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Resumen

En este trabajo se sintetizaron redes metal metal-orgéanicas biocompatibles MIL-100(Fe) y Fe-
BTC para uso como sistemas de encapsulamiento-liberacion de moléculas biol6gicamente activas
(MBA). La sintesis se realizé mediante un método sustentable, a temperatura y presion ambientes,
usando como solvente Unicamente agua. Las moléculas biolégicamente activas elegidas fueron:
rojo Congo, curcumina, epicatequina y creatina, y fueron encapsuladas en diferentes
concentraciones. Segun reportes, tanto el rojo Congo como la curcumina han demostrado tener
propiedades anticancerigenas. Por su lado, la epicatequina y la creatina son moléculas con

propiedades de prevencidn del estrés oxidativo.

La caracterizacion de los sistemas libres de MBA y con MBA encapsulada se llevé a cabo por
las técnicas de difraccion de rayos-X, espectroscopia de IR por transformada de Fourier, analisis
termogravimétrico, microscopias electronicas de barrido y de transmision. Las propiedades
texturales fueron evaluadas por adsorcion-desorcion de Na. Se estudié de manera exploratoria la
liberacion de las MBA en diferentes medios. Finalmente, la citotoxicidad de los sistemas fue
evaluada en lineas celulares de Hela, para estudiar las propiedades anticancerigenas y, C2C12

para estudiar el efecto protector ante el estrés oxidativo.

Los principales resultados de las técnicas de caracterizacion indicaron que el método de sintesis
utilizado result6 adecuado para encapsular ciertas moléculas. Durante los estudios de liberacion se
determind que existe cierta descomposicion de la red metal-organica que ocurre de manera

simultanea al proceso de liberacion.

Por otra parte, los estudios de citotoxicidad de los materiales en la linea celular HeLa indicaron
que el sistema curcumina encapsulada en la MOF MIL-100(Fe) es un sistema eficaz en la

inhibicion de la reproduccion de células cancerosas.

El manuscrito se divide en dos grandes partes; en la primera se recopila la informacién
relacionada con el estado del arte y la segunda detalla la parte experimental, asi como el analisis y

discusion de los resultados obtenidos.
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1. Introduccion

Los problemas de salud a los que actualmente se enfrenta la sociedad constituyen un area
de interés para muchos investigadores. A pesar de los avances que se han conseguido en
cuanto al tratamiento de muchas enfermedades, la eficacia de las moléculas biol6gicamente
activas (MBA) sigue siendo limitada, ya sea por un inadecuado transporte o por la inoportuna
liberacion dentro del cuerpo humano. Debido a ello, en las Gltimas décadas ha habido un
creciente interés en el desarrollo de nuevos materiales destinados a encapsular principios
activos y posteriormente estudiar la cinética de liberacion de éstos en los sitios adecuados del

organismo humano.

Actualmente existen muchos materiales para encapsular moléculas biolégicamente
activas; sin embargo, la familia de las redes metal-organicas, MOF (por sus siglas en inglés,
Metal Organic-Frameworks) ha llamado especialmente la atencion. Las propiedades més
destacadas de las MOF son su gran area superficial, su elevado volumen poroso, sin dejar de
mencionar que algunas de ellas poseen cavidades de tamafio importante. Todo esto las
convierte en materiales ideales para la encapsulacion de un principio activo. Adicionalmente,
investigaciones recientes han demostrado que pueden ser preparadas por la asociacion directa
de una MBA y metales biocompatibles.
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2. Antecedentes

Una molécula bioldgicamente activa esta definida por la FDA (Food and Drug
Administration) como cualquier sustancia destinada a utilizarse en la fabricacion de un
medicamento. Tales sustancias tienen como finalidad proporcionar una actividad

farmacoldgica, tratamiento o mitigacion de enfermedades.

La administracion de la MBA puede llevarse a través de dos posibilidades. En la primera,
la MBA en si se asocia con un excipiente (sistemas tradicionales) y se administra. En este
caso no existe practicamente control sobre la liberacion de la MBA. En el segundo caso, un
material farmacoldgicamente inerte funge como matriz receptora de la MBA resultando en
un material hibrido, éste se asocia a su vez con un excipiente y finalmente se administra. Este
segundo caso tiene la finalidad de tener control sobre la cinética de liberacion de la MBA

para evitar picos locales de alta concentracién de MBA en el organismo.

Desde hace algunos afios, existe un interés creciente en el desarrollo de nuevos sistemas
que consisten en la incorporacion de MBA en el interior (sistema poroso) de solidos que
funcionan como matrices receptoras; este proceso es conocido comunmente como
encapsulamiento de la MBAY. Sin embargo, otra via de exploracion, de reciente propuesta,
consiste en integrar las MBA como parte del arreglo estructural de ciertos materiales.

2.1 Materiales como matrices receptoras para encapsulamiento y liberacion de

moléculas biolégicamente activas

Como ya se menciond brevemente, los sistemas tradicionales de administracion de MBA
presentan inconvenientes relacionados con la farmacocinética; por ejemplo, pueden
presentarse una liberacion de la MBA en sitios inadecuados (en 6rganos que no lo requieren);
asi como picos de alta concentracion de corta duracion provocando que el efecto de la MBA
sobre el organismo no se prolongue en el tiempo. Estos inconvenientes pueden solucionarse
creando un sistema de liberacion controlada via encapsulacion de la MBA en una matriz

receptora que, en la mayoria de los casos, puede ser un material inorganico. En este caso,
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cobran importancia la capacidad de carga de la matriz, asi como el tamafio y el volumen de

los poros de ésta.

Existen hasta el momento dos rutas establecidas para la obtencion de sistemas de
encapsulamiento, la primera de ellas es la llamada via organica, en la cual se utilizan
polimeros biocompatibles como matrices (quitosano, alginato)?*. Este método ofrece la
posibilidad de encapsulamiento de una gran variedad de MBA,; sin embargo, al no poseer una
porosidad definida, la liberacion controlada es muy dificil de lograr. De esta forma, éstos se

utilizan practicamente como medio de transporte.

La segunda, es la llamada via inorganica; en este caso el anfitrién es un sélido poroso
inorganico (zeolitas, hidrotalcitas, materiales basados en silice, etc.); que poseen una
capacidad de carga de MBA limitada por la naturaleza y estructura porosa del sélido®. Cabe
sefialar que la principal desventaja de esta ruta es la incompatibilidad biol6gica de algunos
sistemas inorganicos con ciertos drganos internos del cuerpo humano, limitando su uso a

aplicaciones tdpicas.

El desarrollo de los materiales llamados redes metal-organicas, MOF, ha acaparado la
atencion de grupos de investigacién, ya que su composicion puede ser regulada para poder
combinar los beneficios, tanto de la via organica como de la inorgénica para el

encapsulamiento de MBA®,
2.2 Redes metal-organicas
2.2.1 Descripcion

Las MOF son solidos cristalinos formados por la union de atomos o agregados metalicos,
a través de ligandos organicos, generando estructuras que se extienden en el espacio en varias
dimensiones y, dada la naturaleza de sus componentes, se consideran materiales hibridos.
Estos han sido ampliamente estudiados debido su alta porosidad y gran area superficial
especifica; que, aunado con la versatilidad de formacién a partir de componentes organicos

e inorganicos, permite controlar el tamafio de poro y entorno quimico de la MOF. Estas
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caracteristicas las hacen realmente interesantes para aplicaciones que van desde el
almacenamiento y la separacion de gases’, la fabricacion de membranas®, la catélisis®, hasta

las aplicaciones biomédicas®.

Para entender de manera bésica la formacion de una red metal-organica, en la Figura 1 se

representa de manera esquematica la unidad de construccion secundaria (SBU por sus siglas
eninglés), la cual resulta de la union de un centro metalico (&cido de Lewis) y centros basicos

de Lewis en el ligando organico (grupos —NHz, -COO-, -CN-, -PO4*, etc.). A su vez, estas

SBU unidas al ligando organico dan origen a la red porosa.

Clister metalico > @ —
+

e e Unidad de construccion

Ligando organico secundaria (SBU) Red metal organica (MOF)

Figura 1. Representacion simplificada del proceso de autoensamble en una MOF

De acuerdo con la base de datos de estructura de Cambridge (CSD por sus siglas en
inglés), existen mas de 800,000 estructuras tipo MOF. Los ligandos organicos que
generalmente se usaron fueron compuestos en los que la funcionalidad de enlace es un
cianuro, fosfato o carboxilato!!. En cuanto a las estructuras generadas, alrededor de tres mil

compuestos presentan estructuras tridimensionales.

Particularmente, las estructuras en dos dimensiones fueron generadas por cationes
metalicos de la primera familia de la tabla periddica con compuestos tales como cianuro*?,
glutamato®®, formiato, triazol*4, por mencionar algunos. Aln con todo y los miles de
estructuras que surgen cada afio (Figura 2), todavia se siguen explorando nuevas rutas de
sintesis y se elaboran materiales cada vez mas complejos, con la finalidad de que puedan ser

aplicados en la vida cotidiana.
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Figura 2. Estructuras reportadas por la CSD desde el afio 1972 hasta 2016.

Algunos de los ligandos organicos mas utilizados se encuentran en la Tabla 1. Notese que,
después de la desprotonacion, todos ellos tienen la funcion de grupo carboxilico, lo cual les

permite fungir como base le Lewis y coordinarse con un cation metalico (acido de Lewis).
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Tabla 1. Algunos cationes metalicos y ligandos organicos empleados en la sintesis de MOF.

Cationes metalicos Ligandos organicos
Cu’”,Ag’, Au’. .. O._OH
- 0 )
OH OH

Numero de coordinacién 2
Cu’,Ag", Au*... Acido trimésico

|
/0\

(o]
OH
Numero de coordinacion 3 HO
o]

Zn*  Cu™,Ag™, Au™ ...

| Acido tereftalico

/‘ll‘\
o}
Numero de coordinacion 4 HONOH
Fe 3, 7Zn*", Cu*" Ag™, ... 0
= | e Acido fumarico
/0\

Numero de coordinacion 5

Q o]
Fe *,Fe 3, Zn*", Cu®",Cr 3 ...
HO OH

~ —
A

| Acido bifenildicarboxilico

Numero de coordinacion 6

2.2.2 Sintesis de redes metal organicas

Desde el descubrimiento de las MOF a la fecha han surgido diversos métodos para la
sintesis de dichos materiales'®. Estos métodos tienen como finalidad obtener la estructura y
funcionalidad directamente desde la sintesis para la aplicacion deseada. Ademas, actualmente
muchas investigaciones se han llevado a cabo empleando métodos sustentables, los cuales

evita el uso de reactivos toxicos y a su vez son rapidos y sencillos de emplearse!®-19,
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Las MOF pueden ser sintetizadas mediante una gran variedad de metodologias, sin
embargo, el principio es el mismo, la estructura tipo MOF se obtiene, en la mayoria de los
casos, al poner en contacto la fuente del cation metalico (puede ser una sal o, en algunos
casos, el metal) con el ligando orgénico en una misma mezcla o disolucién. EI medio en el
que se llevara a cabo dependera de la solubilidad del reactivo y de las propiedades deseadas.
Entre los principales métodos de sintesis se encuentra el método solvotérmico®,
hidrotérmico?!, sintesis asistida por ultrasonido?? o microondas?®, por mencionar algunos, o

bien a temperatura ambiente?*.,

La sintesis tradicional se puede dividir en dos categorias: solvotérmico y no solvotérmico.
El término solvotérmico implica el uso de cualquier tipo de solvente y es mas general que el
término solvotérmico usado cuando se usa agua como solvente. Por otro lado, el método no
solvotérmico se lleva a cabo por debajo de la temperatura de ebullicién del solvente usado,
en recipientes abiertos y a presion atmosférica. En tanto, el método solvotérmico se realiza a
la temperatura de ebullicion del solvente, o por encima de ésta, en recipientes cerrados a

presiones autdgenas o superiores a esta.

Los métodos no solvotérmico son de facil puesta en marcha ya que no se requiere equipo
especializado, si acaso un medio de calentamiento. Los parametros importantes en este tipo

de sintesis son:

e Eleccidn de las sales (fuentes de iones), del ligando organico y del solvente
e pH, en el caso de que el disolvente sea agua.

e Temperatura

Para lograr la precipitacion de un sélido se deben elegir concentraciones de reactivos
adecuadas tal que se puedan alcanzar condiciones de nucleacion. A menudo, esto puede

promoverse con un incremento de la temperatura o evaporando el solvente?.

Muchas MOF se han podido sintetizar por el método no solvotermal por simple mezclado

de soluciones de los reactivos, incluso sin necesidad de aumentar la temperatura.
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Es importante mencionar que practicamente todos los métodos requieren de un proceso
de activacion postsintesis, en el cual se elimina material residual (reactivos sin reaccionar y
moléculas de solvente altamente coordinantes) que queda ocluido en la porosidad de la MOF.
Debido a lo anterior, muchas investigaciones se han centrado en lograr las condiciones
Optimas de sintesis, variando ciertos pardmetros como son, la fuente metalica, el ligando
organico, la relacion molar ligando/metal, los disolventes, la temperatura y el pH, que son
las variables que principalmente tienen influencia sobre la estructura?®. En la Tabla 2 se

resumen los principales métodos de sintesis utilizados para algunas MOF.

Tabla 2. Métodos de sintesis de algunas redes metal-organicas.
Adaptado de Butova y colaboradores?.

MOF Método Condiciones Referencia
MOF-5 No solvotermal Temperatura ambiente 27
MIL-53 No solvotermal Temperatura ambiente 27
MOF-177 No solvotermal Temperatura ambiente 28
ZIF-8 No solvotermal Temperatura ambiente 29
MIL-100(Fe) No solvotermal Temperatura ambiente 1721
Fe-BTC No solvotermal Temperatura ambiente 31,33
MOF-74 No solvotermal Temperatura ambiente 16
Cu-BTC No solvotermal Temperatura ambiente 32
MIL-101 Solvotermal 220°C, 8h 33
ZIF-67 Solvotermal 25°C,6h 34
MIL-64 Solvotermal 180 °C, 120 h 35
MIL-69 Solvotermal 210°C, 16 h 36
MIL-74 Solvotermal 180 °C, 36 h 37
MIL-116 Solvotermal 210°C, 24 h 38
MIL-122 Solvotermal 170°C, 24 h 39
MIL-37 Solvotermal 170 °C, 48 h 40
MIL-38 Solvotermal 170 °C, 48 h 41
MIL-49 Solvotermal 170 °C, 48 h 42
MIL-65 Solvotermal 180 °C, 48 h 43
MIL-82 Solvotermal 200 °C, 48 h 44
MIL-100(Fe) Solvotermal 95°C,12h 45
ZIF-8 Solvotermal 120 °C, 24 h 46

Como puede verse, para una misma MOF pueden existir distintos métodos de preparacion,
algunos justificados por la tendencia de la sintesis verde!®47-4° y otros por la necesidad de

obtener tamarios de particula controlados®52,
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2.2.3 Formulacién y funcionalizacion

En los ultimos afos ha surgido un creciente interés en desarrollar una terapéutica eficiente
para el tratamiento de ciertas enfermedades cuyo tratamiento implica serias afectaciones a la
salud del individuo. Asimismo, se ha buscado solucionar los problemas relacionados con la
eficacia limitada de las MBA, asociados a un inadecuado transporte dentro del cuerpo
humano (que a su vez obliga a consumir altas dosis). Es por ello por lo que, vale la pena
hacer hincapié en las propiedades que son deseables para que este tipo de materiales puedan
ser empleados de manera eficiente en algin organismo y supere las limitaciones que tienen

las matrices actuales.

El objetivo que hasta la fecha se persigue es emplear las MOF en aplicaciones biomédicas.
Sin embargo, no es un proceso sencillo. En primera estancia se debe de pensar en el 6rgano
al que se desea hacer llegar la MBA. Posteriormente, se debe seleccionar la mejor via de
administracion; esto es, via intravenosa, intramuscular, cutanea, oral, inhalatoria, entre otras.
Esta eleccion dependerd a su vez de las propiedades del material (tamafio de particula,
volumen de poro, area superficial especifica, y capacidad de carga) ya que tales propiedades
pueden intervenir en la eficiencia de la matriz. Otro aspecto que puede limitar la eficacia es

la formulacion®2.

Es por ello que se tiene que considerar estas variables al momento de disefiar la
metodologia a seguir ya que los precursores y método de sintesis influira directamente en la

estabilidad de la MOF y en las propiedades obtenidas®®.

Por un lado, las propiedades mencionadas anteriormente pueden ser controladas mediante
la eleccion del método de sintesis® y particularmente, el tamafio de particula puede ajustarse
durante la sintesis agregando un inhibidor para retardar el proceso de nucleacion o bien, a

partir de sintesis asistida por ultrasonido®® o microondas®®.

Por otro lado, para solucionar el inconveniente asociado con una entrega en un sitio no

deseado, se ha propuesto modificar la superficie de las MOF de manera que se pueda
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controlar el tipo de interacciones entre el material y el medio donde sera liberado, al mismo

tiempo que aporta estabilidad y proteccion a la red®’.

Lo anterior es posible gracias a que las SBU pueden conectarse con ligandos organicos,
los cuales tienen distintos grados de conectividad y ademas pueden ser modificados en cuanto
a su composicion quimica. A este procedimiento comunmente se le conoce como
funcionalizacion (Figura 3) y puede hacerse postsintesis, con la ventaja de que no altera la
estructura de la red y, lo mas importante, es que se obtiene un material con una reparticion

homogénea de los nuevos grupos funcionales®®.

(™) Claster metalico
mmm Ligando orgéanico K ‘\ Grupos funcionales @ MBA

Figura 3. Representacion esquemética del proceso de funcionalizacion en una MOF.
Adaptado de Li y colaboradores®.

Como ya se ha mencionado, la versatilidad de formacién de las MOF depende en gran
medida de la eleccidn del ligando orgéanico, y es precisamente en este aspecto, donde muchas
investigaciones se han enfocado, a fin de generar redes méas robustas, con estructuras
realmente complejas y tamafios de poro cada vez mayores'® que permitan la incorporacion

de moléculas de gran tamarfio®.

En cuanto a la formulacion, evidentemente dependera de la aplicacion deseada. Algunos
ejemplos de formulacion de MOF son parches y tabletas, membranas, geles, por mencionar
algunos®. Una de las primeras publicaciones que se realizé en cuanto a formulacién de las
MOF fue el caso de tabletas sin aglutinante, basadas en carboxilatos de hierro que contenian

ibuprofeno®.

10
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Otro ejemplo més es el caso de los parches transdérmicos, los cuales consisten en 6xido
nitrico atrapado en la porosidad de la MOF CPO-27 (Ni). Esta MOF es capaz de liberar el

contenido de NO en un lapso de tiempo de hasta diez dias®364,

Los geles y parches son una opcion méas de formulacion de MOF, ya que su aplicacion
topica aun no se ha explorado lo suficiente. Sin embargo, el interés en las MOF existe debido
a la capacidad para mejorar la absorcion de la MBA, su proteccion y liberacion controlada.

Por ejemplo en el caso de la encapsulacion de cafeina en MIL-100 y MIL-1015566,
2.2.4 Aplicaciones biomédicas (pardmetros y propiedades importantes)

Si bien es cierto que las MOF pueden ser buenas candidatas para uso como sistemas
terapéuticos, debe de considerarse que su aplicacion esta sujeta a normas muy estrictas. Esto
implica llevar a cabo pruebas de estabilidad en medio biol6gico, pruebas de citotoxicidad y

a su vez garantizar una biodistribucion adecuada.

Hay que destacar que las pruebas de toxicidad son de vital importancia. Sin embargo, es
dificil realizar una comparacion entre los sistemas que han sido empleados hasta la fecha ya
que las concentraciones reportadas varian de un ensayo a otro y por ende la citotoxicidad de
la MOF fluctia de una linea celular a otra. No obstante, se han reportado algunos ensayos
que ponen en evidencia el hecho de que la toxicidad de los sistemas esta intimamente ligada
a la toxicidad de los precursores que lo constituyen. Tal es el caso de los ensayos in vitro
probados en lineas celulares HepG2 para distintas MOF®’. En este estudio se evaluaron
distintas concentraciones de varias fuentes metalicas, en un rango de concentracién de 1-200
M. Los resultados de viabilidad celular, Figura 4, mostraron que el caso del magnesio y el
zinc la viabilidad celular se mantiene muy cercana al control, lo cual es de esperarse, ya que
son metales biocompatibles. Lo contrario ocurre en el caso del Cu y del Mn, donde a una
concentracion de 200 uM la viabilidad es cero. El resto de los metales estudiados fluctta por
encima de 80% de viabilidad.

11
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Figura 4. Viabilidad celular en la linea celular HepeG2 de sales metalicas usadas en el disefio de MOF.

Para el caso de los ligandos organicos, Figura 5, es notable que no existan diferencias
significativas en todos los casos. Practicamente todos mantienen una viabilidad celular por

encima del 90%, incluso en la concentracion méaxima probada.

Asimismo, se probo viabilidad celular de algunas MOF, tal como se muestran en la Figura
6. El resultado tras 72 h de exposicion demuestra que existen grandes diferencias cuando se
compara con el control. El caso mas notorio es el de las MOF-5, HKUST, NOTT-100y ZIF-
8.
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Figura 5. Viabilidad celular de ligandos organicos usados en la linea celular HepeG2.

Adicionalmente, estudios in vitro se han publicado para las MOF MIL-100(Fe) y MIL-88,
cuyos sistemas estan basados en carboxilatos de hierro. Se concluyo6 la usencia de toxicidad
severa, tras estudiar ciertos parametros (actividad del individuo, peso del cuerpo, 6rgano,
consumo de agua, alimento, volumen de orina, peso de las heces, suero enzimatico, etc.). En
este estudio se demostr6 que las MOF se degradan progresivamente dentro del cuerpo en sus
componentes (hierro y ligando organico) los cuales se eliminan mediante la orina y heces sin
que exista biotransformacion®.
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Figura 6. Viabilidad celular de MOF en linea celular HepG2.

2.3 Redes metal-organicas como agentes portadores y liberadores de moléculas
biol6gicamente activas

Las MOF surgieron como otra posible ruta para la encapsulacién de MBA, ya que debido
a su alta porosidad poseen mayor capacidad de carga de farmaco y una liberacion controlada
comparada con otras matrices. En el caso de las MOF existen dos posibilidades para crear un
sistema de liberacion controlada; la primera consiste en introducir la MBA dentro de los
poros de una MOF dada (bioldgicamente compatible); en este caso, los ligandos pueden ser
moléculas organicas que contengan grupos funcionales carboxilicos, sulfonatos o

fosfonatos®®. Estos grupos funcionales son necesarios para que los centros metalicos puedan
coordinarse y formar la red de la MOF.

En la segunda, el ligando utilizado es en si una MBA, por lo que al asociarse con un metal
para formar la MOF, éste forma parte de la red, surgiendo asi las denominadas BIO-MOF. A
su vez, en estos sistemas se puede llevar a cabo la liberacion mediante dos posibilidades, en

un caso, la MBA se difunde desde la porosidad del sistema hasta el medio, mientras en el

14



m ANTECEDENTES

otro caso, la MOF debe de degradarse (desagregarse en sus componentes: ligando + metal)

para liberar el ligando, el cual es a su vez la MBA.

Una de las grandes ventajas que presenta este Gltimo enfoque es que no es necesario tener
grandes tamafios y volumenes de poro; tampoco la carga de MBA representa un problema,
ya que la liberacion se consigue a través de la biodegradacion del material. Ademas, se evitan
los inconvenientes relacionados con efectos secundarios debidos a la liberacién de un ligando
no bioactivo®. Cabe sefialar que, a pesar de lo prometedor de estos sistemas, su disefio esta

limitado por la naturaleza propia de los ligandos que tengan propiedades como MBA.

Los primeros investigadores en considerar a las MOF para encapsulamiento de moléculas
bioldgicamente activas fueron Férey y colaboradores’. Para ello, sintetizaron por primera
vez y utilizaron la familia MIL (Materials of the Institut Lavoisier) a partir de centros
metalicos trivalentes y puenteo mediante ligandos que contienen grupos funcionales
carboxilicos. Esta familia de MOF presenta grandes tamafios de poro (25-34 A) y éareas

superficiales especificas comprendidas entre 3100 y 5900 m? g*.

En cuanto a la posibilidad de sintetizar una MOF para la liberacion controlada de
moléculas bioldgicamente activas, fueron Horcajada y colaboradores’ quienes realizaron los
trabajos pioneros. Emplearon la MOF MIL-100 y MIL-101 para la liberacién controlada de
ibuprofeno. Inicialmente, utilizaron cromo como centro metalico, y posteriormente, hierro,
en vista de la necesidad de encapsular MBA en sistemas libres de metales toxicos como el
cromo. En estos casos, el caracter biodegradable del material puede lograrse mediante la
eleccion correcta del metal y el ligando, que determinaran la estructura final de la MOF.

A partir de los resultados anteriores, Horcajada y colaboradores probaron MOF
biocompatibles basadas en hierro, proponiendo un sistema de transporte y liberacion eficiente
de algunos retrovirales y antitumorales. La Tabla 3 muestra algunas de las MOF sintetizadas;
el ligando organico empleado, la molécula biologicamente activa asi como las propiedades

texturales’.
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Por otra parte, Taylor-Pashow y colaboradores funcionalizaron una MOF de hierro (MIL-
101) utilizando como ligando organico el 4cido 2-aminotereftalico’. EI material puede
emplearse como agente de contraste en estudios de imagenologia. Adicionalmente,
establecieron que la presencia del grupo amino facilita la incorporacién del profarmaco del
cisplatino. De esta forma, una vez administrado el sistema al organismo, se favorece la
absorcion del cisplatino en el sitio adecuado. Esto sugiere que este enfoque podria ser

utilizado para disefiar nanomateriales con aplicaciones terapéuticas.

Tabla 3. Propiedades y capacidad de carga de fArmacos de distintas MOF.
Adaptado de M. Giménez-Marqués et a 1’4,

MIL-89 MIL-88A MIL-100 MIL-53 MIL-101-NH2

Ligando Acido Acido Acido Acido Acido
orgénico mucénico fumérico  trimésico  tereftdlico = aminotereftélico
Tamafio de 11 6 25 8.6 29
poro (A)
Tamafio de 50-100 150 200 350 120
particula
(nm)
Busulfan 9.8 8 255 14.3
Trifosfato 0.6 210.2 0.24 42
Carga de azidotimidina
MBA Cidofovir
(%) Doxorrubicina 14 2.6 16.1 41.9
Ibuprofeno 9.1

En otra perspectiva, Rojas y colaboradores reportaron la aplicacion de una MOF altamente
estudiada, la HKUST-1 (por Hong Kong University of Science and Technology), en
aplicaciones biomédicas’. Este tipo de MOF tiene la propiedad de presentar una alta

concentracion de sitios metalicos de cobre expuestos.

Lo anterior lo convierte en una excelente opcion para la adsorcion y liberacion de gases
bioactivos como el NO y el CO, o farmacos de dimensiones pequefias como el busulfan y
cidofovir. Adicionalmente, Lin y colaboradores estudiaron la farmacocinética de la MOF
NCP-1 sintetizada a partir de terbio y de c,c,t-(diaminodiclorodisuccinato) Pt (IV), un
profarmaco del cisplatino?. Con la finalidad de brindarle una mayor estabilidad, las particulas

de esta MOF fueron recubiertas con silice y funcionalizadas con un péptido ciclico (RGDfk),
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el cual direcciona todo el sistema hacia la intigrina Anb-3, una glicoproteina que esta presente
en células de muchos tipos de cancer. La NCP-1 mostr6 una disminucion en la citotoxicidad
en comparacion a la administracion del cisplatino solo. Lo anterior sugiere que el uso de la
MOF permite la administracion selectiva del farmaco para el tratamiento del cancer,

reduciendo sus efectos secundarios.

Finalmente, Serré y colaboradores fueron los pioneros en sintetizar una BioMOF que,
desde el punto de vista bioldgico, es altamente biocompatible!. Dicha MOF es el resultado
de la asociacién de hierro y de una molécula biolégicamente activa, el acido nicotinico, como
ligando. Anterior a esto, sélo se habia reportado una MOF basada en este &cido, empleando
metales toxicos (cromo, cobalto o niquel) y sin funcionalidad biolégica. La originalidad del
trabajo de Serré consiste en que la estructura de la MOF es facilmente degradable en el
organismo, provocando la liberacion del metal biocompatible y del &cido nicotinico que
funge como ligando. Cabe resaltar que el &cido nicotinico presenta propiedades

vasodilatadoras y es auxiliar en la disminucién de los niveles de triglicéridos y de colesterol.

En los siguientes parrafos se profundizara en los detalles de las dos MOF estudiadas en

este trabajo.

2.3.1 MIL-100(Fe)

2.3.1.1 Descripcidn y sintesis

La MOF MIL-100(Fe) es un material cristalino que esta constituido por trimeros de
octaedros de hierro coordinados a un acido carboxilico (Figura 7) cuya formula es:
M3'""OX(H20)2 L3-mH20; donde L = ion trimesato (BTC?%*), M"'= Fe, X = F, cuando la
reaccion se lleva a cabo por el método hidrotermal en presencia de fltor (se usa HF en la

sintesis) y m = 14.5. Cuando la sintesis es libre de &cido fluorhidrico y ésta se lleva a cabo
en agua, la formula es FesO(H20)2, OH{CsH3(CO2)3}2-14.5H,0 (masa molar 876 g mol™1)2°.
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Desde sus origenes, esta MOF ha sido una de las mas utilizadas para el encapsulamiento
de moléculas biologicamente activas. Esto se debe a sus caracteristicas como: gran tamafio
de poro, pues posee dos tipos de cavidades mesoporosas de 25 y 29 A; aunque la entrada a
dicha porosidad es a través de ventanas de orden microporoso de 4.7x5.6 y 8.6 A%, su area
superficial especifica (3100 - 5900 m? g1) y su estabilidad en medio acuoso, reportada por
algunos autores’®, aunque este aspecto de estabilidad es sujeto alin de debate. Sin dejar de
mencionar la baja toxicidad del Fe3*, la cual es fundamental para ser usado en aplicaciones

biomédicas.

Trimero de Fe(III) MIL-100(Fe) estructura Ventanas de entrada de dimensiones
zeotipo microporosa

Figura 7. Reaccion, formacién y representacién esquematica de la MOF MIL-100(Fe)
(adaptado de Horcajada y colaboradores.?)

El método que generalmente es utilizado para sintetizar este tipo de material es el método
solvotermal, el cual tipicamente consiste en preparar una solucién que contiene el precursor
de hierro (Fe(NO3)3-9H20), el acido trimésico (H3sBTC), el &cido fluorhidrico (HF), y la
dimetilformamida (DMF). Esta solucién se coloca en una autoclave a 150°C por 12 h*84% y
posteriormente es lavado con agua y etanol en condiciones de reflujo para eliminar material

residual.

En esta MOF se ha encapsulado ibuprofeno (IBU) a razon de 0.347 g de IBU/g de MOF
seca, para fines de liberacion controlada®?. De igual forma se pueden encontrar otros trabajos

relacionados con la encapsulacion de cafeina (hasta 49 %p/p)®®, docetaxel (hasta 57.2
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%p/p)’°, busulfan (hasta 26 %p/p)2°. En todos estos casos, dado el tamafio pequefio de las

moléculas, los autores afirman que éstas estan dentro de la porosidad de la MOF.

Dada la baja toxicidad de esta MOF y los altos contenidos de moléculas que se pueden
encapsular, ciertas eventuales aplicaciones han motivado o guiado el estudio de los sistemas
de liberacién basados en la MIL-100(Fe) hacia la obtencion de particulas de tamafio
nanometrico o, al menos, hacia una manera de tener control sobre el tamafio de estas. Asi, se
ha reportado que el tamafio se puede controlar facilmente jugando con la naturaleza del cation

metalico®!, usando mezclas de Fe?* y Fe®* o utilizando radiacién por microondas®:.
2.3.1.2 Biocompatibilidad y citotoxicidad

Se ha investigado la biocompatibilidad de esta MOF mediante ensayos in vitro e in vivo.
El primer reporte de ello fue para la cuantificacion de &cido trimésico en orina y diferentes
muestras de tejido a diferentes etapas de descomposicién de la MOF®. Los resultados
mostraron que las nanoparticulas son biocompatibles y después de ser inyectadas y estar en
contacto con la sangre se van degradando a traves del tiempo lo que provoca la disgregacion
en sus componentes (hierro y acido trimésico), para ser retenidas posteriormente en el bazo
e higado. No obstante, éstas se eliminan paulatinamente. En las primeras 24 h, son
desechadas en orina hasta un 28% mientras que el resto se deshecha de manera progresiva y

no existe biotransformacion de los componentes.

En cuanto a las MBA encapsuladas hay que mencionar que la gran mayoria son
medicamentos anticancerigenos empleados para tratamientos de quimioterapia, como se
muestra en la Tabla 4. Hay tres excepciones: la cafeina, que es un alcaloide empleado en la
industria alimentaria y cosmética, el cidofovir que es un antiviral y la aspirina que es un
analgeésico. Todos estos sistemas han demostrado una liberacion controlada y algunos de ellos

menor toxicidad comparada con los sistemas actuales.
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Tabla 4. MBA encapsuladas en MIL-100(Fe).

MBA Pruebas realizadas Afio de publicacion
Busulfan encapsulacion y liberacion®? 2010
Cafeina encapsulacion y liberacion®? 2010
Busulfan encapsulacion y liberacion®® 2011
Cafeina encapsulacion y liberacion®® 2013
Cidofovir encapsulacion y liberacion toxicidad in vitro® 2013
Topotecan encapsulacion y liberacion sensible a irradiacion® 2014
Mitoxantrona  encapsulacion® 2014
Doxorrubicina  encapsulacion y liberacion sensible a irradiacion 2015

toxicidad in vitro®
Aspirina encapsulamiento y liberacion® 2016
Busulfan Farmacocinética y biodistribucion® 2016
RAPTA encapsulamiento y liberacion & 2016
Doxorrubicina  encapsulamiento y liberacion® 2017

En general, son pocos los estudios de toxicidad en MOF que se han hecho, ya que la

mayoria de los articulos sélo se centran en publicar porcentajes de encapsulamiento y cinética
de liberacion de la MBA. A pesar de ello, la MIL-100(Fe) es una de las MOF que mas ha

sido estudiada y actualmente se continua explorando®2.

2.3.1.3 Estabilidad en medios de liberacion

Cuando se ha disefiado un sistema de liberacion MBA@MOF se tiene ya claro en qué

medio debera estudiarse la estabilidad/liberacion. Asi, lo mas comun es que se utilice un

medio de fluido corporal simulado (del inglés SBF), como la solucion salina amortiguada por

fosfatos, PBS (del inglés Phosphate Buffered Solution). Esta es una solucion ampliamente

usada como medio de liberacion ya que su osmolaridad y concentracion de iones Na*, K*,

Cl-son muy cercanas a la del liquido extracelular de los mamiferos. Otro medio de liberacion
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comun es simplemente el agua. De esta forma, resulta conveniente saber las propiedades de
las matrices MOF cuando éstas son sometidas a los diferentes medios biolégicos simulados;
quizas, la MOF puede ser altamente estable en un medio como la saliva y s6lo permitir una
liberacion de la molécula biol6gicamente activa que transporta y; posteriormente, en el medio
gastrico descomponerse para finalmente metabolizarse. Aunque existen otros fluidos
corporales simulados, la estabilidad de las MOF generalmente se ha probado en solucién
PBS, o bien en agua. De esta forma, en el caso de la liberacion de MBA se debe de considerar
el sitio donde se desea llevar a cabo dicha liberacion, pues en funcién de ello serdn las
condiciones de pH a las que se someterd la MOF; por ejemplo, pensando en una aplicacién
intravenosa se trabaja en condiciones de fluido corporal simulado. Para ello, lo més reportado

es la solucidon buffer de fosfatos ya que de esta forma se simula el pH de la sangre ¢7.4).

Bezverkhyy y colaboradores estudiaron la estabilidad de la MIL-100(Fe), sintetizada libre
de fldor, en agua poniendo énfasis en la temperatura y el pH®. Cuando la MIL-100(Fe) se
suspende en agua, el pH del medio es de 2.9; al llevar el sistema a reflujo durante 48 h se
constatd una degradacion parcial de la MOF, sin que cambios considerables por DRX
pudieran ser detectados. Sin embargo, el area superficial especifica muestra una pérdida del
50 %. Por otra parte, cuando el sistema se mantiene a temperatura ambiente, pero a un pH =
7, se observé una degradacion casi completa de la estructura obteniéndose ferrihidrita como
principal fase en DRX. Con estas observaciones se puede asegurar que la MIL-100(Fe) es

mas sensible al pH que a la temperatura, cuando se encuentra suspendida en agua.

Bellido y colaboradores’” estudiaron la estabilidad en medios corporales simulados a 37
°C, el principal resultado indica que la MIL-100(Fe) se degrada en un grado poco importante
(menos del 5 %) en H20 o en una solucion NaOH (pH = 7.4), después de 24 h de agitacion
(Figura 8A). Este resultado pareceria contradecir al mencionado arriba, sin embargo, hay que
sefialar que los sélidos fueron preparados a partir de métodos de sintesis diferentes. De igual
forma, se observo que la MOF se degrada considerablemente (en un 30 %) en presencia de
una solucién PBS a pH = 7.4). Esta degradacion podria limitar su aplicacion en sistemas de

liberacion, pues el medio PBS es el mas estudiado. Por esta razdn, a fin de dar un seguimiento
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a la liberacion de la MBA sin que ocurra una degradacion de la red metal-organica, muchas

pruebas se realizan en agua®.
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Figura 8. A) Cinética de degradacion de la MIL-100(Fe) en diferentes medios fisioldgicos.

B) Difractogramas DRX de los solidos expuestos a diferentes medios fisiologicos.

2.3.2Fe-BTC

2.3.2.1 Descripcion y sintesis

La MOF Fe-BTC, de nombre comercial Basolite F300 y de formula empirica CoHsFeOs

(PM = 262.66 g mol?), es un material semicristalino que estd compuesto por trimeros

octaédricos de hierro unidos a un acido carboxilico, que es el acido trimésico (Figura 9). A

pesar de que su estructura todavia no se ha resuelto (en la literatura se suele mencionar que

este sdlido no es ni cristalino ni amorfo, sino mas bien desordenado®!), la distribucion de

tamafo poros generada a partir de las isotermas de adsorcion- desorcion de Na, sugieren que

la MOF Fe-BTC posee sélo cavidades de 25 A con ventana de entrada de 5.5 A y no las
cavidades de 29 A, como es el caso de la MIL-100(Fe)3L.

Esta MOF es de sintesis sencilla, en afos recientes se ha preparado a partir de la mezcla

de soluciones de Fe3* y de acido trimésico a temperatura ambiente®, o incluso a partir de la

sal del &cido trimésico generado por reaccion de este Gltimo con 3 equivalentes de NaOH?L,
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La composicion de la MOF MIL-100(Fe) y la Fe-BTC es muy semejante, sin embargo, la

estructura, pureza, contraion y moléculas de solvente pueden diferir.

H,;BTC
Figura 9. Reaccion y formacion esquematica de la MOF Fe-BTC.

2.3.2.2. Estabilidad, biocompatibilidad y citotoxicidad

Esta MOF se ha usado como catalizador sustentable para la eliminacion del azul de
metileno en condiciones de pH neutro, medio en el que mostré una buena estabilidad??.

Asimismo, se demostré que es estable térmicamente hasta 290 °C.

Hasta el momento no se han publicado a la fecha estudios de toxicidad ni
biocompatibilidad del Fe-BTC. Sin embargo, recientemente se ha publicado el uso de esta
MOF para inmovilizar enzimas in situ, en un solo paso con porcentajes de encapsulacion de
hasta el 100%°, aprovechando la posibilidad de preparar esta MOF bajo condiciones
sustentables y compatibles con la actividad enzimética: agua como Unico disolvente,

temperatura ambiente y pH moderados3!.

En este trabajo se decidid estudiar la encapsulacion de moléculas bioldgicamente activas
en los dos sistemas porosos mencionados arriba: MIL-100(Fe) y Fe-BTC, debido a su
semejanza en composicion, pero también de sus diferencias antes mencionadas, ya que los
dos se pueden preparar bajo condiciones sustentables, y por tanto se permiten a priori la
posibilidad de encapsular las MBA en un solo paso, en el propio proceso de formacion de los
materiales MOF.

Finalmente, a manera de resumen, en la Tabla 5 se presenta una comparacion de algunas

propiedades de las MOF elegidas.
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Tabla 5. Comparacién de propiedades de MOF basadas en Fe y HzBTC.
(adaptado de Dhakshinamoorthy y colaboradores®?)

Propiedad Fe-BTC MIL-100(Fe)
lon metalico Fe Fe
Ligando BTC? BTC?
Contenido de hierro (%p/p) 25 21
Contenido de carbono (%p/p) 32 29
Estructura cristalina No determinada Cdubica fd3m
Sger (M?gY) 840 2200
Tamafio de poros (A) 21.7 25, 29
Tamafio de particula en EtOH (um) 5 15
Acidez de Lewis fuerte fuerte
Acidez de Bronsted débil ausente

aBTC = 1,3,5-bencentricarboxilato

2.4 Aplicaciones biomedicas de las moléculas biolégicamente activas
2.4.1 Rojo Congo

El rojo Congo es una molécula diazdica (Figura 10) que presenta varias propiedades, lo
cual permite su uso en pruebas histologicas, ademas de su empleo como colorante e
indicador de pH. Puede presentarse en su forma quindnica en soluciones 4cidas y en su forma
sulfonica en soluciones bésicas, cambiando de un color azul (pH ~ 3) a una tonalidad roja
(pH ~ 5)%.

CQ O Na*
OO
0 0 Na* OQ
H,N

Figura 10. Estructura quimica del rojo Congo.

A pesar de que esta molécula es conocida por su alta toxicidad e incluso por provocar
alteraciones mutagenicas bajo un manejo no adecuado, se ha demostrado que exhibe un
efecto de mejora en los modelos de trastornos neurodegenerativos tales como Alzheimer,

Parkinson y Huntington. Lo anterior es posible gracias a su tamafio molecular pequefio, por
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lo cual logra una penetrabilidad a través de la barrera hematoencefalica, de esta manera. Esta

molécula tiene un gran potencial para el control y tratamiento de dichas alteraciones®*.

Algunos modelos de degeneracion neuronal reportan el uso de rojo Congo en
concentraciones que van desde 1.5, 10 hasta 50 M. Los resultados tras la administracion de
esta MBA mostraron que se suprime la degeneracion de las neuronas. Ademas, este resultado
logrd ser mejor que el tratamiento tradicionalmente empleado, incluso en su concentracion
mas alta. Por lo cual, algunos especialistas sugieren el uso de rojo Congo en concentraciones

bajas o incluso en combinacién con los compuestos tradicionales®.
2.4.3 Epicatequina

La epicatequina (Figura 11), es un flavonoide que esta presente en las semillas del cacao
y algunos otros frutos y semillas. Presenta propiedades acido-base, de forma gue, es una
molécula neutra en un medio &cido (pH < 3) y con una carga negativa a pH = 7. Puede unirse
a polimeros bioldgicos como enzimas, hormonas y ADN.

Debido a lo anterior, presenta efectos terapéuticos en diversas patologias, como
cardiopatia®, distrofia muscular®® y algunos tipos de cancer, asi como proteccion frente al

dafio oxidativo®’.

Algunos de sus beneficios también estan relacionados al aumento en los niveles de 6xido

nitrico en la sangre, lo cual relaja los vasos sanguineos y mejora en el flujo sanguineo®.

Figura 11. Estructura quimica de la epicatequina.
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Generalmente los flavonoides como la epicatequina presentan una baja estabilidad por
efectos del medio ambiente, (temperatura, luz), por lo cual el sistema de encapsulacion aporta

proteccién y control en la liberacion.

Investigaciones previas reportan cantidades administradas de esta MBA en un rango de
50 a 500 puM. Una vez que la epicatequina ha sido absorbida en el organismo humano, se
excreta en un lapso de 24 h el 20% de la creatina administrada, el resto, se elimina en un

lapso de 48 h sin existir bioacumulacion®,
2.4.4 Curcumina

La curcumina cuya estructura se muestra en la Figura 12, es un polifenol hidrofébico que
ha sido identificado como el principio activo que se obtiene de la raiz de la crcumal®, Esta
molécula ha sido usada en innumerables aplicaciones biomédicas; por ejemplo se ha
demostrado su actividad antimicrobiana!®, antinflamatorial®?, antioxidante!%,
anticancerigena'®, e incluso como inhibidor de la replicacion genética del virus VIH-11%,

ademas de ser eficaz en el tratamiento de algunos problemas dermatoldgicos!®.

OCHs H3CO

Figura 12. Estructura quimica de la curcumina.

La curcumina es una molécula de comportamiento lipofilo, soluble en etanol. Es inestable
en pH basico, lo que provoca su degradacion en acido ferulico y ferulometano. Por el

contrario, a pH acido es bastante estable y su degradacion es muy lental®’.

Las investigaciones realizadas han demostrado, a partir de ensayos in vitro, que la

curcumina puede ser administrada en grandes dosis (entre 2.5 y 1000 mg kg) sin efectos

26



m ANTECEDENTES

secundarios o alteraciones al organismo. Asimismo, se elimina alrededor del 65% de la dosis

suministrada en un periodo de 5 a 72 h1,

Dentro de todas las aplicaciones existe un interés especial en la actividad antitumoral de
la curcumina, ya que estd comprobado, mediante cultivo in vitro que produce un 50% de
inhibicién de tumores con tan solo una concentracién de 100 pg mL?, lo cual sugiere que
sistemas de administracion de curcumina tienen un potencial como agente

anticancerigeno'®,
2.4.5 Creatina

La creatina (Figura 13) de manera natural se encuentra presente en el cuerpo humano. Se
sintetiza en el higado, rifién y pancreas a partir de los aminoacidos arginina, metionina y
glicina. Se almacena principalmente en el sistema musculo esquelético en forma de
fosfocreatina y ayuda a producir adenosin trifosfato (ATP), que provee de energia al cuerpo

humano!1°,

Esta MBA es altamente soluble en agua. Aunque una de sus aplicaciones mas conocida
quizas, sea el uso de creatina utilizada para mejorar el rendimiento fisico en atletas®'?, tiene
la propiedad de inhibir el crecimiento de una amplia gama de tumores, de acuerdo con
ensayos in vivo'? Asi mismo, se ha comprobado su efecto neuroprotector en diversas

afectaciones neurolégicas, como Parkinson e isquemial®3,

Figura 13. Estructura quimica de la creatina.
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De manera general, la creatina en su forma monohidratada ha sido la mé&s empleada. Se
ha demostrado que no produce efectos dafinos para el ser humano, siendo posible el consumo

diario de 3-5 g de creatina al dia!4,
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3. Justificacion

Actualmente, uno de los retos en la comunidad cientifica en el area farmacéutica es el
desarrollo de una terapéutica eficiente que permita tanto el transporte, como la liberacion
adecuada de moléculas bioldgicamente activas evitando, en la medida de lo posible, efectos
secundarios debidos al uso de agentes no biodegradables constituyentes del sistema de
transporte-liberacion. Existen investigaciones en las que se reporta la obtencion de sistemas
de liberacion por la asociacion de redes metal-organicas y moléculas bilégicamente activas
y se ha demostrado que presentan excelentes resultados en la liberacién de éstas. Sin
embargo, estos sistemas presentan el inconveniente de estar basados en metales toxicos o con
baja biocompatibilidad, por lo que sigue siendo un reto sintetizar nuevos sistemas a partir de
materiales biocompatibles. En este contexto, la finalidad de este trabajo de investigacion fue
la de sintetizar redes metal-organicas con reputacion de ser biocompatibles para la liberacion
adecuada de moléculas biol6gicamente activas. Asi, se pretendié encapsular la molécula
bioldgicamente activa en la estructura porosa de la MOF Fe-MIL-100 y Fe-BTC via in situ.

Con esto se espera contribuir al desarrollo de MOF con posibles aplicaciones biomédicas.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Obtener MOF biocompatibles para su uso como sistemas de liberacion controlada de

moléculas bioldgicamente activas.
4.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar las MOF MIL-100(Fe) y Fe-BTC para el encapsulamiento de rojo Congo,
curcumina, epicatequina y creatina como moléculas biol6gicamente activas en una sola etapa

(in situ).

2. Caracterizar los materiales sintetizados mediante diferentes técnicas fisico-quimicas tales
como difraccién de rayos-X, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier,
adsorcion-desorcion de N2, microscopias electronicas de barrido y de transmision, asi como

analisis termogravimétrico.
3. Estudiar la liberacion de las moléculas biol6gicamente activas en medios apropiados.

4.- Evaluar la citotoxicidad de los materiales en lineas celulares apropiadas.
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5. Hipotesis

Es posible sintetizar redes metal organicas a partir de componentes biocompatibles y encapsular
en un solo paso moléculas biolégicamente activas y aplicarlas como sistemas eficientes de

liberacion controlada.
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6. Parte experimental

En este apartado se explica la metodologia seguida para la sintesis de los materiales que
fungieron como matrices. Asi mismo, se describen las condiciones de analisis de las técnicas de
caracterizacion empleadas. Finalmente, se describen las condiciones de la evaluacion de la
liberacion de las MBA.

6.1 Sintesis de los sistemas de liberacion

En el disefio de la metodologia para la obtencidn de sistemas de liberacion, generalmente se
contemplan dos rutas; la primera es la llamada en “un solo paso” (in situ); mientras que la segunda
se denomina “en dos etapas” (ex situ). El término “un solo paso” o “dos pasos” se refiere a la
encapsulacién de la MBA. Cabe sefialar que el método tradicional, por no decir el mas empleado,
para la encapsulacion de MBA dentro de la porosidad de las MOF se basa en el método via ex situ,

en el cual una solucién de la MBA se pone en contacto con la MOF previamente sintetizada.

Para la preparacion de los sistemas de liberacion contemplados en este trabajo, se utilizo la ruta
in situ, en vias de proponer una forma de encapsulamiento diferente que presente la ventaja de la

simplicidad en su puesta a punto y tiempos cortos de preparacion.

Considerando el tamafio de las MBA usadas en este trabajo (sobre todo del rojo Congo y de la
curcumina que son las mas grandes) y las caracteristicas del sistema poroso de ambas MOF,
cualquiera pudiera preguntarse: ¢el tamafio de la porosidad es tal que pueda alojar moléculas tan
grandes? El objetivo o justificacion inicial de querer encapsular estas MBA no era el de retener las
MBA en la porosidad intrinseca de las MOF, sino en la porosidad intercristalina que se crea por
aglomeracion de particulas; es decir, en la porosidad interparticula de tamafio del orden de los
mesoporos. Esos mesoporos son mas grandes y accesibles que las cavidades de ambos materiales,
Fe-BTC y MIL-100(Fe), lo que hace que la liberacion del farmaco no esté necesariamente ligada
a la descomposicion de la MOF, sino a la disgregacion de las particulas/cristales aglomeradas, o

simplemente, a una difusion de la MBA desde la MOF al medio.
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Esta motivacién surgido a partir de los resultados obtenidos por Sanchez-Sénchez y

colaboradores!’34115 quienes observaron que preparando MIL-100(Fe) y Fe-BTC de manera
“verde y sustentable” (ausencia de solventes organicos, temperatura ambiente) haciendo
reaccionar la sal sodica del acido trimésico y iones Fe?* (para MIL-100(Fe), o Fe3* (para Fe-BTC),
se obtienen un sélido con mesoporosidad interparticula apreciable y con potencial para retener
moléculas grandes. Esta metodologia se utilizd para la preparacion de los sélidos descritos a
continuacion, luego de una estancia de investigacion en el Instituto de Catalisis y Petroleoquimica
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de Madrid, a través de una Beca Mixta
CONACYT.

6.1.1 Sintesis de los sistemas de liberacién basados en MIL-100(Fe)

Como ya ha sido mencionado, existen muchas MOF que han sido empleadas como matrices
para la encapsulacion de MBA'4. Sin embargo, se decidi6 utilizar la MIL-100(Fe) ya que posee un
volumen de poro elevado. Ademas, su entrada a la porosidad permite la incorporacion de
moléculas organicas voluminosas, lo cual se traduce en una alta capacidad de carga®.
Adicionalmente, esta MOF posee mesoporosidad intercristalina y es preparada a temperatura
ambiente’®?2, Es preciso mencionar que este material posee cavidades cuyo tamafio esta
comprendido en el rango de los mesoporos, y que su accesibilidad es a través de ventanas de
dimensiones mas reducidas (en el rango de los microporos), a veces insuficientes para permitir el

paso, a su través, de ciertas MBA usadas en este estudio.
6.1.1.1 Sintesis del sistema MBA@MIL-100 en una sola etapa (in situ)

Si bien es cierto que la mayoria de las MOF reportadas en la literatura para encapsulacion de
MBA son preparadas por el método solvotermal (alta presion y temperatura)'6117 hay que sefialar
que dicho método parte en muchas ocasiones de un ligando organico insoluble en disoluciones
acuosas obligando a hacer uso de solventes organicos, generalmente toxicos. De ahi que

actualmente se busque sintetizar materiales en condiciones sustentables*.
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El procedimiento experimental se baso en lo reportado en la literatura para la preparacion de la

MOF MIL-100(Fe) sin MBA en su composicion introduciendo algunas modificaciones. Este
método presenta la ventaja de llevarse a cabo a temperatura ambiente sin el uso de solventes

organicos®?15,

La sintesis consistio en preparar dos soluciones. La solucion 1 se preparo disolviendo 7.6 mmol
de &cido trimésico (HsBTC) y 22.8 mmol de hidréxido de sodio (NaOH) en 23.7 g de agua
destilada. Por otro lado, en la preparacién de la solucion 2 se disolvieron 11.4 mmol de FeCl2-4H,0
disueltos en 97.2 g de agua y la cantidad deseada de MBA. Ambas soluciones se dejaron en
agitacion hasta la disolucion total de los reactivos. El tiempo de reaccidn inicia cuando la solucion
2 se agrega a la solucion 1 bajo agitacion (Figura 14). Se observa inmediatamente la formacion de
una suspension que se dejo en agitacion durante 24 h y transcurrido este tiempo se centrifugo a
6,000 rpm durante 10 minutos para recuperar el sélido obtenido. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con agua destilada. El s6lido humedo de dej6 secando por una noche en la estufa a 80°C.
El s6lido de referencia, MIL-100(Fe), se obtiene de la misma manera, sélo que no se incorpora la

MBA a la solucion metalica durante la sintesis.

H;BTC

s ) £_—Cn )

Figura 14. Metodologia de preparacion simplificada de los sistemas MBA@MIL-100(Fe) (in situ).
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En el caso de los solidos preparados con una MBA que posee color (el rojo Congo presenta una

coloracion roja muy intensa, y la curcumina en solucion tiene un color amarillo-café intenso), el

liquido sobrenadante después de sintesis fue completamente incoloro (Figura 15), indicio de que

[ ee—

toda la MBA es retenida por el sélido.

» MMA .

Mi-too(fe)  [MNE@ MU fi-1oo(fe)  RC@ M)L-¥

& Tw

Figura 15. Imégenes de los solidos y del sobrenadante obtenidos al final de sintesis. A) MIL-100(Fe)
(izquierda) y CMN@MIL-100(Fe) (derecha), B) MIL-100(Fe) (izquierda) y RC@MIL-100 (derecha).

b —

6.1.2 Sintesis de los sistemas de liberacion basados en la MOF Fe-BTC

Esta MOF es un sistema semicristalino, que al igual que la MIL-100(Fe), tiene la ventaja de ser
preparada a temperatura ambiente y poseer mesoporosidad intercristalina. Para la preparacién de
esta MOF se usa &cido trimésico y, a diferencia de la MIL-100(Fe) donde el precursor de hierro es

el FeCly, se usa FeCls.
6.1.2.1 Sintesis del sistema MBA@Fe-BTC en una sola etapa (in situ)

Esta preparacion es semejante a la del sistema MIL-100(Fe) descrito en el apartado 6.1.1.1. El
Unico cambio es que en esta sintesis se emplea una fuente de iones Fe3*, en vez de iones Fe?*. Para
esto, se prepararon dos soluciones acuosas, la solucion 1 se preparé disolviendo 0.263 g de HsBTC
en 10 g de una solucion 1 M de NaOH. Despues de la disolucion total del H3BTC, se agrego la
cantidad necesaria de MBA deseada, el sistema resultante se mantuvo en agitacion hasta observar
la disolucion total. Por otro lado, la solucion 2 se preparé disolviendo 0.508 g de FeCls-6H20 en

10 mL de agua.
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Finalmente, la solucidn 2 se agregd por goteo a la solucién 1, que se encontraba bajo agitacion

continua (Figura 16). Apenas iniciada la adicion, se observo inmediatamente la aparicion de una
suspension que se dejo en agitacion durante 4 h; transcurrido este tiempo se centrifugd a 6,000

rpm durante 10 minutos para recuperar el sélido obtenido.

Posteriormente se realizaron dos lavados con agua destilada. El sdlido hiumedo se dejo secando

por una noche en la estufa a 80 °C.

H;BTC
£ D
Fe3*t 4h
—_— —_—
MBA

Figura 16. Metodologia de preparacién simplificada de los sistemas MBA@Fe-BTC (in situ).

Al igual que lo observado en la sintesis de los s6lidos MBA@MIL-100(Fe), el liquido
sobrenadante al término de la sintesis era completamente incoloro cuando la MBA de partida era
un compuesto coloreado (RC y CMN).

6.2 Técnicas de Caracterizacion

Todos los materiales sintetizados fueron triturados en un mortero de agata hasta que se obtuvo
un polvo fino que permitid su posterior caracterizacion. La caracterizacion se realizd mediante
difraccion de rayos-X, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, adsorcion-

desorcidn de N2, analisis termogravimétrico y microscopias electronicas de barrido y transmision.
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6.2.1 Difraccion de rayos-X (DRX)

La caracterizacion mediante difraccion de rayos-X se realizd en un equipo Phillips X-PERT
equipado de un tubo de rayos-X con anodo de cobre (CuK,, = 1.5406 A). Las condiciones de
analisis fueron de 45 kV y 40 mA. Las muestras fueron analizadas a bajo angulo, de 0.2-6 (26)
empleando un tamafio de paso de 0.02 y tiempo de paso de 0.02 s. Asi mismo se realizé difraccion
a alto &ngulo, en un rango de 5-50 (28), con un tamafio de paso de 0.04° y tiempo de paso de 4 s.

6.2.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR fueron obtenidos mediante un espectrofotometro infrarrojo Perkin Elmer
RX1 que cuenta con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) para sélidos. Dichos
espectros se reportan en el intervalo de analisis de 4000 a 250 cm.

6.2.3 Analisis termogravimétrico (ATG) y térmico diferencial (ATD)

Los andlisis ATG Y ATD se realizaron en un equipo de analisis termogravimétrico Perkin
Elmer STA 6000. Se utilizé una rampa de incremento de temperatura de 10 °C/min en el intervalo

de temperatura de 25 a 850 °C, empleando nitrégeno como gas de arrastre.
6.2.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las micrografias que se presentan en este trabajo fueron adquiridas en un microscopio
electrénico SUPRA 55 PV (Zeiss), mediante el uso de electrones secundarios, con un voltaje de
1.5kV.

6.2.5 Microscopia electrdnica de transmision (MET)

Las micrografias fueron obtenidas en campo claro, con un microscopio electronico de
transmision con un corrector de aberracion esférica (80-300 kV) TITAN con alta estabilidad y

resolucion de 0.77 A, marca FEI.
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6.2.6 Adsorcién-desorcion de nitrégeno

Las propiedades texturales fueron determinadas a través de las isotermas de adsorcion-
desorcion de N». Estas isotermas se obtuvieron a -196 °C en un equipo BELSORP-MAX (Bel-
Japan). Se realizé un tratamiento térmico de desgasificacién de muestras previo a la adsorcion, el
cual consistio en desgasificar durante 16 h a 150 °C en flujo de nitrégeno.

6.3 Evaluacion de la liberacion de las moléculas biolégicamente activas

Las pruebas de liberacién se llevaron a cabo colocando el sistema MOF@MBA en agua
destilada con una relacién de 1 mg mL™, a temperatura ambiente. Se prepar6 un sistema por cada
tiempo de liberacion de 1, 2, 4, 8 y 24 h. De cada sistema se extrajo una alicuota de 4 mL, misma
que fue filtrada en acrodiscos de 13 mm de diametro con membrana hidrofobica de PTFE de
porosidad de 0.45 um. Finalmente, las alicuotas tomadas fueron analizadas mediante

espectroscopia UV-vis. Las curvas de calibracién se muestran en el apéndice.
6.4 Solidos sintetizados

Para mayor comprension de la presentacion de resultados en la Tabla 6 y en Tabla 7. Se muestra
un resumen de los sélidos sintetizados y se describe la nomenclatura empleada para el caso de los
solidos provenientes de la MOF MIL-100 y Fe-BTC.

Tabla 6. Sistemas obtenidos usando como matriz la MOF MIL-100(Fe).

Meétodo MBA Nomenclatura
Rojo Congo XRC@MIL-100
Curcumina XCMN@MIL-

Encapsulacion 100
in situ Epicatequina XEP@MIL-100
Creatina XCR@MIL-100

x es la cantidad de MBA utilizada (mg)
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Tabla 7. Sistemas obtenidos usando como matriz la MOF Fe-BTC.

Método MBA Nomenclatura
Rojo Congo XRC@ Fe-BTC
Encapsulacion  Curcumina XCMN@Fe-BTC
In situ Creatina XCR@Fe-BTC

x es la cantidad de MBA utilizada (mg)
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7. Andlisis y discusion de resultados
7.1 Sistema MBA@MIL-100(Fe)

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de la encapsulacion en la MOF MIL-
100(Fe). Para una mejor comprension se analizaran todas las técnicas de caracterizacion por
sistema, presentando en primer lugar la difraccion de rayos-X, seguido de la espectroscopia de IR;

posteriormente los resultados de analisis termogravimétricos y las propiedades texturales.

Al final de la presentacion de resultados de caracterizacidn se muestra la evaluacion

toxicologica de los sistemas que revelaron ser mas prometedores.
7.1.1 Sistema RC@MIL-100
7.1.1.1 Difraccion de rayos-X

El método de sintesis utilizado en la preparacion de todos los sélidos fue el reportado por
Séanchez-Séanchez y colaboradores'’, que consiste en una manera fécil y directa de obtener MIL-
100(Fe) en medio acuoso a partir de FeCl.-4H>0 y iones trimesato obtenidos por reaccién entre el
acido trimésico (H:BTC) y NaOH. Como fue descrito en la seccion experimental, la formacion de
un solido es practicamente inmediata al terminar la adicion de las soluciones. En la Figura 17 se
presenta el patrén de difraccion simulado?® (CCDC No. 640536) de la MIL-100 y el difractograma
del sélido obtenido en ausencia de MBA, en dos regiones 26 diferentes. Se puede constatar que
ambos difractogramas son similares, indicando que el slido obtenido es un material MIL-100(Fe)

altamente cristalino.

Adicionalmente se puede mencionar que no existen fases cristalinas ajenas a las reflexiones
tipicas de la MIL-100(Fe). Por lo tanto, el método sustentable y facil utilizado en este trabajo
conlleva a la formacion de un material de buena calidad, como observado en trabajos
anteriores!”?%, En particular, en la regién de bajo angulo, el pico correspondiente al plano (111),
la de distancia interplanar mayor, se relaciona con las cavidades mesoporosas de mayor tamafo
(29 A) de la MIL-100(Fe).
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La alta cristalinidad del material se corrobora con los resultados de microscopia electronica de

transmision mostrados en el apéndice, Figura 87.
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1 (o)
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Figura 17. Difractogramas DRX del sélido sintetizado y patrén de difraccion simulado MIL-100.
A) Region de bajo angulo, B) regién 5- 30° (20).

Por otro lado, en la Figura 18, se presentan los difractogramas de los sélidos resultantes cuando
se encapsula rojo Congo en la MIL-100(Fe). Se puede observar nuevamente que la concordancia
entre el difractograma del s6lido MIL-100 y los s6lidos RC@MIL-100 es buena; sin embargo,
alrededor de 26 = 9-10° se observa una reflexion ancha ajena a la fase MIL-100 y que, segln
reportes, no pertenece a algun tipo de soélido cristalino preparado a partir de Fe** o Fe®* y écido
trimésico. Esta reflexion se ha observado en la sintesis de MIL-100 a tiempos cortos de reaccion
y, desaparece después de 4 h'’. Los sélidos RC@MIL-100 se obtuvieron después de 24 h de
reaccion y, de acuerdo con lo reportado, esta impureza no deberia ya estar presente desde las 4 h
de reaccion. A partir de este resultado se puede afirmar que la presencia de rojo Congo en la
solucion durante el proceso de formacién-cristalizacion de la MIL-100 retrasa justamente esos

procesos.

Por otro lado, es importante resaltar que no se observaron reflexiones atribuidas al rojo Congo
(consultar los difractogramas de DRX de las MBA en el apéndice) que pudieran indicar que se

encuentra simplemente soportado en la superficie externa de la MIL-100.
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Figura 18. Difractogramas DRX de los s6lidos obtenidos en la encapsulacién de rojo Congo en MIL-
100(Fe). A) Region de bajo &ngulo, B) regién 5- 30° (26).

Un comportamiento interesante y previamente observado se puede constatar en la regién de
bajo angulo. La intensidad de las reflexiones en esta region disminuye con la encapsulacion de
rojo Congo. Este comportamiento puede explicarse asumiendo que la densidad electronica dentro
de las cavidades ha sido alterada, dejando suponer que las moléculas de rojo Congo estan
presentes. EI mismo comportamiento se observé cuando se encapsulan polioxometalatos en MIL-
100(Fe)'*® o0 en MIL-101(Cr)%. De manera mas especifica, la reflexion (111), situadaa 20 =2.11°,
desaparece cuando se incorporan pequefias cantidades de RC. Esto puede interpretarse como la
ocupacion de las cavidades mas grandes de la MIL-100(Fe) (29 A). Sin embargo, en el sélido con
mayor contenido de RC la reflexion (111) si esta presente; esto sugiere que alta concentracion de
rojo Congo influye directamente, de manera desfavorable, en la cinética del proceso de

cristalizacion.

Para apoyar lo sefialado en el parrafo anterior, en la Figura 19 se muestra la estructura molecular
del rojo Congo, sefialando sus dimensiones 25.5 x 6.4 x 2.6 A. Tomando en consideracion las
dimensiones de las ventanas microporosas de la MIL-100(Fe) de 5.6 x 8.6 A, que dan acceso a las
cavidades mesoporosas de 25y 29 A, respectivamente, se puede inferir que en la sintesis in situ,

el rojo Congo queda retenido Ginicamente en la cavidad de 29 A.
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Figura 19. Estructura molecular del rojo Congo, las dimensiones fueron determinadas con el software
ChemBio 3D.

7.1.1.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

La Figura 20 muestra una comparacion de los espectros FTIR de la MIL-100(Fe) pura, del rojo
Congo y de RC@MIL-100; las principales bandas de absorcién se resumen en la Tabla 8. Las
bandas observadas en el sélido MIL-100(Fe) a 1627, 1570 y 1389 cm se asignan a los modos de
estiramiento de los enlaces C=0 y COO"y C-O en el trimesato, respectivamente. La banda situada
a 1457 cm corresponde al modo de vibracién de flexion del enlace O-H del agua; en tanto que la
banda a 719 cm! es asignada al modo de vibracién del estiramiento asimétrico del enlace Fe-O en
los trimeros de hierro. La pequefia banda de absorcion situada a 1718 cm se asocia a la vibracion
del enlace -COOH del acido trimésico; lo que indica la presencia de dicho &cido en estado de

impureza.
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Figura 20. Espectros FTIR del sistema RC@MIL-100.

Por su parte, en el espectro FTIR del rojo Congo se observan bandas de vibracion situadas a
1583 cm! correspondiente al estiramiento del grupo azo N=N, a 1348 cm%, asigna a la flexién del
enlace C-N'%°, Finalmente, las bandas localizadas a 1221, 1179 y 1062 cm™* corresponden a modos

de vibracion de estiramiento del enlace S=0 en el grupo sulfénico?%122,

De manera particular, en el caso del sistema 200RC@MIL-100, ademas de las bandas
caracteristicas de la MOF, es notoria la presencia de bandas adicionales (sefialadas con *)
localizadas a 1234, 1180 y 1045 cm que corresponden a tres de las bandas de vibracion asignadas
al rojo Congo, descritas anteriormente. Esta observacion, junto con los resultados de difraccion de
rayos-X a bajo angulo, confirma la presencia del rojo Congo en la MOF, aunque probablemente

de manera altamente dispersa.
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Tabla 8. Asignacion de frecuencias de absorcion FTIR del rojo Congo y MIL-100(Fe).

NuUmero de onda

Rojo Congo (cm™) Asignacion
NH, NH, 1583 vN=N
OO N“NN"N N 1348 flexion C-N
% 1221 vS=0
040 0=9=0 1179 vS=0
ONa ONa
1062 LS=0
1627 vC=0
1570 LCOO
MIL-100(Fe) 1457 flexion O-H
1389 vC-0
719 Vas(Fes-0)

7.1.1.3 Analisis termogravimétrico

En un sistema en donde una MBA se ha encapsulado en una MOF, la cantidad de MBA retenida
en la red porosa, después del proceso de encapsulacion, puede estimarse por diversas técnicas:
analisis elemental (ya sea del sélido por fluorescencia de rayos-X o bien después de disolucion de
éste52122 HPLC (por disolucion del sistema y posterior analisis de la cantidad de MBA liberada)®?

0 por analisis termogravimétrico®®55,

Diversos autores sefialan que, en el caso del ATG, la estimacion de la cantidad de MBA
encapsulada puede ser algo dificil por varias razones®2. En primer lugar, es obvio que la
temperatura de desorcion/descomposicion de la molécula encapsulada variara en la medida en que
interaccione con la red metal-organica. A mayor interaccion, mayor sera la temperatura de
desorcion/descomposicién. Por ejemplo, en la caracterizacion por ATG de solidos
ibuprofeno@MIL-100(Fe) se ha observado que la temperatura de descomposicion del ibuprofeno
aumenta de 125 °C (ibuprofeno solo) a 150 °C cuando éste se encuentra encapsulado'??. Por otro
lado, mientras que en el sistema ibuprofeno@MIL-100(Cr) el ibuprofeno comienza a perderse a
200 °C, en el sistema ibuprofeno@MIL-101(Cr) la pérdida comienza a 150 °C®2. En segundo lugar,
a menudo la pérdida inicial de solvente contenido en las MOF puede confundirse con la perdida

inicial de las moléculas encapsuladas que estan interactuando débilmente con la red.
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Finalmente, es dificil asegurar que mientras la red esta colapsando/descomponiéndose, no se

estén perdiendo simultaneamente moléculas de MBA.

Teniendo en cuenta todo esto, el ATG sigue siendo una buena herramienta para estimar la
cantidad de especies encapsuladas en una red metal-organica. Para ello, es necesario comparar las
curvas ATG de la MBA, la MOF y el sistema hibrido MBA@MOF.

En la Figura 21 se muestran la curva ATG del solido MIL-100(Fe) comparada con la del ligando
libre (HsBTC, acido trimésico) que constituye a esa MOF. De la curva ATG del H3BTC se puede
afirmar que la descomposicion es abrupta y se lleva a cabo en dos etapas; la primera esta
comprendida entre los 273 °C y 450 °C (maximo en 383 °C) y representa la pérdida de masa mas
importante (84.58 %), mientras que la segunda comienza a 450 °C y concluye alrededor de los 573

°C (centrada en 486 °C) donde todo el acido trimésico se ha descompuesto.
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Figura 21. Curvas ATG de MIL-100(Fe) y HsBTC.

Por su parte, en la curva ATG de la MIL-100(Fe) se observa un perfil semejante; sin embargo,
los eventos de pérdida de masa ocurren a temperaturas diferentes, como es de esperarse, debido a

que el ligando BTC? esta en interaccion con los centros metalicos de hierro.
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Asi, se observa un perfil que ocurre en tres etapas; la primera pérdida (18.38 %) se prolonga

hasta los 304 °C y se atribuye a la pérdida de solvente retenido dentro y fuera de la MOF. Hasta

este punto se considera que la MOF se encuentra completamente libre de cualquier solvente (MOF

seca). Posteriormente, el perfil sigue una ruta de descomposicion semejante a la del ligando libre,

con eventos centrados en 388 y 453 °C.

El porcentaje de ligando contenido en la MOF seca puede estimarse a partir de los datos del

ATG. Asi, partiendo del porcentaje en peso correspondiente a la MOF seca [(100 % — 18.38 %) =

81.62 %] y conociendo el porcentaje correspondiente al residuo (30.58 % w), que se asume es

Fe20s3, es posible calcular lo siguiente:

Base de calculo = 1g de MOF de sintesis.

masa del ligando en la MOF seca =1 g x(WpoF seca — Wresiduo) = 1 g (0.8162 — 0.3058)
=0.5104 g

les de ligando = —219%9_ 0024 mot
moles ae lgan 0_207gmol—1_ . moles

masa del residuo(Fe,03) = base de calculo(Wpgstq el residauo) = 1 g x (0.3058) = 0.3058 g
masa de Fe en el residuo = (masa del residuo) x (Wge e en el residuo) = (0.3058) x (0.6994)

=0.2138g

masa de Fe en el residuO) 0.2138 g

moles de Fe en la MOF de sintesis = ( = 55.84 g mol—1

masa atomica de Fe
= 0.0038 moles
donde w es la fraccion peso.
A partir de estos datos se puede determinar la relacion molar:

Fe  0.0038

BTC 00024 8

47



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS m

Esta relacién molar es tipica de sélidos MIL-100(Fe) preparados por el mismo método que el

utilizado en este trabajo!’. Cabe sefialar que la relacion molar estequiométrica Fe/BTC? segun la
férmula de esta MOF deber ser de 1.5, por lo que se podria inferir que el sélido obtenido es de alta
pureza. Sin embargo, como ya fue sefialado por FTIR, el material presenta HsBTC libre no
detectable por DRX. Segun los resultados de FTIR descritos en parrafos anteriores se observa una
pequefia banda de absorcion a 1718 cm™ (bC=0 del écido) atribuible a la presencia de HsBTC
libre. Es necesario sefialar que el HzBTC es insoluble en agua y parcialmente soluble en EtOH, lo
que dificulta la remociodn total del &cido sin reaccionar si las condiciones de sintesis tienen

caracteristicas de pH acidas (pH =~ 5) como en el caso de este trabajo.

Debido a lo anterior, los calculos arriba realizados a partir de los datos del ATG, deben ser

tomados solamente a titulo indicativo.

Habiendo realizado esta observacién se puede estimar el contenido de hierro en el material de

la siguiente forma:
Base de calculo = 1 g de MIL — 100(Fe) sintetizada.
% de cenizas obtenido del ATG (Fe,03) = 30.58

(2)(masa atémica Fe)  (2)(55.84)

= 100 = 69.93
masa molar de Fe,04 159.69 x

% Feenel Fe,05 =

Masa de de Fe en las cenizas = (0.3058¢9)(0.6994) = 0.2138 g

Por lo tanto, segun la base de calculo considerada de 1 g de MIL-100(Fe) sintetizada, el

porcentaje de hierro en la muestra es de:

0.2138g de Fe

100 = 21.389
1g de MOF ~ %

Es importante sefialar que, segln los reportado en la literatura, para muestras preparadas en
medio acuoso, el porcentaje peso de hierro calculado Fe'"'s0(OH)(H20)2{CsH3(CO2)3}2-nH20 (n
~ 14.5) es de 24.6 %.
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En resumen, el comportamiento térmico del sélido MIL-100(Fe) concuerda con el observado

por Guesh y colaboradores!’ para sélidos sintetizados por el mismo método.

En la Figura 22 se muestra el diagrama ATG del rojo Congo; se observa una ligera pérdida de
peso, menor al 7 %, antes de 400 °C vy, a partir de esa temperatura inicia una descomposicion
brusca, centrada en 495 °C, hasta una pérdida de peso total de 70.75 %. Es importante remarcar
que en el rango de temperatura del estudio del ATG, aln queda residuo de RC por encima de 600
°C lo que podria atribuirse a los adyuvantes contenidos en el RC comercial (el fabricante Aldrich

sefiala un contenido minimo de 85% de RC).

S
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Figura 22. Curvas ATG de los s6lidos del sistema RC@MIL-100.

Por su parte, la curva ATG del material hibrido 200RC@MIL-100 muestra un perfil en dos
etapas. Se observa una pérdida de peso inicial de 25.37 % centrada a 83 °C que se prolonga hasta
263 °C, que puede atribuirse a la pérdida de moléculas de solvente. Posteriormente se constata
un segundo evento a 358 °C. Analizando las curvas de ATG mostradas, resulta dificil poder
cuantificar, o al menos estimar, la cantidad de RC presente en la muestra 200RC@MIL-100 porque
el perfil de pérdida de masa es muy semejante al de la MOF sin MBA.. Sin embargo, el hecho de

que toda la curva 200RC@MIL-100 se encuentre desplazada haca la region de baja temperatura
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podria tomarse como un indicio de la presencia de rojo Congo en la muestra. De esto puede

inferirse que el hibrido posee una estabilidad térmica inferior a la de la MOF libre de rojo Congo
pues, lo que se supone es el residuo (Fe20z), se obtiene de manera rapida a 458 °C (en la MOF
libre de MBA se obtiene alrededor de 650 °C). Este comportamiento de sensibilizacién ante la
temperatura también ha sido observado luego de la encapsulacion de moléculas pequefias
(ibuprofeno, cafeina) en esta MOF. Sin embargo, en esos estudios también se ha constatado que la
temperatura a la cual se pierden las moléculas encapsuladas es superior a la temperatura a la cual
parten o se descomponen cuando estan libres. Los autores sefialan que, al origen de esto se
encuentran las fuertes interacciones que surgen entre las moléculas encapsuladas y la red de la
MOF; o bien, por el simple hecho de estar dentro de los poros o de las cavidades las vuelve méas

resistentes o se ven protegidas®?65122,

Es importante sefialar aqui aspectos relacionados con las fuerzas motrices que pueden dirigir o
guiar una interaccion entre un adsorbato o molécula encapsulada y una matriz. Esta informacion
sera Util mas adelante cuando se describan las posibles interacciones entre las moléculas de este
estudio y la red de la MIL-100(Fe).

Dentro de las posibles interacciones que pueden existir entre una molécula encapsulada y la red
que la contiene, se pueden mencionar a la interaccion acido-base entre los sitios coordinativamente
insaturados (CUS)'?4, de los centros metélicos (Fe en el caso de la MIL-100(Fe), que se comportan
como sitios acidos de Lewis, y grupos funcionales basicos de las moléculas (por ejemplo, los
grupos -NHz, -NR2). Como ya se menciono en secciones anteriores, y como se muestra en la Figura

23, la MIL-100(Fe) esta basada en trimeros us-oxo centrados de octaedros de Fe''.
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Figura 23. Formacion de sitios Fe'"' coordinadamente insaturados (CUS) por remocidn de moléculas de
H-0.

Cuando se sintetiza este solido, las moléculas terminales de dos de los tres octaedros de hierro
son dos moléculas de H20 vy, dependiendo de las condiciones de sintesis, el tercer octaedro tiene
un anion X = OH-, F (en el caso de la sintesis realizada en este trabajo X = OH-, dado que la
reaccion es llevada a cabo en medio puramente acuoso y en ausencia de iones F?). Cuando las dos
moléculas de agua se remueven por calentamiento, se genera un sitio coordinativamente insaturado
en la esfera de coordinacion octaédrica del Fe'"' que actla como sitio acido de Lewis en la
porosidad. Estos sitios son aprovechados para la adsorcion selectiva de gases!?* o para la remocion

de contaminantes presentes en aguas residuales®125126,

Sin embargo, estos CUS también se puede aprovechar desde sintesis si en el medio de reaccion
existen moléculas de interés (farmacos, colorantes, etc.) con grupos capaces de interactuar con
ellos. También es posible aprovecharlos durante los procesos de adsorcion cuando se pone en
contacto la MOF seca con una solucion que contiene a la especie a adsorberse. Tal ha sido el caso
de la remocion de azul de metileno (AM) de aguas de desecho en la MIL-100(Fe), en donde la
fuerza motriz de la adsorcién es la interaccion entre los CUS de Fe''' y los grupos -N(CHs):
(basicos) del AM. Los mismos argumentos se han sefialado en el caso de la adsorcion de verde de
malaquita en la MIL-100(Fe)'?’.

De igual forma, pueden existir interacciones electrostaticas entre la red y las moléculas
dependiendo del pH del medio y del punto de carga cero (ZPC) de la superficie de la MOF. En el
caso de la MIL-100(Fe) el punto de carga cero es muy bajo en la escala de pH (Figura 24)'28,
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Esto indica que la carga superficial de la MOF es negativa para pH superiores a la unidad.
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Figura 24. Potencial zeta de MIL-100(Fe) en agua ultra pura en funcion del pH a temperatura ambiente.

Esto indica que, en practicamente toda la escala de pH (al menos entre 1y 10), la superficie de
la MIL-100(Fe) es apta para adsorber cationes; por ende, los colorantes cationicos pueden ser

adsorbidos mientras que los anidnicos seran repelidos.

Para explicar la adsorcion de moléculas neutras no se pueden utilizar los argumentos
electrostaticos; sin embargo, es importante mencionar que, otra fuerza motriz para la adsorcion es
la interaccion n-n entre los anillos bencénicos de la red de la MIL-100(Fe) y los anillos bencénicos
(si aplica) de las moléculas adsorbidas. De esta forma, en el estudio de Jia y colaboradores'?®, la
adsorcion de la isatina, un derivado del indol, que en solucidn acuosa no genera iones, se explica

usando los argumentos de esta interaccion.

Finalmente, regresando a los resultados de este trabajo, es necesario mencionar que los analisis
de DRX y FTIR presentados en parrafos anteriores muestran indicios de una encapsulacion del RC
en la MIL-100 y una ocupacion de la gran cavidad; sin embargo, dado el tamafio de la molécula
de RC de 25.5 A y de la cavidad de 29 A, se puede inferir que la encapsulacion in situ es posible
solo a costa de la estabilidad térmica del sistema.

El rojo Congo es una molécula que una vez disuelta presenta un croméforo con dos cargas

negativas en dos regiones diferentes de la molécula. Asi, la interaccion electrostatica con la
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superficie de la MIL-100(Fe) cargada negativamente en las condiciones de la sintesis de este

trabajo (pH = 5), y la carga negativa del rojo Congo parece inhibir el encapsulamiento. Sin
embargo, segun la estructura molecular del rojo Congo (Tabla 8 y Figura 19), éste posee 6 anillos
aromaticos susceptibles de interactuar favorablemente a través de interacciones n-n con los de la
red de la MIL-100(Fe). Ademas, esta molécula contiene dos grupos -NH; (base de Lewis) que
pueden reemplazar a las moléculas de agua coordinadas via interacciones acido-base de Lewis a
los Fe''' de los octaedros que forman el trimero fundamental (Figura 23). Hay que sefialar que, el
hecho de que haya un impedimento electrostaticamente hablando, para la encapsulacién, no impide
que las otras interacciones (r-n 0 acido-base de Lewis) sean las dominantes y la adsorcion pueda
llevarse a cabo. De hecho, en estudios de adsorcién de azul de metileno (colorante catiénico), azul
de metilo (colorante anionico) e isatina (compuesto neutro) en MIL-100(Fe) se ha puesto de

manifiesto la importancia de cada una de las interacciones arriba mencionadas*?®.
7.1.1.4 Adsorcion-desorcion de nitrégeno

Los resultados de los analisis de adsorcion-desorcion de N2 a -196 °C de las muestras que
contienen rojo Congo se muestran en la Figura 25 y en la Tabla 9. La muestra MIL-100(Fe)
presenta una isoterma de tipo I, tipica de este tipo de materiales microporosos. Debido a la
presencia de dos tipos de ventanas microporosas y cavidades mesoporosas de diferente tamafio, se
observan dos cambios de pendiente a p/po = 0.06 y 0.12 en la isoterma. Se usé el método Horvath-
Kawazoe (HK) para determinar la distribucion de tamafio de poros, dando como resultado valores
de 11 y 15 A. De acuerdo con lo reportado en la literatura, estos valores son generalmente
subestimados?®® puesto que los didametros de las supercavidades en la MIL-100(Fe) tienen
dimensiones de 25y 29 A. En este sentido, es significativo que la diferencia en el diametro de poro
se mantiene en 4 A, que es la diferencia esperada. La distribucion de tamafio de poros se suele
usar como indicio de la presencia de las cavidades y, por ende, de la calidad del material

sintetizado. El area superficial especifica es de 1366 m? g* y el volumen de poro de 0.58 cm?® g2
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Figura 25. Isotermas de Adsorcién-desorcion de nitrégeno del sistema RC@MIL-100(Fe).

Por otra parte, cuando se incorpora rojo Congo en la MIL-100(Fe) se observa una disminucion
del area superficial especifica (Tabla 9) permitiendo suponer una ocupacion de la porosidad de

esta MOF. Este comportamiento es congruente con las observaciones realizadas en los andlisis de
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DRX, FTIR y ATG, reportadas en parrafos anteriores.

Tabla 9. Propiedades texturales del sistema RC@MIL-100.

Sistema Sger (M2 g1)  Vp (cmd gt)?
MIL-100(Fe) 1366 0.58
100RC@MIL-100 635 0.76
300RC@MIL-100 916 0.66

@Estimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para RC@MIL-100.

7.1.1.5 Resumen del sistema RC@MIL-100(Fe)

A la vista del conjunto de resultados obtenidos a partir de las diferentes tecnicas de
caracterizacion del sistema RC@MIL-100, se puede afirmar que la encapsulacion del rojo Congo

en la MOF se realizd de manera exitosa, basandose principalmente en los siguientes hechos:

a) La ausencia del color caracteristico del rojo Congo (rojo intenso) en el licor madre.
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b) La disminucion de la intensidad, o la desaparicion, de la reflexién de DRX (111) asociada

con la ocupacion de la cavidad de 29 A.

c) La presencia de bandas caracteristicas en el espectro de FTIR asociadas al rojo Congo en el
sistema RC@MIL-100.

d) La disminucion del area superficial especifica respecto al sélido de referencia (1366 m? g
1) cuando se incorpora RC.

e) Ladisminucion de la estabilidad térmica de los materiales hibridos RC@MIL-100 respecto
a la MIL-100(Fe).

7.1.2 Sistema CMN@MIL-100
7.1.2.1 Difraccion de rayos-X

Los difractogramas de los s6lidos CMN@MIL-100 se muestran en la Figura 26. De manera
general se muestra que la estructura de la MOF no se ve alterada con la incorporacion de curcumina
en la muestra. Sin embargo, se observa una disminucién generalizada de la intensidad de las

reflexiones sugiriendo una incorporacién de la curcumina.

Particularmente, en la regién de bajo angulo se observa una disminucién en la intensidad de la
reflexion (111) para bajos contenidos de curcumina. Esto concuerda con lo observado en el caso
de la encapsulacion del rojo Congo, cuya disminucidn de intensidad se asoci6 con la ocupacion de
la cavidad de 29 A. Adicionalmente, se observa que la relacion de intensidades de las reflexiones

(220) y (311) se invierte para altos contenidos de curcumina.

Esto puede asociarse al hecho de que la curcumina ocupa igualmente la cavidad mas pequefia
de 25 A. Asi mismo concuerda con lo observado por Mayoral y colaboradores, quienes, tras
incorporar particulas de Ag en la MIL-100(Fe), reportaron cambios en las intensidades relativas
de las reflexiones asociadas con las cavidades mesoporosas de esta MOF, atribuyendo esto a la

ocupacién de ambas cavidades®?°.
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Figura 26. Difractogramas DRX de los solidos obtenidos en la encapsulacién de curcumina en MIL-

100(Fe). A) Regidn de bajo angulo, B) region 5- 30° (26).

La buena cristalinidad de estos materiales observada por DRX se confirmd por microscopia

electronica de transmision cuya micrografia se presenta en el apéndice, Figura 88.

La simulacién de la estructura molecular de la curcumina, Figura 27, muestra las dimensiones
de esta MBA. Los valores encontrados corroboran que esta molécula puede ser retenida durante la

sintesis in situ en ambos tipos de cavidades de la MIL-100(Fe).
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Figura 27. Estructura molecular de la curcumina, las dimensiones fueron determinadas con el software
ChemBio 3D.
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7.1.2.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

De acuerdo con los espectros FTIR mostrados en la Figura 28, la curcumina libre presenta dos
bandas de vibracién a 1627 y 1602 cm atribuidas a los modos de vibracién de estiramiento del
enlace C=0. Por otro lado, la banda situada a 1274 cm* corresponde al modo de estiramiento del
enlace C-O en grupo -OCHjz unido al anillo bencénico®1?°, Finalmente, las bandas asociadas al

modo de vibracién de flexion de los enlaces C=C se localizan a 962 y 808 cm™.

Curcumina

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
NGmero de onda (cm™

Figura 28. Espectros FTIR del sistema 200CMN@MIL-100.

En el material 200CMN@MIL-100, ademas de las bandas de vibracion tipicas de la estructura
de la MOF, se observan bandas situadas en 1518 y 1280 cm™ que se asocian a la presencia de
curcumina en el solido (Tabla 10). Este resultado concuerda con lo observado en la caracterizacion

de difraccion de rayos-X.
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Tabla 10. Asignacion de frecuencias de absorcion FTIR de la curcumina.

Curcumina NUmero de onda (cm™)  Asignacion
O 1627, 1602 vC=0
HO. = I e OH
| )
SN oo 1274 vC-0
e o 962, 808 flexion -C=C-

7.1.2.3 Analisis termogravimétrico

Hasta aqui, los resultados de los analisis previos de DRX y FTIR indicaron una encapsulacién
de la CMN en la MIL-100(Fe) exitosa. Las curvas de analisis termogravimétrico del sistema
CMN@MIL-100 se presentan en la Figura 29.

Los perfiles de las curvas ATG de la MIL-100(Fe) y de CMN@MIL-100 son practicamente

idénticos; sin embargo, en términos de estabilidad térmica son muy diferentes.
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Figura 29. Curvas ATG de los s6lidos del sistema CMN@MIL-100.
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Los materiales hibridos son mucho més sensibles a la temperatura que la MOF libre de CMN,

puesto que los primeros se descomponen a 454 °C obteniéndose 26.92 % de residuo, siendo
presumiblemente Fe;Os. Tal y como se discutid en el caso del sistema RC@MIL-100, este
comportamiento puede ser tomado como un indicio mas de la posible encapsulacién de curcumina
en la MIL-100(Fe). A partir de los perfiles de los materiales hibridos es muy complicado realizar
una estimacién de la cantidad de CMN encapsulada ya que la pérdida de porcentaje de masa que
comienza alrededor de 300 °C se asigna a la pérdida de ligando organico estructural, pero también

la pérdida de la CMN se puede producir alrededor de esa temperatura.

Por otro lado, en el caso de la curcumina, la estructura molecular mostrada en la Tabla 10 y en
la Figura 27 indican la presencia de dos anillos aromaticos que pueden favorecer la interaccion
dentro de los poros via interaccion m-nt con los anillos de la red de la MOF. De igual forma, la
presencia de los dos grupos ceténicos puede dar origen a una interaccion con los Fe'!!, tal y como
sucede en la encapsulacion de curcumina en una red de imidazolato zeolitico (ZIF-8), como se

muestra en la Figura 301%,

Figura 30. Representacion de la interaccion de los grupos cetonicos de la curcumina con el Zn'' de la red

de la ZIF-8 (se explicitan ciertos &tomos de hidrégeno).

Esta interaccion solo seria posible en ciertas condiciones de pH, dado que la curcumina presenta
diferentes especies en funcion de éste (Figura 31). La forma endlica (en rojo) esta en equilibrio
con la forma dicetonica (no mostrada) en el pH del proceso de encapsulacion usado en este trabajo
(pH =~ 5)'3L. De esta forma, es posible proponer una interaccién semejante al mostrado en la Figura

30, entre el Fe'"'y la forma dicetona de la curcumina.
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Figura 31. Equilibrio acido-base de la curcumina.

En resumen, los analisis de ATG de las muestras del sistema CMN@MIL-100 permiten suponer

que existe una interaccion entre la curcumina y la MIL-100(Fe).
7.1.2.4 Adsorcién-desorcion de nitrégeno

En la Figura 32 y Tabla 11 se muestran los resultados de adsorcion-desorcion de N2 a -196 °C,
asi como las propiedades texturales del sistema CMN@MIL-100. Es evidente el decaimiento del
area superficial especifica como consecuencia de la incorporacién de la curcumina en la MOF, de
manera que, en base a estos resultados y las observaciones anteriormente descritas de DRX, FTIR

y ATG, se infiere que la curcumina est4 ocupando las cavidades de la MOF.
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Figura 32. Isotermas de Adsorcién-desorcion de nitrégeno del sistema CMN@MIL-100(Fe).

Tabla 11. Propiedades texturales del sistema CMN@MIL-100.

Sistema Sger (M2 g1)  V, (cm® g)e
MIL-100(Fe) 1366 0.58
100CMN@MIL-100 787 0.65
300CMN@MIL-100 779 0.73

aEstimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para CMN@MIL-100.

7.1.2.5 Resumen del sistema CMN@MIL-100(Fe)

Los resultados obtenidos del sistema CMN@MIL-100 permiten afirmar la incorporacion de

curcumina en la MOF tomando en cuenta los siguientes indicios:

a) Laausencia del color caracteristico de la curcumina (amarillo a café) en el licor madre.
b) La alteracion de la intensidad de la reflexién de DRX (111) asociada con la ocupacion de la
cavidad de 29 A,
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La presencia de bandas caracteristicas en el espectro FTIR asociadas a la curcumina en el

sistema CMN@MIL-100.
La disminucion del area superficial especifica respecto al sélido de referencia (1366 m? g-

1) cuando se incorpora curcumina.
La disminucién de la estabilidad térmica de los materiales hibridos CMN@MIL-100

respecto a la MIL-100(Fe).

7.1.3 Sistema EP@MIL-100

7.1.3.1 Difraccion de rayos-X

Los difractogramas obtenidos para el sistema que contiene epicatequina (EP@MIL-100),

Figura 33, indican que la estructura y cristalinidad de los materiales es preservada con la

incorporacion de la epicatequina. En la regién de bajo angulo, la disminucién observada de la

reflexion (111) sugiere la ocupacion de la cavidad de 29 A, como fue observado en el caso de los
sistemas RC@MIL-100 y CMN@MIL-100.

Al igual gue en los sistemas anteriores, la buena cristalinidad constatada mediante DRX fue

observada en los resultados de microscopia electrénica de transmision (apéndice, Figura 89).
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Figura 33. Difractogramas DRX de los s6lidos obtenidos en la encapsulacién de epicatequina en MIL-

100(Fe). A) region de bajo &ngulo, B) region 5- 30° (20).
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Las dimensiones determinadas, luego de la simulacion molecular de la epicatequina (Figura

34), indican que esta molécula podria ocupar ambas cavidades en al MIL-100(Fe). Sin embargo,
los resultados de difraccion indican que, posiblemente, las grandes cavidades se estan ocupando

de manera preferencial.

(=

108 A

Figura 34. Estructura molecular de la epicatequina, las dimensiones fueron determinadas con el software
ChemBio 3D.

7.1.3.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

En la Figura 35 se presentan los espectros FTIR del sistema EP@MIL-100. Es evidente que
las bandas correspondientes a los grupos funcionales presentes en la epicatequina®®>133 (Tabla 12)
estan ausentes en el material hibrido. Se puede asumir que éstas se ven enmascaradas con las
bandas de la MOF, o que esta MBA se encuentra en baja proporcién y por lo tanto no es posible
obtener mas informacion de esta técnica. Sin embargo, es importante sefialar que la difraccion de
rayos-X indico que la reflexion (111), asociada a la ocupacion de la cavidad mesoporosa de 29 A,

se vio disminuida, indicando una posible incorporacion de epicatequina en el material.

63



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS m

Epicatequina

g
AL,

v

200EP@MIL-100

MIL-100(Fe)

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

NGmero de onda (cm™

Figura 35. Espectro FTIR del sistema 200EP@MIL-100.

Tabla 12 Asignacién de frecuencias del espectro de infrarrojo de la epicatequina.

NuUmero de onda

Epicatequina (cm™) Asignacion
OH
‘ OH 1620 vC=C, vC-C aromaticos y alifaticos
HO O 7
L, 1092, 806 vC-O-C (8ter)
OH
908, 881 Deformacién C-H (aromatico)

7.1.3.3 Analisis termogravimétrico

En la Figura 36 se presentan las curvas ATG de los solidos del sistema EP@MIL-100. El
comportamiento es analogo al observado en los dos sistemas descritos anteriormente en el sentido

que:

a) No es posible realizar una estimacion de la cantidad de epicatequina encapsulada porque las
pérdidas debidas al ligando y a la MBA son simultaneas.
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b) Los materiales hibridos son menos estables en temperatura, lo que se ha tomado como un

indicio de encapsulacion y de interaccion entre la red de la MIL-100(Fe) y la MBA presente.
Aunque la naturaleza de la posible interaccidn no es tan evidente como en el caso de los dos

sistemas anteriormente descritos.
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Figura 36. Curvas ATG de los sélidos del sistema EP@MIL-100.

Segun la estructura molecular mostrada en la Tabla 12 y en la Figura 34, la epicatequina en
disolucion no genera una especie iénica, por lo que se pueden descartar las interacciones
electrostaticas con la red de la MOF. De igual manera no posee anillos aroméaticos que puedan
establecer interacciones w-rt con los anillos aromaticos de la MOF. La Unica interaccion posible es

via los pares de electrones libres de los tres oxigenos éteres con los centros acidos de Lewis, Fe'!'.

De esta forma, los resultados de los analisis de ATG constituyen un argumento en favor de la
encapsulacion exitosa de la epicatequina en la MOF estudiada.

7.1.3.4 Adsorcion-desorcion de nitroégeno

En el caso del sistema EP@MIL-100 las propiedades texturales (Figura 37 y Tabla 13) se ven

alteradas y al igual que en los sistemas anteriores, se observa una disminucion en el area superficial

65



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS m

especifica cuando se agrega la MBA. Este nuevo indicio, concuerda con las observaciones hechas

en DRX y ATG, en los apartados anteriores y podria sugerir la presencia de la epicatequina en la
porosidad de la MOF, aunque en menor proporcion que el RC o la CMN, lo que esta en buen
acuerdo con la imposibilidad de detectar las bandas caracteristicas de la molécula EP en la muestra
EP@MIL-100.
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Figura 37. Isotermas de Adsorcion-desorcion de nitrégeno del sistema EP@MIL-100(Fe).

Tabla 13 Propiedades texturales del sistema EP@MIL-100.

Sistema Sger (M?g1)  Vp (cmd gl)e
MIL-100(Fe) 1366 1.01
100EP@MIL-100 1163 0.63
200EP@MIL-100 1276 0.64

2Estimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para EP@MIL-100.

7.1.3.5 Resumen del sistema EP@MIL-100(Fe)

A pesar de que los resultados de FTIR no fueron contundentes para asegurar que la MBA esta
retenida en la porosidad de la MOF, como lo fueron para el sistema RC@MIL-100 y CMN@MIL-
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100, se pueden mencionar los siguientes aspectos que sugieren que la epicatequina realmente

podria estar encapsulada en el material:

Existe una alteracion de la intensidad de la reflexion de DRX (111) asociada con la ocupacién

de la cavidad de 29 A.

a) Se observo una disminucion del area superficial especifica respecto al sélido de referencia
(1366 m? g*) cuando se incorpora epicatequina.
b) La estabilidad térmica de los materiales hibridos EP@MIL-100 respecto a la MIL-100(Fe)

es desfavorecida.
7.1.4 Sistema CR@MIL-100
7.1.4.1 Difraccion de rayos-X

Los resultados de difraccidn obtenidos para el sistema que contiene creatina (CR@MIL-100),
Figura 38, muestran que, al igual que los sistemas anteriores, la estructura y cristalinidad del
material permanece tras la incorporacion de la creatina. En la region de bajo angulo la reflexion
(111) que en algunos de los sistemas anteriores fue observada, estd ausente para todos los

contenidos de MBA, lo cual sugiere la ocupacion de la cavidad mesoporosa de 29 A.
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Figura 38. Difractogramas DRX de los s6lidos obtenidos en la encapsulacion de creatina en MIL-100(Fe).

a) region de bajo angulo, b) region 5- 30° (20).
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De acuerdo con las dimensiones de la molécula de creatina (Figura 39), puede asumirse que es
susceptible de alojarse en ambos tipos de cavidades de la MIL-100. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, las moléculas de creatina parecieran ocupar preferencialmente las

cavidades més grandes.

.

/1.8A

7.3A

Figura 39. Estructura molecular de la creatina, las dimensiones fueron determinadas con el software
ChemBio 3D.

7.1.4.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

La Figura 40 muestra los espectros FTIR del sistema CR@MIL-100. La creatina presenta
bandas caracteristicas descritas en la Tabla 143,
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Figura 40. Espectro FTIR del sistema 200CR@MIL-100.

Tabla 14. Asignacion de frecuencias del espectro de infrarrojo de la creatina.

Numero de onda

Creatina (cm™) Asignacion
3408 vaNH;
3340 LsNH;
CGHs O « H,0 3089 oN-H
HNY N OH 2795 wC-H (CH3)
NH 1697 vC=0 (-COOH)
1616 flexion NH,
1403 v y flexion C-N

Al igual que en el caso de la epicatequina, las bandas correspondientes a los grupos funcionales

presentes en la creatina se ven enmascaradas con las bandas de la MOF y por lo tanto no es posible

obtener méas informacion de esta técnica. Sin embargo, tal y como fue sefialado en el sistema

EP@MIL-100, la difraccion de rayos-X indicé que la reflexion (111), asociada a la ocupacion de

la cavidad mesoporosa de 29 A est4 ausente, indicativo de una posible incorporacion de creatina

en el sistema poroso de la MOF.
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7.1.4.3 Analisis termogravimétrico

El comportamiento térmico de los sélidos del sistema CR@MIL-100 se presenta en las curvas
ATG de la Figura 41.

En este sistema no se aprecia cambio alguno en la estabilidad térmica de los solidos con
diferente contenido de creatina; sin embargo, éstos son menos estables que el solido libre de
creatina. Este comportamiento es similar al descrito para los sistemas anteriores. Los sélidos con
creatina encapsulada son menos estables térmicamente debido a las interacciones existentes entre

la red de la MOF y la creatina.
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Figura 41. Curvas ATG de los solidos del sistema CR@MIL-100.

La estructura molecular de la creatina se puede observar en la Tabla 14 y en la Figura 41. Las
interacciones mas plausibles entre la MOF y esta molécula son de tipo acido-base de Lewis, a
través de los centros acidos Fe''' y los nitrogenos de los grupos amino de la molécula de la creatina.
Al disolverse se genera el anidn correspondiente que, desde el punto de vista electrostatico, seria

repelido por la carga negativa de la superficie de la MOF.
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En conclusion, al igual que en los otros sistemas, resulto imposible estimar la cantidad de MBA
encapsulada; sin embargo, los resultados de los analisis de ATG permiten suponer que la
encapsulacion se llevo a cabo gracias a los cambios en el comportamiento térmico de los materiales
hibridos.

7.1.4.4 Adsorcion-desorcion de nitrogeno

En la Figura 42 se presentan las isotermas obtenidas a -196 °C. Asi mismo en la Tabla 15, se
pueden observar las propiedades texturales del sistema CR@MIL-100. Nuevamente es notorio el
hecho de que el area superficial decae cuando se incorpora las MBA en el material, sugiriendo que
la creatina podria estar ocupando las cavidades de la MOF, tal y como sugieren los resultados de

difraccion de rayos-X.
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Figura 42. Isotermas de Adsorcion-desorcion de nitrogeno del sistema CR@MIL-100(Fe).
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Tabla 15. Propiedades texturales del sistema CR@MIL-100.

Sistema Sger (M2 g1)  V, (cm?® gb)e
MIL-100(Fe) 1366 0.58
100CR@MIL-100 752 0.60
300CR@MIL-100 1126 0.81

@Estimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para CR@MIL-100.

7.1.4.5 Resumen del sistema CR@MIL-100(Fe)

Tal como sucedi6 en el caso del sistema EP@MIL-100, los indicios que dejarian suponer una
incorporacion de la MBA en la porosidad de la MOF nos son tan evidentes. De esta forma, solo se

pueden mencionar los siguientes aspectos en favor de la incorporacion de la MBA:

a) Disminucién de la intensidad o, méas bien completa desaparicion, de la reflexién de DRX
(111) asociada con la ocupacion de la cavidad de 29 A.

b) Disminucion del area superficial especifica respecto al sélido de referencia (1366 m? g1)
cuando se incorpora creatina.

c) Sensibilizacion de la estabilidad térmica de los materiales hibridos CR@MIL-100 respecto
a la MIL-100(Fe).

7.2 Sistema MBA@Fe-BTC

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de la encapsulacion de MBA en la MOF
semicristalina Fe-BTC. Igual que en el apartado anterior, se presentan todas las técnicas de

caracterizacion, comenzando por la DRX, la FTIR, seguido de ATG vy las propiedades texturales.
7.2.1 Sistema RC@FeBTC
7.2.1.1 Difraccion de rayos-X

Al igual que el método de preparacion para la MIL-100(Fe), el método de sintesis para los
s6lidos Fe-BTC consistié en un procedimiento sustentable y de facil puesta en marcha, reportado

en la literaturall®. La Unica diferencia entre los dos métodos radica en la sal de hierro utilizada;
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para la preparacion de Fe-BCT se usé FeCls-4H,0. La formacion de un solido es practicamente

inmediata y los tiempos de reaccion son menores (4 h).

En la Figura 43 se presenta la comparacion de los difractogramas de la MOF Fe-BTC
y de los sélidos resultantes después de la incorporacion de rojo Congo. El difractograma del Fe-
BTC concuerda con el reportado previamente en el literatura para el s6lido comercial Basolite F-
3003 correspondiente a un sélido de naturaleza semicristalina, lo que explica la baja resolucién
del difractograma. Cabe sefialar que, a diferencia de la MIL-100(Fe) que posee dos cavidades de
25y 29 A, la Fe-BTC solo presenta la cavidad de 25 A.

300RC@Fe-BTC

200RC@Fe-BTC

\M Fe-BTC

i e
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Figura 43. Difractogramas DRX de los s6lidos obtenidos en la encapsulacién de rojo Congo en Fe-BTC.

Se puede constatar que la naturaleza semicristalina de la MOF Fe-BTC no se vio alterada luego
de la incorporacion del rojo Congo. Sin embargo, no se observaron cambios en las intensidades de
las reflexiones que pudieran indicar una encapsulacion de la MBA. A pesar de este resultado, es
importante sefialar que el licor madre de la sintesis era completamente incolora, dejando suponer
que el rojo Congo, que tiene la capacidad de dar una tonalidad intensa a bajas concentraciones en

disolucidn acuosa, fue retenido por el material.
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7.2.1.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

La MOF Fe-BTC, al estar compuesta de los mismos precursores que la MIL-100(Fe), presenta
los mismos enlaces caracteristicos®?, Figura 44. Asi, las bandas de vibracion caracteristicas que
definen al sistema RC@Fe-BTC son las descritas en la Tabla 8 donde se describi6 al sistema
RC@MIL-100.

rojo Congo

T

\W“ ”V \ f\/ﬂwm“ﬂ/
J

N/

U\f \/ U J

200RC@Fe-BTC

I T T T T T T T T T T T T T T '
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Ndmero de onda (cm™)
Figura 44. Espectro FTIR del sistema 200RC@Fe-BTC.

Al comparar el espectro de la Fe-BTC vy el espectro del sistema 200RC@Fe-BTC es evidente
gue aparecen nuevas bandas que estan relacionadas con las bandas caracteristicas del rojo Congo
(Tabla 8)12°. La Fe-BTC s6lo posee las cavidades pequefias (25 A) y las dimensiones del RC son
de 25.5 x 6.4 x 2.6 A, por lo que se infiere que la encapsulacion del RC “dentro” de dichas

cavidades esta impedida estéricamente.
7.2.1.3 Analisis termogravimétricos

La Figura 45 muestra los resultados de los analisis ATG de los s6lidos del sistema RC@Fe-

BTC. Segun las curvas DTG (no mostrada) y ATG para el sélido pristino Fe-BTC, muestra una
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pérdida inicial de 20.78 %p/p centrada en 78 °C, atribuida a la desorcion de moléculas de agua

coordinadas y no coordinadas. La descomposicion del ligando organico se presenta a 358 °C, 25
°C por debajo del maximo de descomposicion del ligando libre protonado (HsBTC), poniendo de
manifiesto las interacciones del ligando en la red porosa. El perfil observado es analogo al obtenido
para materiales Fe-BTC en condiciones sustentables, las mismas que se usaron en este trabajo3!.
De forma similar a los resultados presentados para el sistema MIL-100(Fe), para el sistema Fe-
BTC, el ATG permite calcular la relacion molar BTC/Fe = 0.58. Hay que recordar que el valor
estequiométrico BTC/Fe para esta MOF es de 0.67. El valor mas elevado encontrado en la muestra
Fe-BTC indicaria la presencia de alguna impureza®, en especifico de ligando sin reaccionar
(H3BTC). En necesario mencionar que el pH de la suspension resultante de sintesis de la Fe-BCT
esta comprendido entre 2 y 3. Esto favorece que el ion BTC? que no hubiera reaccionado sea
facilmente convertido en su forma &cida (HsBTC), la cual, al ser practicamente insoluble en agua,

permanece como impureza en el solido final.
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Figura 45. Curvas ATG de los s6lidos del sistema RC@Fe-BTC.

La curva ATG del solido 200RC@Fe-BTC muestra una pérdida de peso inicial a 78 °C que es

analoga a la del solido de referencia y, a partir de 283 °C comienza una pérdida de masa en
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varias etapas, centradas en 333, 363, 448 °C y que podrian atribuirse a la pérdida o

descomposicion casi simultanea de ligado organico, rojo Congo Yy, probablemente H3BTC. La
estabilidad térmica de ambos sélidos en muy parecida. Sin embargo, cuando se analiza el sélido
300RC@Fe-BTC, se puede constatar que su estabilidad se mejora notablemente, pues la
descomposicion comienza desde 272 °C y se prolonga hasta temperaturas més elevadas que 600
°C. Este comportamiento no fue observado en ningun solido del sistema MIL-100(Fe), sugiriendo
que, a pesar de que el Fe-BTC es muy semejante en composicion al MIL-100(Fe), las interacciones

con las MBA son diferentes.

7.2.1.4 Adsorcion-desorcion de nitrogeno

El &rea superficial especifica y el tamafio de poro del material semicristalino Fe-BTC es menor
que en el caso de la MIL-100(Fe), de acuerdo con la Tabla 16. Esta diferencia puede explicarse

con el hecho de que la MOF Fe-BTC solamente posee la cavidad mas pequefia (25 A).

Es preciso sefialar que tiene una distribucion de tamafio de poro de 1.8 nm, la cual se encuentra
en el limite entre un material microporoso y uno mesoporoso (2 nm), de acuerdo con la
clasificacion de la IUPAC. Sin embargo, se debe considerar, igual que en el caso de la MOF MIL-
100(Fe), que el método Horvath-Kawazoe (HK) empleado para determinar dicha distribucion
subestima estos valores, y de hecho, ese valor de 1.8 nm deberia corresponder en realidad a un

poro de 2.5 nm (25 A), que es el poro esperado para este material3L.
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Figura 46. Isotermas de Adsorcién-desorcién de nitrégeno del sistema RC@Fe-BTC.

Por otro lado, se observa en el caso del sistema RC@Fe-BTC, que el area superficial especifica
disminuye considerablemente y practicamente desaparece al incorporar el mayor contenido de
MBA. Este hecho, junto con el resultado obtenido por FTIR permite inferir la retencién del rojo

Congo en el material.

Tabla 16. Propiedades texturales del sistema RC@Fe-BTC.

Sistema Sger (M2 g1)  V, (cm® g)e

Fe-BTC 809 0.85
200RC@ Fe-BTC 269 0.60
300RC@ Fe-BTC 2.1 0.008

aEstimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para RC@Fe-BTC.

Segun lo sefialado en la difraccion de rayos-X, el RC no puede ser encapsulado en las
cavidades de la Fe-BCT; no obstante, la ausencia de color en el liquido sobrenadante deja suponer
una retencion total del RC. Estas dos observaciones, y los resultados de adsorcidén-desorcién de N2
sugieren que el RC bloquea en realidad la entrada a las cavidades, lo cual explica la ausencia

practicamente total, de area superficial especifica en el caso del solido 300RC@Fe-BTC.

77



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS m

7.2.1.5 Resumen del sistema RC@Fe-BTC

Hasta aqui, los Unicos indicios de encapsulacion de rojo Congo en la MOF Fe-BTC son:

a) La presencia de las bandas caracteristicas en el espectro FTIR del rojo Congo en el material
hibrido.

b) Pérdida, practicamente total, del area superficial especifica con la incorporacion del rojo
Congo.

c) Cambios importantes en el comportamiento térmico en los materiales hibridos.
7.2.2 Sistema CMN@Fe-BTC
7.2.2.1 Difraccion de rayos-X

Al igual que en el sistema RC@Fe-BTC, la estructura semicristalina del material se conserva.
Asi mismo, no existe una disminucién en las intensidades, por lo tanto, para verificar que la
encapsulacion se ha llevado a cabo se necesitan analizar los resultados de técnicas
complementarias. Es preciso mencionar que la curcumina en solucion presenta una coloracion
amarilla, la cual no se observo tras la recuperacion del licor madre, dejando suponer una retencion

total de la curcumina en el material.
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Figura 47. Difractogramas DRX de los sélidos obtenidos en la encapsulacion de curcumina en Fe-BTC.
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7.2.2.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

En la Figura 48 se presenta el espectro de absorcién FTIR del sistema CMN@Fe-BTC. Se
pueden notar la presencia de dos bandas adicionales, atribuidas a la curcumina (Tabla 10). Lo cual

sugiere la presencia de la curcumina en la muestra CMN@Fe-BTC.
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Figura 48. Espectro FTIR del sistema 200CMN@Fe-BTC.

7.2.2.3 Analisis termogravimétrico

Los resultados de los andlisis de ATG de los sélidos del sistema MBA@Fe-BTC se presentan

en la Figura 49.

Se puede observar que los perfiles de los solidos que contienen curcumina son muy similares
entre si; sin embargo, existen diferencias en su estabilidad térmica. Mientras que el solido con
menor cantidad de curcumina es menos estable que el solido de referencia, el sélido con alto

contenido de MBA se vuelve algo mas inestable.
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Figura 49. Curvas ATG de los sélidos del sistema CMN@Fe-BTC.

Cabe notar que la curva DTG (no mostrada) indica que la pérdida de peso se lleva a cabo en
varios eventos; a diferencia del solido con poco contenido de CMN. Este comportamiento también
fue observado en el sistema RC@Fe-BTC y podria deberse simplemente al hecho de que las

interacciones mas energéticas se ven favorecidas cuando hay mayor cantidad de CMN.
7.2.2.4 Adsorcion-desorcion de nitrogeno

En la Figura 50 se muestran las isotermas de adsorcidén-desorcion de N2 obtenidas a -196 °C.
Adicionalmente, en la Tabla 17, se muestran las propiedades texturales. De acuerdo con estos
resultados, se puede concluir que la curcumina esta ocupando las cavidades de 25 A de la Fe-BTC,
lo cual trae como resultado la pérdida practicamente total del area superficial especifica. Este

resultado concuerda con lo observado en FTIR y ATG.
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Figura 50. Isotermas de Adsorcion-desorcion de nitrégeno del sistema CMN@ Fe-BTC.

Tabla 17. Propiedades texturales del sistema CMN@Fe-BTC.

Sistema Sger (M? gt)  Vp (cmd gy
Fe-BTC 809 0.85
300CMN@ Fe-BTC 5 0.01

@Estimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para CMN@Fe-BTC.

7.2.2.5 Resumen del sistema CMN@MIL-100(Fe)

Tal como se describio para el sistema RC@Fe-BTC, los indicios que permiten suponer una

incorporacion de la curcumina en la porosidad de la MOF son los que a continuacion se enlistan:

a) Presencia de bandas caracteristicas en el espectro FTIR de la curcumina en el material
CMN@Fe-BTC.

b) Pérdida total del area superficial especifica tras la incorporacion de la curcumina.

c) Cambios apreciables en el comportamiento térmico de los materiales hibridos.
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AT\

7.2.3 Sistema CR@Fe-BTC

7.2.4.1 Difraccion de rayos-X

Segun los resultados mostrados en la Figura 51, se confirma que el sistema CR@Fe-BTC se

comporta de manera similar a los dos sistemas previamente presentados.
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Figura 51. Difractogramas DRX de los s6lidos obtenidos en la encapsulacién de creatina en Fe-BTC.

7.2.4.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

El espectro de absorcion FTIR del sistema 200CR@MIL-100 se muestra en la Figura 52. Cabe

sefialar que no hay bandas adicionales que evidencien una encapsulacion de la creatinaen Fe-BTC.

Las bandas caracteristicas de la creatina (Tabla 14)'3* podrian estar siendo enmascaradas por las

de la MOF. Por ello, es necesario complementar con alguna técnica adicional que permita descartar

0 bien, confirmar que la creatina se encuentra presente en las muestras CR@Fe-BTC.
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Figura 52. Espectro FTIR del sistema 300CR@Fe-BTC.

7.2.4.3 Analisis termogravimétricos

En los solidos del sistema CR@Fe-BTC (Figura 53) se observa un comportamiento similar al
de los dos sistemas descritos anteriormente. Los perfiles de los solidos de referencia y con bajo
contenido de creatina son muy similares, y la pérdida mas importante de peso en cada caso se sitla
a 358 °C y 347 °C. Por su parte, el sélido 300CR@Fe-BTC presenta una pérdida de peso
multietapa, con eventos situados a 367, 467 y 752 °C. Claramente, se puede atribuir este

comportamiento a la presencia de interacciones cada vez mas fuertes con el incremento de MBA
en el solido.
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Figura 53. Curvas ATG de los sélidos del sistema CR@Fe-BTC.

7.2.4.5 Resumen del sistema CR@MIL-100(Fe)

En el caso del material CR@Fe-BTC, existe muy poca informacion que permita suponer una
incorporacion de creatina en la MOF. Los unicos hechos que podrian sugerir tal encapsulacion es
la disminucion en el area superficial especifica, la cual es practicamente nula tras la incorporacion

de creatina, y la modificacion del perfil ATG del sélido con alto contenido de creatina.
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8. Liberacion de las moléculas biol6gicamente activas

8.1 Liberacion del sistema RC@MIL-100

En este apartado se presentan los resultados de liberacion para el sistema 200RC@MIL-100.
Cabe mencionar que dichos resultados son Unicamente cualitativos y se presentan soélo para
evidenciar que se llevo a cabo la encapsulacion de la MBA. Por los hechos que a continuacion se
describen la cuantificacién de la cantidad de RC liberado fue imposible de ser realizada por

espectroscopia UV-Vis.

El primer resultado importante es que la MOF MIL-100(Fe) preparada en este trabajo a
temperatura ambiente resultd ser menos estable en agua (simple agitacion a temperatura ambiente
en funcion del tiempo), en comparacion con la MOF tradicional preparada por el método
solvotermal. En la Figura 54A se muestran los espectros de absorcion de referencia de los

componentes de la MOF (ion Fe3* y H3BTC) en solucién acuosa.
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Figura 54. Estabilidad de la MOF MIL-100 (Fe) en agua a temperatura ambiente. A) Método solvotermal,

B) Método sustentable a temperatura ambiente.

Los maximos de absorcién para los iones Fe3* y BTC?* se sitGan 204 nm y 209 nm,
respectivamente. Después de agitar el solido MIL-100(Fe) en agua a temperatura ambiente durante

los tiempos indicados, se observa una banda de absorcion muy ancha centrada en 210 nm cuya
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absorbancia incrementa con el tiempo, esto es indicativo de la presencia de los iones Fe®* y BTC*

en el medio acuoso que solo se puede explicar por la descomposicion parcial de la MOF. EI mismo
analisis realizado a la muestra MIL-100(Fe) obtenida por el método sustentable, Figura 54B, indica
que la descomposicidn de ésta es mucho méas importante que la observada en el sélido obtenido
por el método hidrotermal.

A juzgar por los valores de las absorbancias, el sélido del método a temperatura ambiente se
descompone en mucho mayor grado al cabo de s6lo 4 h, que el sélido obtenido hidrotermalmente
al cabo de 24 h, En resumen, sin importar el método de preparacion, después de cierto tiempo de
agitacion en agua el sélido MIL-100(Fe) presenta una destruccion parcial de su estructura que

provoca la presencia de iones Fe3* y BTC en el medio.

Por otro lado, en los experimentos de liberacion de RC se observo un hecho poco normal.
Visualmente, antes de filtrar la alicuota extraida se observé siempre una coloracion roja
(aparentemente debida a la liberacion progresiva del RC) cuya intensidad crecia con el tiempo
(Figura 55); sin embargo, al filtrar cada alicuota, la tonalidad de la coloracion mostraba una

tendencia atipica: una disminucion del color rojo en la solucion.
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Figura 55. Evolucién visual de la liberacién del rojo Congo del sistema 200RC@MIL-100.

Después de filtracion de las alicuotas, el RC se cuantificd espectrofotométricamente
obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 56; como se puede observar, la concentracion
de RC en la solucién disminuy6 con el tiempo, hecho que contradice el principio fundamental de
la liberacion.
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Figura 56. Curva de seguimiento espectrofotométrico de la liberacion de RC (A = 485 nm) en el sélido
200RC@MIL-100.

Para explicar estos resultados se disefid un experimento en el que se hizo reaccionar una
soluciéon de RC con otra que contenia Fe3*, al adicionar una solucién en la otra se observé de
manera instantanea la aparicion de una suspensién de color café cobriza intensa. Después de unos
instantes se observa la precipitacion de un sélido color purpura-azul, y un liquido sobrenadante

practicamente incoloro. Esto se muestra visualmente en la Figura 57.

Fe3+ Rojo Congo Complejo

Figura 57. Formacién del complejo Fe3*-rojo Congo (derecha) al combinar una solucién de Fe3* y RC

(izquierda).
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Este resultado indica que existe una reaccion entre el Fe®* y el RC que da como resultado un

complejo insoluble en agua.

Este hecho constituye la explicacion a los resultados, aparentemente contradictorios, obtenidos
en la liberacion de RC. De esta forma, después de cierto tiempo de iniciado el experimento de
liberacion, el RC liberado del sistema RC@MIL-100(Fe) reaccionaria con el Fe**, proveniente de
la descomposicién parcial de la MOF, formando un complejo insoluble. Asi, tan pronto se libera
RC, éste reacciona con el Fe** y en el liquido filtrado habria cada vez menos RC en funcién del

tiempo (Figura 56).

Para reafirmar el hecho anterior, se disefi0 otro experimento en el cual la MOF MIL-100(Fe) se
dejo en agitacion en agua por un periodo de 24 h. En teoria, segun lo sefialado parrafos arriba,
deberia haber una descomposicién parcial de la MOF, resultando en la presencia de Fe3* en
solucion. Transcurrido este tiempo se tomo6 una alicuota, la cual fue filtrada para eliminar los
solidos suspendidos, posteriormente este liquido se agreg6 una solucion acuosa de rojo Congo y

el resultado obtenido, al menos de manera visual, se muestra en la Figura 58.

Figura 58. Solucién de rojo Congo en agua (izquierda). Reaccion rojo Congo con el licor resultante de la

MOF agitada por 24 h en agua (derecha).

El resultado indica que se formé nuevamente el complejo Fe®*-rojo Congo descrito en el

experimento de la Figura 57.

En conclusion, en durante los experimentos de liberacion del sistema RC@MIL-100(Fe) ocurre

simultaneamente una descomposicion parcial de la MOF y una liberacién del rojo Congo.
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Después de un tiempo corto, tras alcanzar ciertas concentraciones, el Fe3* y el RC reaccionan

entre si formando un precipitado insoluble. Este hecho hace que, analiticamente, sea imposible

cuantificar el rojo Congo liberado.

Estos resultados estan en acuerdo con lo reportado por Debnath y colaboradores®*® quienes
estudiaron la interaccion entre soluciones de rojo Congo y de Fe3* como alternativa para el
tratamiento de aguas residuales contaminadas con rojo Congo. Los resultados indican que ambas
especies reaccionan formado un complejo, segun el proceso mostrado en la Figura 59. De esta

forma, mediante este proceso se puede remover hasta 2670 mgg. g;QClg, a partir de una solucipon

de concentracién inicial de rojo Congo de 100 mg L.

FeCl,— Fe™ + 3CI
H,0 — H +0H"

Congo red — ( Anion of dve) + Na'

Fe* + 301 +H +0H +

| Anionof dve) + Na’

| )

Fe™ +( Anionof dve) H* +OH™ 4+ Na ™+ (I
(Colorless water with NaCl)

(Black precipitate)

Figura 59. Reaccion entre soluciones de rojo Congo y Fe® para el tratamiento de aguas residuales

contaminadas con rojo Congo. Tomado de Debnath y colaboradores.

A pesar de que no fue posible seguir la liberacion del RC mediante la técnica UV-vis, se
procedio a caracterizar el solido obtenido después de la liberacion, por difraccion de rayos-X a

bajo y alto angulo y adsorcion-desorcion de Na.

En la Figura 60 se muestran los difractogramas de rayos-X obtenidos antes y después de la
liberacion, a bajo y alto &ngulo. Se puede observar en los difractogramas obtenidos a alto angulo,
que las reflexiones caracteristicas del material se conservan, sin embargo, existe una disminucion
notable en la intensidad tras 24 h de liberacion lo que es concordante con una descomposicion

parcial de la MOF, como ya fue sefialado.
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Por otro lado, en el difractograma a bajo &ngulo es evidente la reaparicion de la reflexion

caracteristica del plano (111) después de la liberacion de rojo Congo, indicando que dicha cavidad

que contenia la MBA ha sido desocupada.
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Figura 60. Sistema 200RC@MIL-100 después de la liberacion. A) Difractogramas DRX a bajo angulo

B) Difractogramas DRX a alto angulo.

Cabe sefialar que, no se observaron reflexiones adicionales que pudieran atribuirse al complejo
Fe3*-rojo Congo, lo que puede indicar que esta presente en un muy bajo contenido o que es muy

poco cristalino y esta altamente disperso en la MOF.

Por otra parte, los resultados de adsorcién-desorcion de N2, Tabla 18, muestran un cambio
significativo en el area superficial especifica después de 6 h de liberacion, la cual pasa de 549 a
1017 m?g?, evidencia de que el rojo Congo efectivamente se encontraba en las cavidades del
material y fue liberado. El area superficial especifica de 1017 m?g es inferior a la del sélido inicial
que no contiene RC, de 1366 m?g, el hecho de no recobrar el area inicial es concordante con una
descomposicion parcial de la MOF al cabo de 6 h de liberacion. Sin embargo, tras 24 h de

liberacion se observa nuevamente una disminucion de dicha area.
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Figura 61. Isotermas de Adsorcion-desorcidn de nitrégeno del sistema RC@ MIL-100.

Esto podria explicarse por la formacién de una cantidad mayor de complejo Fe3*-rojo Congo
que podria estar obstruyendo la entrada a la porosidad; esto es, a mayor tiempo de liberacion,
mayor liberacién de rojo Congo, mayor descomposicién parcial de la MOF y, por ende, mayor

formacion de complejo Fe®*-rojo Congo.

Tabla 18. Propiedades texturales del sistema RC@MIL-100 antes y después de la liberacién.

Sistema Seer (M?2g1)  Vp (cm?® gl)e
MIL-100(Fe) 1366 0.58
200RC@MIL-100 549 0.33
6 h Liberacion 200RC@MIL-100 1017 0.54
24 h Liberacién 200RC@MIL-100 869 0.50

@Estimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para RC@MIL-100.
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8.2 Liberacion del sistema CMN@MIL-100

Asi como en el sistema RC@MIL-100(Fe), en el caso del sistema 200CMN@MIL-100,
también ocurri6 la formacién de un complejo entre el Fe** que se va liberando como consecuencia
de la descomposicion de la MOF y la curcumina liberada. En la Figura 62 se puede observar de

izquierda a derecha la solucion Fe®*, curcumina y la formacién del complejo, respectivamente.

Figura 62. Formacion del complejo hierro-curcumina.

A diferencia del complejo formado entre el Fe3* y el rojo Congo este complejo no precipita,
incluso tras hacer reaccionar soluciones mas concentradas de curcumina y hierro. Un hecho
importante en los experimentos es que los filtrados si presentan la coloracion tipica de la curcumina
en solucion como se muestra méas adelante en la Figura 64. Quizés este comportamiento pueda
explicarse por el hecho de que la cinética de liberacion y de descomposicion de la MOF es muy

diferente haciendo que, en todo momento, la concentracién de CMN en la solucion sea mayoritaria.

De la misma forma que el caso del sistema 200RC@MIL-100, se tomd la solucion filtrada de
la MIL-100(Fe) agitada en agua durante 24 h y se le agrego una solucion de curcumina disuelta en
etanol, con la finalidad de evidenciar la formacion de dicho complejo. En la Figura 63 se puede
observar que la coloracién que muestras la solucién de la derecha corresponde claramente al

complejo hierro-curcumina.
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Figura 63. Solucién de curcumina en etanol (izquierda). Reaccion entre una solucién de CMN vy el licor

resultante de la MOF agitada por 24 h en agua (derecha).

La formacion de este complejo Fe®*-curcumina ha sido ya reportada en la literatura®®. Se ha
estudiado el complejo formado por reaccion de una solucién metandlica curcumina con una
solucion acuosa de Fe(NOs)2-9H20 bajo reflujo. El solido rojo-café obtenido se caracterizé por
varias técnicas y se determind que tiene una estequiometria Fe(CMN)s correspondiendo a un
complejo de coordinacion donde la curcumina acta como un ligando bidentado. El solido fue
incluso evaluado como compuesto antitumoral en lineas celulares de HelLa observandose que éste
presenta mucho menor actividad que la curcumina libre. Los autores atribuyeron este
comportamiento al hecho de que, en el complejo formado el &tomo de carbono central que contiene
hidrogeno labil fue bloqueado e inhabilitado para producir oxirradicales, argumentando que es mas
probable que la funcién ceto-enol sea la responsable de la actividad antitumoral, méas que la

presencia de los grupos fenolicos en la curcumina.

Por otro lado, como ya se mencion6 mas arriba, la tonalidad de la coloracion amarilla
proporcionada por la CMN en solucion siguié una tendencia creciente como es de esperarse en un

experimento tipico de liberacion (Figura 64).
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Figura 64. Evolucidn visual de la liberacién de la curcumina en funcion del tiempo en el sistema
200CMN@MIL-100.

De esta forma, a pesar de la descomposicion parcial de la MOF, se pudo cuantificar la CMN

liberada por espectrofotometria UV-vis a A = 420 nm. Los resultados se muestran en la Figura 65.
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Figura 65. Perfil de liberacién de la curcumina en sistema 200CMN@MIL-100.
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Cabe sefialar que lo mostrado en esta Figura no refleja la cantidad real y total de CMN liberada

porgue una parte reacciona con el Fe3* para formar el complejo Fe**-CMN.

Asi, segun los resultados de la Figura 64, la liberacién de CMN es modulada y sostenida en un

rango de tiempo de 0 a 24 h.

Una vez concluidos los experimentos de liberacion, se recuperé el sélido y se caracterizd por

DRX a bajo y alto angulo y adsorcién-desorcion de nitrégeno.

Los resultados de difraccion de rayos-X a bajo y alto angulo se presentan en la Figura 66. La

estructura del material se mantiene después de la liberacién, de acuerdo con lo observado en los

difractogramas a alto angulo
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Figura 66. Sistema 200CMN@MIL-100 después de la liberacion, A) Difractogramas DRX a bajo angulo

B) Difractogramas DRX alto angulo.
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Figura 67. Isotermas de Adsorcion-desorcion de nitrogeno del sistema CMN@ MIL-100.

Tabla 19 Propiedades texturales del sistema CMN@MIL-100 antes y después de la liberacion.

Sistema Sget (M?g1) V, (cm3 gt)e
MIL-100(Fe) 1366 0.58
200CMN@MIL-100 240 0.23
200CMN@MIL-100 Liberacién 24h 397 0.47

aEstimado a p/po = 0.98 para MIL-100(Fe) y a p/po = 0.99 para CMN@MIL-100.

8.3 Liberacion del sistema EP@MIL-100

En el caso del sistema 200EP@MIL-100 se tuvieron dificultades analiticas para seguir la
liberacion de la epicatequina por la técnica UV-vis. El espectro de absorcion de la epicatequina en
el rango UV muestra una banda de absorcién principal localizada a 202 nm y una muy poco intensa
situada a 280 nm, Figura 68. La banda a 202 nm se traslapa con la banda de absorcion principal

del ion trimesato (proveniente de la descomposicion parcial de la red) localizada a 209 nm lo que

impidio la correcta cuantificacion de la epicatequina por esta técnica.
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Figura 68. Espectro de absorcion de la epicatequina.

Debido a este impedimento analitico, la caracterizacion de los sélidos después de liberacion no
se realizé de manera mas detallada, s6lo se presentan los resultados de difracciéon de rayos X,
Figura 609.
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Figura 69. Sistema 200EP@MIL-100 después de la liberacion, A) Difractogramas DRX a bajo angulo, B)

Difractogramas DRX a alto angulo.

Asi, a partir de la poca evidencia obtenida, de manera general se puede constatar lo siguiente:

e Al cabo de 24 de horas de liberacidn, le reflexion (111) estd de nuevo presente,

indicando que las cavidades fueron liberadas.
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e En la region de altos angulos, se observa una aparente conservacion de la estructura,

pero con disminucién de la cristalinidad.
8.4 Liberacion del sistema CR@MIL-100

De manera analoga a la epicatequina, el analisis de liberacion de la creatina también presento
dificultades analiticas para su seguimiento. Los resultados mostrados en la Figura 70, indican que
la creatina tiene una banda de absorcion situada a 220 nm que se desplaza en funcién de la
concentracion en la solucién. Esto, aunado a las bandas de absorcion del Fe3* (204 nm) y del ion
trimesato (209 nm) presentes durante la liberacion (provenientes de la destruccién parcial de la

MOF) dificultaron en gran medida el analisis y, por ende, la cuantificacion.
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Figura 70. Espectro de absorcion de A) acido trimésico y Fe**, B) Creatina.

Debido a lo anterior, al no constituir un sistema cuantificable en términos de liberacion, los
solidos obtenidos después de liberacion no fueron analizados de manera mas detallada por otras

técnicas.
8.5 Liberacién de los sistemas RC@Fe-BTC y CMN@Fe-BTC

En el caso de estos sistemas, desde los 30 minutos y hasta las 24 h de liberacion la solucion del
filtrado fue completamente incolora y no se observé el comportamiento reportado para los
sistemas andlogos RC@MIL-100 y CMN@MIL-100 en donde se demostro la formacion de un
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complejo Fe®*-RC y Fe**-CMN respectivamente. De acuerdo con estos resultados y observaciones

se puede concluir que en los sistemas Fe-BTC no ocurre liberacion alguna de las MBA
encapsuladas. Esto puede soportarse por el hecho de que, en el caso de la Fe-BTC, la encapsulacion
s6lo puede ocurrir en las cavidades més pequefias de 25 A (accesibles a través de ventanas
microporosas de 4.7-5.5 A), pues estéa desprovista de las cavidades de 29 A (accesibles a través de
ventanas microporosas de 8.6 A). Hay que recordar que la MIL-100(Fe) posee ambos tipos de

cavidades y la encapsulacion ocurrié principalmente en las cavidades de 29 A.

Si se compara el tamafio de la molécula de rojo Congo (25.4 x 6.4 A) con el de la ventana de la
cavidad de 25 A (4.7-5.5 A) es evidente que no puede ocurrir una liberacion y posterior difusion

hacia el medio.

El mismo razonamiento es aplicable al caso de la CMN@MIL-100(Fe). Las dimensiones de la
curcumina son 15 x 16.4 A, por lo que su liberacion estaria atin mas restringida que en el caso del

rojo Congo.
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9. Pruebas de citotoxicidad

En este apartado se muestran las pruebas de citotoxicidad que se realizaron para evaluar la
toxicidad de los materiales, asi como los efectos de la MBA. En primer lugar, se describe
brevemente las lineas celulares que se usaron, posteriormente, el ensayo bioldégico empleado y

finalmente se presentan los resultados del ensayo de citotoxicidad in vitro.
9.1 Lineas celulares

Una linea celular son células de origen animal, vegetal o0 humano que se han adaptado a vivir
en cultivo y poseen la capacidad de proliferacion ilimitada. Dichas lineas celulares pueden ser
clasificadas como células en monocapa o en suspension. Las primeras se fijan al material de la
placa donde son cultivadas, y, por tanto, se requiere desprenderlas de la superficie antes de ser

usadas, mientras las segundas permanecen en suspension, sin fijarse al recipiente de cultivo.

Para el crecimiento de las lineas celulares se deben controlar los factores que pueden afectar la
proliferacion, para lo cual se suele trabajar en las siguientes condiciones: baja densidad celular,
medio de cultivo nutritivo, asi como pH, temperatura y ambiente controlados. Usando el medio de
cultivo adecuado podemos regular varios de los factores que afectan a la proliferacion celular ya
que este contiene aminoacidos esenciales, oligoelementos, un sistema regulador de pH, iones y
factores de crecimiento que a su vez son aportados por el suero fetal bovino (SFB) que se afiade
como suplemento al medio. Asi mismo, contiene antibiotico para disminuir el riesgo de
contaminacion por microorganismos y nutrientes importantes para las células. Algunos de los
medios de cultivo mas empleados el BME, MEM y DMEM?®’. EI medio basal Eagle (BME), es
un medio que contiene Unicamente aminoacidos esenciales, mientras que el medio Minimo
Esencial de Eagle (MEM) es un medio que contiene aminoacidos esenciales, piruvato de sodio,
vitamina B12, biotina y &cido ascérbico, ambos requieren de la suplementacion de suero fetal
bovino al 10%. Estos medios generalmente se emplean para crecimiento de fibroblastos de raton

y células HelLa.
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Por otra parte, el medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM), contiene cuatro veces la

concentracion de aminodacidos y vitaminas que el medio basal Eagle, y al igual que los medios

anteriores necesita de una adicion al 10% de suero fetal bovino®?’.
9.1.1 Linea celular C2C12

La linea celular C2C12 es un subclén producido a partir de mioblastos cultivados obtenidos del
musculo esquelético de ratones C3H. Proliferan facilmente en condiciones de suero alto y fusionan
en condiciones de suero bajo, formando miotubos contractiles y produciendo proteinas musculares
caracteristicas. Los mioblastos de raton ademas de emplearse para pruebas de viabilidad celular se

utilizan para realizar ensayos in vitro relacionados con el musculo esquelético®,
9.1.2 Linea celular HeLa

Esta linea celular es la més antigua clasificada como inmortal, ya que puede dividirse un numero
ilimitados de veces en un cultivo de laboratorio. Deriva de células de cancer cervical y ha
demostrado ser de gran durabilidad comparada con otras lineas celulares, las cuales mueren
después de cierto nimero de divisiones celulares. Dicha linea celular fue usada para probar la
primera vacuna contra la poliomielitis'®® y desde entonces su uso ha sido bastante amplio, desde
efectos de la radiacidn y sustancias toxicas, hasta investigaciones in vitro de cancer, por mencionar

algunos'*,
9.2 Método MTT

El método MTT es uno de los mas utilizados para medir la supervivenciay proliferacion celular,
ya que es rapido, versatil y cuantitativo. Este metodo permite medir espectrofotométricamente las
células vivientes, leyendo absorbancias entre 540 y 570 nm. Esto es posible gracias a que el
Bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) que es una sal de tetrazolio color
amarillo sufre una reduccién metabdlica (aceptacion de un H*) del anillo bencénico de la sal de
tetrazolio, por accién de las enzimas deshidrogenasas presentes en las células, obteniendo como

producto unos cristales azules de formazan insolubles en agua, pero solubles en dimetilsulfoxido
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(DMSO). La viabilidad celular es proporcional a la absorbancia que presentan los cristales de

formazan en solucion4t,
9.3 Protocolo de citotoxicidad

Las pruebas de viabilidad celular se realizaron mediante el ensayo MTT, de acuerdo al
procedimiento realizado por Mosmann y colaboradores'#?. Para ello se empleando diferentes
concentraciones tanto la MOF sin MBA, como de los sistemas 200EP@MIL-100 y
200CMN@MIL-100. Las pruebas se hicieron en placas de fondo plano de 96 pozos y se realizaron

por triplicado.

Como primer paso se procedio a cultivar las células, para ello se mantuvieron a 37°C en una
incubadora con atmosfera humidificada de COz al 5% y se cultivaron en medio (DMEM para el
caso de fibroblastos y MEM para HelLa) con 15% de SFB y 1% de antibidtico. La solucién FBS
fue reemplazada hasta alcanzar una confluencia del 80%.

Una vez listas las células, se sembraron en la en la placa de 96 pozos a una concentracion de
10, 000 células por pozo y se agregd la suspension que contenia el material en concentraciones
0.1, 10,50, 100uM. Las células se dejaron en incubacién por periodo de 24 h y trascurrido este
tiempo fueron lavadas con solucion PBS, una vez lavadas se afiadieron 10uL de MTT a cada pozo.
La placa se incubo por 4h a temperatura ambiente y posteriormente se retiré el medio de manera
cuidadosa, adicionando simultdneamente 200 pL de solucién 4 uM de HCI en isopropanol.

Finalmente se leyeron las absorbancias a diferentes longitudes de onda (570, 590, 610 y 630 nm).
9.4 Resultados de citotoxicidad

La toxicidad celular de la MOF MIL-100(Fe) se probo en la linea celular C2C12, mediante un
ensayo MTT, las concentraciones utilizadas de la MOF se muestran en la Tabla 20. Para tener un
estandar con el cual se pudiera comparar, se dejé un control (células no tratadas con MOF). Los
resultados, Figura 71, revelaron que después de exponer por 24 h las células a diferentes
concentraciones de la MOF, la viabilidad celular se ve poco alterada ya que puede apreciar que
para la méxima concentracion (100 uM) se obtiene un porcentaje de células vivas del 92%.
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Con estos resultados se puede afirmar que esta MOF no muestra efecto citotoxico en las células

en las concentraciones probadas, lo cual sugiere que puede ser una buena matriz para el
encapsulamiento y liberacion controlada de MBA, como bien se ha demostrado en investigaciones

previas’®80:84,

120
100 =
<
>
3 80
e]
3 60
%
'S 40
X
20
0
0 0.01 0.1 1 10 50 100
Concentracion (UM)

Figura 71. Ensayo de citotoxicidad de la MOF MIL-100(Fe).

Una vez probada la citotoxicidad de la MOF se analiz6 el material cargado con curcumina
(200CMN@MIL-00) en la linea celular HelLa, con la finalidad de probar su efecto inhibidor de
células cancerigenas. Las concentraciones empleadas fueron 0.01, 0.1, 1, 10, 50, 100 uM de

curcumina en la MOF.

La viabilidad celular después del tratamiento con el sistema 200CMN@MIL-100 se presenta
en la Figura 72. Se puede observar una tendencia decreciente en la viabilidad celular, conforme
aumenta la concentracion de curcumina, de forma tal que para la méxima concentracion probada
se obtiene un 67% de viabilidad celular. Este resultado es relevante, considerando la cantidad de
MOF empleada para evitar en un 33% la proliferacion de las células cancerigenas, de acuerdo con
la Tabla 20.
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Figura 72. Ensayo de citotoxicidad del sistema 200CMN@MIL-100 (Fe).

Tabla 20. Viabilidad celular de los sistemas 200CMN@MIL-100, 200EP@MIL-100 y MIL-100(Fe).

Concentracion (UM de MBA) 0 0.01 0.1 1 10 50 100
Viabilidad 200CMN@MIL-100 100 98 86 83 79 71 67
Viabilidad 200EP@MIL-100 100 100 93 101 97 100 117
Concentracion (UM de MOF) 0 3.30E-06 3.305E-05  3.30E-04 0.003 0.03 0.16
Viabilidad MOF MIL-100(Fe) 100 101 96 91 90 98 92

De igual forma, se realiz6 el mismo ensayo, considerando que se liberan las mismas cantidades
0.01, 0.1, 1, 10, 50,100 y 200 uM, pero en esta ocasion agregando la curcumina libre, es decir sin

estar encapsulada en la MOF.

En la Figura 73 se muestra la viabilidad obtenida tras exponer durante 24 h las células
cancerigenas a la curcumina. La viabilidad celular, como se puede ver en la Tabla 21, es del 64%
para una concentracién 100 uM de curcumina, este resultado concuerda con la citotoxicidad
observada anteriormente en el sistema 200CMN@MIL-100, donde se reporté una viabilidad

celular del 65.7% para la misma concentracion.
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Figura 73. Ensayo de citotoxicidad de la curcumina.

Tabla 21. Viabilidad celular después del 24 h de tratamiento con el sistema 200CMN@MIL-100 y

curcumina.
Concentracion (UM de MBA) 0 0.01 0.1 1 10 50 100
200CMN@MIL-100 100 98 86 83 79 71 67
Curcumina 100 93 87 77 64 55 64

Por otro lado, el efecto de regeneracion celular de la epicatequina fue probado en la linea celular
C2C12. Los resultados obtenidos tras exponer a las células ante diferentes concentraciones de
epicatequina durante 24 h se presentan en la Figura 74 y en la Tabla 22. Se puede notar que la
viabilidad celular oscila entre un 88 y 98% hasta una concentracion 50 UM de epicatequina y
posteriormente se mantiene en 100% para contenidos del 50 y 100 pM.
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Figura 74. Ensayo de citotoxicidad de la epicatequina.

Tabla 22. Viabilidad celular después del 24 h de tratamiento con el sistema 200EP@MIL-100 y
epicatequina

Concentracion (UM de MBA) 0 0.01 0.1 1 10 50 100
200EP@MIL-100 100 100 93 101 97 100 117
Epicatequina 100 95 92 92 92 101 100

Finalmente, se evalu0 la capacidad de regeneracion celular de la epicatequina contenida en el
sistema 200EP@MIL-100. Los resultados observados en la Figura 75 muestran una viabilidad
celular del 117%, este resultado indica que las células no solo mantiene una viabilidad celular del
100%, sino que también se hay un crecimiento celular gracias a la epicatequina que esta siendo
liberada por la MOF, lo cual sugiere que este sistema podria ser un material prometedor para ser
aplicado en casos donde se requiera acelerar la regeneracion celular, particularmente en

aplicaciones topicas.
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Figura 75. Ensayo de citotoxicidad del sistema 200EP@MIL-100.

Asi mismo, este efecto se puede ver en las imagenes de las células vistas al microscopio, Figura
76, donde claramente se distingue que las células que no fueron expuestas a la epicatequina
presentan menor confluencia, a diferencia de las células que se trataron con el sistema
200EP@MIL-100.

Figura 76. Imagenes de células C2C12 vistas al microscopio. a) Células sin epicatequina, b) células
después del periodo de incubacidn con epicatequina.
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10. Conclusiones

Se sintetizaron materiales hibridos mediante la encapsulacién de moléculas biol6gicamente
activas en el sistema poroso de dos MOF, una cristalina, la MIL-100(Fe) y una denominada
semicristalina, la Fe-BTC. Ambos materiales fueron preparados por un método sustentable

evitando el uso de &cidos corrosivos, altas temperaturas y empleando agua como unico solvente.

Los sélidos obtenidos son de calidad, en cuanto a cristalinidad y pureza se refiere, comparable

a la de los materiales preparados por métodos solvotermales tradicionales.

A juzgar por los resultados obtenidos, la encapsulacién de rojo Congo, curcumina y
epicatequina en MIL-100(Fe) y Fe-BTC fue exitosa.

La estabilidad térmica de los sistemas encapsulados se vio significativamente afectada debido
a las interacciones existentes entre la MBA y la red de la MOF. Asimismo, dado que la
descomposicion del ligando organico y la MBA ocurrié de manera simultanea durante los analisis
de ATG, resulté imposible estimar la cantidad de MBA encapsulada por esta técnica.

Durante el estudio de la liberacion de la MBA, la descomposicion natural de ambas MOF no
permitio la cuantificacion de la cantidad de MBA liberada, debido a las interferencias entre el
ligando organico y la MBA en la técnica de UV-vis. Se sugiere el uso de la técnica de HPLC para
la cuantificacién de ambas especies, particularmente en los casos de la epicatequina y de la

creatina.

Los sistemas RC@MIL-100 y CMN@MIL-100 presentaron una liberacion prolongada hasta
24 h; sin llegar a la liberacion total. En contraposicion, los sistemas RC@Fe-BTC y CMN@Fe-

BTC no mostraron liberacion.

La citotoxicidad del material de referencia MIL-100(Fe) se estudio en la linea celular C2C12
mostrando una vialidad celular de superior al 90 %, lo que indica el material es altamente

biocompatible.
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El sistema EP@MIL-100 estudiado en la linea C2C12 mostré una viabilidad celular de 117%

indicando que el sistema podria ser utilizado para regeneracion acelerar la regeneracion celular.

El sistema CMN@MIL-100 fue estudiado en la linea celular HeLLa observandose una inhibicion
de las células cancerigenas de hasta 33%, lo que indica que el sistema posee caracteristicas

prometedoras como sistema de liberacion de moléculas anticancerigenas.
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12. Apéndice

12.1 Curvas de calibracién

0.30 4
0.25 +

0.20 ~

0.15 A
y =24.317x - 0.0446

0.104 R?=10.9989

Absorbancia

0.05

0.00 ~

-0.05

0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014
Concentracion (mg/mL)
Figura 77. Curva de calibracion rojo Congo.
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Figura 78. Curva de calibraciéon curcumina.
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12.2 Estabilidad de la MOF MIL-100(Fe)
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Figura 79. Curva de calibracion Epicatequina.

A)

204nm Fe 3*

1h

2h
——4h
——6h
——8h
—24h
— Feﬁo

209.5 nm Trimésici

— Trimésico

200 220 240
Longitud de onda (nm)

Absorbancia (u.a)

-0.5

B)
4.0

204.5nm

200 220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)

Figura 80. Estabilidad de la MOF MIL-100 (Fe) en agua a temperatura ambiente- A) Método solvotermal,

B) Método sustentable a temperatura ambiente. La estabilidad fue seguida a través de la absorcion del ion

BTC?®* en la solucién que indicaria destruccion parcial de la estructura.
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12.3 Microscopia electrénica de barrido

De manera general la MOF MIL-100(Fe) preparada por el método hidrotermal presenta un
habito de particulas octaédricas. EI material de referencia MIL-100(Fe) preparado por el método

sustentable a temperatura ambiente en este trabajo también presenta tal morfologia con tamafios

superiores a 1 um (Figura 81).

EHT = 1.00 kV/ Signal A=SE2 DCBIUAM-A ZEISS
WD = 34 mm Mag= 9.00KX

Figura 81. Micrografia MEB de la MOF MIL-100(Fe).

En el caso del sistema de encapsulacion de rojo Congo, aun se puede observar la morfologia

tipica octaédrica de esta MOF (Figura 82).
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EHT = 1.50 kV SignuIA=SE
WD = 24 mm Mag= 574KX

Figura 82. Micrografia MEB del sistema 200RC@M IL-100.

Sin embargo, en el caso de la encapsulacion de la curcumina, la morfologia octaédrica ya no

fue observada (Figura 83), s6lo se observan grandes aglomerados de particulas sin forma definida.

’ 2
EHT = 1.50kV Signal A = SE2
WD = 24 mm Mag= 5.00KX

Figura 83. Micrografia MEB del sistema 200CMN@M IL-100.

Para el caso de la encapsulacion de la epicatequina, el habito octaédrico tipico de la MIL-

100(Fe) fue retenido y el tamafio de las particulas es superior a 2 um.
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EHT = 1.50 kV

Signal A= SE2
WD = 24 mm

Mag= 6.00 KX

Figura 84. Micrografia MEB del sistema 200EP@MIL-100.

En resumen, la microestructura de los materiales hibridos preparados en este trabajo no se ve
afectada por la encapsulacién, observandose aglomerados de particulas octaédricas.

12.4 Microscopia electronica de transmision
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Figura 85. Micrografias MET del sistema MIL-100(Fe) 24h de sintesis.

127



APENDICE

Figura 87. Micrografias MET del sistema 200RC@MIL-100
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Figura 88. Micrografias MET del sistema 200CMN@M IL-100.

Figura 89. Micrografias MET del sistema 200EP@M IL-100.
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