duration times of the syntheses (6, 12 and 24 h). The
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physicochemical characterization of the synthesized products was carried out by infrared with
Fourier transform (FT-IR), thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC)
and scanning electron microscopy (SEM) techniques. The synthesis condition that provided the
highest yield of ZIF-8 (49.93 £ 0.38%) used the reagents in a 1:2 ratio during 12 h of synthesis.
The FT-IR spectra provided expected absorption bands for ZIF-8, such as the bands between
3100 and 1500 cm™ characteristic of primary and secondary amides and 1600 and 1680 cm™
characteristic of alkenes. Thermal characterization by TG showed characteristic thermal events
of water loss up to 105° C, as well as the beginning of ZIF-8 degradation around 450° C. The
images obtained from the SEM analysis showed the standard morphology of ZIF-8, with a
rhombic dodecahedron aspect. The study showed that the green synthesis of ZIF-8 with
adequate physicochemical characteristics is possible based on the proposed conditions

Keywords: metalorganic frameworks, MOF, physical-chemical characterization, technological

adjuvants.

1. Introducéo

As redes organometélicas de coordenacdo (do inglés Metal Organic Frameworks —
MOFs) sdo também conhecidos como polimeros porosos de coordenagdo. Suas estruturas sdo
formadas por ligantes organicos (linkers) juntamente com ions (ou aglomerados) metalicos
como cobre, zinco, ferro, titanio, niquel, manganés, entre outros. Os linkers também podem ser
denominados de “blocos de constru¢do”, sendo os principais responsaveis pelas
funcionalidades, forma, tamanho dos poros e pela morfologia das particulas das MOFs [1-3].

O setor industrial é aquele que mais tem se beneficiado com o desenvolvimento dos
materiais MOFs, sendo eles empregados em diversas aplicacdes, tais como armazenamento e
conversdo de energia (supercapacitores, baterias de litio, eletrocatalise e fotocatalise), sensores,
separacdo de gases, e mais recentemente na industria da saude [4,5]. Suas propriedades
intrinsecas, como alta porosidade, alta estabilidade térmica/quimica e adaptabilidade da
estrutura, sdo as principais responsaveis pelas mais diversas aplicabilidades destes materiais
[5,6].

Em 2006, Horcajada e colaboradores propuseram pela primeira vez que era possivel a
veiculacdo de farmacos em materiais MOFs. Na sua pesquisa, o0 cromo foi utilizado como metal,
e com linkers foram utilizados os Materiais do Instituo Lavoisier (MIL), formando as MOFs
MIL-100 e MIL-101, com capacidade de adsorver o farmaco ibuprofeno (analgésico e anti-

inflamatdrio) e libera-lo ap6s 3 a 6 dias [7]. A partir de entdo, dezenas de pesquisas foram
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conduzidas com o intuido de desenvolver sistemas de liberacdo de farmacos utilizando MOFs
como excipientes tecnoldgicos capazes de modular a liberacdo das moléculas teste [6,8,9].

Dentre as MOFs mais utilizadas em sistemas de liberacéo de farmacos, as ZIFs (Zeolitic
Imidazolate Frameworks) tem destaque devido a sua porosidade, tamanho de particula e
funcionalidade da superficie poderem ser modificadas de acordo com o processo de sintese e
as aplicacdes desejadas [10-12]. As ZIFs podem ser obtidas a partir de metais como o zinco e
cobalto, e existem muitos tipos de ligantes do tipo imidazol que sdo adequados para sintese,
como o préprio imidazol (IM), 1-metilimidazol (mIM), 1-etilimidazol (elM), 2-nitroimidazol
(nIM) e 2-metilimidazol (2-MeIM) [12].

ZIF-8 é o material formado a partir de um fonte de Zn?* e do ligante organico 2-MelM,
sendo certamente uma das ZIFs mais investigadas devido a excelente estabilidade quimica
diante de solventes polares e apolares, reorientacdo estrutural em alta pressdo e alta resisténcia
mecénica [13,14]. ZIF-8 também tem sido um dos materiais MOFs mais estudados no
desenvolvimento de sistemas de liberagcdo modificada de farmacos [15], principalmente como
excipiente tecnologico no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com acao anticancer
[16].

As ZIFs podem ser sintetizadas usando diferentes métodos, como 0 processo
solvotérmico (mais usado), o processo solvotérmico assistido por micro-ondas, a sintese aquosa
a temperatura ambiente, e em menor propor¢do a sintese mecanoquimica, sintese com gel seco
e rotas microfluidicas [12,17]. Devido ao fato de o processo solvotérmico, usando metanol
como solvente dos reagentes de partida, ser o mais utilizado na sintese de ZIF-8, este trabalho
propde o planejamento e execucdo de uma sintese aquosa a temperatura ambiente, na tentativa
de minimizar os impactos ambientais da utilizacdo de solventes organicos, propondo um
método simples e de baixo custo para a producdo deste excipiente tecnoldgico com grande

potencial de aplicacdo na industria farmacéutica.
2. Experimental
2.1 Materiais
2-metilimidazol (2-MeIM) e sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20) com 99%

de pureza foram obtidos das Sigma-Aldrich. Todas as solu¢des foram preparadas com agua

destilada.
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2.2 Desenho experimental usando planejamento fatorial 32

A sintese da ZIF-8 ja descrita por Kaur et al. [18] foi utilizada como ponto de partida
da metodologia sintética utilizada, visto que ndo ha um consenso sobre quais as melhores
formas e condicOes de sintetizar ZIF-8. A metodologia de partida utilizava os reagentes na
proporcdo molar 1:70:1238 (Zinco:2-MelM:H-0), seguidos de agitacdo magnética por 5 min e
centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 min. Com o objetivo de padronizar/otimizar a sintese foi
obtida uma matriz de planejamento fatorial completo usando 2 fatores independentes em trés
niveis (baixo, médio e alto).

O primeiro fator considerado foi o tempo de reagdo (6 h, 12 h e 24 h), e 0 segundo fator
foi a propor¢do molar entre os reagentes (1:2, 1:4 e 1:6 de Zinco:2-MelM), como expresso na
tabela 1. Sendo assim, 9 condi¢6es de sintese foram estabelecidas, de acordo coma tabela 2. Os
experimentos foram realizados em duplicata. Os reagentes de partida foram dissolvidos em

agua destilada e a reacdo foi conduzida em temperatura ambiente.

Tabela 1. Variaveis e niveis do desenho experimental para o estudo.

Variaveis independentes Niveis

-1 0 +1
Tempo de reagdo 6h | 12h | 24h
Propor¢do molar entre os| 1:2 | 1:4 1:6
reagentes (Zn:2MI)

Legenda: -1 (nivel baixo), 0 (nivel médio), +1 (nivel alto).

Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial 3.

Condicgao de reacdo | Tempo de reacdo | Proporcdo molar entre
0s reagentes
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 +1
7 +1 -1
8 +1 0
9 +1 +1

Legenda: -1 (nivel baixo), 0 (nivel médio), +1 (nivel alto).

O Zn foi o reagente limitante da reacdo, sendo preparada uma solucdo aquosa de
ZnS04.7H20 na concentragdo de 80 uM. As solugdes de 2-MelM foram preparadas em trés
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concentragdes diferentes, 160, 320 e 480 uM, correspondentes aos niveis baixo, médio e alto
do desenho experimental, respectivamente.

No processo de sintese, 50 mL da solucdo de 2-MeIM (160, 320 ou 480 uM) era posta
em um béquer de 200 mL, acrescida de 50 mL da solucdo de ZnSO4.7H20 (contendo 80 uM de
Zn), e deixada em repouso por 6, 12 ou 24 h. A ZIF-8 era formada imediatamente ap6s a mistura
das solucbes. Apds o periodo pré-determinado de cada condicdo de sintese, a solugdo era
filtrada com auxilio de vacuo, em filtro quantitativo e o material era posto para secar em estufa
a50° C por 6 h. A figura 1 mostra de forma esquematica o processo de sintese. Ressalta-se neste
trabalho a utilizacdo da dgua como solvente dos reagentes de partida e como meio reacional,
atendendo as necessidades da reducdo cada vez maior de residuos organicos e inorganicos,

caracterizando-se como uma sintese verde.

50 mL de Zinco 50 mLde 2-MelM
80 uM 160, 320 ou 480 uM

! 1

ZIF-8:

- Processo de

filtragdo

Secagem em estufa por 6 h

Zn + 2-MelM
6,120u24h

Figura 1. Esquema do processo de sintese da ZIF-8.

Nesta etapa, a variavel dependente considerada e analisada foi o rendimento das reagdes,
sendo calculada em porcentagem de acordo com o que seria 0 rendimento maximo caso todo o
Zn adicionado reagisse com todo o 2-MelM, a partir da equacdo x =100 .y /RMT, onde x é a
porcentagem do rendimento observado, y é a massa de ZIF-8 obtida e RMT é o rendimento
maximo teorico. O teste “t” de Student ndo pareado foi utilizado para verificacdo das diferencas
significativas entre os rendimentos obtidos. O software Statistica 7.0 foi utilizado para a

construcéo dos graficos de Pareto e de superficie resposta.
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2.3 Caracterizagdo da ZIF-8

2.3.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

Os espectros de infravermelho das amostras analisadas foram obtidos utilizando
pastilhas de brometo de potassio (KBr) como suporte solido. Para preparo da pastilha utilizou-
se aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram macerados até
obtencdo de um po6 fino. A mistura foi entdo submetida a pressdo de 78,5 KN, empregando
prensa hidraulica Shimadzu® por um periodo de dez minutos. ApGs a obtencao das pastilhas
de KBr, estas foram analisadas em espectrometro IRTracer-100 Shimadzu® na regido entre
4500 a 600 cm™, com 45 scans e resolucdo de 4 cm™ [19]. As andlises foram realizadas na
Central de Anélises de FArmacos, Medicamentos e Alimentos da Universidade Federal do Vale
do S&o Francisco (CAFMA/UNIVASF).

2.3.2 Andlises térmicas

Para andlises térmicas foram utilizadas as técnicas calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) e termogravimetria (TG). Desse modo, para as analises de TG, as amostras foram
preparadas utilizando uma termobalanca Shimadzu® (modelo TGA Q60) em atmosfera de
nitrogénio em fluxo de 100 mL/min. Para tal, foi utilizado cerca de 5 mg de cada amostra
acondicionada em cadinho de platina e submetido a analise na faixa de temperatura de 25 a 600
°C com uma razdo de aquecimento de 10° C/min. Os dados obtidos foram analisados em
software Shimadzu® TA-60WS com calculo da primeira derivada da curva TG (DTG) [20].

As curvas DSC foram obtidas no calorimetro exploratério diferencial da Shimadzu®
DSC-60 integrado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50
mL/min nas razdes de aquecimento de 2° C/min na faixa de temperatura de 25-300° C. Cerca
de 2 mg de amostra foi posta em cadinho de aluminio hermeticamente fechado. indio (156,4
°C) e Zinco (419,5° C) foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de
entalpia do equipamento [21].

Ambas as analises térmicas foram precedidas de pulverizacdo, tamisacdo e pesagem
guantitativa das amostras, sendo realizadas no Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos
da Universidade Federal de Pernambuco (LTM/UFPE).
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2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas analises por MEV as amostras foram dispersas em fita carbono fixadas no suporte
(stub). Em seguida, foram metalizadas com ouro atbmico em um metalizador Quorum modelo
Q150R ES com uma corrente de 15 mA por 5 minutos com um tooling fator de 2,30. As
amostras foram analisadas em microscopio eletronico de varredura Vega3 SEM da Tescan
acoplado a um sistema de analise por espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS)
[22]. Para este teste, somente a ZIF-8 com maior rendimento foi analisada. A analise foi
realizada no Laboratério de Espectroscopia de Impedancia e Materiais Organicos da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (LEIMO/UNIVASF).

3. Resultados e discussao

3.1 Sintese da ZIF-8

O rendimento das reacdes foi escolhido como sendo a variavel dependente nesta etapa
do estudo levando em consideragdo que a quantidade de material produzido é tdo importante
quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas. A tabela 3 mostra o rendimento das 9 condicdes
de reac0es realizadas nesta pesquisa, sendo expresso como média * desvio padrdo da média.

As condicdes 1, 2 e 3 aconteceram com o tempo de 6 h de reacdo; 4, 5 e 6, com o tempo
de 12 h; e 7, 8 € 9 com o tempo de 24 h. As condicdes 1, 4 e 7 ocorreram com a pPropor¢ao
molar 1:2 de reagentes (Zn:2-MelM); 2, 5 e 8 com a propor¢do molar 1:4; e 3, 6 e 9 com a
proporcao molar 1:6.

Tabela 3. Rendimento das condic¢des de sintese da ZIF-8.

Condicao de reacdo | Rendimento (% média £ DP)
44,82 + 2,92
42,33 + 1,50
34,87 +£0,78
49,93 + 0,38
40,90 + 4,94
36,68 + 1,99
50,19 + 1,95
44,90 + 0,95
36,69 + 1,16

O O|INO OB IWIN|F-




97

A partir da analise da tabela 3 é possivel perceber que todas as reacbes com a proporgao
molar dos reagentes 1:6 foram as que apresentaram os rendimentos mais baixos. Dentro do
bloco de reagdes com o mesmo tempo de duracdo, aquela que apresenta a proporcao molar de
reagentes 1:6 € sempre a de menor rendimento, seguido da reacdo com a proporcéo 1:4. Em
todos os blocos de reacOes, aquelas que apresentavam a proporgédo de reagentes 1:2 mostrou-
se, em todas as situagdes, a que apresentou 0 maior rendimento.

Analisando os rendimentos das condicdes 1, 4 e 7 (ambas realizadas com a proporcao
1:2 de reagentes), a condicdo 1 difere estatisticamente de 4 e 7. No entanto, 4 e 7 ndo apresentam
diferenca significativa entre si (teste t ndo pareado), o que nos faz inferir que os tempos de
reacdo 12 h e 24 h ndo apresentam diferencas estatisticas quando a proporc¢do dos reagentes é
1:2. Levando em consideracao essa auséncia de diferenca e o fato deste trabalho se propor a
preparar um insumo de forma rapida e prética, a condi¢cdo considerada como a ideal, entre as
testadas, foi a condicdo nimero 4, a qual possui reagentes na propor¢do molar 1:2, ocorreu
durante 12 h e mostrou um rendimento de 49,93 £ 0,3818 %.

Na figura 2 esta representado o grafico de Pareto, que mostra como as variaveis
interferem no rendimento das reacdes de forma significativa ou ndo, positiva ou negativamente.
A partir da analise deste grafico, é possivel observar que a Unica variavel que interfere de forma
significativa (p = 0,05) é a proporcao dos reagentes, no entanto, interfere de maneira negativa.
Isto quer dizer que quanto maior for a diferenca na proporcdo dos reagentes, menor sera o
resultado da varidvel dependente, ou seja, o rendimento. O tempo influencia de maneira positiva
no rendimento das reacfes, no entanto, ndo interfere de maneira significativa, levando em
consideracdo a linha da significancia mostrada na imagem.

Na figura 3 é possivel observar o grafico de superficie resposta, 0 qual mostra nas areas
mais escuras (vermelho) os pontos em que as condi¢Bes obtiveram melhores valores de
rendimento para as reacdes. A partir da observacao do grafico contido na figura 3, é possivel
constatar que quanto maior for a diferenga na proporgdo dos reagentes, menor sera o rendimento
da sintese (partes em verde do grafico). Ja em relacdo ao tempo de reacéo, é possivel observar
que ndo hé diferenca entre os tempos de 12 e 24 h para as sinteses que foram conduzidas com
reagentes na proporcao 1:2. A partir da analise do gréfico de superficie resposta, fica muito
claro como as variaveis independentes selecionadas neste estudo influenciam a variavel

dependente (rendimento).
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Figura 2. Gréfico de Pareto para o planejamento da sintese da ZIF-8.
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Figura 3. Gréafico de superficie resposta para o planejamento da sintese da ZIF-8.

Na sintese solvotérmica de ZIF-8, a polaridade do solvente afeta o tamanho dos cristais
da MOF, como apresentado no trabalho de Lee et al. [17], onde ZIF-8 foi produzida em

diferentes condices e utilizando diversos solventes organicos. Cristais maiores de ZIF-8 (150-
200 pum de diametro) foram produzidos em sintese solvotérmica usando dimetilformamida
(DMF) como solvente (140° C durante 24 h), quando comparados com a sintese usando metanol

(25° C por 24 h), a qual resultou em particulas com tamanho inferior (3-5 um de diametro). A
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sintese utilizando DMF obteve rendimento em torno de 60%, diferentemente da sintese usando
metanol, onde foi observado um rendimento em torno de 43%. Trabalhos publicados tém
relatado tanto tamanhos menores de particulas ZIF-8 quanto maiores areas superficiais quando
sintetizadas com metanol a temperatura ambiente [11,23]. O resultado do rendimento da ZIF-8
produzida neste trabalho é superior ao rendimento para a sintese com metanol reportada por
Lee et al. [17], e inferior para a sintese usando DMF. Entretanto, é necessario, mais uma vez,
observar que este trabalho traz uma sintese aquosa sem elevacéo de temperatura e com geracédo

minima de residuos, podendo ser considerada uma sintese verde.

3.2 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho obtidos a partir das nove condicGes de sintese executadas
podem ser observados nas imagens presentes nas figuras 4 (condigdes 1, 2 e 3), 5 (condig0es 4,
5e6) e 6 (condicdes 7, 8 e 9). A partir da analise das imagens presentes nas figuras 4, 5e 6, é
possivel notar que todas mantém um padrdo de bandas caracteristicas do 2-metilimidazol,
presente na ZIF-8. Na figura 7 esta representada a estrutura do 2-metilimidazol.

Os espectros obtidos das condi¢des de sintese com mesma duragdo apresentam grande
semelhanca entre si, 0 que pode ser observados entre 0s espectros das condicdes 1,2e 3;4,5¢
6; 7, 8 e 9. Apesar de existirem diferencas sutis entre as bandas presentes nos espectros desses
grupos de 3 em 3, todos os espectros apresentam as bandas com absorcdo nas mesmas regides.
Bandas presentes entre 3500 e 3100 cm sdo caracteristicas de estiramento de aminas primarias
e secundérias, e estdo presentes em todos os espectros FT-IR de ZIF-8 obtidos. Sinais
caracteristicos de dobramentos para esses mesmos grupos funcionais podem ser observados
entre 1550 e 1640 cm™, também presentes em todas as amostras analisadas. Sinais presentes
entre 1000 e 1350 cm™ séo caracteristicos de ligacdes de aminas (C—N), e também constam em
todos os espectros obtidos [24,25].

Sinais para dobramento (entre 1375 e 1450 cm™) e estiramento (entre 2850 e 3000 cm-
1Y de alcanos também podem ser observados e correspondem ao grupamento metila presente na
parte organica da ZIF-8. E, por fim, sinais para ligacdo dupla entre carbonos C=C (alcenos)
podem ser observados entre 1600 e 1680 cm™. As bandas presentes em todos os espectros, entre
3200 e 3650 cm™, sdo caracteristicas de hidroxila, tendo em vista que pode haver &gua

adsorvida nos materiais mesmo ap0s o0 processo de secagem [13,24].
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Figura 4. FT-IR da ZIF-8 sintetizada nas condi¢bes 1, 2 e 3.
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Figura 7. Estrutura do 2-metilimidazol.

3.3 Anélises térmicas
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As curvas de TG para as amostras sintetizadas nas trés primeiras condi¢cdes mostram

bandas com padrdes semelhantes. Todas as sinteses realizadas com duracao de 6 h apresentaram

eventos térmicos que ndo sdo comuns para a ZIF-8, o que pode sugerir que uma MOF com

qualidade e estabilidade térmica inferiores foram preparadas devido o tempo de sintese ndo ter

sido o suficiente como apresenta a literatura, que geralmente é de 24 h [26,27]. A tabela 4

mostra os eventos térmicos para cada uma das condicOes de sintese para a ZIF-8. A figura 8

mostra a curva TG para uma das amostras submetidas a um periodo de sintese de 6 h (condi¢do

1), pois ambas apresentam 0 mesmo padrao.

Tabela 4. Eventos térmicos da TG para cada uma das condic6es de sintese para a ZIF-8.

1° evento 2°% evento 3° evento
Condi | Onset | Endset | % de | Onset | Endset | % de | Onset | Endset | % de
cao )] (°C) | perda | (°C) °C) | perda | (°C) (°C) | perda
1 29,86 | 46,92 | 1,981 | 54,99 | 93,51 | 8,156 | 263,22 | 289,92 | 5,227
2 2959 | 34,84 | 2,181 | 59,12 | 9452 | 7,671 | 266,16 | 287,54 | 4,362
3 30,51 | 40,05 2,81 56,65 | 96,44 8,37 | 264,88 | 289,61 | 5,046
4 43,10 | 76,80 | 0,739 | 209,27 | 364,38 | 4,861 | 481,81 | 549,79 | 10,16
6
5 75,00 | 89,97 | 0,665 | 183,73 | 313,94 | 5,564 | 480,68 | 568,08 | 6,248
6 23,31 | 72,61 | 2,268 | 189,88 | 257,82 | 9,01 | 464,16 | 582,34 | 33,80
7 33,79 | 72,00 | 1,348 | 181,69 | 320,33 | 8,428 | 446,47 | 554,79 | 16,94
8 41,97 | 79,79 1,51 | 158,58 | 223,32 | 5,768 | 477,38 | 587,37 | 16,42
0
9 71,21 | 73,61 | 0,964 | 158,95 | 271,11 | 8,162 | 480,67 | 536,13 | 8,323
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Figura 8. Curva TG para ZIF-8 sintetizada na propor¢éo 1:2 (Zn:2-MelM) por 6 h.

Os eventos térmicos para as condi¢des 1, 2 e 3 sdo bastante semelhantes, como evidencia
a tabela 4. Os eventos iniciais até a temperatura de aproximadamente 100° C referem-se a perda
de 4gua que permanece adsorvida as amostras mesmo apos secagem em estufa. Os percentuais
de perda de massa referente a agua séo entre 9,85 e 11,18%. Outro evento térmico evidenciado
na figura 8, bem como na tabela 4, tem onset em torno de 263° C e endset em torno de 289° C.
Este evento destaca, provavelmente, a degradacdo do 2-metilimidazol [28]. Este é o ultimo
evento térmico evidenciado na curva de TG para as condicdes 1, 2 e 3, no entanto, este dado
ndo condiz com a caracterizagdo térmica da ZIF-8, o que sugere que um material como menor
estabilidade térmica foi produzido. Com isso, infere-se que o tempo de 6 h ndo é adequado para
sintetizar a ZIF-8 usando 4gua como solvente a temperatura ambiente.

As curvas TG para as demais condicGes (4 a 9) também apresentam acentuada
semelhanga, como pode ser percebido ainda pela andlise da tabela 4. Na figura 9 esta
representada a curva TG da ZIF-8 produzida de acordo com a condicdo de sintese nimero 4,
selecionada como aquela que apresenta maior rendimento, sendo uma curva representativa para
as demais condicGes (5 a 9) devido a sua semelhanca. O primeiro evento térmico para as
condicdes 4 a 9 representa, basicamente, a perda de agua, que tanto pode estar contida nos poros
da MOF como na sua superficie [29]. As porcentagens de perda de massa para esses eventos
correspondem entre 0,66 e 2,26%. O segundo evento térmico, com inicio (onset) em torno de
160-180° C e fim (endset) em torno de 250-270° C, refere-se ainda a moléculas adsorvidas,

como agua residual ou moléculas de 2-MelM néo ligadas [30]. Outro evento térmico relevante
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e caracteristico da anélise termogravimétrica da ZIF-8 ¢ o inicio da sua degradacdo, em torno
de 445-480° C (onset), indo até 535-585° C (endset), com perdas de massa que podem
ultrapassar os 40%. Algumas referéncias mostram que a ZIF-8 se degrada completamente antes
dos 600° C [31] e outras mostram que sua completa degradacdo ocorre somente apds os 700
[32] ou préximo aos 800° C [33,34]. Os eventos com perdas de massas evidenciadas até 585° C
referem-se a degradacdo da porcdo organica da rede (o imidazolato). Acredita-se que as ZIF-8
sintetizadas nestas condi¢Ges degradam-se em temperaturas acima de 600° C, tendo em vista as

perdas de massas relativamente baixas quando comparadas com a literatura [33].
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Figura 9. Curva TG para ZIF-8 sintetizada na proporc¢édo 1:2 (Zn:2-MelM) por 12 h.

Entretanto, independentemente da temperatura suportada pela ZIF-8 sintetizada, é
importante salientar que, muito provavelmente, essas temperaturas nao seriam alcancadas em
operacdes farmacéuticas para a producdo de medicamentos. Caso isso acontecesse e alguma
operacdo necessitasse de elevacdo da temperatura, esta MOF poderia ser utilizada como um
protetor térmico para farmacos nessas situacdes excepcionais de estresse térmico [35].

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para as amostras sintetizadas
com o tempo de 6 h mostram perfis muito semelhantes. Na figura 10 estad demonstrada a curva
DSC da amostra 3, sintetizada com a propor¢éo 1:6 (Zn:2-MelM), durante 6 h. A partir da
analise da figura 10 é possivel observar um pico endotérmico na faixa de temperatura de 262,76
(onset) e 284,22° C (endset) (Tpico = 272,46° C, AH = - 414,37 mJ), evidenciando,
provavelmente, a sua degradagéo. Esta € uma das condi¢Ges onde se acredita ter sido sintetizada

uma ZIF-8 com estabilidade térmica menor que a relatada pela literatura, pois este perfil de
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DSC néo condiz com o perfil anteriormente relatado, onde os eventos de degradagéo ocorrem
somente a partir dos 450° C [36].
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Figura 10. Curva de DSC para ZIF-8 sintetizada na propor¢éao 1:6 (Zn:2-MelM) por 6 h.

As curvas de DSC para as demais amostras (condigdes 4 a 9) mostram perfis muito
semelhantes entre si. Na figura 11 esta demonstrada a curva DSC para a amostra 4, sintetizada
com a proporcdo molar 1:2 (Zn:2-MelM) durante 12 h. A partir da observacdo da figura 11 é
possivel notar a auséncia de picos na faixa de temperatura que foi realizada a analise (de 25 a
300° C), evidenciando a estabilidade térmica da ZIF-8. Esse resultado é o esperado paraa MOF
em questéo e corrobora com os resultados apresentados por Moura Ferraz et al. [33].

As técnicas termoanaliticas apresentam inimeras aplicacfes nos estudos de interacGes
e compatibilidade entre principios ativos e excipientes, estudos de cinética de degradacéo,
estabilidade de formas farmacéuticas, entre outras aplicacbes. Embora ndo substituam os
estudos convencionais, as técnicas termoanaliticas mostram-se extremamente Uteis em estudos
de estabilidade, possibilitando a escolha de formulagdes mais estaveis com bastante rapidez,

fator desejavel principalmente para a industria farmacéutica [37-39].
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Figura 11. Curva de DSC para ZIF-8 sintetizada na proporgéo 1:2 (Zn:2-MelM) por 12 h.

3.4 Microscopia Eletronica da Varredura (MEV)

As andlises por MEV fazem-se necessarias para que a morfologia microscopica dos
materiais produzidos seja confirmada. A anélise da forma também se faz necesséria para que
seja feita a comparacdo da MOF obtida com outras ja sintetizadas e publicadas. Devido a
disponibilidade reduzida do equipamento, esta analise sé foi realizada para a amostra
sintetizada na condicéo que forneceu o maior rendimento de ZIF-8.

A figura 12 mostra as fotomicrografias obtidas a partir da analise por MEV da ZIF-8
sintetizada. A figura 12a contém a imagem da ZIF-8 com aumento de 3 mil vezes; nas figuras
12b e 12c, as imagens estdo com aumento de 5 mil e 15 mil vezes, respectivamente. A partir da
andlise das fotomicrografias com maiores aumentos, percebe-se uma morfologia semelhante
com formato rdmbico dodecaédrico, bastante uniforme. Esse padrdo morfologico se assemelha
a ZIF-8 desenvolvida em outros estudos [18,27,40].

O padrdo microscopio da ZIF-8 produzida e ilustrado na figura 12, comprova que as
condicdes de sintese utilizadas neste estudo sdo eficientes para a produgdo de um excipiente

que mantém as caracteristicas morfologicas esperadas para tal material.
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Legenda: a- aumento de 3.000 x; b- aumento de 5.000 x; c- aumento de 15.000 x.

4. Conclusodes

A partir do que foi exposto e discutido, chega-se a conclusdo de que € possivel utilizar
varias condicBes de sintese para produzir o excipiente tecnoldgico ZIF-8, entretanto, 0s
materiais produzidos costumeiramente ndo apresentam as mesmas caracteristicas fisicas, como
o perfil de degradacéo térmica.

O tempo de reacdo ndo interfere de maneira significativa no rendimento da sintese, mas
interfere de forma negativa na qualidade do material quando o tempo de 6 h for praticado, sendo
produzido um material com menor estabilidade térmica. As propor¢6es entre 0s reagentes de
partida interferem de maneira significativa, de forma que quanto maior for a diferenca entre a
fonte de zinco e o 2-metilimidazol, menor serd o rendimento da sintese.
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As melhores condi¢Bes de sintese mostraram-se aquelas com a propor¢cao molar dos
reagentes em 1:2 (Zn:2-MelM) por um tempo de 12 e 24 h. Entretanto, como este trabalho se
propds a elaborar uma metodologia simples, rapida e de baixo custo, escolheu-se como melhor
condicdo de sintese aquela praticada por um periodo de 12 h. A ZIF-8 produzida nessas
condicBes de sintese mostraram-se estaveis em elevadas temperaturas (acima de 450° C), com
padrdes fisico-quimicos semelhantes aos reportados na literatura no que diz respeito as bandas
de absorcdo no infravermelho, bem como sua morfologia. Vale ressaltar que a metodologia aqui
proposta se trata de uma sintese verde, utilizando agua como solvente dos reagentes e como
meio reacional, bem como néo faz uso de temperatura elevadas.

Dessa forma, a ZIF-8 mostra-se, mais uma vez, como sendo um material de qualidade e
alta estabilidade térmica que pode ser usado na producdo de medicamentos, seja como
excipiente capaz de melhorar a solubilidade de farmacos ou como matéria-prima para o

desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de drogas.
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Jatropha mutabilis (Pohl) Baill.
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RESUMO

Jatropha mutabilis pertence a familia Euphorbiaceae e tem sido reportada como uma nova fonte
para a obtencdo do flavonoide vitexina, o qual € um glicosideo de apigenina com diversas agoes
farmacologicas ja descritas. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo fisico-
quimica de vitexina isolada das folhas de J. mutabilis. Para isso, as folhas foram coletadas,
secas e extraidas com etanol a 95% pelo processo de maceragdo exaustiva para obtencdo do
extrato etanolico bruto. O extrato foi submetido ao processo de particdo liquido-liquido com
solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, cloroférmio e acetato de etila), e vitexina
foi isolada por precipitacdo a partir da fase acetato de etila. A solubilidade da vitexina foi
verificada em diferentes solventes e tamp&es, bem como curvas de calibragdo por UV-vis e
CLAE-DAD foram construidas. As analises térmicas foram realizadas por termogravimetria
(TG) e por calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A estrutura molecular foi confirmada
por ressondncia magnética nuclear (RMN) e infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), e a morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV). As bandas de absorgéo no
TF-IR mostraram eventos caracteristicos para os grupos funcionais presentes na vitexina. Os
eventos térmicos evidenciados nas analises por TG e DSC mostraram eventos caracteristicos
para perda de &gua, fusdo e degradagdo da vitexina. A morfologia foi confirmada por MEV,
mostrando estrutura de cristais circulares com tamanho variados. A curvas de calibracéo
mostraram-se lineares, e a partir delas foi possivel obter equagdes da reta para futuras
quantificacbes de vitexina em diferentes solugdes. Vitexina exibiu melhor solubilidade nos
solventes etanol (255,7 + 0,23 pg/mL) e metanol (656,8 + 1,95 ug/mL), e solubilidades mais
baixas em solventes de mais baixa polaridade e nos tampdes usados. A baixa solubilidade foi
confirmada, mais uma vez, pelos testes de liberacdo em diferentes tampdes, onde vitexina
exibiu liberacdo abaixo de 35% em 8 h de experimento para ambos 0os meios. O estudo trouxe
dados inéditos para a caracterizacao fisico-quimica da vitexina, tais como as andlises por TG e
DSC, bem como os dados de solubilidade quantitativa e perfil de liberacao.

Palavras-chave: pre-formulacdo; liberagdo; solubilidade; termogravimetria; calorimetria

exploratdria diferencial.

ABSTRACT:

Jatropha mutabilis belongs to Euphorbiaceae family and has been reported as a new source for
obtaining the flavonoid vitexin, which is an apigenin glycoside with several pharmacological
actions already described. The objective of this work was to carry out the physicochemical

characterization of vitexin isolated from the leaves of J. mutabilis. For this, the leaves were
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collected, dried and extracted with 95% ethanol by the process of exhaustive maceration to
obtain the crude ethanol extract. The extract was submitted to a liquid-liquid partition process
with solvents in increasing order of polarity (hexane, chloroform and ethyl acetate), and vitexin
was isolated by precipitation from the ethyl acetate phase. Vitexin solubility was verified in
different solvents and buffers, as well as UV-vis and HPLC-DAD calibration curves were
constructed. Thermal analyzes were performed by thermogravimetry (TG) and by differential
scanning calorimetry (DSC). The molecular structure was confirmed by nuclear magnetic
resonance (NMR) and Fourier transform infrared (FT-IR), and the morphology by scanning
electron microscopy (SEM). Absorption bands in TF-IR showed characteristic events for
functional groups present in vitexin. The thermal events evidenced in the TG and DSC analyzes
showed characteristic events for water loss, melting and degradation of vitexin. The
morphology was confirmed by SEM, showing the structure of circular crystals of varying sizes.
The calibration curves were linear, and from them it was possible to obtain straight line
equations for future quantification of vitexin in different solutions. Vitexin exhibited better
solubility in ethanol (255.7 + 0.23 pg/mL) and methanol (656.8 + 1.95 ug/mL) solvents, and
lower solubility in lower polarity solvents and in the buffers used. The low solubility was
confirmed, once again, by the release tests in different buffers, where vitexin exhibited a
libration below 35% in 8 h of the experiment for both media. The study brought new data for
the physicochemical characterization of vitexin, such as TG and DSC analysis, as well as
quantitative solubility and release profile data.

Keywords: preformulation; release; solubility; thermogravimetry; differential scanning

calorimetry.

1 INTRODUCAO

O género Jatropha, pertencente a familia Euphorbiaceae, possui aproximadamente 170
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da Africa e América (Hirota et al.,
2010). O seu nome deriva da palavra grega “jatros” (médico) e “trophe” (alimentos), o que NOS
faz inferir que este género possui um grande nimero de espécies com utilizagdo nas medicinas
tradicionais (Kumar e Sharma, 2008).

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. € uma espécie arbustiva espontanea, monoica, presente
somente no Brasil (mais precisamente no bioma caatinga), a qual ocorre desde o Piaui até a
Bahia, em areas de caatinga hiperxerofila, costumeiramente encontrada em terreno arenoso

(Santos, Machado e Lopes, 2005). E conhecida popularmente como “pinhdo-de-seda” e tem
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suas folhas e flores utilizadas pela medicina popular para o tratamento da constipacéo intestinal
(Albuquerqgue et al., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados a partir das folhas de J. mutabilis evidenciaram que
seus constituintes quimicos principais sdo vitexina (majoritario), isovitexina e orientina, na
propor¢éo de 5:1:1 (Costa, 2014). Vitexina € um flavonoide com baixa solubilidade em &gua,
classificada como C-heterosideo, e € um glicosideo de apigenina, cujas atividades
farmacologicas foram demonstradas por diversos modelos experimentais (He et al., 2016).
Vitexina é cardioprotetora e apresentou potencial hipotensivo (Dong et al., 2008; Lu et al.,
2013; Mali et al., 2012), anti-inflamatorio (Borghi et al., 2013; Huang et al., 2005), antioxidante
in vitro (Kim et al., 2005; Zhang et al., 2011) e in vivo (Zhang et al., 2014), antimicrobiano
(Das et al., 2016; Basile et al., 1999), antineoplasico (Lee et al., 2012; Choi et al., 2006),
propriedades antidiabéticas (Choo et al., 2012; Peng et al., 2008) e, mais recentemente,
antitussigena e expectorante (Costa et al., 2020a). Vitexina apresentou atividade antineoplésica
em diversos modelos in vitro e in vivo (carcinoma mamario e oral, leucemia, tumor cerebral e
esofagico), sendo seus efeitos devido a promoc¢édo da apoptose e autofagia, bem como a inibicéo
da proliferacdo e migracdo através de varias vias de sinalizacdo (He et al., 2016).

A identificacdo e caracterizacdo fisico-quimica de novas entidades quimicas € de
fundamental importancia, pois dados sobre sua estabilidade podem ser inferidos a partir desta
caracterizacdo. Um padrdo precisa ser verificado e estabelecido para a molécula em estudo para
que, posteriormente, seja possivel a sua utilizacdo tecnolégica de forma racional e assim
garantir a sua qualidade (Ferraz, 2017; Schaffazick et al., 2003).

Os estudos de pré-formulacdo, além de outras analises, fornecem as informacGes
necessarias sobre a molécula em questdo e ddo subsidios para a combinacdo do farmaco com
adjuvantes farmacéuticos na fabricacdo de uma nova forma farmacéutica (Costa et al., 2013;
Gomes et al., 2015). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a obtencéo de vitexina

a partir da espécie vegetal J. mutabilis, bem como realizar sua caracterizacao fisico-quimica.
2 METODOLOGIA
2.1 Obtencao de vitexina
A vitexina foi obtida a partir da espécie Jatropha mutabilis (Pohl.) Baill (cadastro no

SISGEN n° A94E671). As folhas foram coletadas no Centro de Recuperacio de Areas
Degradadas da Caatinga na UNIVASF (CRAD/UNIVASF) no municipio de Petrolina-PE, (-
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9°19°32,2 S 40°32°48,2 W), em marco de 2019. As folhas foram armazenadas em sacos de
papel, secas em estufa com ar circulante a 45° C, pulverizadas em moinho de facas (modelo
SL-31, SOLAB) e, em seguida, foram maceradas a temperatura ambiente com etanol a 95%.
Foram realizadas trés extracfes com intervalos de 72 h entre cada extracdo. A solucdo extrativa
foi filtrada, e por fim, concentrada em evaporador rotativo (modelo SL-125, SOLAB) sob
pressdo reduzida a temperatura de aproximadamente 50° C, até obtengdo do extrato etandlico
bruto (EEB) (Costa et al., 2020a).

O EEB foi solubilizado em uma mistura de agua e metanol (7:3), agitado mecanicamente
por 1 h e particionado com hexano, cloroférmio e acetato de etila, gerando trés fracdes de
polaridades distintas. A fracdo de interesse (acetato de etila) foi concentrada em evaporador
rotativo (50° C) com pressdo reduzida, até obtencdo de um precipitado (posteriormente
identificado como sendo vitexina). Apds isso, o precipitado foi lavado com metanol por
sucessivas vezes para retirar as possiveis impurezas até a obtencdo de um p6 de coloracdo

amarelo claro (Costa, 2014).

2.2 Analise por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Apb6s o isolamento de vitexina, o composto foi encaminhado para a andlise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os experimentos de RMN foram realizados em
aparelho Bruker AscendTM 400, operando a 400 MHz para RMN de *H e a 100 MHz para **C.
As amostras foram solubilizadas em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) (Tedia®, Brasil).

Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8) (Costa et al., 2020a).

2.3 Andlise por espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR)

O espectro de infravermelho da amostra analisada foi obtido utilizando pastilhas de
brometo de potassio (KBr) como suporte sélido. Para o preparo da pastilha utilizou-se
aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram macerados até obtencao
de um po6 fino. A mistura foi entdo submetida a pressdo de 78,5 KN, empregando prensa
hidraulica (Shimadzu®) por um periodo de 10 min. Apos a obtenc¢éo da pastilha de KBr, esta
foi analisada em espectrometro (IRTracer-100, Shimadzu®) na regiéo entre 4500 a 600 cm™,

com 45 scans e resolugdo de 4 cm™ (Sampaio et al., 2021).
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2.4 Andlise por termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Para a obtencéo das curvas de DSC foi utilizado o Calorimetro Shimadzu® (DSC-60)
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS e usou-se 2 mg de vitexina, posto em cadinho
de aluminio. O aparelho foi calibrado com raz&o de aquecimento de 10° C/min, com variagdo
de temperatura de 0-300° C, e vazdo de nitrogénio de 50 mL/min. As curvas de TG foram
realizadas por meio da termobalanca Shimadzu® (TGA Q60), onde pesou-se 5 mg de vitexina
em cadinho de platina. O aparelho foi calibrado com raz&o de aquecimento de 10° C/min, com
variagdo de temperatura de 0-600° C, e vazo de nitrogénio 100 mL/min. Todos 0s processos
de anélises foram precedidos de pulverizacdo, tamisacdo e pesagem quantitativa da amostra.
indio (156,4° C) e Zinco (419,5° C) foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a

resposta de entalpia do equipamento (Ferraz, 2017).

2.5 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para identificar a morfologia microscépica da vitexina, a amostra foi dispersa em fita
dupla face de carbono fixada no suporte (stub). Em seguida a amostra foi metalizada com ouro
atdbmico em um metalizador Quorum (modelo Q150R ES) com uma corrente de 15 mA por 5
min com um tooling fator de 2,30. A amostra foi analisada em microscopio eletrénico de
varredura Vega3 (SEM, Tescan®) (Guimardes et al., 2019; Sampaio et al., 2021).

2.6 Obtencéo de curvas de calibragéo de vitexina por UV-vis e por CLAE-DAD

Foi preparada uma curva de calibracdo em espectrofotdmetro de UV-Vis (EVEN®,
modelo 1L-592) utilizando solugGes de vitexina preparadas com uma mistura 1:1 de metanol e
acetonitrila, em cinco concentragdes conhecidas diferentes (1, 2, 5, 10 e 15 pg/mL) em
triplicata. Através da utilizacdo do software OriginPro 8.0, foi construido o grafico de
concentragdo x resposta (absorbancia). A partir disso, foi obtida a equagéo da reta, com a qual
torna possivel calcular a concentracdo de vitexina presente nas solugbes. A deteccdo foi
realizada no comprimento de onda de 336 nm (Costa, 2014).

Uma curva de calibracdo por CLAE-DAD também foi construida a partir da utilizacéo
da metodologia proposta por Costa e colaboradores (2020b). Uma solucdo estoque na

concentracédo de 50 pg/mL foi preparada e em seguida diluida para obtencao das concentragdes
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utilizadas no experimento (2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pug/mL). As andlises foram realizadas
utilizando em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD) (modelo LC-10ADVP, Shimadzu®), com compartimento de coluna
termostatizado (modelo CTO, 10ASVP), injetor automético (modelo SIL, 20ADVP),
controlador (modelo SCL, 20ADVP) e degaseificador (modelo DGU, 20A). A coleta de dados
e anélises foram realizadas utilizando o software Shimadzu® LCSolution™. Todas as solucdes
foram filtradas através de membrana com tamanho de poros de 0,45 pum (Chromfilter®). Foi
usada uma coluna RP-18 (150 x 4,6 mm), tamanho de particulas 2,7 pum (Poroshel, Agilent®).
A fase movel era composta por acetonitrila como solvente A e acido formico a 0,1% em agua
ultrapura como solvente B. As separac¢des foram efetuadas por um gradiente como segue: 0-40
min, 90-72% de solvente B; 40-50 min, 72-90% de solvente B; 50-60 min isocratico. O fluxo
da fase movel foi de 0,4 mL/min, com volume de injecdo de 10 pL. Todos os ensaios
cromatograficos foram realizados a 37° C, com detec¢do UV em 336 nm, em triplicata. As areas
dos picos cromatograficos foram utilizadas como resposta a concentracao da solucdo utilizada.

2.7 Determinacéo da solubilidade quantitativa da vitexina

A um volume fixo dos solventes liquidos (5 mL) foi adicionada quantidade de vitexina
até formacdo de corpo de fundo. Caso 24 h ap6s a formacédo do corpo de fundo, em repouso e
a temperatura ambiente, ainda houvesse vitexina insollvel, significaria que a sustancia ja
alcancara seu limite de solubilidade naquele solvente. Os solventes utilizados neste teste foram:
acetato de etila, acetonitrila, cloroférmio, etanol, metanol e tampdes com pH de 1,2, 4,5e 7,2.
As solugdes foram filtradas e analisadas pela metodologia por CLAE-DAD descrita no item
anterior. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média

+ desvio padrdo da média para a solubilidade de vitexina.

2.8 Perfil de liberagéo da vitexina

Para este teste foi utilizada a metodologia proposta por Sampaio e colaboradores (2021)
com adaptacGes. Em béqueres com capacidade de 500 mL foram adicionados 200 mL de
tampéo (pH 1,2 e 7,2) e 10 mg de vitexina em cada, mantidos sob agitacdo magnética de 200
rpm. Aliguotas foram retiradas nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480
min para que fosse realizada a quantificagdo de vitexina soluvel, através da utilizacdo da

metodologia por UV-Vis descrita anteriormente. O experimento teve temperatura controlada
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em 37° C, realizado em triplica e com os resultados expressos como média + desvio padrdo da
meédia para a % de vitexina liberada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao de vitexina

Foram coletadas 5,95 kg de folhas de J. mutabilis, que ap6s secas em estufa de
circulacdo de ar e pulverizadas em moinho de facas resultaram em 1,315 kg de material vegetal
seco e pulverizado. Os procedimentos posteriores (maceragdo e concentracdo), permitiram
obter 264,1 g (20,07% de rendimento) de extrato etandlico bruto de J. mutabilis (Jm-EEB).

A partir da particdo liquido-liquido, pdde-se obter trés fases distintas: a hexanica (Jm-
Hex), a cloroférmica (Jm-CHCIz) e a acetato de etila (Jm-AcOet). Apds concentragdo em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a 40° C, estas solugdes extrativas geraram as suas
respectivas fases, das quais somente a fase acetato de etila foi utilizada para obtencdo de
vitexina.

Durante a concentragdo da Jm-AcOet em evaporador rotativo, ocorreu a formacao de
um precipitado aderido as paredes no fundo do baldo (Jm-1) de colora¢do amarelo claro, sendo
posteriormente suspendido em metanol e submetido a uma sonicacdo em aparelho de ultrassom
para desprender o precipitado do baldo. Jm-1 (455 mg, rendimento de 0,0346% em relacéo a
droga vegetal, figura 1a) foi tamisado em tamis com malha de tamanho médio dos poros de 180
um, apresentou-se soltvel somente em DMSO e foi identificado, posteriormente, como sendo
o flavonoide vitexina (432,4 g/mol), a qual possui sua estrutura molecular ilustrada na figura
1b.

Costa e colaboradores (2020b) ja haviam afirmado que J. mutabilis pode ser considerada
uma fonte promissora do flavonoide vitexina, devido ao seu alto rendimento para este
flavonoide. Esse fato pode ser melhor entendido quando se compara o rendimento de vitexina
proveniente de J. mutabilis com outras fontes vegetais, como é o caso dos achados publicados
por Choo et al. (2012). No trabalho, os autores reportam o isolamento de vitexina a partir das
folhas de Ficus deltoidea Jack, familia Moraceae, com rendimento de aproximadamente
0,0001% (7 mg de vitexina) em relacdo a droga vegetal seca. Ao analisar este e o dado
divulgado no nosso trabalho, percebe-se que o rendimento de vitexina de J. mutabilis (455 mg)
é cerca de 350 vezes maior que o rendimento de Ficus deltoidea, mostrando, mais uma vez, a

importancia da espécie da caatinga para a obtencdo deste fitoquimico.



123

Figura 1. Vitexina.

OH o
Legenda: a) vitexina isolada de J. mutabilis. b) estrutura molecular de vitexina.

Um fato que pode alterar significativamente o rendimento de vitexina isolada a partir de
uma droga vegetal é tanto o método de extragdo, como os solventes utilizados, tal qual pode-se
observar no trabalho de Martino et al. (2008). Em seus resultados, os autores reportaram o teor
de vitexina extraida das folhas e flores de Crataegus monogyna Jacq, familia Rosaceae, por
diferentes métodos (extracdo em Soxhlet, maceracdo, extracdo assistida por ultrassom e por
micro-ondas). De todos 0os métodos, aquele utilizando extracéo assistida por micro-ondas com
mistura de solventes composta etanol e dgua (1:1), foi o que obteve maior teor de vitexina
(1,198 + 0,008 mg/g de vitexina), seguido do método de extragdo assistida por ultrassom com
a mesma mistura de solventes (1,100 + 0,007 mg/g de vitexina). Estes resultados reafirmam a
importancia da escolha dos solventes e do método de extracdo no rendimento da extracdo de

produtos naturais.

3.2 Analise por RMN

Para que se tenha certeza da estrutura quimica de determinada substancia organica,
principalmente as que sdo isoladas de produtos naturais, é necessario fazer a sua determinacao
quimica por RMN. Esta técnica fornece informacgdes imprescindiveis para a correta
caracterizacéo estrutural da substancia.

Vitexina ndo é uma sustancia inédita. Seu isolamento e caracterizacdo estrutural ja
foram relatados na literatura diversas vezes, o que facilita a determinacéo e as atribuicdes dos
sinais e deslocamentos quimicos apresentados nos espectros de RMN. A tabela 1 mostra 0s
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deslocamentos quimicos para os carbonos (*3C) e hidrogénios (*H) obtidos experimentalmente

da vitexina isolada neste trabalho e a sua comparacdo com a literatura.

Tabela 1. Deslocamentos quimicos para vitexina isolada neste trabalho e publicados na

literatura.
Posicdo | °C vitexina | *H Vitexina 13C vitexina 'H Vitexina
(isolada) (isolada) (literatura) (literatura)
2 163,8 - 163,9 -
3 102,3 6,81 102,5 6,79
4 181,9 - 182,1 -
5 160,3 - 160,4 -
6 98,0 6,29 98,1 6,27
7 162,4 - 162,6 -
8 104,5 - 104,6 -
9 155.9 - 156,0 -
10 103,9 - 104,0 -
1 121,5 - 121,6 -
2 128,8 8,04 129,0 8,02
3 115,7 6,89 115,8 6,87
4 161,0 - - -
5 115,7 6,89 115,8 6,87
6 128,8 8,04 129,0 8,02
1~ 73,2 4,8 73,4 4,73
2 70,7 3,8 Ni Ni
37 78,5 3,3 Ni Ni
4 70,4 3,4 Ni Ni
5 81,7 3,2 Ni Ni
6" 61,2 3,735 Ni Ni
OH-5 | - 13,2 - 13,17
OH-7 | - 10,8 - Ni
OH-4" | - 10,3 - Ni

Legenda: Ni (n&o identificado).
Fonte: Ferreira et al. (2016).

A metodologia citada anteriormente para isolamento da vitexina ja é padronizada para

esta finalidade, ndo oferecendo grande dificuldade para obtencdo dessa substancia em uma

guantidade relativamente elevada, quando se compara com rendimentos de fitoquimicos

isolados a partir de plantas. Dessa forma, ja era esperado o isolamento de vitexina. Pelo fato de

sua elucidacdo estrutural ja ter sido realizada por diversas vezes (Kim et al., 2005; Costa et al.,

2020a), esta etapa do trabalho resumiu-se a comparagdo dos dados obtidos experimentalmente

com os dados da literatura.
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A partir da andlise da tabela 1 € possivel observar que os dados obtidos
experimentalmente referentes a anélise por RMN de vitexina, mostram-se muito semelhantes
aqueles disponiveis na literatura (Ferreira et al., 2016; Yu et al., 2014), o que é suficiente para
confirmamos a sua determinacdo estrutural. As figuras 2 e 3 mostram os espectros de RMN de

'H e de 13C, respectivamente, para a vitexina isolada.

Figura 2. Espectro de RMN de *H de vitexina.
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Figura 3. Espectro de RMN de 3C de vitexina.
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3.3 Analise por FT-IR

A analise por FT-IR fornece informac@es valiosas sobre os grupos funcionais presentem
nas estruturas organicas, com base na sua absorcao na regido do infravermelho préximo. Na
figura 4 esta demonstrado o espectro de FT-IR da vitexina obtido experimentalmente.

A partir da analise do espectro contido na figura 4 é possivel observar bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes na vitexina. As bandas presentes em 3369 e
3247 cm'* correspondem a hidroxilas com ligagdo de hidrogénio (faixa de absorc&o entre 3400
e 3200 cmY). Este sinal corresponde, principalmente a hidroxila na posicdo 5, pois ela realiza
ligagdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila na posicdo 4. Outro sinal
caracteristico de vitexina é a banda de absor¢do em 1652, que representa a carbonila conjugada

e com ligacéo de hidrogénio intramolecular, tal como referido anteriormente.
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Figura 4. Espectro FT-IR da vitexina.
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Sinais caracteristicos para ligagdes duplas entre carbonos (C=C) para compostos
aromaticos podem ser observados, ainda pela analise da figura 4, nas bandas em 1568 e 1505
cm? (faixa de absorgdo entre 1600 a 1475 cm™), representando os anéis conjugados do
flavonoide. E por fim, os sinais com bandas de absor¢ido em 1176 e 1362 cm™ correspondem a
ligagdo simples entre carbono e oxigénio (O-C) caracteristico de éter (faixa de absorcdo de
1300 a 1000 cmY), representando o oxigénio da posigdo 1 da vitexina.

3.4 Analise por TG e DSC

Na figura 5 estd apresentado o grafico de porcentagem de perda de massa com 0
aumento da temperatura, obtido através da andlise por TG. A analise termogravimétrica,
mostrou perda de massa em trés etapas. O primeiro evento térmico representou uma perda de
massa de 0,5%, com onset em 15,98° C e endset em 119,04° C, provavelmente relacionado a
perda de 4gua adsorvida ao material. O segundo evento térmico evidenciou uma perda de massa
de 6,57%, com onset em 249,12° C e endset em 257,58° C, estando associado ao ponto de fusédo
da substancia. E, por fim, o terceiro evento térmico representou perda de massa de 9,43%, com
onset em 264,13° C e endset em 283,27° C, provavelmente relacionado ao inicio de sua

degradacéo térmica.
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Figura 5. TG da vitexina.
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A curva DSC para vitexina estd representada na figura 6. A partir da sua anéalise é
possivel observar um Unico evento térmico endotérmico com inicio em 248,06° C e fim em
257,71° C, representando o ponto de fusdo da vitexina (Tpico = 254,72° C, AH = - 212,92 mJ),
confirmada pela literatura consultada (Chemicalbook, 2020). Os dados relacionados a analise

por TG e DSC da vitexina estdo sendo reportados pela primeira vez na literatura.

Figura 6. DSC da vitexina.
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Para fins farmacéuticos, o uso da TG € descrito na caracterizagdo, determinacdo de
pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliacdo da estabilidade de
farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacdo. Ja a DSC é utilizada para
medir a diferenga de fluxo de calor entre uma substancia e um material de referéncia em fungéo
de um programa de aquecimento ou resfriamento. Na area farmacéutica é utilizada na
caracterizacdo térmica e determinacédo da pureza de farmacos, estudos de compatibilidade entre
o0s constituintes da formulacdo e identificacdo de polimorfismo com determinacéo das entalpias
de cada forma cristalina. Os trabalhos publicados demonstram que os dados obtidos por anélise
térmica estdo diretamente relacionados com a qualidade final de um produto farmacéutico, seja
guanto a eficacia terapéutica do medicamento ou a estabilidade do mesmo ao longo do prazo
de validade (Oliveira et al., 2011; Medeiros et al., 2007; Nunes et al., 2009).

3.5 Analise por MEV

A andlise por MEV da vitexina isolada (figura 7) mostrou um perfil cristalino para a
molécula (RAGHU, 2016), assim como observa Costa et al. (2020a), ao notar que a vitexina
apresenta cristais em formato de esferas de diferentes tamanhos. Na figura 7-a esta apresentada
a fotomicrografia da vitexina com aumento de 500 vezes e na figura 7-b esta apresentada a

imagem da vitexina com aumento de 2.000 vezes.

Figura 7. MEV da vitexina.
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O uso desta técnica vem se tornando cada vez mais frequente na aplica¢do farmacéutica
por fornecer informacdes detalhadas, com aumentos de até 300.000 vezes, do arranjo estrutural
do analito. O conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento
e, em muitos casos, até a previsao das propriedades e do comportamento dos mesmos (Ribeiro
et al., 2008).

3.6 Obtencao de curvas de calibracao de vitexina por UV-vis e por CLAE-DAD

Para que em experimentos posteriores fosse possivel realizar a quantificacdo de vitexina
em diferentes solucbes, procedeu-se com a obtencdo de curvas de calibracdo de vitexina por
UV-vis e por CLAE-DAD.

Na figura 8 é possivel observar um gréafico relacionando a concentracdo das solugdes de
vitexina (1, 2, 5, 10 e 15 pg/mL), no eixo x, com a resposta espectrofotométrica, no eixo y,
obtido por UV-vis. O resultado da regresséo obtida para o coeficiente de determinacdo (R?) foi
de 0,9965, comprovando que mais de 99% (99,6%) do método apresentou linearidade
satisfatoria entre 0 aumento da concentracdo do analito e a resposta espectrofotométrica, no
intervalo de concentracdo escolhido. Algo muito semelhante é possivel observar na figura 9,
onde esta representado o grafico para a curva de calibracdo da vitexina obtida por CLAE-DAD,
nas concentragdes de 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL, com R? = 0,9975.

As equacdes da reta obtidas tanto por UV-vis (y = 0,0933x — 0,0211) quanto por CLAE-
DAD (y =93716,61x —25795,94) poderdo ser utilizadas para realizar quantificacdes de vitexina

em testes posteriores.



Figura 8. Curva de calibragdo da vitexina por UV-vis (336 nm).
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Figura 9. Curva de calibracdo da vitexina por CLAE-DAD.
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3.7 Determinacéao da solubilidade quantitativa da vitexina
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Vitexina possui baixa solubilidade em &gua (7,62 pg/mL), como ja descrito na literatura

(Costa et al., 2020a). Entretanto, sua solubilidade em solventes organicos e tampdes ainda ndo

havia sido descrita. A tabela 2 mostra a solubilidade de vitexina em diferentes meios.
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Tabela 2. Solubilidade da vitexina.

Solvente Acetato  Acetonitrila  Cloroférmio  Etanol  Metanol Tampdo Tampdo Tampédo
de etila pH12 pH45 pH7,2
Solubilidade
(ng/mL) 2,467 0,5767 0,0 255,7 656,8 12,05 12,92 43,76
Desvio
padréo 0,011 0,005 0,0 0235 1953 0017 0030 0045

A partir da andlise da tabela 2 é possivel notar que a solubilidade da vitexina é mais
baixa nos solventes mais apolares, como cloroférmio e acetonitrila, onde vitexina se mostrou
praticamente insolUvel, e acetato de etila. Nos tampdes com pH mais baixos (1,2 e 4,5), vitexina
também se mostrou com solubilidade baixa (entre 12 e 13 pug/mL). Entretanto, sua solubilidade
foi quase 4 vezes maior em tampdo com pH préximo da neutralidade (7,2), exibindo
solubilidade de 43,76 = 0,045 ug/mL. Vitexina apresentou solubilidade mais elevada somente
nos solventes organicos mais polares utilizados, como o etanol (255,7 + 0,235 pg/mL) e metanol
(656,8 + 1,953 ug/mL).

Ainda a partir da analise da tabela 2 é possivel inferir que, provavelmente, vitexina
enfrentaria problemas de solubilidade aquosa caso fosse necessaria a sua utilizagdo in vivo,
configurando uma dificuldade de pré-formulacéo a ser enfrentada.

A solubilidade de farmacos tem sido amplamente discutida por pesquisadores nos
ultimos anos, tanto na inddstria quanto na academia, devido, principalmente, ao fato de grande
parte das novas moléculas candidatas a farmacos possuirem baixa solubilidade aquosa, bem
como muitas substancias ja em uso na terapéutica também possuirem dificuldade de
solubilidade. Este impasse pode gerar sérios problemas quando o farmaco for administrado,
podendo este ndo chegar a niveis plasmaticos satisfatorios e terapeuticamente relevantes
(Vargas et al., 2012; Gomes et al. 2015).

3.8 Perfil de liberacéo da vitexina

A partir da anélise do grafico de liberacdo da vitexina, apresentado na figura 10, é
possivel perceber que sua liberacdo corrobora com os dados de solubilidade previamente
discutidos. Apds 8 h (480 min) de experimento, a liberagdo da vitexina foi de 32,29 + 2,63%
em meio tampdo com pH 1,2, e 32,31 £ 4,42% em meio tampdo com pH 7,2, confirmando a

sua baixa solubilidade aquosa.
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Figura 10. Liberagéo da vitexinaem pH 1,2e 7,2
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Ainda a partir da analise da figura 10, pode-se perceber que a sua liberacdo é mais rapida
no pH 7,2 nos minutos iniciais (até 30 min). No entanto, a partir do tempo de 60 min, as
liberacdes nos dois pH testados coincidem e permanecem em um platé até o fim do
experimento.

Nos primeiros 90 min de experimento em tampdo com pH 1,2, é possivel perceber a
liberagdo de aproximadamente 28%. Entretanto, nas proximas 6h30min de experimento, é
percebido um aumento de somente 4% na liberacdo. Ao analisar os primeiros 90 min de
experimento em tampdo com pH 7,2, observa-se a liberacdo de aproximadamente 33%, e
durante todo o tempo de experimento ndo hd mais aumento de liberagdo a partir deste ponto.
Sendo assim, é possivel perceber que a liberacdo da vitexina € mais rapida em pH 7,2 do que
em pH 1,2, nos primeiros 30 min de experimento. De fato, os flavonoides se ionizam e sdo mais
solGveis em ambiente basico (ou neutro) do que em meio acido devido a suas caracteristicas
acidas (Tuncbilek et al., 2004).

Dados semelhantes podem ser observados no trabalho de Tommasini e colaboradores
(2004), que verificaram a dissolucéo dos flavonoides hesperetina e naringenina em diferentes
pH. Em meio com pH 1,5, hesperetina apresentou-se 24,6% dissolvida em 30 min, 34%

dissolvida em pH 3,0, e 72,3% dissolvida em pH 8,0. A naringenina apresentou-se com
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comportamento bastante semelhante, com dissolugfes de 14,0%, 22,5% e 55,6% nos meios
com pH 1,5, 3,0 e 8,0, respectivamente, com 30 min de experimento. Os dados corroboram com
o fato de que em pH mais elevados os flavonoides apresentam-se mais sollveis, principalmente
devido a sua ionizacao.

Quando os dados da liberacdo aqui apresentados sdo comparados com a dissolucéo do
flavonoide apigenina (aglicona da vitexina), observa-se que apigenina é um pouco mais soltvel
que vitexina. Os dados apresentados por Alshehri et al. (2019) mostram que apigenina
apresenta-se 46% dissolvida em 30 min de experimento, mas inda assim um perfil de liberacédo

lento é considerado pelos autores.

4 CONCLUSOES

A partir das metodologias utilizadas para a caracterizacdo da vitexina, foi possivel obter
resultados ainda ndo publicados para este fitoquimico. A solubilidade aquosa da vitexina ja era
conhecida por ser baixa, no entanto, aqui foi apresentado a solubilidade quantitativa dessa
substancia em diferentes solventes e tampdes, bem como o perfil de liberacdo em dois diferentes
pH, confirmando sua baixa solubilidade em agua.

Os dados apresentados relacionados a analise por termogravimetria e por calorimetria
exploratoria diferencial forneceram dados inéditos sobre a estabilidade térmica da vitexina. Ja
os dados obtidos pelas analises de RMN e MEV confirmam tanto a estrutura molecular como a
morfologia do isolado. Como perspectivas futuras para este trabalho, espera-se conseguir
realizar a analise por Difratometria de Raios-X (DRX) para verificar a cristalinidade do

composto.
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CAPITULO 4

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMA DE LIBERACAO
MODIFICADA A PARTIR DE VITEXINA E ZIF-8 COM ATIVIDADE
ANTIDISMENORREICA

Artigo a ser submetido na revista “Journal of Drug Delivery Science and Technology”.
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RESUMO

A dismenorreia priméaria é uma condicdo que acomete grande nimero de mulheres adultas e
tem como caracteristica contragdes uterinas acima do considerado normal, que pode, inclusive,
incapacitar a mulher para atividades corriqueiras. O objetivo deste trabalho foi sintetizar e
caracterizar um novo sistema de liberacdo modificada a partir da utilizacdo da vitexina e da
ZIF-8, bem como avaliar sua acdo em um modelo murino de dismenorreia primaria. Para a
sintese, um planejamento fatorial 22 foi empregado utilizando como variaveis independentes a
proporcéo molar entre vitexina e 0s demais reagentes, e 0 tempo de reacdo; a caracterizacao foi
realizada utilizando técnicas como infravermelho (FT-IR) termogravimetria (TG), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e o teste de
liberacdo; a acdo farmacoldgica foi verificada em modelo antidismenorreico. Ficou evidenciado
que as condic¢des que fornecem os melhores resultados para rendimento e taxa de incorporacéo
de vitexina no sistema sdo conseguidos com os niveis alto do desenho experimental. O FT-IR
revelou sinais caracteristicos para vitexina e para ZIF-8, além de um novo e discreto sinal em
1743 cm™ que pode ser considerada uma evidéncia da formagcéo do sistema. Os dados de TG e
DSC evidenciaram o comportamento térmico caracteristico para ambas as substancias-teste, e
um novo comportamento térmico foi revelado para o sistema vitexina@ZIF-8 (VIT@ZIF-8), o
que sugere protecao térmica ao fitoquimico, sendo mais uma evidéncia da sua formacéo. O teste
de liberagéo revelou que VIT@ZIF-8 libera 100% da vitexina incorporada na rede em 1 min,
diferentemente da vitexina isolada, que a liberacdo é de 34,98 + 3,50% em 8 h. A analise por
MEYV identificou o padrdo estrutural para vitexina (cristais circulares de diferentes tamanhos) e
para a ZIF-8 (aspecto rémbico e dodecaédrico) ja relatado na literatura. A respeito da acdo
farmacoldgica, vitexina e VIT@ZIF-8 foram capazes de reduzir as contor¢cdes abdominais por
via oral nas concentracGes de 3 e 30 mg/kg, no entanto, por via intraperitoneal esse efeito so foi
observado na concentracdo de 30 mg/kg. Mais estudos precisam ser realizados para que o
mecanismo de ac¢ao da vitexina sobre as contor¢des abdominais em modelos de dismenorreia
primaria seja elucidado.

Palavras-chave: caracterizacdo fisico-quimica; MOFs; dismenorreia primaria; liberacdo in

vitro.

ABSTRACT
Primary dysmenorrhea is a condition that affects a large number of adult women and is
characterized by uterine contractions above what is considered normal, which can even

incapacitate women for everyday activities. The objective of this work was to synthesize and
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characterize a new modified release system using vitexin and ZIF-8, as well as to evaluate its
action in a murine model of primary dysmenorrhea. For synthesis, a 22 factorial design was
used selecting as independent variables the molar ratio between vitexin and the other reagents,
and the reaction time; the characterization was carried out using techniques such as infrared
(FT-IR) thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC), scanning electron
microscopy (SEM) and the release test; the pharmacological action was verified in an
antidysmenorrheic model. It was evidenced that the conditions that provide best results for yield
and rate of vitexin incorporation in the system are achieved with the high levels of the
experimental design. FT-IR revealed characteristic signals for vitexin and for ZIF-8, in addition
to a new, discrete signal at 1743 cm™ that can be considered evidence of system formation. The
TG and DSC data showed the characteristic thermal behavior for both test substances, and a
new thermal behavior was revealed for vitexin@ZIF-8 (VIT@ZIF-8) system, which suggests
thermal protection to the phytochemical, being one more evidence of its creation. The release
test revealed that VIT@ZIF-8 releases 100% of vitexin incorporated into the netin 1 min, unlike
vitexin alone, which release is 34.98 + 3.50% in 8 h. The SEM analysis identified the structural
pattern for vitexin (circular crystals of different sizes) and for ZIF-8 (rhombic and dodecahedral
aspect) already reported in literature. Regarding the pharmacological action, vitexin and
VIT@ZIF-8 were able to reduce abdominal contortions orally at concentrations of 3 and 30
mg/kg, however, intraperitoneally this effect was only observed at a concentration of 30 mg/kg.
More studies need to be carried out so that the mechanism of action of vitexin on abdominal
contortions in models of primary dysmenorrhea can be elucidated.

Keywords: physicochemical characterization; MOFs; primary dysmenorrhea; in vitro release.

1 INTRODUCAO

A dismenorreia primaria € uma contracdo uterina dolorosa causada por laceracdo
endometrial. A dor causada pela dismenorreia comeca alguns dias antes da menstruacao e
persiste por 48 a 72 horas, com dores semelhantes a cdibras que podem se estender até 0s
musculos das pernas, representando uma das queixas mais comuns de adolescentes e mulheres
maduras. Geralmente vem com uma ampla gama de sintomas fisicos, como dores de cabeca,
tontura, fadiga, diarreia, colicas e suor, algumas vezes incapacitante [1-3]. Podendo ser
classificada em dismenorreia primaria ou secundéria, a primaria é a dor menstrual associada
aos ciclos ovulares na auséncia de achados patoldgicos e que afeta 20-90% das mulheres em

idade reprodutiva [4,5]. Sua etiologia ndo é bem compreendida, mas a maioria dos sintomas
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pode ser explicado pela producéo de prostaglandinas (PGs) uterinas a partir da enzima ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), particularmente PGF2a, que sdo liberadas pelas células endometriais em
desintegracdo e atuam estimulando as contracbes musculares uterinas [6,7].

Tém sido reportado diversos tipos de tratamento para melhoria dos sintomas da
dismenorreia, podendo incluir farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES) ndo
especificos, plantas medicinais, acupuntura, terapia com o calor, aromaterapia, pratica de yoga,
dieta, entre outros [8-12]. Os AINEs sao considerados o tratamento primario para a
dismenorreia primaria, tendo como principais representantes o acido mefenamico, diclofenaco,
ibuprofeno e naproxeno, mas comumente causam efeitos colaterais que incluem indigestéo,
diarreia, Ulcera péptica, tontura e dores de cabecga [6,13]. O aparecimento desses efeitos
indesejados fez com que muitas mulheres procurassem terapias alternativas e complementares
gue sejam eficazes no alivio dos sintomas dolorosos provocados pelas colicas [14-16].

Partindo desta perspectiva, os produtos naturais tém se destacado devido ao fato do
acesso pelas comunidades ser mais facil do que os medicamentos sintéticos, e geralmente com
menor custo de aquisicao. A literatura cientifica ja aborda os mecanismos pelos quais algumas
plantas agem reduzindo os sintomas da dismenorreia primaria, tais como a erva-doce
(Foeniculum vulgare Mill), a camomila (Matricaria chamomilla L.) e o gengibre (Zingiber
officinale Roscoe), as quais sdo efetivas por seus efeitos antiespasmaédicos, analgésicos e anti-
inflamatorios, devido a presenca de uma gama de constituintes fitoquimicos como
monoterpenos, sesquiterpenos, acidos fendlicos e flavonoides [8,15,17,18].

Neste contexto, vitexina (apigenina-8-C-p-D-glucopiranosideo), uma glicosil flavona
encontrada em diversas plantas medicinais, tem se destacado devido as suas acdes
farmacoldgicas ja descritas, principalmente relacionadas a inflamacdo, dor e doengas
relacionadas ao estresse oxidativo [19,20]. Vitexina (10 mg/kg, ip) foi capaz de inibir a dor
associada a inflamacao e também inibiu 91% da resposta de contor¢bes abdominais induzidas
pelo acido acético e comportamento semelhante a dor. Como o possivel mecanismo, a vitexina
poderia prevenir a reducéo dos niveis de glutationa, o potencial de capacidade redutora de ferro
e a capacidade de eliminagéo de radicais livres, bem como inibir a producdo de citocinas
hiperalgesicas (TNF-a, IL-1p, IL-6, e IL-33) e aumentar os niveis da citocina anti-hiperalgésica
IL-10 [21].

Entretanto, vitexina possui baixa solubilidade aquosa (7,62 pg/mL), 0 que pode vir a ser
um sério problema relacionado a dissolucéo e absorcéo gastrointestinal dessa substancia [22].
Estratégias podem ser utilizadas para melhorar a liberacdo, dissolucéo e absorcéo de drogas de

baixa solubilidade, como a reducéo do tamanho das particulas e criacéo de sais, e mais recente
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a criagéo de sistemas de liberagdo imediata e complexos de incluséo [23,24]. Sendo assim, as
redes organometélicas de coordenacao (MOFs), que s&o polimeros porosos compostos por parte
organica e parte metalica, podem ser alternativas para melhorar perfis terapéuticos de farmacos
com problemas de solubilidade [25,26].

Dentre as MOFs, a ZIF-8 tem sido extensivamente estudada para carreamento de
farmacos e fitoquimicos devido a algumas das suas propriedades fisicas, tais como dimensfes
dos poros (tamanho manométrico), alta area superficial (1,947 m?/g), alta estabilidade térmica
(até 550° C), comportamento de dissolugéo responsivo ao pH e relativa biocompatibilidade [27—
29]. Formada pelo zinco tetraédrico juntamente com o 2-metilimidazol, esta MOF tem sido
estudada para entrega de inimeras substancias, principalmente para o tratamento do cancer
[30,31].

Apesar dos diversos trabalhos publicados na literatura sobre a utilizacdo de ZIF-8 para
o carreamento de moléculas, ainda ndo ha relatos do seu emprego para criagdo de um sistema
drug delivery com vitexina. Além disso, também ndo existem publicacBes que abordem a acao
anti-inflamatoria deste flavonoide em modelos animais de dismenorreia primaria. Dessa forma,
0 presente trabalho traz pela primeira vez a sintese, caracterizacdo e avaliacdo farmacoldgica

de um sistema drug delivery a base de vitexina e ZIF-8.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Planejamento e sintese do sistema vitexina@ZIF-8 (VIT@ZIF-8)

Para a sintese do sistema de liberacdo a partir da vitexina e da ZIF-8, foi utilizada como
metodologia de partida a sintese anteriormente reportada (capitulo 2) para esta MOF onde se
obteve o maior rendimento, mantendo-se a proporc¢éo 1:2 entre 0 Zinco (Zn) e o 2-metilimidazol
(2-MelM). Para tanto, um planejamento fatorial completo utilizando dois fatores em dois niveis
(22) foi utilizado. O primeiro fator considerado foi a propor¢do molar de vitexina em relagio
aos reagentes de obtencdo da ZIF-8 (Zn e 2-MelM) e o segundo foi o tempo de reagdo, como
pode ser observado na tabela 1. Sendo assim, 4 condigdes de sintese foram estabelecidas, de
acordo coma tabela 2. O Zn e 2-MelM foram dissolvidos em agua destilada e vitexina foi
dissolvida com &gua destilada e 10% de DMSO. Todas as rea¢6es foram conduzidas em repouso

e a temperatura ambiente.
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Tabela 1. Variaveis e niveis do desenho experimental para o estudo.

Variaveis independentes Niveis
-1 +1
Proporg¢ao molar entre vitexina e 0s 0,5:10:20 1:10:20
reagentes (Vitexina:Zn:2-Melm)
Tempo de reagdo 12°h 24 h

Legenda: -1 (nivel baixo), +1 (nivel alto).

Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial 22.

Condicao de reacdo | Proporc¢ao molar entre Tempo de reagdo
vitexina e 0s reagentes
1 -1 (vit 4 uM) -1 (12 h)
2 -1 (vit 4 uM) +1 (24 h)
3 +1 (vit 8 uM) -1 (12 h)
4 +1 (vit 8 uM) +1 (24 h)

Legenda: -1 (nivel baixo), +1 (nivel alto).

As solucdes foram preparadas nas seguintes concentracdes: ZnSO4.7H.0O contendo 80
uM de Zn, 2-MeIM a 160 uM, e vitexina a 4 uM (nivel baixo) ou 8 uM (nivel alto). Dessa
forma, 10 mL da solucdo de 2-MelM foi posta em um béquer de 100 mL e acrescida de 10 mL
da solucdo de vitexina com leve agitacdo manual. Em seguida, 10 mL da solucdo de
ZnS04.7H,0 foi adicionada, onde se observou imediatamente a formacdo de um precipitado
amarelo. As reacdes aconteceram nos tempos pré-determinados pelo desenho experimental e
logo apds foram filtradas em filtro quantitativo e o material era posto para secar em estufa a 50°
C por 6 h. Posteriormente, uma amostra de ZIF-8 foi sintetizada usando o mesmo tempo de
reacao de 24 h, para comparacdo dos testes de caracterizagéo.

Nesta etapa, duas varidveis dependentes foram consideradas e analisadas: o rendimento
do processo de sintese e a taxa de carregamento (encapsulacdo) de vitexina no sistema. O
rendimento foi calculado a partir da equacdo x = 100 . y / RMT, onde x é a porcentagem do
rendimento observado, y é a massa de sistema VIT@ZIF-8 obtida e RMT é o rendimento
maximo tedrico. A taxa de carregamento foi obtida por quantificacdo direta da vitexina apos
abertura do sistema por acidificacdo. O software Statistica 7.0 foi utilizado para a construcao
dos graficos de superficie resposta. O teste “t” de Student ndo pareado foi utilizado para

verificacdo das diferencas significativas entre os rendimentos e taxas de incorporagéo obtidas.

2.2 Quantificacao de vitexina por CLAE-DAD
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Para determinacdo da taxa de carregamento, 5 mg de VIT@ZIF-8 era disperso em 10
mL de agua destilada e acidificado com gotas de &cido trifluoroacético até pH 1-2. Este pH
desestabiliza a rede da ZIF-8, abrindo-a e liberando a vitexina. As solucGes eram filtradas
através de membrana com tamanho de poros de 0,45 um (Chromfilter®) e analisadas em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a um Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD, modelo LC-10ADVP, Shimadzu®), com compartimento de coluna
termostatizado (modelo CTO, 10ASVP), injetor automatico (modelo SIL, 20ADVP),
controlador (modelo SCL, 20ADVP) e degaseificador (modelo DGU, 20A). A coleta de dados
e andlises foram realizadas utilizando o software Shimadzu® LCSolution™. Foi utilizada uma
coluna RP-18 (150 x 4,6 mm), tamanho de particulas 2,7 um (Poroshel, Agilent®). A fase
movel era composta por acetonitrila como solvente A e acido férmico a 0,1% em agua ultrapura
como solvente B. As separacdes foram efetuadas por um gradiente como segue: 0-40 min, 90-
72% de solvente B; 40-50 min, 72-90% de solvente B; 50-60 min isocratico. O fluxo da fase
movel foi de 0,4 mL/min, com volume de inje¢do de 10 puL.. Todos os ensaios cromatograficos
foram realizados a 37° C, com deteccdo UV em 336 nm, em triplicata. As areas dos picos

cromatograficos foram utilizadas como resposta a concentracédo da solucgdo utilizada [32].

2.3 Testes de caracterizacao

Todos os testes de caracterizacdo foram realizados com vitexina e ZIF-8, mas do sistema
VIT@ZIF-8, somente foi realizada a caracterizacdo da amostra obtida na condicao considerada

como sendo a de maior rendimento e maior taxa de carregamento.

2.3.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

Os espectros de infravermelho das amostras analisadas foram obtidos utilizando
pastilhas de brometo de potassio (KBr) como suporte sélido. Para o preparo da pastilha utilizou-
se aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram triturados até
obtengdo de um po fino. A mistura foi entdo submetida a pressdo de 78,5 KN, empregando
prensa hidraulica (Shimadzu®) por um periodo de 10 min. Apos a obtencédo da pastilha de KBr,
esta foi analisada em espectrometro (IRTracer-100, Shimadzu®) na regido entre 4500 a 600

cmt, com 45 scans e resolucdo de 4 cm™ [33].
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2.3.2 Andlise térmica: calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

Para a obtencéo das curvas de DSC foi utilizado o Calorimetro Shimadzu® (DSC-60)
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS e usou-se 2 mg de cada amostra, postas em
cadinho de aluminio. O aparelho foi calibrado com razéo de aquecimento de 10° C/min, com
variacdo de temperatura de 0-300° C e vaz&o de nitrogénio de 50 mL/min. indio (156,4° C) e
Zinco (419,5° C) foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia
do equipamento. As curvas de TG foram obtidas por meio da termobalanca Shimadzu® (TGA
Q60), onde pesou-se 5 mg das amostras em cadinho de platina. O aparelho foi calibrado com
razdo de aquecimento de 10° C/min, com varia¢do de temperatura de 0-600° C e vazéo de
nitrogénio 100 mL/min. Todos os processos de analises foram precedidos de pulverizacao,

tamisacdo e pesagem quantitativa da amostra [34].

2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas analises por MEV as amostras foram dispersas em fita carbono fixadas no suporte
(stub). Em seguida, foram metalizadas com ouro atbmico em um metalizador (Quorum modelo
Q150R ES) com uma corrente de 15 mA por 5 minutos com um tooling fator de 2,30. As
amostras foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura (modelo Vega3 SEM,
Tescan) acoplado a um sistema de analise por espectroscopia de raios-X por energia dispersiva
(EDS) [35].

2.4 Teste de liberacdo in vitro

Para este teste foi utilizada a metodologia proposta por Sampaio e colaboradores com
adaptacGes [33]. Em um béquer com capacidade de 500 mL foram adicionados 200 mL de
tampéo fosfato (pH 7,2) e 10 mg de vitexina ou quantidade suficiente de VIT@ZIF-8 que
equivalesse a 10 mg de vitexina, mantidos sob agitacdo magnética de 200 rpm. Aliquotas foram
retiradas nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480 min para a
quantificacdo de vitexina solGvel, utilizando a metodologia por CLAE-DAD descrita
anteriormente. O experimento teve temperatura controlada em 37° C, realizado em triplica e
com os resultados expressos como média + desvio padrdo da média para a % de vitexina

liberada.
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2.5 Avaliacgéo do efeito de vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 sobre contorgdes abdominais

de camundongas em modelo experimental de dismenorreia primaria

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos em
experimentagdo animal, apds aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (UNIVASF) (registro n°
0005/250521).

Camundongas virgens com idade entre 6 e 8 semanas, pesando entre 30 e 40 g foram
utilizadas para indugdo do modelo experimental de dismenorreia priméria, conforme descrito
por Yang et al. [36]. Antes do procedimento de administracdo das amostras, 0s animais foram
submetidos a um jejum de 12 h. Grupos de 6 camundongas foram mantidos com injecédo de
benzoato de estradiol (1 mg/kg/dia) por via intraperitoneal (IP) durante 3 dias consecutivos e
no 4° dia os animais foram tratados por via oral (VO) ou IP com tampé&o fosfato (pH 7,2) 10
mL/kg (controle negativo), vitexina ou o VIT@ZIF-8 (3, 10 e 30 mg/kg), e acido mefenamico
90 mg/kg (controle positivo). Seguidos 30 minutos apos o tratamento, foi injetado em cada
camundonga 0,4 U de ocitocina, sendo as contor¢cBes abdominais (contracdo da parede
abdominal, rotacdo pélvica e estiramento das patas posteriores) registradas por 30 minutos
subsequentes. Os percentuais de inibicdo das contor¢fes abdominais apds o tratamento com
vitexina e VIT@ZIF-8 foram calculados em comparagcdo com o grupo controle negativo. Apds
0s procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados com injecdo letal de tiopental
(100 mg/kg). Para andlise estatistica, foi utilizado o teste de Kruskal-wallis, seguido de pos-
teste de Dunns, sendo o grupo teste “vitexina” e o grupo teste “VIT@ZIF-8” comparados
separadamente ao grupo controle negativo. Para verificar se existe diferenca entre o grupo
“vitexina” e o grupo “VIT@ZIF-8” foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese do sistema VIT@ZIF-8 e determinacdo da taxa de carregamento

Tendo em vista que tanto o rendimento para a obtencdo de sistemas drug delivery como
a taxa de carregamento sdo parametros importantes para analise e producao tecnologica deste

tipo de insumo, essas duas caracteristicas foram entdo selecionadas como variaveis

independentes, sendo analisadas separadamente.
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A tabela 3 mostra o rendimento das 4 condigdes de reacOes realizadas nesta pesquisa e
a partir de sua analise € possivel perceber que quanto menor a propor¢do molar entre a vitexina
e 0s demais reagentes e quanto menor o tempo de reacdo, menor também sera o rendimento do
sistema obtido. A medida que se aumenta ndo s6 a propor¢do molar entre vitexina e os demais
reagentes, como também o tempo de reacdo, aumenta-se 0 rendimento, como € possivel
observar para a condicdo numero 4 (29,78% de rendimento), a qual 0 ocorreu com proporgao

entre os reagentes em nivel alto (1:10:20) e tempo de reacdo também em nivel alto (24 h).

Tabela 3. Rendimento das condi¢des de sintese do sistema VIT@ZIF-8.

Condicao de reacdo | Rendimento (%)
1(-1,-1) 7,33
2 (-1, +1) 18,73
3(+1,-1) 26,94
4 (+1, +1) 29,78

A figura 1 apresenta o grafico de superficie resposta para o rendimento da reacdo. A
partir da sua anélise, é possivel observar nos pontos mais escuros (em vermelho) as condi¢bes
onde é possivel obter os melhores rendimentos para as rea¢es. Analisando o gréfico, é possivel

constatar que as melhores condic@es para obtencdo do sistema se ddo em nivel alto (proporcao
molar de vitexina:Zn:2-MelM em 1:10:20 por 24 h).

Figura 1. Gréafico de superficie resposta para o rendimento da sintese do sistema VIT@ZIF-8.
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Outra variavel dependente muito importante que precisa ser analisada é a taxa de
carregamento do sistema, demonstrada na tabela 4. A partir da sua andlise, é possivel identificar
um padrao bastante semelhante do observado na variavel dependente anterior. A menor taxa de
carregamento (1,8 £ 0,01 %) foi observada na condicéo de reacdo com ambos 0s niveis baixos
(proporgcdo molar de vitexina:Zn:2-MelM em 0,5:10:20 por 12 h), ao passo que a taxa de
carregamento mais elevada (13,02 + 0,1 %) foi identificada na condi¢do de reacdo nimero 4,

com ambos os niveis altos. De certa forma, ja era esperado que a taxa de carregamento maior
fosse observada na condicéo onde se adiciona uma quantidade maior de vitexina.

Tabela 4. Taxa de carregamento dos sistemas VIT@ZIF-8 obtidos

Condicao de reacdo | Taxa de carregamento (%)
1(-1,-1) 1,8 +0,01
2 (-1, +1) 1,91+0,01
3(+1,-1) 4,75 + 0,015
4 (+1, +1) 13,02+0,1

A figura 2 apresenta o grafico de superficie resposta para a taxa de carregamento de
vitexina no sistema. A partir da sua andlise, € possivel observar nos pontos mais escuros (em
vermelho) as condi¢es onde se obteve os melhores percentuais de incorporagdo deste
flavonoide na ZIF-8. Avaliando o gréafico, é possivel constatar que as melhores condicdes para

obtencdo da maior taxa de carregamento se dao, também, em nivel alto para ambas variaveis
independentes.

Figura 2. Gréafico de superficie resposta para a taxa de carregamento sistema VIT@ZIF-8.
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Em recente revisdo publicada, Alencar Filho et al. [37] afirmam que a taxa de
carregamento de moléculas (sintéticas ou naturais) em MOFs pode ser muito variavel, o que
tem sido uma limitagao da utilizacdo desses materiais no carreamento de substancias. E possivel
constatar melhor essa afirmacéo ao analisar recentes trabalhos divulgados com uma tematica
semelhante, como o trabalho Bim-Janior et al. [38] para a veiculacdo do flavonoide quercetina
em ZIF-8, com percentual de carregamento de 10,4%. Entretanto, melhorando a possibilidade
de veiculacdo de substancias naturais em redes organometalicas, uma taxa de carregamento
quase trés vezes maior (28,1 + 2,6%) foi observada por Liédana et al. [29] ao encapsular a
cafeina nesta mesma MOF. Resultados ainda melhores podem ser observados na publicacdo de
Tiwari et al. [39], que procuraram encapsular a curcumina na ZIF-8 e obtiveram uma taxa de
carregamento 83,33%. Estes dados comprovam que o carregamento de moléculas pode ser

bastante varidvel em MOFs, especialmente analisando dados relacionados a ZIF-8.

3.2 Testes de caracterizacao

3.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

A figura 3 mostra os espectros de FT-IR para a vitexina, para a ZIF-8 e para o sistema
sintetizado na condicdo que forneceu melhor rendimento e melhor taxa de carregamento. A
partir da analise desta figura € possivel perceber que os sinais que mais se sobressairam foram
os da ZIF-8. Este fato ja era, de certa forma, esperado, tendo em vista 0 que o carregamento da
vitexina em ZIF-8 foi de aproximadamente 13%, dessa forma, o composto analisado possui
maior quantidade de ZIF-8 do que de vitexina.

Na figura 3 esta destacado em vermelho as porcGes onde foram observadas as maiores
diferencas entre os espectros de FT-IR. Bandas presentes entre 3500 e 3100 cm™ (ndo
destacadas na figura) sdo caracteristicas de estiramento de aminas primarias e secundarias,
como é o caso da amina presente na estrutura da ZIF utilizada nesta pesquisa. Bandas de
absorcéo nesta mesma area de absorgdo no espectro (entre 3400 e 3200 cm™) sdo caracteristicas
de hidroxilas com ligacdo de hidrogénio, como € o caso da hidroxila presente na posicdo 5 da
vitexina que esta quelada com a carbonila presente na posicéo 2.
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Figura 3. Espectros de FT-IR para vitexina, ZIF-8 e sistema VIT@ZIF-8.
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Um novo, e discreto, sinal, inexistente nos espectros de FT-IR da vitexina e da ZIF-8,
foi observado em 1743 cm:, e pode ser um sinal de interagdo entre as estruturas quimicas do
flavonoide e da MOF. Esta é uma regido de sinais caracteristicos para cetonas (1725-1705 cm’
1Y ou para ésteres (1750-1730 cm™) [40]. O grupamento cetona existe na estrutura da vitexina,
mas ndo é comum ser observado em seu espectro de FT-IR, provavelmente devido a interacdo
intramolecular que acontece entre a carbonila e a hidroxila da posicao 5. Como a carbonila pode
ser um local de interacdo entre a estrutura da vitexina e a estrutura da ZIF-8, acredita-se que
este discreto sinal seja uma indicacdo da formacao de uma Unica estrutura, o sistema VIT@ZIF-
8. No entanto, o sinal caracteristico para conjugacédo desta carbonila com a hidroxila da posicao
5 ndo foi suprimido no espectro do sistema, o que nos leva a acreditar que pode existir um
remanescente de vitexina ndo ligada a MOF, como é possivel observar na banda presente em
1631 cm™ no espectro do sistema VIT@ZIF-8, sendo o sinal mais intenso na area destacada em
vermelho para o sistema. Entretanto, este sinal (1631 cm™) também pode indicar dobramento
de aminas (1640-1550 cm™), que é um grupo funcional presente na estrutura da ZIF-8.

Outros sinais caracteristicos para a vitexina estdo presentes em 1577 cm, caracteristico
de grupamentos aromaticos (1600-1475 cm™), bem como sinais entre 1300 e 1000 cm™, os
quais sdo padrbes caracteristicos de ligagdo carbono-oxigénio (C-O) de éter, presente no

oxigénio da posicdo 1. Um dos sinais mais intensos no espectro de FT-IR da vitexina, presente



153

em 1568 cm™ e caracteristico da carbonila conjugada e com ligacao de hidrogénio intramolecular,
teve sua intensidade significativamente reduzida no espectro do sistema, mais uma vez
mostrando a provavel interacdo entre as duas estruturas a partir da carbonila do flavonoide [22].

Sinais caracteristicos para a ZIF-8 podem ser percebidos em bandas de absorcao
presentes em 3417 cm, caracteristico para estiramento de aminas primarias ou secundarias
(3500-3100 cm™); 1631 cm™, padrdo para o dobramento destes mesmos grupos funcionais
(1640-1550 cm™); 1392 cm™* que € peculiar para dobramentos de alcanos (1450-1375 cm™); e,

por fim, sinais presentes entre 1350 e 1000 que s&o tipicos para aminas de forma geral [41].

3.2.2 Andlise térmica

Em relacdo a analise por calorimetria exploratéria diferencial, na figura 4 estdo
demonstradas as curvas DSC para vitexina, ZIF-8 e VIT@ZIF-8. Na curva DSC da vitexina é
possivel observar um Unico evento térmico, endotérmico, com inicio em 248,06° C e fim em
257,71° C, representando o ponto de fusdo da vitexina (Tpico = 254,72° C, AH = - 212,92 mJ).
Na curva DSC da ZIF-8 é possivel notar a auséncia de picos na faixa de temperatura que foi

realizada a analise (de 25 a 300° C), comprovando a sua estabilidade térmica [42].

Figura 4. Curvas DSC para vitexina, ZIF-8 e para o sistema VIT@ZIF-8.
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Ao analisar a curva DSC para VIT@ZIF-8, é possivel observar a auséncia de picos bem
definidos, bem como o desaparecimento do pico referente a fusdo da vitexina, 0 que sugere a
protecao ao fitoquimico e sua a incorporacédo a rede da MOF. No entanto, € possivel observar
a partir de 85° C uma regido exotérmica, e apos 170° C uma regido de declive endotérmico, com
auséncia de picos bem definidos. Esse tipo de padréo é possivel e ja foi relatado na literatura,
levando em consideracdo o tipo de sistema sintetizado [43]. Dessa forma, acredita-se que a
incorporacdo da vitexina a ZIF-8 modificou o padrdo térmico da MOF, mas ndo o suficiente
para interferir na sua estabilidade térmica.

As curvas TG podem ser observadas nos graficos da figura 5, os quais evidenciam a
porcentagem de perda de massa de acordo com a elevagao da temperatura para vitexina, ZIF-8
e VIT@ZIF-8. Na tabela 5 estdo demonstrados os eventos térmicos presentes nas curvas

termogravimétricas para ambas as amostras.

Figura 5. Curvas TG para vitexina, ZIF-8 e para o sistema VIT@ZIF-8.
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Tabela 5. Eventos térmicos da TG para vitexina, ZIF-8 e para o sistema VIT@ZIF-8.

1° evento 2° evento 3% evento

AMOSTRA Onset Endset % de Onset Endset % de Onset Endset % de
) ) perda () ()} perda ) () perda

Vitexina 15,98 119,04 0,5 249,12 257,58 6,57 264,13 283,27 9,43

ZIF-8 33,79 72,00 1,348 181,69 320,33 8,428 446,47 554,79 16,94

VIT@ZIF-8 | 43,04 85,04 6,37 193,53 226,81 4,68 419,27 550,56 10,77

A partir da anélise da tabela 5, é possivel perceber que os eventos térmicos evidenciados
sdo diferentes para ambas as amostras, com excecdo do 3° evento da ZIF-8 e VIT@ZIF-8, 0s
quais apresentaram faixas de temperaturas semelhantes. Essa semelhanca pode ser justificada
por dois pontos interessantes. Primeiramente, tem-se que a incorporacdo da vitexina a rede
metalorganica da ZIF-8 ndo determinou modificacGes estruturais suficientes que corroborasse
na modificacdo de estabilidade térmica da MOF. Em segundo lugar, sabendo-se que a relacao
percentual na composicdo do VIT@ZIF-8 é maior de ZIF-8, ja seria esperado caracteristicas
mais influentes da rede organometélica na anélise térmica.

Ainda analisando os graficos da figura 5 e a tabela 5, o primeiro evento térmico da
vitexina correspondeu a perda de agua (onset em 15,98° C, endset em 119,04° C e 0,5% de
perda de massa); o segundo evento térmico evidenciou a fusdo (onset em 249,12° C, endset em
257,58° C e 6,57% de perda de massa), mas como um provavel inicio do processo de degradacao
térmica devido a perda de massa registrada; e o terceiro evento demonstrou, agora de fato, a
degradacdo térmica (onset em 264,13° C, endset em 283,27° C e 9,43% de perda de massa).

Na curva de TG da ZIF-8, o primeiro evento térmico representa, basicamente, a perda
de 4gua, que pode estar contida nos poros da MOF ou na sua superficie (onset em 33,79° C,
endset em 72,00° C e 1,34% de perda de massa) [44]. O seu segundo evento térmico apresenta
onset em 181,69° C, endset em 320,33° C e refere-se ainda a perda de moléculas adsorvidas,
como agua residual ou moléculas de 2-MelM nédo ligadas que se degradam nesta faixa de
temperatura [45]. Por fim, o ultimo evento térmico relevante e caracteristico de anélise de TG
da ZIF-8 é relativo a degradacéo entre 445,47° C (onset) e 554,79° C (endset), com perda de
massa de 16,69%. Essa estabilidade térmica inicial, por volta de 400,00° C e 500,00° C, é bem
caracteristica deste tipo de material e ja evidenciado em muitos trabalhos [46].

Seguindo com a analise, pode-se perceber que os eventos térmicos nas curvas TG do
VIT@ZIF-8 sdo diferentes daqueles dados obtidos para vitexina e ZIF-8. Esse fato torna mais
evidente que o sistema foi realmente formado. Desse modo, 0 primeiro evento térmico do
VIT@ZIF-8 tem onset em 43,04° C, endset em 85,04° C e uma perda de massa de 6,37%, fato
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este caracteristico da perda de 4gua adsorvida ao sistema no processo de obtencdo. No segundo
evento térmico observa-se um onset em 193,53° C, endset em 226,81° C e perda de massa de
4,68%, este evento € compativel com a degradacao de moléculas de 2-MelM que possivelmente
ndo estariam ligadas a estrutura da MOF. O ultimo evento térmico evidenciado na analise diz
respeito ao provavel inicio da degradacdo do sistema VIT@ZIF-8, com onset em 419,27° C,
endset em 550,56° C, e 10,77% de perda de massa.

A partir do que foi exposto, € possivel inferir que o sistema forneceu uma protecao
térmica a vitexina, pois sua degradacdo ocorre em uma faixa de temperatura (apds os 400° C)
superior a temperatura de degradagio da vitexina (em torno de 260° C). E possivel notar
também a partir da observacdo da figura 5, que ao fim da analise (600° C) a vitexina € a que
mais se degradou e perdeu massa (43,89% de perda), ao passo que a ZIF-8 é a que menos se
degradou e perdeu massa (31,38% de perda). Fornecendo mais uma evidéncia de que o sistema
foi formado, a curva TG para o sistema VIT@ZIF-8 apresenta uma perda de massa
intermediéaria (34,71% de perda) entre as duas curvas expostas.

Eventos térmicos observados neste trabalho s&o caracteristicos de sistema
desenvolvidos a base de MOF como a ZIF-8, ou seja, novos materiais com boa estabilidade
térmica apresentando uma temperatura de degradacdo superior a da molécula carreada
isoladamente. Tal fato pode ser observado no trabalho de Sampaio et al. [33], no qual
evidenciou-se a incorporacao da escopoletina a rede da ZIF-8, aumentando com isso sua
estabilidade térmica de 182° C para uma temperatura superior a 440° C.

E interessante ressaltar ainda que os dados de DSC corroboram com os dados de TG,
trazendo & luz da ciéncia dados inéditos sobre analises térmicas de um sistema desenvolvido a

base de vitexina e ZIF-8.

3.2.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As imagens microscopicas das estruturas da vitexina e da ZIF-8 podem ser observadas
nas fotomicrografias presentes na figura 6, onde tem-se imagens da vitexina com aumentos de
500 (figura 6a) e 2.000 vezes (figura 6b), ZIF-8 com aumentos de 5.000 (figura 6c) e 15.000
vezes (figura 6d) e imagens relacionadas ao sistema VIT@ZIF-8 com aumentos de 2.000
(figura 6e), 5.000 (figura 6f), 10.000 (figura 6g) e 15.000 vezes (figura 6h).

A andlise por MEV da vitexina isolada mostrou um perfil cristalino para a molécula,
assim como observa Costa et al. [22], ao notar que a vitexina apresenta cristais em formato de

esferas de diferentes tamanhos. A partir da analise das fotomicrografias da ZIF-8, percebe-se
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uma morfologia semelhante com formato rémbico dodecaédrico, bastante uniforme, o qual é

um padrdo morfol6gico analogo para esta MOF desenvolvida em outros estudos [30,47,48].

Figura 6. MEV da vitexina, ZIF-8 e sistema VIT@ZIF-8.

Legenda: a- vitexina (aumento de 500 x); b- vitexina (aumento de 2.000 x); ¢c- ZIF-8 (aumento
de 5.000 x); d- ZIF-8 (aumento de 15.000 x); e- VIT@ZIF-8 (aumento de 2.000 x); f-
VIT@ZIF-8 (aumento de 5.000 x); g- VIT@ZIF-8 (aumento de 10.000 x); h- VIT@ZIF-8

(aumento de 15.000 x).
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Naquilo que se refere a morfologia das particulas do sistema VIT@ZIF-8, ndo é possivel
perceber formas especificas, caracteristicas, ou um aspecto definido. E possivel visualizar
formas irregulares (nos menores aumentos), e porosas (nos maiores aumentos), mostrando de
forma clara a amorfizagéo dos cristais de vitexina e ZIF-8.

A utilizacdo da técnica de microscopia eletrénica de varredura tem se tornado muito
frequente na aplicagdo farmacéutica por fornecer informagdes detalhadas e precisas, com
aumentos de até 300.000 vezes. O conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais
permite o entendimento e, em muitos casos, até a previsdo das propriedades e do
comportamento dos mesmos [49].

3.3 Liberacéo in vitro

O perfil de liberagéo da vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 em tampé&o fosfato (pH 7,2)
estdo demonstrados na figura 7. E nitida a diferenca entre os dois perfis de liberagio. Apds 8 h
(480 min) de experimento, a liberacdo da vitexina foi de 34,98 + 3,50%, reafirmando a sua
baixa solubilidade aquosa. Diferentemente do que ocorreu com o VIT@ZIF-8, que foi capaz de
liberar toda a vitexina incorporada (100%) no primeiro minuto de experimento, caracterizando-
se, dessa forma, como um sistema de liberagdo imediata, modificando de forma positiva a
dissolucdo da vitexina.

Figura 7. Liberacdo da vitexina e do sistema VIT@ZIF-8.
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A solubilidade é um dos parametros essenciais considerados na fase de pré-formulacao,
levando em consideracdo o fato que para que qualquer molécula ativa seja absorvida, esta
precisa, primeiramente, se solubilizar no meio, ou ser entregue ja solubilizada em um veiculo
apropriado [43]. Conforme € possivel identificar no grafico da figura 7, a velocidade de
dissolucéo da vitexina liberada do sistema melhorou em 2,86 vezes, ap6s 8 h de experimento.
Esse incremento é ainda maior quando se observa a diferenca no primeiro minuto de
experimentacao, no qual pode-se visualizar uma melhora de 7,51 vezes na liberacdo da vitexina
quando incorporada a estrutura da MOF. Espera-se que 0 aumento na velocidade de dissolugéo
da vitexina possa aumentar a disponibilidade desse fitoquimico em futuros ensaios
farmacoldgicos.

Uma série de abordagens para melhorar a solubilidade de farmacos sao utilizadas, como
0 uso de dispers@es solidas amorfas, cocristalizacdo, solubilizacdo em co-solventes, utilizacdo
de ciclodextrinas, dentre outras formas [50-52]. Embora essas abordagens possam melhorar o
desempenho em relagdo aos farmacos puros, cada uma tem varias desvantagens, principalmente
relacionadas a estabilidade quimica da substancia teste e a estabilidade fisica contra a
cristalizacdo. Dessa forma, ainda ha necessidade de metodologias para melhorar a solubilidade
do farmaco com o objetivo final de estabiliza-lo durante o armazenamento e administracéo [53].

As MOFs podem atuar como transportadores de farmacos pois inibem a cristalizacdo
destas substancias por estarem confinadas dentro de seus poros, geralmente em nanoescala.
Entretanto, ainda assim podem sofrer rapida decomposicdo em meio gastrico simulado, levando
a liberacdo imediata da substancia, que se solubiliza rapidamente [53]. Acredita-se que algo
semelhante a isto pode ter acontecido com a vitexina incorporada na rede da ZIF-8, o que gerou
um aumento significativo da sua velocidade de dissolu¢do. Além disso, este dado corrobora
com os dados obtidos por microscopia eletrénica de varredura, onde se pbéde visualizar a
amorfizacdo do composto sintetizado, o que justifica esse incremento de solubilidade tdo

significativo.

3.4 Avaliacéo do efeito de vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 sobre contor¢des abdominais

de camundongas em modelo experimental de dismenorreia primaria

A dismenorreia refere-se a menstruacdo acompanhada de dor, podendo ser classificada
em primaria (sem lesGes pélvicas organicas) e secundaria (acompanhada de lesGes organicas).
O aumento na producéo de prostaglandinas tem sido relatado como uma das principais causas

da dismenorreia priméaria (DP), as quais induzem contragcdes uterinas no endométrio [54],
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aparecendo em mais de 50% das mulheres em idade reprodutiva [55]. Embora os niveis
anormais de prostanoides tenham sido propostos como o0s principais contribuintes para a
experiéncia de dor durante a DP, a etiologia desta patologia ainda precisa ser completamente
elucidada [56].

A figura 8 mostra o nimero de contor¢cdes que ocorreram apds a administragdo de
ocitocina para cada amostra testada (vitexina e VIT@ZIF-8 nas concentracdes de 3, 10 e 30
mg/kg e acido mefenamico a 90 mg/kg) por via oral, no periodo de 30 min, comparadas ao

veiculo (tampdéo fosfato).

Figura 8. Resposta de contor¢bes induzidas por ocitocina, para vitexina e VIT@ZIF-8

administrados por via oral.
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Ao analisar os efeitos da vitexina (VO) sobre as contor¢des induzidas pela ocitocina, é
possivel perceber que nas doses de 3 e 30 mg/kg se observa reducdo no nimero das contor¢des
guando comparado com o controle negativo (p = 0,0003). O mesmo nao ocorreu para a dose de
10 mg/kg, onde ficou evidenciado que ndo existe diferenca estatistica quando comparado com
o veiculo. Padréo semelhante de resposta pode ser observado para VIT@ZIF-8, onde percebeu-
se reducdo do nimero de contorgdes nas doses de 3 e 30 mg/kg, porém, ndo houve diferenca
estatistica quando o grupo tratado com a dose de 10 mg/kg foi comparado com o veiculo (p =
0,0008). Quando os grupos vitexina e VIT@ZIF-8 sdo confrontados nas mesmas doses, nota-

se que também n&o ha diferenca entre a vitexina isolada e aquela carreada na rede da ZIF-8, o
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que leva a acreditar que o aumento da velocidade de dissolucdo da vitexina ndo influenciou na
sua atividade farmacoldgica.

Este padrédo onde se percebe uma dose baixa com efeito farmacoldgico, seguido de uma
dose intermediaria sem efeito significativo e por fim uma dose mais elevada que também
apresenta efeito é conhecido como dose-resposta em forma de U. Esse padrdo tem sido
observado em varios campos da ciéncia, tais como medicina, biologia molecular, nutrigéo,
agricultura imunologia, microbiologia, toxicologia, farmacologia, entre outras areas dentro do
campo bioldgico [57,58].

A figura 9 apresenta 0 nimero de contor¢des que ocorreram apds a administracdo de
ocitocina para cada amostra testada (vitexina e VIT@ZIF-8 nas concentragdes de 3, 10 e 30
mg/kg e acido mefenamico a 90 mg/kg), por via intraperitoneal, no periodo de 30 min,

comparadas ao veiculo.

Figura 9. Resposta de contor¢bes induzidas por ocitocina, para vitexina e VIT@ZIF-8

administrados por via intraperitoneal.
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Ao analisar os efeitos da vitexina (via IP) sobre as contorc¢des induzidas pela ocitocina,
é possivel perceber que nas doses de 3 e 10 mg/kg ndo foi observada diferenca significativa
guando comparado com o controle negativo (p = 0,0009). Diferentemente do observado na dose

de 30 mg/kg, onde notou-se a reducdo do nimero de contor¢fes. Um padrdo analogo de resposta
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pdde ser observado para VIT@ZIF-8, onde percebeu-se diminui¢do do nimero de contorgdes
apenas na maior dose testada (30 mg/kg), mas ndo foi observada diferenca estatistica quando o
grupo tratado com as doses de 3 e 10 mg/kg sdo comparados com o veiculo (p = 0,0026).
Quando os grupos vitexina e VIT@ZIF-8 via IP sdo checados nas mesmas doses, nota-se que
também ndo hé diferenca entre o fitoquimico isolado e o sistema sintetizado, padrdo semelhante
a resposta observada para sua administragéo por via oral.

A ocitocina é um hormonio peptidico que estimula as contragcfes uterinas por meio do
acoplamento funcional ao receptor de ocitocina (OTR). Este receptor é superexpresso quando
ativado por hormonios estrogénios, como o estradiol administrado no pré-tratamento, e as
concentracOes de OTR determinam a sensibilidade do endométrio a estimulacéo da ocitocina.
Dessa forma, quanto maior a expressdo destes receptores, maior a chance de ocorrerem as
contracdes uterinas na presenca da ocitocina [59,60].

O receptor OTR é funcionalmente ligado a proteina Gg/11 nas células miometriais e esta
envolvida na ativacdo da enzima fosfolipase C, formando segundos mensageiros. Depois de
ativada, a fofolipase C degrada o fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP,) presente na membrana
em 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG). Estes sdo os dois segundos
mensageiros envolvidos nas respostas fisioldgicas mediadas pela proteina Gq. O IP3, dada sua
estrutura hidrossoltvel, migra pelo citosol e se liga a receptores especificos de 1Pz no reticulo
endoplasmatico e mitocéndrias, promovendo a liberagdo do fon Ca?* no citosol e aumentando
a concentracdo desse ion de forma brusca. O DAG fica associado a membrana plasmatica
devido a sua estrutura hidrofobica, tendo a funcdo de ativar a proteina cinase C (PKC), uma
enzima ligada a membrana plasmatica que promove a fosforilacdo de radicais em diversas
proteinas intracelulares, que culmina no aumento, mais uma vez, na concentracdo de calcio
intracelular. O Ca?* funciona como um novo mensageiro que é capaz de desencadear respostas
intracelulares, como é o caso das contracGes musculares [61-63].

Uma das causas que mais tem sido relatadas para a DP é a elevacdo dos niveis das
prostaglandinas PGF», e PGE2, que causam contra¢fes miometriais, isquemia e sensibilizacdo
das terminagfes nervosas, 0 que aumenta a sensacao dolorosa. Estes mediadores quimicos sdo
sintetizados a partir da acdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) sobre o0 &cido araquiddnico
[15]. Mulheres com dismenorreia mais grave apresentam niveis igualmente elevados de PGF2a.
no fluido menstrual. Esses niveis sdo mais elevados durante os primeiros dois dias de
menstruacdo, quando os sintomas aumentam. Outro fator que tem sido muito relacionado com
a dor é o fluxo sanguineo uterino reduzido, possivelmente causado por contragdes fortes e

anormais, que resulta em isquemia miometrial e produz a céibra [36,64].
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Mais estudos precisam ser conduzidos para que 0 mecanismo de agéo da vitexina sobre
a reducdo das contor¢des abdominais induzidas por ocitocina seja elucidado. No entanto, como
possibilidades de mecanismos, acredita-se que vitexina pode estar agindo de forma a inibir a
COX-2, 0 que impede a sintese de PGF», e PGE2. Pode, ainda, atuar nos receptores para esses
prostanoides, impedindo a sua interagdo, ou pode estar relacionada a inibi¢cdo da ligagéo da
ocitocina aos seus receptores. Todos estes possiveis mecanismos podem reduzir as contor¢es

abdominais produzidas pela ocitocina.

4, CONCLUSOES

A partir do exposto e discutido, € possivel perceber que as melhores condi¢des para
obter o sistema VIT@ZIF-8 acontecem nos niveis altos para ambas as variaveis independentes
utilizadas, onde se obteve rendimento de 29,78% e taxa de carregamento de 13,02 + 0,1%.

As bandas de FT-IR sdo compativeis com ZIF-8 e vitexina, e um novo sinal em 1743
cm* foi observado no espectro FT-IR do VIT@ZIF-8, que pode ser um indicio da formag&o do
sistema. Os eventos térmicos da TG e DSC também foram caracteristicos para as amostras, e
um novo padrdo térmico foi observado no sistema sintetizado, sugerindo, novamente, a sua
formagé&o. O teste de liberacdo da vitexina revelou que o sistema obtido se caracteriza como um
sistema de liberagdo imediata tendo em vista que sua liberagdo atingiu 100% no primeiro
minuto de experimentacdo, diferentemente da vitexina isolada, que ndo libera mais que 35%
em 8 h.

Sobre a anélise farmacoldgica, ficou evidenciado que vitexina e VIT@ZIF-8 foram
capazes de reduzir (via oral) as contor¢es abdominais induzidas por ocitocina nas doses de 3
e 30 mg/kg, mas ndo teve acao na dose de 10 mg/kg, caracterizando um efeito dose-resposta
em forma de U. No entanto, quando administrados por via intraperitoneal, somente a dose de
30 mg/kg de vitexina e VIT@ZIF-8 foi capaz de reduzir o nimero de contorgdes.

Como perspectivas, espera-se realizar as analises por DRX para complementar a
caracterizagdo do sistema sintetizado, bem como aprofundar os estudos farmacoldgicos na

tentativa de elucidar o mecanismo de acdo da vitexina.
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CONCLUSOES

A partir do que foi exposto, € possivel perceber que uma ZIF-8 pode ser sintetizada
utilizando-se condicdes brandas, na auséncia de solventes organicos e que apresenta as
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as reportadas na literatura no que diz respeito as
bandas de absorcdo no infravermelho, estabilidade térmica e sua morfologia.

Vitexina foi isolada a partir das folhas de J. mutabilis e caracterizada fisico-
quimicamente. Sua estrutura foi determinada por RMN e FT-IR a partir da compara¢do com
dados provenientes da literatura. Dados inéditos referentes as anélises de TG e DSC foram
reportados pela primeira vez na literatura, bem como sua solubilidade quantitativa em alguns
solventes organicos e tampbes e também seu perfil de liberacdo em dois diferentes pH,
confirmando sua baixa solubilidade em agua.

Além disso, pdde-se obter um sistema de liberacdo imediata, sintetizado in situ a partir
da utilizacdo de vitexina, zinco e 2-metilimidazol, com rendimento de 29,78% e taxa de
carregamento de aproximadamente 13%. Para a caracterizacéo do sistema obtido, um novo sinal
no TF-IR em 1743 cm! foi observado no espectro FT-IR do VIT@ZIF-8; na analise por TG e
DSC, um novo padréo térmico foi observado no sistema VIT@ZIF-8, sugerindo, novamente, a
sua formacdo. A partir do teste de liberacdo da vitexina, observou-se que o sistema se
caracterizou como um sistema de liberacdo imediata tendo em vista sua rapida liberag&o.

O efeito farmacoldgico de vitexina e do sistema VIT@ZIF-8 foi avaliado em um modelo
de dismenorreia primaria, onde foi possivel observar que ambas amostras apresentaram efeito
nas concentragdes de 3 e 30 mg/kg (VO), mas ndo obteve efeito na concentracdo de 10 mg/kg.
Por via intraperitoneal, ndo se observou efeito nas doses de 3 e 10 mg/kg, mas na dose de 30
mg/kg o efeito foi verificado.

Como perspectivas futuras para este trabalho, espera-se elucidar os mecanismos pelos
quais vitexina reduz as contor¢des abdominais induzidas pela ocitocina, bem como executar

mais testes de caracterizacao de vitexina e de VIT@ZIF-8.
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ABSTRACT

Introduction: Metal organic frameworks (MOFs) are a recent group of nano porous materials with
exceptional physical properties, such as large surface areas, high pore volumes, low densities and well-
defined pores. This type of material has been used frequently for biomedical and therapeutic applica-
tions, such as drug delivery systems and theranostic materials.

Areas covered: In this review, the authors searched for patents filed in the last 10 years, found in
different databases, related to the therapeutic or biomedical application of MOFs for use in differemt
health fields. The possibility of these new matenals becoming new therapeutic possibilities available to
the population was emphasized.

Expert opinion: The advances in research with MOFs hawe grown im the last 10 years and with that
many possibilities for their applications have emerged in several areas, especially biomedical. The
paossibility of using these materials in drug delivery systems is the most common form of possibility
of use in the health area, mainly due to easy obtaining and high reproducibility, which are seen very
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positively by the drug development technolegy sector.

1. Introduction

Metal Organic Frameworks (MOFs) are known as porous coor-
dination polymers and their structures are formed by organic
kindars (linker) with metallic ions (agglomerates) such as cop-
per, zinc, iron, titanium, molybdenum, nickel, magnesium,
manganese, among 50 many others (Figure 1). Linkers are
also known as 'building blocks” and provide control over the
chemical functionality, form, pore size and particle morphol-
ogy of MOFs [1-3]. This type of material can be obtained by
different methods of synthesis such as slow diffusion, hydro-
thermal (thermal solvo), electrochemistry, chemical mechanic,
microwave and ultrasound [4-6].

The type of linker and the MOF formation process largely
determine its properties, such as crystallinity, thermal and
chemical stability, and intrinsic biodegradability [7.8]. One of
the main characteristics of MOFs is the versatility of pore size,
where we can find materials ranging from microporous to
macroporous, as well as their large surface area (from 1,000
to 10,000 m?/g). These characteristics have corroborated for its
usa in several fields of science [3].

The term MOF was first introduced by Yaghi et al. (1999)
and since then several researches have shown both the great
diversity of structures and their applications. This was another
reason why, in 2017, more than 20,000 types of MOFs had
already been synthesized and characterized with the most

diverse applications [9,10]. One of the areas that holds the
main and most researched applications of MOFs is the indus-
trial, including energy storage andfor conversion (supercapa-
citors, lithium batteries, electrocatalysis and photocatalysis)
and gas separation [10].

Bizmedicine and pharmaceutical sciences are other exam-
ples of areas with several possibilities for applications of MOFs,
being used as biosensors (of DNA and RNA), fluorescent com-
posites, enzyme compasites, contrasting agents to obtain bio
images or in the application drug delivery systems. Thase
applications are related to the fact that MOFs have good
bicdagradability and compatibility with different substances
and materials, as wall as with biological systems [3,11,12].

It is notable the great number of published papers with the
most diverse possibilities of using MOF in several areas, both
original and review works, however, until now, there has been
no patent review showing the possibilities of applying MOFs
in therapy. Thus, this work brings, for the first time in the
sCientific literature, a patent review relating MOF materials
with their possibilities of therapeutic and biomedical usas.

2. MOFs with therapeutic or biomedical applications

The patent review presented here was conducted through
a search in spedalized databases, such as Espacenet,
PATENTSCOPE, INPI, LATIPAT and Lens, in April 2020. The
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