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RESUMEN

Los MOFs (por sus siglas en inglés, Metal Organic Frameworks) son una clase de
materiales cristalinos que gracias a que presentan una gran area superficial y una
alta porosidad, permiten aprovecharlos en diversas areas del conocimiento. Esta
diversidad de aplicaciones se debe a los iones metalicos y los ligantes organicos
que los componen, pero también es importante destacar la capacidad de los
MOFs de funcionar como hospederos de una gran variedad de moléculas de

tamafios y propiedades quimicas muy diferentes.

El presente trabajo basicamente se divide en dos partes: la primera parte consta
del trabajo realizado dentro de los primeros dos semestres del programa de
Posgrado Maestria en Ciencias Quimicas, que abarca la sintesis del BioMOFN a
través de sus unidades estructurales: el zinc (Zn), la adenina (Ad) y el &cido
Bencil-Tricarboxilico (BTC). La segunda parte incluye el trabajo en linea realizado
en los dos semestres restantes (tras el cierre de los laboratorios por la emergencia
sanitaria de la enfermedad COVID-19), esta parte consta de la investigacion
documental para desarrollar un articulo de revision sobre el tema de incorporacion

de biomoléculas en MOFs y sus aplicaciones.

La parte uno, fundamenta experimentalmente una forma en que las biomoléculas
pequefias como la adenina funcionan como unidades para construir nuevos
MOFs, con propiedades particulares; la parte dos fundamenta documentalmente el
trabajo donde se habla sobre los otros enfoques existentes de incorporacion de
biomoléculas en MOFs; la encapsulacion de poros, la unidon a la superficie, la

unién covalente, la encapsulacion in situ.



ABSTRACT

Metal Organic Frameworks (MOFs) are a class of crystalline materials that, thanks
to their large surface area and high porosity, allow them to be used in various
areas of knowledge. This diversity of applications is due to the metal ions and the
organic binders that compose them, but it is also important to highlight the ability of
MOFs to function as hosts for a great variety of molecules of very different sizes
and chemical properties.

This work is basically divided into two parts: the first part consists of the work
carried out within the first two semesters of the Postgraduate program, which
covers the synthesis of BioMOFN through its structural units: zinc (Zn), adenine
(Ad) and Benzyl-Tricarboxylic acid (BTC). The second part includes the online
work carried out in the two remaining semesters (after the closure of the
laboratories due to the health emergency of the COVID-19 disease), this part
consists of the documentary research to develop a review article about

incorporation of biomolecules in MOFs and their applications.

Part one experimentally supports a way in which small biomolecules like adenine
function as units to build new MOFs, with new properties. Part two provides a
documentary basis for the work where the other existing approaches for
incorporating biomolecules in MOFs are discussed; pore encapsulation, surface

bonding, covalent bonding, in situ encapsulation.
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1. INTRODUCCION.

Las Redes Metal Organicas (MOFs: Metal Organic Frameworks), son una clase de
materiales cristalinos microporosos formados por la unién de grupos de iones
metdlicos y ligantes orgénicos, en las Ultimas décadas han ganado una especial
atencion debido a que sus propiedades intrinsecas, como su alta porosidad y sus
grandes areas superficiales, les permiten involucrarlos en una gran diversidad de
aplicaciones. Por ejemplo, en sus inicios se utilizaron en la separacion de ciertos
gases como el hidrégeno o el diéxido de carbono CO,.1* Posteriormente y debido
en gran parte a su diversidad quimica y estructural (es decir, existe una
inmensidad de posibilidades de combinaciones entre los distintos centros
metalicos y ligantes organicos involucrados), se lograron aplicar en campos como
la catalisis, el almacenamiento molecular, la entrega de medicamentos (drug
delivery), entre otras, de modo que hoy en dia podemos encontrarlos en areas tan
especificas como en la microbiologia, en la busqueda de MOFs antimicrobianos e
incluso en areas como la biomedicina, donde el MOF puede servir como un
vehiculo para la entrega de genes u otras biomoléculas y corregir la funcion de las

células.>®

En la actualidad, se “disefian” los MOFs para lograr el maximo rendimiento en una
aplicacién en especifico. Con los MOF se tiene la oportunidad de ajustar a nivel
molecular los clusteres metélicos y/o los ligantes organicos que forman la red
tridimensional, por ejemplo, si es necesario aumentar el tamafio de los poros
simplemente se modifican los ligantes organicos por otros con mayor longitud, de
modo que se presenta una interaccion adecuada del MOF con la molécula de
interés; otra ventaja significativa de los MOFs, es la de pasar por modificaciones
guimicas post sintéticas y conservar su estructura cristalina, de manera que al
agregar ciertos grupos funcionales, se pueden obtener nuevos modos de
interaccionar con las moléculas de interés.!® Ademas, la arquitectura o la
conformacién tridimensional de la Red puede predecirse también conociendo la
conformacién espacial de los grupos de metales y los ligantes involucrados, lo que

da lugar a las unidades de construccién secundarias (SBUs: Secondary Building



Units); considerando la geometria y las propiedades quimicas de las SBU y los
ligantes que las unen, es posible predecir la topologia del MOF; esta forma de

disefiar las redes permite obtener estructuras robustas y altamente porosas.%1!

2. JUSTIFICACION.

El proyecto de investigacion tomé dos direcciones, cada parte se presenta de
forma independiente; sin embargo, siguen la misma vertiente, la inclusion de

biomoléculas en Redes Metal Organicas y su posterior aplicacion.

1) Parte 1: “UN MOF DE ZINC-ADENINATOS CON ACTIVIDAD FOTO-
INDUCIDA PARA LA FILTRACION DE AIRE”.

Inicialmente la propuesta de investigacion pretendié aprovechar las propiedades
de la estructura Zn7(Ad)s(BTC)s(DMF)O+*4DMA3DMF+*4H,O (0 simplemente
BioMOFN), para evaluar su capacidad de filtracion de aire a través de su
capacidad de retencion de particulas contaminantes y su capacidad de inhibicion
del crecimiento microbiano mediante la foto- induccion de sus centros metalicos de
Zn. Estos parametros son importantes para conocer si el BioMOFN tiene la
capacidad de ser un material de filtracion reciclable y que ademas no permite el
crecimiento de microorganismos que pudieran resultar dafinos para la salud
humana, ya que los materiales con estas caracteristicas son altamente deseados
en el desarrollo de filtros para el control de la contaminacion del aire.*?3 La
sintesis del BioMOFN involucra utilizar a la biomolécula Adenina como ligante
organico y el Zn como centro metalico.** De la estructura BioMOFN destacan los
centros metalicos de Zn-O distribuidos por toda la red; en MOFs de Zn similares
como el ZIF-8 (Zeolitic Imidazolate Framework; una subclase de los MOFs) dichos
centros pueden ser foto-inducidos y presentar actividad fotocatalitica.'® El ZIF-8
activa el O, presente en la atmoésfera mediante sus centros cataliticos de Zn*
fotoinducidos (por la exposicion a la radiaciéon UV); dentro de los poros del ZIF se
produce <O> mediante transferencia de electrones, asi por la formacion de
Especies Reactivas del Oxigeno o ROS (por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen
Species) como *O>" y H-0, permiten la actividad bactericida del ZIF-8.1* Ademas,

el BioMOFN es una red anidnica lo que lo convierte en un potencial anfitrién de
2



cationes, sumandole que en su poro mas grande dos adeninas apuntan
directamente al centro del poro, cada una con dos N descoordinados, que le

podrian ayudar a interactuar con ciertas especies como el CO..

Sin embargo, la emergencia sanitaria global que en marzo del afio 2020 (mes en
gue inicié en México) causo el cese repentino de las actividades en la Facultad de
Quimica, UAEMex, y los tiempos y actividades planeadas se vieron afectados para
la idea inicial planteada por lo que la investigacién tuvo tomar una segunda
direccidn: la investigacion documental de las formas de incluir biomoléculas y las
aplicaciones que se pueden lograr tras esta incorporacion. Por igual los objetivos
inicialmente planteados cambiaron para complementar la parte experimental

realizada.

2) Parte 2. “LAS REDES METAL ORGANICAS (MOFS) COMO
PLATAFORMAS DE INCLUSION Y LIBERACION DE BIOMOLECULAS Y
SUS APLICACIONES”.

El complemento de la propuesta involucra la investigacion documental sobre como
los MOFs, se han utilizado como plataformas de inclusion y administracion de
biomoléculas funcionales, haciendo hincapié en moléculas de gran peso molecular
como el ADN y el ARN (acido desoxirribonucleico y acido ribonucleico
respectivamente), debido al potencial terapéutico y biomédico que presentan.> El
enfoque principal de las terapias que usan biomoléculas como base es lograr, en
primera estancia, una administracion de estas biomoléculas al interior de una
célula donde podran cumplir su funcién.”®¢ Esta administraciéon se logra a través
de materiales o plataformas cargadoras que estabilizan y protegen contra la
degradacion a las biomoléculas de interés; por lo que la investigacion también
pretende destacar las ventajas de los MOFs sobre otras plataformas utilizadas con
el mismo fin. Ademas, la recopilacion también aspira a promover a la investigacion
y desarrollo de nuevos MOFs (o MOFs existentes modificados) con caracteristicas
gue permitan optimizar el proceso de incorporacion y entrega de biomoléculas,
para que en algun futuro no muy lejano los MOFs sean candidatos

econdmicamente competentes como cargadores de biomoléculas en tecnologias

3



tan complejas, como lo son la entrega de &cidos nucleicos a una célula con la

finalidad de recuperar su funcion normal.

3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General.

Fundamentar experimental y documentalmente la inclusion de biomoléculas

en Redes Metal Organicas (MOFs).

3.2 Objetivos especificos.

Sintetizar y analizar por difraccion de rayos X de polvos (DRXP),
espectroscopia infrarroja (IR), microscopia electronica de barrido (SEM), la
red Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O+4DMA+*3DMF+4H>0 (BioMOFN).

Desarrollar un prototipo sencillo de dos camaras con materiales resistentes
y de no tan alto costo (acrilico), para los experimentos de filtracion de aire a

través de la retencion de particulas contaminantes por parte del BioMOFN.

Analizar la estructura BioMOFN mediante el software de acceso libre

“Mercury-Crystal Structure Visualisation”.

Obtener bibliografia cientifica sobre las Redes Metal Organicas (MOFs) y
su papel como plataformas de inclusién y liberacion de biomoléculas de

gran tamafo.

Analizar, compilar e interpretar la informacion recabada para estructurar un

articulo de revision.



4. HIPOTESIS.

* Los distintos enfoques de inclusion de biomoléculas en Redes Metal
Orgéanicas (MOFs), permiten incursionar a los MOFs en nuevas areas de
aplicacion, como la biomedicina y la desinfeccién biol6gica.

5. “UN MOF DE ZINC-ADENINATOS CON ACTIVIDAD FOTO-
INDUCIDA PARA LA FILTRACION DE AIRE”.

5.1. MARCO TEORICO.

5.1.1 ANTECEDENTES.
El rapido crecimiento de las poblaciones en el mundo ha causado un aumento en
las actividades industriales; esta industrializacion global ha sido la causante de
darios irreversibles al medio.'”:'8 Con el crecimiento de la industrializacién global,
la contaminacion, especialmente la transmitida al aire, se ha convertido en una de
las amenazas mas graves que enfrenta la humanidad y la gran mayoria de las
especies, ya que, el aire es el principal suministro de oxigeno para la vida en el
planeta y por tanto su calidad tiene un efecto directo en la salud humana, es por
esto que la purificacién del aire se ha convertido en una verdadera necesidad.81°
Los principales contaminantes gaseosos incluyen 6xidos de azufre (SOx), oxidos
de nitrégeno (NOx), mondéxido de carbono (CO) y clorofluorocarbonos (CFC).19-21
En un sistema tan complejo, la purificacién del aire se vuelve aun mas desafiante
y, en la actualidad, solo se puede obtener aire fresco con procedimientos que
presentan un alto consumo de energia y /o involucran tratamientos costosos.!® La
filtracion de aire es una forma eficaz de purificar el aire a bajo costo, y se utilizan
varios tipos de filtros segun la situacion. Por ejemplo, los filtros de detencién de
particulas de alta eficiencia (HEPA: High Efficiency Particle Arresting) estan
especialmente disefiados para la eliminacion de contaminantes y particulas mas
pequefias, sin embargo, no pueden filtrar vapores quimicos y gases téxicos.? En
otro caso, se incrustan grandes cantidades de carbon activado, a través de un
5



aditamento separado, que, junto con el sistema de filtro, se utilizan para la
adsorcion de compuestos organicos volatiles y gases toxicos. Tal disposicidon
aumenta inevitablemente, la complejidad del sistema, los costos de produccion y
la resistencia al aire por el filtro. 18 Basicamente estos filtros fibrosos solo retienen
todas estas particulas contaminantes, y fisicamente estas obstrucciones
contribuyen a la reduccién del volumen de ventilacion y a la inevitable pérdida de
la vida util del filtro. Ademas, estos contaminantes (sobre todo los de origen
organico), pueden funcionar como fuente de nutrientes para el crecimiento y
desarrollo de microorganismos, de los cuales alguno podria resultar ser patégeno

o dafiino para la salud humana.t?3

Un escenario tan complicado como lo es la coexistencia de patdégenos y otros
contaminantes en el aire complican la filtracion, ademas lograr la
descontaminacion biolégica del aire aumenta la complejidad del problema. Por
ejemplo, las técnicas rutinarias de desinfeccion del aire, como la inactivacion por
irradiacion con luz ultravioleta (UV), tienen algunos inconvenientes importantes
gue limitan su aplicacion; la esterilizacion UV puede ser un método util, pero no
tiene efectos sostenidos, conduce a la contaminacion por ozono y muestra una
baja eficacia antibacteriana si la fuente de la radiaciébn UV es la luz solar.?
Ademas, el uso extensivo de agentes desinfectantes quimicos tradicionales como
el diéxido de cloro, consume mucha energia y también tiende a formar
subproductos dafiinos en presencia o no de otros contaminantes.??
Alternativamente, la fotocatalisis heterogénea emerge como un enfoque eficiente y
rentable para eliminar la contaminacién biol6gica.?*?’ Las especies reactivas del
oxigeno (reactive oxygen species ROS) generadas, como el radical hidroxilo
(*OH), el superoxido (*O2), el oxigeno (O2) y el peréxido de hidrégeno (H202),
pueden actuar como oxidantes fuertes para eliminar microorganismos.?® Los
semiconductores, como ZnO y TiO2, son fotocatalizadores potenciales con
actividad inhibitoria contra algunos microorganismos y exhiben un buen
rendimiento en la desinfeccion del aire. Sin embargo, su eficiencia de desinfeccion
esta lejos de ser la adecuada, especialmente bajo una alta velocidad de flujo de

aire combinada con otros contaminantes como particulas suspendidas
6



contaminantes y compuestos organicos volatiles (VOCs).?® Por lo tanto, es un
objetivo muy buscado desarrollar materiales de filtracion que puedan: 1) eliminar
particulas dafinas de manera efectiva, tanto particulas como especies gaseosas e
2) interrumpir la transmision de microorganismos en el aire al eliminarlos por
completo. Ambos objetivos se han logrado individualmente y en su conjunto,
utilizando una clase innovadora de materiales, las Redes Metal Organicas (MOF),
que, debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas y su arquitectura porosa,
pueden considerarse como materiales filtrantes muy prometedores para la

purificacion del aire.

5.1.2 REDES METAL ORGANICAS (METAL ORGANIC FRAMEWORKS).

5. 1.2.1 Descripcion

Los MOF son solidos cristalinos formados por el autoensamblaje de entidades
inorganicas (poliedros, agrupaciones o clusteres, etc.) con ligantes organicos
(carboxilatos, imidazolatos, etc.), dando lugar a redes tridimensionales porosas
(Figura 1).! A pesar de que estos materiales surgieron a finales de la década de
1990, en la actualidad estan asociados con un gran numero de aplicaciones e
investigaciones importantes e incluso se siguen encontrando nuevas areas de
aplicacién. El término MOF fue introducido por el grupo de investigacion de Yagui
en 1995 tras reportar el compuesto [Cu(4-4’bpy)is*NO3(H20)15], un material
cristalino tridimensional, con canales amplios y abiertos; en su momento fue
comparado con los sdlidos microporosos competentes del momento como las
zeolitas; la estructura de Cu fue obtenida por una sintesis hidrotermal.*° A la par el
mismo grupo reportd otras redes microporosas de cobalto-BTC (Benzil
Tricarboxylic Acid); estas tenian la capacidad de incluir reversiblemente moléculas

aromaticas hospederas, logrando detonar el término MOF.3!
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Figura 1. Representacion esquematica de la formacion de un MOF. Nota: La
diversidad estructural y quimica de los MOFs se debe a que es posible utilizar una amplia
variedad de combinaciones entre los ligantes organicos y los iones o clusteres metalicos

involucrados en la sintesis. Elaboracion propia.

Existe un gran numero actual de publicaciones sobre MOFs que enfatizan en
estrategias para desarrollar redes con ciertos tamarfos, formas y topologias;
algunos otros se enfocan mas en las aplicaciones.®? Sin embargo es comun que el
término MOF pueda confundirse o utilizarse como un sinénimo de Polimeros de
Coordinacion (CP: Coordination Polymers); ya que en primera instancia ambas
definiciones pareciera que aplican en ambas clases de materiales; el termino CP
también describe la union entre el metal y el ligante organico a través de enlaces
de coordinacion.®33* Debido al crecimiento en el nimero de publicaciones e
investigaciones acerca de estos materiales se vio a la necesidad de establecer las
pautas para definir las diferencias entre los MOFs y los CPs.®® En el 2012 la
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) establece su
clasificacion jerarquica: los CP como el término mas general y las Redes de
Coordinacion (Coordination Networks) un subgrupo de los Polimeros de
Coordinacion, y a su vez, los MOFs subgrupo de estas Redes de Coordinacion
(Figura 2).3¢



Polimeros de Coordinacion
Coordination Polymer
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Coordination Networks
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Metal Organic Frameworks

Figura 2. Clasificacion jerarquica propuesta por la IUPAC para los Polimeros de
Coordinacion, las Redes de Coordinacion y las Redes Metal Organicas. Figura
replicada de la referencia 36 (Batten et al., 2018).

A la clasificacion de la IUPAC es posible agregarle un subgrupo mas, el subgrupo
de las Redes Metal Organicas que utiliza una biomolécula como ligante organico
los llamados BioMOFs o Redes Metal-biomolécula (Figura 3). A grandes rasgos
una biomolécula es una especie quimica que cumple una funcion importante para
el sustento de la vida, y su inclusion en los MOFs puede tener distintos enfoques

segun la aplicacion a la que se pretende llegar, como se vera mas adelante.

Figura 3. Los BioMOFs son un subtipo de MOFs. Elaboracion propia.



5.1.2.2 Polimeros de Coordinacion (Definicion de la IUPAC)
Los CP son compuestos de coordinacion que se extiende continuamente en 1-, 2-
o 3- dimensiones, en los que sus constituyentes, organicos e inorganicos, se unen

a través de enlaces de coordinacion constituyendo una red polimérica.®®

En este caso las unidades monoméricas son complejos de coordinacion. Un
ejemplo clasico de los CP, son los compuestos de cobalto (I1) enlazados a ligantes
4-4’bipiridinas (4-4’bpy). Estos compuestos forman una cadena polimérica lineal

que se extiende en una dimension (Figura 4).%7
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Figura 4. Representacion de un Polimero de Coordinaciéon en 1-D. Los
compuestos de cobalto (Il) unido a ligantes 4,4’-bpy forman una estructura de cadena
gue se extiende en una dimension. Rosa: Co; azul: N; rojo: O; gris: C. Figura
obtenida de la referencia 36 (Batten et al., 2018).

5.1.2.3 Redes de Coordinacion (Definicion de la IUPAC)

‘Entiéndase como Red de Coordinaciéon (Coordination Network) a aquel
compuesto de coordinacion que se extiende, a través de enlaces de coordinacion,
en 1-dimension, pero con enlaces cruzados entre dos o mas cadenas individuales
(bucles, u otro compuesto de coordinacion) que hacen que la red se extienda a 2-
03-D". 36

La jerarquia entre el CP y las Redes de Coordinacién se ve delimitada por la
direccion en que se extiende la estructura en el espacio, es decir si la estructura
crece Unicamente sobre el eje x es un CP; y si se extiende en un plano (en xyy) o
en las tres direcciones del espacio (en x. y, z) hablamos de una red de
Coordinacion. La Figura 5 muestra una red de coordinacion formada por enlaces
cruzados entre cadenas individuales extendiendo la red ahora en 2-D; los enlaces

de coordinacién Ag-N se pueden utilizar de forma fiable para la construccion de
10



redes supramoleculares.® Sin embargo, como se menciona en la definicion,
también existen redes de coordinacion que se extienden en 3D como lo muestra la

Figura 6.%°
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Figura 5. Red de coordinacion formada por enlaces cruzados entre cadenas. Gris:
Ag; azul: N; negro: C; verde: H. Figura obtenida de la referencia 36 (Batten et al., 2018).

Figura 6. Red de coordinaciéon de Cd formada por extensién en tres
dimensiones. Rosa: Cd; azul: N; gris: C. Figura obtenida de la referencia 36
(Batten et al., 2018).
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5.1.2.4 Redes Metal Orgéanicas (Definicion de la IUPAC)
‘“Un MOF es un Polimero de Coordinacion (o alternativamente, Red de

Coordinacién) que contiene vacios o espacios potenciales en su estructura”.®®

La Figura 7 muestra el MOF-5 reportado por Li et al. en 1999; los autores lo
sefialaron como una estructura robusta y altamente porosa con mayor area
superficial y volumen de poro que las zeolitas cristalinas. La estructura MOF-5
esta formada por la unién de clisteres ZnsO(CO2)s con ligantes dicarboxilatos
(tereftalatos). Tras reportar este material y utilizando la misma estrategia de disefo
simple, se lograron obtener nuevas redes, marcando el punto de partida para la

investigacion y desarrollo de nuevos MOFs.#°

Para lograr clasificar correctamente a las nuevas estructuras obtenidas y por
obtener la IUPAC recomienda el analisis preciso de la topologia de la red para
asignarlo al grupo adecuado y asi facilitar su comparacion con otros materiales

POrosas,

Figura 7. La estructura MOF- 5 se construye a partir de ligantes BDC y clusters de
Zn. Nota: Los vacios (0 espacios) regularmente distribuidos en la estructura de los MOFs
es la principal caracteristica de estos materiales. Figura obtenida de la referencia 40 (Li et

al., 1999).

5.1.3 DISENO DE REDES METAL ORGANICAS.

La gran versatilidad de los MOF se debe a su diversidad quimica y estructural.
Existe la relacion directa entre la estructura y las propiedades de un material y en
los MOFs se tiene la capacidad para disefiar y controlar la disposicién

tridimensional y la naturaleza de los elementos inorganicos y organicos que los
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componen, de forma que estas manipulaciones a nivel molecular pueden incluir,
modificar o combinar multiples propiedades deseadas en los productos
resultantes; esto aporta ventajas significativas sobre otros tipos de materiales
porosos.® Por lo tanto considerando: ciertas caracteristicas de los ligandos,
como geometria, forma y grupos funcionales presentes, y las propiedades
guimicas del metal, como la geometria de su esfera de coordinacion, nimeros de
coordinacion, entre otros, es posible: optimizar el tamafio y forma de los poros de
los MOFs, especificar la distribuciéon de los grupos funcionales en la red y en
general, obtener muchas otras propiedades para aplicaciones especificas.*

5.1.3.1 Caracteristicas del Ligante.

Los ligantes (o ligandos) son moléculas, iones o grupos funcionales que se unen,
mediante enlaces de coordinacion, con los centros metalicos. Los ligantes
organicos usados en la construccion de MOFs suelen ser acidos carboxilicos y
compuestos heterociclos que contienen nitrégeno y estos suelen ser di-, tri-, y
tetradentados (Figura 8). Los ligantes multidentados entonces, son aquellos que
tienen en su estructura dos 0 mas atomos, uno para coordinarse con el metal y los
demas para participar en la construccion de otros enlaces, de modo que la red

pueda extenderse en 2- o 3- dimensiones. 4142

X O._OH
= J
N
Ligante Monodentado
HO 0O O
o0 T T o
0O OH o o
Ligante Bidentado Ligante Tridentado

Figura 8. Ligantes organicos. Dependiendo del nimero de atomos donantes presentes
en la estructura del ligante estos pueden clasificarse como mono, bi-, tri-, tetra-dentados.
Imagen adaptada de la referencia 42 (Lu et al., 2014).
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Otra caracteristica de gran relevancia para considerar que ligantes organicos se
van a usar en la construccion de MOFs, es la carga electica que presentan estos
ligantes. Segun esta caracteristica los ligantes organicos se clasifican como
neutros y anidnicos (Figura 9).%2 Por tanto, las redes cati6nicas se originan tras la
coordinacion de ligantes neutros con centros metdalicos positivos y los MOFs
neutros o cargados negativamente provienen de los ligantes aniénicos que los
constituyen, en ambos casos para estabilizar la red es necesario equilibrar las

cargas con moléculas de carga contraria (o contraion).

(a) Ligandos neutros
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Figura 9. Los ligantes organicos pueden ser neutros o aniénicos.*. Imagen obtenida
de la referencia 43 (Dikhtiarenko, 2015).
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La amplia variedad de estructuras y topologias se debe en gran parte a la gran
cantidad de ligantes utilizados con distinta naturaleza quimica. Entre estos los
ligantes carboxilicos son practicamente los mas utilizados en la sintesis de MOFs;
debido a que: son capaces de formar mas de un enlace de coordinacion y
propician la formacién de clusteres polinucleares que funcionan como la unidad de
construccion inorganica de muchos MOFs (Figura 7).3%44 Existe una infinidad de
ejemplos de ligantes orgéanicos, fosfonatos, porfirinas, compuestos ciclicos que

contienen nitrégeno, entre muchos otros (Figura 9). 4546

5.1.3.2 Caracteristicas del Metal (lones o clisteres Metalicos).

Utilizando ligantes organicos cada vez mas largos se puede conseguir un mayor
tamafo de los poros intrinsecos de la estructura, sin embargo, la geometria del
ambiente de coordinacion de los centros metalicos puede controlar, en cierto

grado, la direccionalidad, el grado de expansién y la geometria del MOF. 4142

5.1.3.2-1 Metales.

Los metales mas comunmente utilizados para la sintesis de MOFs son los
elementos del bloque d y f, que, en funcion de su configuracion electronica, su
estado de oxidacion y numero de coordinacion, pueden formar una plétora de
especies con diferentes simetrias: lineales, angulares, piramide trigonal, plano-
cuadradas, octaédricas, entre otras variaciones dependientes del ambiente de

coordinacion del metal (Figura 10).
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Figura 10. Geometrias moleculares. Se muestran las geometrias moleculares mas
frecuentes que adoptan los metales del bloque d segin su ambiente de coordinacion.
Elaboracion propia.

5.1.3.2-2 lones Metalicos.

Los iones de la misma configuracion d" muestran similitudes importantes
independientemente de la identidad del elemento. Esto significa que Co (lll) d®
estd mas cerca en muchas propiedades de Fe (I1) d® que de Co (Il) d’. La valencia
variable de los metales de transicion conduce a muchos casos de iones con la
misma configuracion electronica (Tabla 1), y dicho lo anterior es posible predecir
nuevos complejos a partir de la existencia de sus analogos

isoconfiguracionales.4"48
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Tabla 1. Estados de oxidacién de los metales de la primera serie de
transicidon. En rojo se muestran los estados de oxidacién mas comunes e
importantes para cada elemento. Tabla adaptada de la referencia 48.

O |dfjofdjo|d|o|&]O0o|d&]|] o0 |dO

1L [d )1 (&)1 |d |1 |1 |de
e2l2 |2 |d 2 ()2 |d]|2|d2 &2
dil3 | &3 | &3 (a3 |F|3 |3 |d]|3|d
d |4 |d |4 |4 |d]4 |d]4|d]4|d

5|1d )5 |d| 5| d 5 | d*

6 [d] 6 |d]|] 6| &
7 | d°

5.1.3.2-3 Clusteres Metalicos.

Los ligantes que poseen mas de un atomo donante, pueden donar ambos pares
libres para formar un anillo quelante; a menudo estas interacciones resultan en
agregados superiores, como los clusteres metélicos. El término “cluster” describe
cualquier compuesto o complejo que contiene dos 0 mas atomos metalicos en su
estructura, aunque antes la definicion incluia también la presencia de enlaces
metal- metal, hoy en dia no es tomando en cuenta si existe 0 no un enlace metal-
metal en la estructura del clUster. Los clusteres metalicos con los ligandos poseen
sitios de unién accesibles potenciales para la formacion de agregados de mayor
tamafo, de modo que estas unidades seran los que definan la estructura MOF
resultante. En este panorama, estos elementos de construccion suelen
denominarse unidades de construccién secundaria, que son las unidades

repetitivas de construccion de las redes poliméricas MOF. !

5.1.3.2-4 Unidades de Construccion Secundarias (SBUSs).
El término “Unidades de Construccién Secundarias” (Secondary Building Units,

SBUs) fue definido por el grupo de Yaghi, para referirse a las unidades que
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permiten la formacién de las redes metal organicas por su extension mediante su
unién a través del ligante organico.'* Varios iones metalicos y clisteres metdlicos
cumplen con la definicion, por lo tanto pueden ser utilizados como SBUs. La forma
y geometria de las SBUs seran los puntos de extensién de la red y por lo tanto, se
pueden predisefiar estas SBUs para obtener una geometria y conectividad
deseada en las estructuras MOFs, En otras palabras las SBUs permiten controlar
la conectividad y la geometria de la construccion y, por lo tanto, lograr obtener
MOFs con topologias predeterminadas.*®

Figura 11. Clusteres metalicos y Unidades de Construccion Secundarias (SBUSs).
Las caracteristicas geometrias, los modos de coordinacién y el entorno de coordinacion
de los clusteres en las SBUs definen los puntos de extension de los MOF. Imagen
obtenida de la referencia 11 (Eddaoudi et al., 2001).

5.1.4 METODOS DE SINTESIS DE REDES METAL ORGANICAS.
5.1.4.1 Descripcion.

La sintesis de MOFs ha traido una atencidén impresionante en las ultimas tres
décadas, debido a la posibilidad de obtener una gran variedad de estructuras
estéticamente interesantes con el potencial para aplicarse en una serie de campos
gue parecieran no relacionarse en ningun sentido. En la seccion 5.1.3 Disefio de
redes metal organicas se ha utilizado el término "disefio", sin embargo, no es del
todo aplicable en la sintesis de los MOFs, aunque, se ha logrado establecer cuales

seran las posibles topologias, los grupos funcionales de los ligantes organicos, asi
18



como la comprension de los entornos tipicos de coordinacion de metales o las
condiciones de formacion de los SBUs ayudan a comprender y dirigir la sintesis.
La gran parte de los MOF que se han reportado se han sintetizado aplicando
estrategias clasicas de sintesis quimica; estos se obtienen como el resultado de
una reaccion entre sales del metal y un ligante orgénico, es decir las uniones
metal —ligante que se obtendran son las que son favorables termodinamicamente.
Ademas, aunque hablemos de un mismo sistema de reactivos iniciales si se varian
ciertas condiciones experimentales (tiempo, temperatura, presion, concentraciones
iniciales, pH, disolventes, etc.), pueden obtenerse distintas estructuras, debido a
las SBUs, que son los que determinan la topologia final de la red. A través de afios
de desarrollo e investigacion en MOFs se han reportado distintos métodos para su

sintesis.10

La temperatura de reaccion es uno de los parametros principales en la sintesis de
MOFs, y normalmente se distinguen dos rangos de temperatura, solvotermal y no

solvotermal, que dictan el tipo de reaccion que debera usarse.
La definicion de reacciones solvotermales, seguin Rabenau, 1985:

“‘Reacciones que tienen lugar en recipientes cerrados bajo presion autdgena por

encima del punto de ebullicién del disolvente”.>°

Por tanto, las reacciones no solvotermales son aquella que suceden por debajo o
en el punto de ebullicion a presidén ambiente, lo que simplifica los requisitos
sintéticos. En contraste con las reacciones solvotermales donde los propios

vapores del solvente son los que generan la presion en el reactor.

5.1.4.2 Métodos Termales.

Este tipo de métodos pueden ser hidrotermales si el disolvente utilizado es agua y
solvotermales cuando se utiliza un disolvente organico como medio de reaccién. El
proceso de formacion de cristales habitualmente utiliza un recipiente de teflén
dentro de un autoclave. Las temperaturas de reacciéon dependen del punto de
ebullicién del solvente utilizado, generalmente se encuentran entre 100-200°C y a

presién autogenerada por los vapores de la solucion. El tiempo representa el
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principal inconveniente de estos métodos; ya que algunas veces los tiempos que
tardan en formarse los cristales de MOFs, van desde horas hasta semanas, sin
embargo, los métodos termales siguen siendo los mas ampliamente utilizados en
la sintesis de MOFs.0

Generalmente, en los métodos termales las particulas resultantes son
heterogéneas con respecto al tamafio, por lo que si es necesario obtener nano
particulas de MOF (nMOF) homogéneas del mismo tamafio, los métodos asistidos

por microondas y el método sonoquimico son los mas idéneos.>?

5.1.4.3 Método de reaccion por microondas.

La irradiacion con microondas proporciona la ruta mas eficiente para reducir el
tiempo de sintesis de los materiales porosos de varios dias a unos minutos.?
Practicamente esté método implica una sintesis hidro/solvotermal, en donde el

calentamiento de la solucion de sintesis se consigue con microondas.>3

La sintesis asistida por microondas se ha aplicado en la preparacion de algunos
MOFs, como el ya mencionado MOF-5 o el HKUST-1.54%°

5.1.4.4 Método Sonoquimico.

Los ultrasonidos inducen cambios fisicos o quimicos debido a la formacion,
crecimiento y colapso instantaneo de particulas solidas o burbujas en fase liquida,
proceso conocido como cavitacion. Este proceso genera zonas de alta
temperatura y altas presiones, capaces de promover una reaccion quimica de

formacion de cristales.%6:57

La irradiacion por microondas y el método sonico son los enfoques de
calentamiento no convencionales mas simples, econdmicos Yy eficientes
disponibles. Ambas técnicas estan teniendo un papel destacado en el campo de
las sintesis de MOFs, donde el grado de aceleracion de la sintesis y la reduccién
del tamafio de los cristales son las caracteristicas mas destacables de estos
métodos; incluso son los que mas se utilizan para obtener particulas

nanométricas.>!
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Podemos clasificar las reacciones para la sintesis de materiales solidos cristalinos
en reacciones en solucion y en estado solido; en las primeras la disolucion de los
reactivos favorece el transporte de moléculas y, por lo tanto, acelera las
reacciones como en los ejemplos anteriores; mientras que las reacciones en
estado sélido generalmente se realizan a alta temperatura para que los reactivos

entren en contacto entre si a nivel molecular y lograr la sintesis.>8

La sintesis utilizando disolventes, es considerado un método tradicional que se ha
aplicado en el desarrollo de solidos cristalinos durante muchos afios; sin embargo,
el uso a gran escala (industrialmente) maxima sus costos e incluso algunos
solventes organicos presentan implicaciones debido a que pueden ser
perjudiciales para el ambiente Actualmente, la investigacion en MOFs se esta
inclinando en el desarrollo de técnicas de sintesis de materiales que son
econdémicas y no perjudiciales para el medio ambiente, como la sintesis
mecanoquimica relacionada con la reaccion quimica motivada por la fuerza

mecanica y que no involucra el uso de disolventes.5°

5.1.4.5 Método Mecanoquimico.

La sintesis mecanoquimica al ser libre de disolventes, puede considerarse no
perjudicial para las cuestiones ambientales; aqui la union de los metales y los
ligantes se da a través de una fuerza mecanica que se produce en la molienda
(con en un mazo y mortero). de los reactivos, la sal metalica y el ligante organico.
En los dltimos afos para garantizar la reproducibilidad y controlar la velocidad y la

duracién de la molienda, se utilizan los molinos eléctricos. 2759

El método mecanoquimico presentan grandes ventajas: 1) los tiempos de reaccion
cortos, las reacciones se completan moliendo durante aproximadamente 5-60 min
2) debido al bajo costo y por ser “amigable” con el medio ambiente, las reacciones
se llevan a cabo a temperatura ambiente y sin el uso de solventes. 3) debido a que
las sales metalicas u 6xidos metalicos insolubles pueden usarse como materiales

de partida en la reaccion.>8
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5.1.5 PROPIEDADES Y APLICACIONES DE LOS MOFS.
5.1.5.1General.

Durante los primeros afios del desarrollo de los MOFs, las investigaciones tenian
el objetivo de sintetizar y explorar nuevas estructuras y topologias, y entre mas
resultados se obtenian, mas propiedades excepcionales se les iban adjudicando a
estos materiales; hoy en dia es posible modular (hasta cierto punto), el MOF para
obtener las propiedades ideales para cierta aplicacion en especifico, como se
menciond anteriormente. Es por esto que los MOF abarcan una amplia variedad
de aplicaciones y tienen el potencial para explorar otras aplicaciones de distintas
areas del conocimiento, todo depende directamente de los bloques de

construccion utilizados para el ensamblaje de la red.

5.1.5.2 Algunas Propiedades.

Al hablar de las propiedades de los MOFs, es imprescindible destacar la presencia
de la alta porosidad extendida uniformemente por toda la red, que deriva en
valores impresionantes de areas superficiales.>8 Otro de los muchos atributos de
los MOF es el magnetismo. Este se puede implementar incorporando portadores
de momento magnético como metales paramagnéticos o ligantes organicos o
ambos; el magnetismo también se puede introducir en huéspedes, mientras que el
MOF permanece no magnético.®® La mayoria de las estructuras MOF magnéticas
son aquellas que contienen centros metéalicos paramagnéticos y, en particular, los
metales de transicion de la primera fila (V, Cr, Mn, Fe, Co, Niy Cu). Estos metales,
gue pueden existir en diferentes estados de oxidacion (Tabla 1), permiten la
variacion de los dos parametros importantes, el nimero cuantico de espin y la

anisotropia magnética.*”:60

5.1.5.3 Aplicaciones.

Otra forma de visualizar algunas propiedades de los MOFs es a través de sus
aplicaciones. Por ejemplo, las propiedades mecanicas de los MOF como la rigidez,
cambian segun el tipo de aplicacion: para el almacenamiento de fluidos, gases u
otras moléculas huésped, sensing, entre otras aplicaciones, generalmente se

utilizan estructuras cuyos elementos de construccidon confieran rigidez y firmeza a

22



los MOFs.154461 Por el contrario, si la aplicaciéon implica el almacenamiento y la
liberacion de moléculas huésped, se prefieren elementos de construccidn que con
la aplicacion de estimulos externos induzcan cambios conformacionales en el
MOF, permitiendo la salida de las moléculas retenidas dentro de los poros de las
MOFs.! Ademas, los MOF abarcan otras aplicaciones interesantes, tales como
separacion/ almacenamiento de gases, adsorcion de moléculas, catalisis,
purificacion de agua y aire, poseen propiedades bactericidas y un gran potencial

médico y biomédico. %27

Bésicamente, la mayoria de las aplicaciones tienen como fundamento la
caracteristica de los MOFs de comportarse como anfitriones (host) de moléculas
huésped (guest). La propiedad de adsorcion esta presente en todos los MOFs, a
continuacion, se comentan brevemente las aplicaciones de la adsorcion

relacionadas con el presente trabajo.

5.1.5.3-1 Adsorcion

Una de las propiedades mas exploradas de los MOFs se da a través del
mecanismo fisico de la adsorcion. La adsorcién es un fenbmeno de superficie,
gue, en pocas palabras, involucra la retenciéon de atomos, iones o moléculas de
gases, liquidos o sélidos en una superficie de naturaleza diferente.* La mayoria de
las aplicaciones de los MOFs estan basados en este fendmeno fisico, ya que les
permite actuar como anfitriones de moléculas huésped. Generalmente la retencion
se da en la superficie externa o en los compartimientos porosos de los MOFs, este
ultimo proceso permite la encapsulacion de una gran variedad de especies

guimicas, en funcién de la naturaleza electroquimica de la red.?

5.1.5.3-2 Almacenamiento y separacion de gases.

Ambas aplicaciones fueron las primeras en ser estudiadas para los MOFs, debido
a su propia naturaleza ultraporosa, por lo que las especulaciones de ser buenos
candidatos para el almacenamiento y separacibn de gases quedaron atras
confirmando que incluso pueden ser mejores que las zeolitas o el carbén activado.
Los estudios se centraron inicialmente en la adsorcion de hidrogeno, metano y
002_1,68
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El hidrogeno es considerado como la energia limpia ideal debido a que contiene
2.6-3 veces mas energia por unidad de masa que la gasolina, siendo una
alternativa limpia contra el uso de combustibles fésiles.®® Sin embargo, existen
complicaciones considerables que aun impiden su aplicacion; debido a esto los
esfuerzos por el almacenamiento de hidrogeno a través de MOFs se ha
potencializado.®* Desde el primer MOF que se estudié para la adsorcién de
hidrogeno en 2003, el MOF-5, se ha ido cada vez mejorado un poco mas la
capacidad de adsorcion del hidrogeno.?6%.68

El metano es otra prometedora alternativa a los combustibles fosiles. Ademas de
gue es un gas que contribuye al efecto invernadero, por lo que un gran nimero de
MOFs se han explorado para el almacenamiento de CHs. El HKUST-1, es uno de
los MOFs representativos para dicha aplicacion, ya que exhibe un excepcional

volumen de almacenamiento contra el metano a temperatura ambiente. "

El CO, también es un gas causante del efecto invernadero y su incremento por
acciones antropogénicas han ido aumentando inconmensurablemente en la Ultima
década.l”'82° Por lo que, si se desea contrarrestar los efectos de cambio
climético, hablar de las emisiones de CO2 siempre sera un tema primordial. Desde
sus inicios los MOFs han tenido un papel importante en el desarrollo de técnicas
prometedoras para la separacién y captura del CO..”* Los MOFs funcionan como
tamices moleculares en la separacion de CO2 en mezclas gaseosas y en mezcla

con biogas. #7173

5.1.5.3-3 Purificacion de aire.

Sumandole a las ya mencionadas propiedades de alta porosidad y areas
superficiales arriba de 7000 m?g?, la alta estabilidad térmica y la relacion directa
con el almacenamiento y la separacién de gases, los MOFs son los candidatos
ideales para la purificacion de aire.®® En los Ultimos afios se han propuestos
distintos MOFs como filtros adsorbentes y fotocatalizadores para el control de la
contaminacion del aire los llamados MOFilter.13646567  Estos Filtros MOFs
presentando ventajas contra los filtros a base de fibras.'*® También se han

utilizado MOFs para eliminar gases toxicos y vapores.63:66
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5.1.5.3-4 Actividad Catalitica

Por todas las propiedades descritas con anterioridad, los MOFs son candidatos
prometedores para la catdlisis heterogénea.! La catdlisis heterogénea hace
hincapié en que el catalizador se encuentra en una fase distinta a los reactivos. La
actividad catalitica de un MOF puede deberse, a los centros metalicos presentes o
los sitios abiertos provenientes de los ligantes.®

5.1.5.3-5 Actividad Fotocatalitica.

Los MOF son, ademas, prometedores fotocatalizadores heterogéneos; en la
busqueda de nuevos materiales para el almacenamiento de energia fotdnica, los
MOFs resultaron tener aplicaciéon en campos de fotocatalisis. La fotocatélisis hace
referencia a una reaccion catalitica que involucra la absorcion (o la interaccion
directa) de luz por parte de un catalizador o sustrato. Las redes metal organicas
son fotocatalizadores eficientes en una amplia variedad de procesos, como la
fotogeneracion de hidrégeno a partir de agua (water splitting), fotorreduccion del

CO- y recientemente actividad fotocatalitica bactericida.!36474

5.1.5.3-6 Actividad fotocatalitica bactericida.

Li en 2019 demostré que con el ZIF-8 (un MOF zinc-imidazolato) existia una
eficacia de inactivacion contra Escherichia coli > 99.9999% (en solucion salina,
tras 2 h de tratamiento de irradiacion solar simulada hacia el ZIF-8).1 El ZIF-8
superé a los fotocatalizadores biocidas oxido de zinc (ZnO) y 6xido de titanio
(TiO2), en velocidad de inactividad y eficiencia.?® Segln estos trabajos el O2
presente en la atmdsfera podria activarse facilmente mediante centros cataliticos
fotoinducidos (por la exposicion a la radiacion UV) de Zn* dentro de los poros de
las MOF para producir *O2" mediante transferencia de electrones, asi la formacion
de ROS como <O>" y H20: fue el principal proceso responsable de la actividad
bactericida del ZIF-8. Ademas, ZIF-8, se utilizO como MOFilter (filtros a base de
MOFs) mostrando un rendimiento sobresaliente para el control de la
contaminacién del aire y la proteccién personal, funcionando como un medio de
filtracion con un 97% de eficiencia de captura de particulas en suspension (PM:

particulate matter) a una velocidad de flujo de 0.7 ms™, asi como de presentar una
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superficie fotoinductora que mata a las bacterias del aire con> 99.99% de
eficiencia bactericida.

5.1.6 ESTRUCTURA DEL MOF DE ESTUDIO.
Antes de describir el MOF utilizado en el presente trabajo, a continuacién, se

comentan las categorias en las que puede incluirse esta estructura.

5.1.6.1 Zn-MOFs.
Los iones metalicos mas comunes utilizados en la sintesis de MOF son Zn (Il) y
Cu (Il), por lo que es muy comun categorizarlos como Zn-MOFs o Cu-MOFs

respectivamente.®’®

5.1.6.2 BioMOFs.

El término Bio-MOF fue popularizado en 2009 por el grupo de Rosi como una
nueva familia de MOF, tras incorporar adenina como una unidad de construccion
secundaria (SBU) en una estructura conocida como BioMOF-1.** Sin embargo,
Imaz et al. en una revision sobre este tema, defini6 a los BioMOFs como
estructuras metal organicas con el criterio Unico de la presencia de una
biomolécula dentro de su estructura (red metal-biomolécula), generalmente

aminoacidos y bases nitrogenadas.”®

5.1.6.3 Estructura Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O*4DMA+3DMF+*4H-0.

El BioMOF Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O+*4DMA+«3DMF+4H,0 fue reportado en el 2017,
es una estructura a base de zinc, adenina y acido benceno-1,3,5-tricarboxilico
(BTC) obtenida a través de una reaccion hidrotermal; en la imagen de la izquierda
de la Figura 12 cada poro de la estructura (encerrado en rojo) presenta dos
adeninas (en verde) apuntando directamente hacia el centro del poro, y que
ademas que por cada adenina dentro del poro existen dos atomos de N libres que
podrian funcionar como bases de Lewis (esferas color azul claro en las adeninas
verdes), en materiales similares esta disposicion de las adeninas ha demostrado
tener una alta selectividad en la adsorcién del CO> en una mezcla de distintos
gases, sumandole que es una red anidnica, los autores sefialan a este compuesto
como un candidato para funcionar como anfitrion de mualtiples moléculas

catiénicas.®>!* De la estructura de Znz (Ad)4(BTC)s(DMF)O*4DMA*3DMF+*4H,0
26



destacan los centros metdlicos de Zn-O distribuidos uniformemente por toda la red
(Figura 12, derecha, esferas color cyan), dichos centros pueden ser foto-inducidos
con una fuente de energia externa y presentar actividad fotocatalitica importante,
como en los estudios de desinfeccion biolégica mencionados arriba.®*377.78 por
todas estas caracteristicas el BioMOFN tiene el potencial para ser un material de
filtracion reciclable y biocida, materiales altamente deseados en filtros para el
control de la contaminaciéon del aire. El modelo de la estructura del BioMOFN
permite tener un mayor acercamiento y entendimiento de los grupos funcionales

potencialmente accesibles, que permitiran la aplicaciéon del BioMOFN en la

filtracion de aire y en un futuro en la desinfeccion bioldgica.

Figura 12. Estructura Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O*4DMA*3DMF+4H,0O (BioMOFN).
Elaboracién propia.

5.2 MARCO EXPERIMENTAL.

5.2.1 Sintesis de la Red Zn7(Ad)a(BTC)a(DMF)O+4DMA+«3DMF+4H20 (BioMOFN).

Para la sintesis del BioMOFN Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O*4DMA*3DMF+*4H,0O se
utilizé la metodologia descrita por Giles-Mazén et al., en 2017 (con unas ligeras
modificaciones) la cual consiste en una reaccién hidrotermal de los reactivos:
cloruro de Zinc junto con adenina y acido benceno-1,3,5-tricarboxilico (BTC) como

ligantes disueltos en dimetilformamida (DMF) (Figura 13).%4
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Reactlvos ut|||zados en la sintesis del BioMOFN
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I >

I N _ Acido Nitrico (0.2
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L

. Formiato de sodio
Adenina Acido trimésico (BTC)

1)Los reactivos se
disuelven en DMF.

2) La reaccion se dejé
en agitacion por 20 min.

4) A su vez la linea de teflén
se coloca en un autoclave y
se deja en una estufa a

130°C durante 24 horas
3) Tras los 20
min. la solucién

se vierte a una
linea teflon.

5) Tras las 24h, el autoclave se
deja a temperatura ambiente, y
se recuperan los cristales.

Cristales obtenidos

Figura 13. Resumen ilustrativo de la sintesis de los cristales de la red BioMOFN.
Elaboracion propia.

Los reactivos fueron afadidos en un solo vaso en las proporciones y el orden

siguiente:
e 0.6155 mmol de Cloruro de Zinc (ZnCly).
e 4ml de DMF, para disolver el ZnCl..
e 0.614 mmol de Adenina.
e 0.614 mmol de Formiato de Sodio (CHNaO-).
e 4ml de DMF.
e 0.618 mmol de Acido Trimésico (BTC).

e 4 mlde DMF.
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e 3 ml de solucién acuosa de acido nitrico (0.2 mmol).

La solucién obtenida se traspas6 a un vaso de teflén con tapa, y esté a su vez se
coloco en una autoclave por 24 horas en una estufa a 130 °C, lo que permite la
reaccion solvotermal, ya que el punto de ebullicion del DMF es de 153°C. Pasando
las 24 horas y una vez que se enfrid el autoclave, se recuperan los cristales
incoloros del BioMOFN, después se lavaron dos veces con DMF vy por filtrado del

solvente se secaron.

5.2.2 Previsualizacion de los cristales en microscopia optica (M.O.).

Posterior al filtrado y la recuperacion de los cristales, la primera observacion
detallada de los cristales obtenidos fue a través de un microscopio Optico marca
Leica® modelo DM500. Conocer la integridad de los cristales una vez recuperados
permite predecir si estos seran funcionales para la aplicacion deseada y

adecuados para los analisis posteriores (Figura 14).

Figura 14. Microscopio Optico DM500, Leica®.
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5.2.3 Caracterizacion BioMOFN.

La caracterizacion de la red sera por andlisis de Difraccién de Rayos X de polvos
(PDRX) con el fin de confirmar la estructura cristalina del BioMOF, de la mano de
una Espectroscopia infrarroja (FT-IR) para determinar los modos vibracionales de
los grupos funcionales de la estructura; Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

para determinar la forma y tamafio de los cristales sintetizados.

5.2.3.1. Difraccion de Rayos X de polvos (PDRX).

Con la finalidad de analizar la fase cristalina de los sélidos incoloros obtenidos, se
realizé el analisis PDRX correspondiente; con esta técnica también es posible
determinar las estructuras, por la comparacion de los difractogramas obtenidos
con los que se encuentran en las bases de datos. El analisis de la estructura
BioMOFN se realiz6 en un difractometro polvos modelo Ultima IV marca Rigaku®

(Figura 15), siguiendo las siguientes condiciones:
e Intervalo de medicion: 0° hasta 30° (20).
e Tamafo del paso: 0.02°

5.2.3.2 Espectroscopia infrarroja (IR).

El analisis por espectroscopia infrarroja (IR) permite determinar los modos
vibracionales de los grupos funcionales de la estructura, por lo que puede
obtenerse un perfil preliminar de esta, sin embargo, no es una técnica definitiva y

generalmente para identificar un compuesto es necesario efectuar otros analisis.

El analisis IR se realizdé en un espectrometro IRTracer-100FT- Shimadzu® con un

ATR (Attenuated Total Reflection) de ventana de diamante (Figura 16).
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Figura 15. Analisis PXRD. Difractometro de polvos (Ultima IV, marca Rigaku®).

5.2.3.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

La microscopia electréonica permite obtener un perfil muy detallado sobre la
superficie y morfologia de los cristales obtenidos. Las electromicrografias del
BioMOFN fueron obtenidas con el microscopio electronico de barrido (SEM) JCM-

6000 marca JEOL (Figura 17). La intensidad del haz de electrones fue de 5 kV.
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Accesorio ATR
con ventana
de diamante.

Figura 16. Andlisis de espectroscopia IR. Espectrometro IRTracer-100 Shimadzu®.

Figura 17. Microscopio Electrénico de Barrido (SEM-JEOL, JCM 6000).
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5.2.4 Evaluacién de la capacidad de filtracién de particulas contaminantes por el
BioMOFN.

5.2.4.1 Procedimiento para la construccion del Instrumento de dos camaras para
el experimento de filtracion de aire para la retencion de particulas.

Los experimentos de filtracion de aire del BioMOFN se realizar4 en un sistema
sencillo de dos camaras (Figura 18). Cada camara tiene un volumen aproximado
de 3.375 Litros. De entre los materiales disponibles para su construccién se opt6
por utilizar acrilico transparente, polimetilmetacrilato (PPMA). Hay diversos
motivos por el cual utilizar PPMA, si se compara contra el vidrio convencional, esté
presenta una mayor resistencia contra impactos de golpes, lo que permite
transportarlo grandes distancias con el minimo riesgo de terminar con dafos;
ademas de que puede modificarse facilmente sin utilizar equipo costoso o

especializado.
Se utilizaron hojas de acrilico con las siguientes dimensiones:
e Cuatro piezas 15cm x 30cm x 0.6cm.

e Tres piezas 15cm x 15cm x 0.6cm, dos poseen un agujero en el centro con
didmetro de 5 cm cuyo propésito es colocar el filtro MOF o el ventilador en
él. El ventilador utilizado es de 5V, que originalmente se utiliza en el

sistema de enfriamiento de una PC.

La Figura 18 detalla el procedimiento para la construccion del sistema de dos

camaras.

5.2.4.2 Experimento de retencion de particulas contaminantes.

El sistema de dos camaras basicamente funciona de la siguiente manera: el
primer compartimiento consiste en una camara de generaciébn y mezcla de
particulas contaminantes y una camara subsecuente de recoleccion post filtracion.
Las particulas pasan de la camara de generacion a través del BioMOF, a la
camara de recoleccion usando un ventilador con el que puede controlarse el flujo

de aire. En la cAmara de generacion y mezcla, las particulas contaminantes
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provendran de humo de cigarros de tabaco y de inciensos comerciales tal como
los métodos descritos por Zhang et al. 2016, Lee y Jeon 2020, y Bian et al.
2018.186579 QOtra forma es suministrar una mezcla de gases (entre ellos CO2, por
ser causante del efecto invernadero) desde la cAmara de generacion hasta la

camara de recoleccion (Figura 19 y Figura 20).

4 unidades

B e e

1 unidad Dlsmetro ?cm Entrada/Ventilador

2 Filtro MOF

J10pe|IuaA

1 |
AN XY
xS - I 3

Figura 18. Elementos necesarios para la construccion del instrumento de pruebas
para medir la eficiencia de retencion de PM por el Filtro MOF. Son necesarias cuatro
unidades de laminas de acrilico de dimensiones 15cm x 30cm x 0.6¢cm (en rojo), que
funcionan como las paredes laterales, la base y la parte superior (que funciona como
tapa). De las tres unidades con dimensiones 15cm x 15¢cm x 0.6¢cm (en azul), dos poseen
un agujero en el centro con diametro de 5 cm cuyo propdésito es colocar el filtro MOF o el
ventilador en él; y la tercera hoja de acrilico (en gris) funciona como la pared restante de
la caja.
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Fuente
de luz ¢

Entrada

Flujo de aire

Figura 19. Representacion esquematica del experimento de filtracion del BioMOF
usando gases. En la cAmara de generacion a través de la entrada es posible suministrar

una mezcla de gases. En el esquema se representa al CO», debido a que el BioMOFN

tiene una interaccion directa con este gas.'

+«—— Flujo de aire

Incienso/
Cigarro

TTLTHIETY

t %

Sensor laser detector de particulas

Figura 20. Experimento de filtracion del bioMOFN usando humo de cigarros o
inciensos. En la cAmara de generacion las particulas contaminantes provienen de
fuentes como el incienso o cigarros de tabaco una vez que hacen combustion.
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5.3 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.3.1 Resultados de la sintesis.
Tras la sintesis solvotermal, se recuperaron cristales incoloros mediante la

filtracion del solvente (Figura 21).

Figura 21. Vista macroscopica de los cristales recuperados. Se recuperaron cristales
incoloros, en la cantidad adecuada para continuar con la caracterizacion.

5.3.2 Microscopia Optica (M.O.).

Mediante microscopia 6ptica (M.O.) se obtuvo un perfil preliminar de la morfologia
y tamafo de los cristales obtenidos, en las micrografias de arriba de la Figura 22
se distinguen zonas oscuras que son cristales de BioMOFN maclados, y con
crecimiento irregular, y al fondo con muy poca nitidez se distinguen cristales
individuales e incluso algunos fragmentados. Aunque pareciera no tener relacion,
una forma de obtener cristales individuales y de mayor tamafio se debié a un solo
cambio en la metodologia. Segun la metodologia de sintesis realizada en el 2017,
es necesario utilizar dos recipientes, para disolver los reactivos individualmente y

una vez disueltos juntarlos en un solo recipiente donde continua la reaccion; sin

36



embargo, el cambio de hacer la reaccién en un solo recipiente reduce que los
cristales salgan maclados. Una posible explicacién sobre la agrupacion asimétrica
de los cristales del BioMOFN puede deberse al ligante organico adenina que
presenta al menos cuatro sitios de coordinacion y/o al BTC que presenta tres sitios

de coordinacion.

Figura 22. Analisis morfolégico en microscopia éptica. Las zonas oscuras en las
micrografias representan cristales de BioMOFN maclados, y con crecimiento irregular, al
fondo se distinguen cristales individuales e incluso algunos rotos.
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5.3.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM: Scanning Electronic Microscopy).

Posteriormente, con la microscopia electrénica de barrido (SEM) se confirmé que
los cristales obtenidos presentaron el tamafio adecuado para el desarrollo de
siguientes experimentos; como se observa en la Figura 23, la longitud de los
cristales individuales sin romper fue de aproximadamente medio milimetro (428
um para el cristal mostrado en la electromicrografia de la izquierda), sin embargo,
como se visualiz6 con anterioridad en M.O, algunos cristales se encontraron

fracturados y posiblemente se rompieron durante la colecta del material.

No.1
428 um e
7188 -

High-vac. SE| PC-std#®15 kV L. X150

Figura 23. Analisis morfoldégico en microscopia electronica de barrido (SEM) de los
cristales de BioMOFN.

5.3.4 Resultados de la caracterizacion: IR

El analisis de FT-IR del material obtenido permitié determinar la presencia de las
bandas del espectro de IR caracteristicas del BioMOF: las bandas 3332 (br), 3154
(br), pertenecen a vibraciones de —NH- y —NH> de la adenina; la banda 1619(s) se
asocia a los carboxilatos del BTC; posiblemente la banda 1469 (w) representa la

vibracion C-N; 1344(s) a la presencia de —CHs; 1223 (s) representa probablemente
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la union C-C; y la banda 574 (s) representa la unién del metal con el NHz (Figura
24).
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Figura 24. Analisis de las bandas del espectro FT-IR de los cristales de BioMOF.

5.3.5 Resultados de la caracterizacion: DRXP.

Con la Difraccion de Rayos X de polvos se logré determinar que los cristales
obtenidos, efectivamente se trataban de la fase cristalina correspondiente al
BioMOFN Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O*4DMA+*3DMF+4H,0 (Figura 25), y que también
la integridad de la estructura se mantuvo tras la desolvatacion. En el difractograma
del material obtenido tras la sintesis se puede observar que los picos mas grandes

coinciden con los picos mas grandes del difractograma del simulado Estos
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resultados también demuestran que los cristales son adecuados para ser
soportados en a- alumina para formar las membranas que funcionaran como filtros
para experimentos posteriores; o incluso crecerlos en algunos materiales fibrosos

gue maximicen la propiedad de filtracion.

a) Material obtenido
tras la sintesis

b) Simulado

10 15 20 25
20

Figura 25. Difractograma de los cristales de BioMOFN.

5.3.6 Modelado de la estructura Zn7(Ad)4(BTC)a(DMF)O+*4DMA+«3DMF+4H>0.

Se model6 la estructura del BioMOF en el software de acceso “Mercury-Crystal
Structure Visualisation” del Centro de Datos Cristalograficos de Cambridge
(CCDC) para tener un mayor acercamiento a la estructura y poder determinar una
aplicacién potencial segun los grupos funcionales presentes en el BioMOF. Una
caracteristica importante son los centros metélicos de Zn uniformemente
distribuidos por la red; ademas, existen siete atomos Zn por cada cuatro moléculas
de Adenina presentes en la estructura. Los centros metalicos de Zn es lo que
permitid al ZIF-8 generar ROS y asi lograr una inhibicién en el crecimiento de
Escherichia coli y otros microorganismos (Figura 26). Y no solo el ZIF-8 también
otros Zn-MOFs, tienen el mismo comportamiento; estos centros metalicos de Zn
presentan el potencial de inhibir el crecimiento de ciertas especies de

microorganismos.®’”’® Una vez excitados los centros de Zn (pueden ser excitados
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con luz), estos pueden generar especies reactivas del oxigeno (ROS) a partir del

O. atmosférico y son estas especias las responsables de eliminar a estos

microorganismos aledafios.

0*\
.I‘:f:‘ !

3 J

|

L,
‘ \’

N f

Patégenos en
el ambiente

Figura 26. Mecanismo hipotético sobre la desinfeccidn aérea por los Zn MOFs.
Figura adaptada de la referencia 13 (Li et al., 2019).

5.3.7Instrumento de dos camaras para la filtracion de aire,

El modelo final del sistema de dos camaras para los experimentos de filtracion se

muestra en la Figura 27; esta consiste en una camara de generacion donde se

generan las particulas de la combustion de cigarros e inciensos; y por medio del

ventilador se genera un flujo de aire que pasa a la camara post filtracion a través

del BioMOF que funciona como filtro (Figura 28). El ventilador puede modificarse

de modo que el flujo de aire de la camara de generacion corra en sentido opuesto.
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Compartimento Entrada/
para Filtro MOF Ventilador

Figura 27. Modelo final del Instrumento de dos camaras para el experimento de
retencion de particulas contaminantes por el MOF.

Como lo muestra la Figura 26, el propoésito de utilizar una fuente de luz que apunte
directamente al Filtro MOF, es el de excitar los centros metalicos de Zn presentes
en el BioMOFN en un proceso similar realizado con en el ZIF-8.2 En el
instrumento dicha luz es emitida por un LED (light-emitting diode) de 3V y esta
puede colocarse de modo que apunte directamente al centro del instrumento
segun la posicién que se le dé en el ventilador (Figura 28); ademas que indica si el
ventilador se encuentra encendido debido a que comparte la misma conexidon que
llega a la pila o fuente de energia. Ademas, es posible integrar una fuente de luz

con mayor energia que permita excitar estos centros metalicos.
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Fuente de Luz

Figura 28. Vista lateral del Instrumento utilizado en el experimento de retencién de
particulas contaminantes. A) Acercamiento al compartimiento para el filtro MOF y al
ventilador. B) Una vez encendido el ventilador permite el flujo de aire dentro del
instrumento y a su vez emite una fuente de luz que apunta en direccién al compartimiento
donde se encuentra el MOF. C) Cara lateral del sistema, el ventilador y la luz se
encienden simultaneamente por medio de una pila. El ventilador es de 50 mmy de 5V;y
la luz LED azul de 3V.

5.3.8 Cartel Cientifico.

El cartel cientifico de titulo “UN MOF DE ZINC-ADENINATOS CON ACTIVIDAD
BACTERICIDA FOTO-INDUCIDA PARA LA FILTRACION DE AIRE” fue
presentado en la Segunda Bienal estudiantil de Ciencia y Tecnologia 2020 de la
Universidad Auténoma del Estado de México llevada a cabo en diciembre del 2020
(Figura 29 y Apéndice A).

43

p ajuan4

.

eibiaus 9

L
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5.4 CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS.

De los resultados podemos concluir que:

Se logré establecer una metodologia para sintesis del BioMOFN con ligeras
modificaciones a la reportada en 2017; la sintesis sucede en un solo recipiente y
se modifica el orden en el cual se agregan los reactivos, a diferencia de como
inicialmente se planted. Estas modificaciones permitieron mitigar uno de los
principales problemas a la hora de sintetizar el BIoMOFN el de obtener cristales
individuales no maclados y de tamafio milimétrico (Figura 23), ademas en los
resultados de PDRX e IR es posible distinguir que la fase cristalina es la misma
gue la reportada en 2017 y por lo tanto las modificaciones al método no cambiaron
la estructura cristalina del BioMOFN (Figuras 24 y 25).

El modelo de la estructura del BioMOFN, permite hacer una primera observacion
de los grupos funcionales y/o atomos que pueden estar involucrados en
determinada aplicacion planeada o futura; la estructura BIoOMOFN presenta dentro
de sus poros mas grandes cuatro atomos de nitrégeno descoordinados
pertenecientes a dos adeninas (Ad1: N1, N10 y Ad2: N11, N20), caracteristica que
segun Rosi permiti6 a los Bio-MOF 11 a 14, mostrar una buena adsorcion y
selectividad hacia el CO,,.34*8 Por esta caracteristica estructural se espera que
dentro del experimento de evaluacion de la capacidad de filtracion de gases con el
BioMOF, esté interactie directamente con el CO». Dentro del mismo experimento
para el aparato experimental de dos camaras, de entre distintos materiales el
acrilico (en laminas u hojas) fue la mejor opcion debido a su accesibilidad, su
resistencia a golpes, su maleabilidad entre otras caracteristicas que lo hacen
adecuado para transportarlo o de ser necesario, adaptarle nuevos aditamentos,
como una lampara que simule la energia solar cuya energia sea la necesaria para

excitar los centros metalicos de Zn.

La limpieza del aire involucra también la eliminacién de microorganismos dafinos
presentes en la atmosfera; sin embargo, los filtros a base de fibras de celulosa no
tienen la capacidad de inhibir su crecimiento; el ZIF-8 ademas de presentar una
excelente capacidad de filtracién, también presenta actividad antimicrobiana en el
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aire catalizada por luz.*®* Para determinar la actividad desinfectante del BioMOF
Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O+*4MA-3DMF+4H,O MOF, se sugieren, los experimentos
mostrados en el Anexo B; la finalidad es replicar las estrategias para la
determinacién antimicrobiana de otros MOFs de Zn similares reportados en 2017 y
2020 por el grupo de Restrepo y Akbarzadeh respectivamente.’”’® Ambas

estructuras poseen actividad antibacteriana contra distintas bacterias.
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Parte 2:

6. “LAS REDES METAL ORGANICAS (MOFS) COMO
PLATAFORMAS DE INCLUSION Y  LIBERACION DE
BIOMOLECULAS Y SUS APLICACIONES.”.

6.1 MARCO TEORICO.
6.1.1 Antecedentes.

Las biomoléculas en un estado activo son de gran interés para la industria
farmacéutica, médica y alimentaria, ya que estas sirven como catalizadores,

sensores y farmacos biotecnolégicos.8!

Las biomoléculas son una clase sustancias quimicas activas que tienen un rol vital
en todos los organismos, incluyen moléculas de gran peso molecular (o
macromoléculas) como proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos, como
también moléculas pequefias que resultan ser mondémeros de las anteriores:
aminoacidos, nucleotidos, acidos grasos y azucares simples. En un organismo
vivo su deficiencia o carencia puede resultar desastrosa ya que son esenciales

para mantener las actividades basicas de la vida.8?-84

A pesar del interés tecnologico e industrial que pueden llegar las biomoléculas, la
mayoria de las biomoléculas solo se pueden aprovechar en condiciones muy
especificas o en entornos muy similares a donde realizan sus funciones; su baja
estabilidad y la susceptibilidad a la degradacién por otras moléculas dificultan en
gran medida sus aplicaciones. Y es debido a esto que, para lograr una aplicaciéon
exitosa, en algunas ocasiones, es necesario incorporar las biomoléculas en
materiales que les otorguen proteccion ante la degradacion por agentes u otras

moléculas, lo que aumenta la dificultad del problema.8?8°

En el presente trabajo cada vez que se refiere a las biomoléculas se toma en
cuenta Unicamente a las biomoléculas organicas; sin embargo, también existen

otras moléculas que en su estructura no tiene como elemento el carbono, y que
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son necesarias para sostener la vida en los seres vivos, las llamadas biomoléculas

inorganicas (Figura 30).

Acidos Nucleicos =p Nucleétidos
. . Proteinas =p Aminoacidos
* Organicas ]
Lipidos =P Acidos Grasos

Biomoléculas Carbohidratos =) Aziicares simples

. H,0O O, CO,
* Inorganicas )

HPO, HCO;  NH,*

Figura 30. Clasificacion de las biomoléculas organicas e inorganicas. Elaboracion
propia.

6.1.2 Incorporacion de biomoléculas en materiales protectores.

Es necesario tener bien claro que objetivo se pretende obtener tras la
incorporacion de una biomolécula a cierto material de soporte, por ejemplo, que el
material promueva la liberacion y recuperacion de la biomolécula en cuestion;®® o
el caso contrario que las interacciones sean tan fuertes que impidan esta
liberacion.®” Considerando estos aspectos es posible disefiar y predecir las
interacciones involucradas entre estos materiales y las biomoléculas que
finalmente permitirdn lograr la aplicacibn deseada. Las proteinas, los
aminoacidos® y las bases nitrogenadas'#, por ejemplo, presentan una alta
afinidad por los iones metdlicos, por la capacidad de coordinacion de los atomos
de nitr6geno presentes en estas biomoléculas, por lo que lo ideal seria utilizar un
material protector o de soporte que presente multiples centros metalicos con sitios

de unién libres para incluir la biomolécula. Ademas, la unién entre biomoléculas y
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plataformas de inclusion permiten mantener la configuracion estructural de la

biomolécula y por lo tanto mantener sus propiedades y su funcién.8%%

Se han desarrollado distintos materiales nanométricos®!, micro geles a base de
silicio® y otros materiales inorganicos para la inmovilizacién o incorporaciéon de
biomoléculas; sin embargo, estos diferentes materiales presentan restricciones y
desafios: en materiales inorganicos como los a base de silicio y los 6xidos
metdlicos, las biomoléculas a veces sufren la separacion repentina debido a la
falta de interacciones especificas entre ellas y el material portador, inhibiendo su
actividad.®

6.1.3 Incorporacion de biomoléculas en MOFs.

Como se resalto en la primera parte del trabajo, las propiedades de presentar una
gran area superficial y una alta porosidad, permiten aprovechar a los MOFs en
diversas areas del conocimiento (Figura 1).! Es importante destacar la capacidad
de los MOFs de funcionar como hospederos de una gran variedad de moléculas
de tamanios y propiedades quimicas muy diferentes.?4! Usando a los MOFs como
hospederos, se han incorporado con éxito muchos tipos de biomoléculas, con
grandes dimensiones hasta algunas pequefas. Ya que con los MOF se tiene la
oportunidad de disefiar y predecir su arquitectura segun los iones metalicos y/o los

ligantes organicos utilizados.

Otra ventaja de los MOFs, sobre otros materiales porosos como las zeolitas, es la
de pasar por modificaciones quimicas post-sintéticas y conservar su estructura
cristalina, de forma que, afladiendo nuevos grupos funcionales, afladimos también
nuevos modos de interaccionar con la molécula huésped que queramos incluir en
la estructura MOF.18 Diferentes grupos de investigacion han logrado la
incorporacion de biomoléculas en MOFs siguiendo distintos enfoques y estrategias
(Figura 2).
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Unién Superficial Unién Covalente Encapsulacion en BioMOF
poros/ Encapsulacion
in vitro

Figura 31. Distintos enfoques para la incorporacién de biomoléculas en los MOFs. %
Imagen adaptada de la referencia 85 (An et al., 2019).

6.1.3.1 Union en la superficie.

La adsorcion de biomoléculas en la superficie del MOF es un método directo y
simple, que incluso podria efectuarse con cualquier MOF y ya que las
biomoléculas se encuentran unidas en la parte externa del MOF no es necesario
tener un tamafo especifico del poro. Sin embargo, la biomolécula se encuentra
expuesta y el MOF no cumple su propésito de proteger la biomolécula; ademas
existe un alto riesgo de que la biomolécula se libere por la débil interaccion que

tiene con MOF.8

6.1.3.2 Encapsulacion en poros.

La encapsulacién permite que la biomolécula mantenga su estabilidad mientras
sus funciones se mantienen intactas ante los estimulos del entorno, ya que las
moléculas se encuentran totalmente protegidas del medio exterior. Al contrario de
la unién a la superficie, aqui es necesario conocer las dimensiones del poro del

MOF. Generalmente las biomacromoléculas, como el ADN o las proteinas, poseen
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dimensiones mayores a 2 nm; por tanto, para poder utilizar esta estrategia de
inclusién es necesario contar con MOFs con un poro mayor a 2 nm, los MOFs

Mesoporosos cuyos poros tienen dimensiones de entre 2 a 50 nm.82:86

6.1.3.3 Union covalente.
A diferencia de las estrategias vistas, la encapsulacion y la union a la superficie,
gue se basan en interacciones electrostaticas, la union covalente crea conjugados

moléculas-MOF a través de enlaces covalentes.

Aprovechando que las biomoléculas poseen una gran cantidad de grupos
funcionales (amino, carboxilo, imidazol, hidroxilo, en otros), estos pueden
funcionar como punto de union para formar interacciones covalentes con los
ligantes organicos en los MOF. Los MOFs también presentan una gran variedad
de grupos funcionales que pueden reaccionar con los grupos presentes en las
biomoléculas. Una desventaja podria ser que al ser una unién muy fuerte la
biomolécula no pueda liberarse, pero todo depende de la aplicacion que plantee

darle tras el acoplamiento.®3

6.1.3.4 Encapsulacion “in situ”.

En el proceso de encapsulacion in situ la biomolécula se incluye dentro del poro al
momento de la sintesis del MOF, en contraste con las estrategias mencionadas
arriba donde las redes se sintetizan antes de realizar el acoplamiento. Es
necesario que las condiciones de sintesis del MOF sean moderadas para que la
biomolécula no pierda su estabilidad y por tanto su funcién. La gran mayoria de
los MOF se preparan en condiciones que resultarian drasticas para cualquier
biomolécula, también tienen poca estabilidad y solubilidad en agua, lo que
disminuye la cantidad de MOFs disponibles que cumplan con estas
caracteristicas. Una de las grandes ventajas que tiene la encapsulacion in situ en
MOFs es que casi no hay limitacibn de tamafio para las biomoléculas a

encapsular, ya que la arquitectura MOF se acopla al tamafio de la biomolécula.®*

6.1.3.5 BioMOFs.
Otra forma de inclusion de biomoléculas en la estructura de un MOF es

utilizandolas como ligantes organicos para la construccion de MOFs.1483858 En
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2009, Rosi introdujo a los BioMOFs como una nueva familia de MOFs tras
incorporar en la estructura de un MOF la biomolécula adenina; abriendo todo un
campo nuevo para la exploraciéon y sintesis de nuevos MOFs*. En el 2017 y
siguiendo el mismo enfoque, el Laboratorio de membranas de la Universidad
Auténoma del Estado de México reporto el bioMOF
Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O+*4DMA+«3DMF+4H,0O abriendo una linea de investigacion
dedicada a la exploracion de posibles aplicaciones basandose en las propiedades
guimicas y estructurales de la red; esta estructura a base de zinc, adenina y acido
benceno-1,3,5-tricarboxilico (BTC), es una red aniénica.*

6.1.4 Incorporacion de Acidos nucleicos en MOFs.

Un gran antecedente que tienen los MOF como plataformas cargadoras de
biomoléculas de gran tamafio es la incorporacion de acidos nucleicos en su
estructura, acido desoxirribonucleico (ADN)® y el &cido ribonucleico (ARN);%®
generalmente su incorporacion en los MOFs, es para protegerlos de la
degradacion e incluso lograr su “entrega” dentro de la célula donde cumpliran su
funcidn; a grandes rasgos el ADN y el ARN tienen dos papeles principales: el
almacenamiento y la expresion de la informacion genética, disponible en una
célula u organismo. Los acidos nucleicos pueden inmovilizarse en MOFs mediante

los distintos enfoques vistos en la Figura 31.

6.1.4.1 Incorporacion de ADN.

En el 2018, Peng y su equipo de investigacién lograron incluir un segmento de
ADN en la estructura de un MOF mediante adsorcién superficial. Disefiaron cuatro
MOFs, Ni-IRMOF-74-II, -lll, -1V, -V, en los que la longitud de los ligantes organicos
empleados iba aumentando, y gracias a esto fue posible modificar el tamafio de
los poros del MOF de 2.2 a 4.2 nm; esto con la finalidad de distinguir con precision
cual MOF permitia una mejor inclusion de ADN monocatenario (single strand DNA:
ssDNA, 11-53 nucleétidos) en su superficie.®® El Ni-IRMOF-74-11 actué como un
excelente hospedero del ssDNA al incluir la cadena completamente, esto le

proporciono proteccion contra la degradacion; ellos sugieren que las interacciones
52



de Van der Waals, dadas por un tamafio de poro y por el acomodo adecuado del
acido nucleico dentro del Ni-IRMOF-74-11, son las responsables de la captacion y
liberacion reversibles del ssDNA. Finalmente, se aplic esta serie de MOFs como
“vehiculos” transportadores de ADN hacia cultivos de células. Dos MOF Ni-
IRMOF-74-11 y -lll, cuyas interacciones de Van der Waals se consideraron las més
débiles, exhibieron una eficiencia de transporte del ADN al interior de la célula del
92%, en células inmunes de mamiferos.

Aunque se han incorporado moléculas de ADN en los MOF mediante adsorcion
superficial en poros, las fuerzas de interaccién entre estas moléculas y los MOF
son relativamente deébiles; una estrategia es acoplarlas covalente a la estructura
del MOF. En el 2014, el equipo de investigacion de Morris logré mediante union
covalente obtener los primeros conjugados de acido nucleico- nanoparticulas de
MOF. Primero, mediante sintesis solvotermal se obtuvieron las nanoparticulas del
MOF de zirconio UiO-66 y posteriormente se funcionalizaron con azida obteniendo
un MOF UiO-66-N3 (ZrsO40OH4 (CsH304-N3)e). A su vez, el ADN se funcionaliz6 con
dibencilciclooctina (DBCO), de forma que las cadenas de ADN se coordinaron con
la superficie externa de las nanoparticulas de UiO-66-N3, ademas tras la reaccion
guimica se mantuvo la integridad estructural de UiO-66; y en comparacion con las
nanoparticulas de MOF no funcionalizadas, los conjugados MOF-ADN exhibieron
mayor estabilidad coloidal. Los estudios también demostraron la capacidad de
estos conjugados MOF-ADN para hibridar y unirse con acidos nucleicos de
secuencia complementaria, describiéndolo incluso como un material prometedor

para su aplicacion en la regulaciéon de genes.®

6.1.4.2 Incorporacion de ARN.

También se ha logrado incluir en los MOFs moléculas de ARN de distinta
naturaleza.®® De los cuales el ARN pequefio interferente (small interference RNA
siRNA), cuya secuencia se constituye de pocos nucleétidos (aproximadamente de
20 a 25), ha sido estudiado debido al potencial terapéutico que presenta.®®
Ademas que su tamafio lo hace adecuado para su incorporacion en MOFs. He en
2014 inform6 sobre el primer uso de nano-portadores MOFs para la

coadministracion de cisplatino y un siRNA en cultivos de células de cancer de
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ovario (células SKOV-3).%" Las ventajas de utilizar nano MOFs segUn este estudio,
son proteger los siRNAs de la degradacion y aumentar la captacion celular del
siRNA'y el cisplatino. De manera similar, Chen et al., en 2017 informé la sintesis a
escala nanométrica del MOF MIL-101(Fe) para coadministrar SiRNAs vy
nanoparticulas de selenio (Se)/ rutenio (Ru) en células de cancer de mama
resistentes al taxol.% Estos estudios demostraron el potencial de las
nanoparticulas de MOF como una nueva plataforma para la entrega conjunta de
agentes quimioterapéuticos y siRNAs a células cancerosas, debido a efectos
positivos en la reduccion del nimero de células cancerosas en los experimentos

llevados a cabo.

6.2 METODOS Y TECNICAS DE INVESTIGACION EMPLEADAS.

6.2.1 Busqueda y recopilacion de bibliografia Cientifica:

Usar bases de datos bibliograficas para obtener fuentes documentales de manera
inmediata basandose en el tipo de investigacion a desarrollar, el perfil que cubre

cada autor, su numero de publicaciones, entre otras.

6.2.2 Disefio y escritura del articulo cientifico de revision:
La escritura del articulo de revision sera desarrollada de forma que cumpla los

requisitos para él envio siguiendo el formato de la revista correspondiente.

6.3 RESULTADOS.

Los resultados de este capitulo corresponden a la entrega del Articulo de revision,
gue lleva por nombre: “METAL ORGANIC FRAMEWORKS (MOFs) AS NON-
VIRAL CARRIERS FOR DNA AND RNA DELIVERY”.

En el Anexo C, se adjunta el manuscrito enviado.

6.4 CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS.

La finalidad de incluir biomoléculas en MOFs es lograr administrarlas en una célula
blanco donde cumplirdn su funcién; sin embargo, dicho objetivo sigue siendo todo
un reto, tanto por problemas propios de la biomolécula en cuestion (el tamario, la
carga o la susceptibilidad a la degradacion) como por problemas relacionados a la

interaccion de la molécula con el MOF.8 Por ejemplo, uno de los principales
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problemas a considerar es la capacidad de carga del MOF; con una carga
suficiente de biomoléculas se obtendrd una liberacién eficiente, por lo que es
necesario conocer y tratar de mejorar la eficiencia del acoplamiento MOF-
biomolécula. Después de una carga exitosa, la siguiente pregunta a considerar es
coémo preservar las biomoléculas cargadas de la degradacion quimica y la pérdida
de actividad, ya que las biomoléculas introducidas en la red son sensibles a
cambios conformacionales incluso por pequefas alteraciones del medio que
pueden resultar en la pérdida de actividad, o incluso en la degradacion total de la
biomolécula. Y, por ultimo, es necesario considerar la toxicidad del MOF, ya que
para que haya una entrada a la célula sin perjudicarla debe existir
biocompatibilidad de cada uno de sus componentes; aqui es donde salen a relucir
los BioMOFs debido a que sus componentes de construccion son moléculas que
también forman parte del metabolismo de un organismo vivo, muchas
investigaciones los asocian a un mayor grado de biocompatibilidad que sus
homologos que no utilizan biomoléculas. Profundizar en todos estos aspectos
podria ayudar a acelerar la investigacion y desarrollo de nuevas plataformas MOF
y/o la optimizacion de las existentes al establecer un perfil sobre las caracteristicas
gue debe poseer un MOF para ser un candidato competente para la

administraciéon de biomoléculas con fines terapéuticos.®®
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7. CONCLUSIONES GENERALES.

El uso de la biomolécula adenina para la creacion de la estructura BioMOFN es un
ejemplo de uno de los enfoques de incorporacién de biomoléculas, la sintesis de
MOFs. Posteriormente, analizando las caracteristicas y propiedades estructurales
del BioMOF Zn7(Ad)4(BTC)4(DMF)O*4DMA+3DMF+4H,O se calific6 como un
candidato para la filtracion de aire y la desinfeccion del aire.

Los MOFs poseen una riqueza quimica y estructural, y son muchos los ejemplos
en los que destacan sobre otras clases de materiales utilizados en aplicaciones
homélogas. Una de estas ventajas es el disefio (aunque no es posible lograr un
disefio especifico como tal), conociendo el ambiente de coordinacion de los
metales que los componen es posible determinar la geometria de las unidades de
construccion secundarias (SBUs), y éstas a través de la union con los ligantes
organicos permiten la extension de la red sobre los tres ejes del espacio; por tanto,
Su naturaleza quimica y estructura son casi predecibles. Ademas, es posible variar
tanto los iones (o clusteres metalicos) como los ligantes organicos lo que permite
obtener una gran variedad de arquitecturas y a su vez dependiendo de los grupos
funcionales presentes en los ligantes les otorgan otras nuevas propiedades; El
presente trabajo es un ejemplo de la versatilidad de los MOFs; aunque la filtracion
de aire y la inclusion de biomoléculas en MOFs parecieran ser aplicaciones con
muchas diferencias y no tener una relacion intrinseca entre si, ambas aplicaciones
tienen dentro de sus objetivos el mejoramiento de la calidad de vida de las

personas y el progreso en el tema de la salud humana.
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ANEXO B Experimentos sugeridos para determinar la actividad
desinfectante del BioMOFN.

Actividad desinfectante fotocatalitica del MOF en solucion.

Todos los materiales para cultivar células bacterianas se esterilizan con un
autoclave previamente a los experimentos. La bacteria modelo, E. coli, Gram
negativa se cultiva en caldo nutritivo a 37 ° C por aproximadamente 18 h, para
producir un recuento celular aproximado de 109 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) mlt. E. coli es un organismo modelo lo que quiere decir que su
produccion mediante su cultivo estd bien establecida. Posteriormente, estas
células bacterianas se someten a centrifugacion (5000 rpm durante 10 minutos)
para resuspenderlas en solucion salina estéril (0.9% (p/v)). Segun Li et al., 2019 la
concentracion ideal de bacterias para el estudio bactericida es de 107 UFC mLty
son necesarios 5 mg de catalizador, el bioMOFN en este caso.'® En una placa
Petri se agregan 10 ml de solucién bacteriana (107 UFC ml?) y el catalizador,
usando un agitador magnético se mezclan a temperatura ambiente. Los cristales
del MOF previamente se irradian con un lampara que simula la radiacion solar,
durante 120 minutos (Figura A-B). Las concentraciones residuales de bacterias
pueden determinarse mediante el método estandar de recuento en placa. Las
placas se incuban a 37 ° C durante 20 h y el nimero de colonias se enumeran
mediante inspeccion visual. Los mismos experimentos se realizan en la oscuridad
en las mismas situaciones. El grupo de control de luz se lleva a cabo en ausencia
del bioMOF.
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Figura A-B Esquema del experimento para determinar el efecto inhibitorio

antimicrobiano del BioMOF.
2.5 Diametro de la zona (o halo) de inhibicion.

El rendimiento antibacteriano de Zn7(Ad)s(BTC)4(DMF)O+4DMA+*3DMF+4H.0O y
contra E. coli se determina a través de la técnica cualitativa de zona (o halo) de
inhibicion.82"77 Se distribuye uniformemente un volumen de 100 pL de la
suspension bacteriana (casi 1 x 106 UFC / ml) sobre una placa de agar Luria
Bertani (LB). Con un taladro de metal esterilizado se hacen orificios (6 mm de
didmetro) en placas de agar LB y se agregan varias concentraciones (2, 1, 0.5y
0.25 mg / mL) de ambos materiales (disueltos en DMSO) en los agujeros. El
DMSO se ocupa como control negativo ya que este disolvente aprotico polar no
tiene propiedades antibacterianas. Las placas inoculadas se incuban durante 24 a
37 ° C. Las zonas de inhibiciébn microbiana son un signo de la sensibilidad de las
bacterias a los MOF (Figura A-B). Los didmetros de la zona de inhibicién se miden

en escala milimétrica.
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Abstract

MOFs are a class of crystalline materials that, thanks to their large surface
area and high porosity, allow them to be used in various areas of knowledge.
This diversity of applications is due to the metal ions and the organic binders
that compose them, but it is also important to highlight the ability of MOFs to
function as hosts for a great variety of molecules of very different sizes and
chemical properties. On this review first discussed the existing approaches
for incorporating biomolecules in MOFs are discussed: pore encapsulation,
surface bonding, covalent bonding, in situ encapsulation. Finally, we
mentioned how using with different strategies are overcome the obstacles to
design and manufactured MOFs to an effective gene delivery.

Keywords

Metal-Organic Frameworks (MOFs); Non-viral vector; gene therapy; Gene delivery;
inclusion strategies.

Introduction

On last decade, the development of Metal-Organic Frameworks (MOFs), allowed
applicate it on advanced several fields, including biomedicine.*2 On this field, it
showed promising properties for theragnostic applications, and drug delivery and
recently, the MOFs has emerged as promising carriers for delivery of genetic
material.>*® Basically, the transfer of genetic material to a patient to treat many
diseases (such as cancer, certain viral infections, and genetic disorders) is the
fundament of Gene Therapy. 7 But the gene therapy involves different approaches

such as: a) gene augmentation, where the goal is providing a functional copy of a
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diseased gene (without replace or delete the diseased gene itself, which will
remain in the cell), to correct the cell function by the expression of this transferred
gene at therapeutic levels; b) gene silencing, when the cellular function is lost by
the high expression of a mutated gene results on accumulation of anomaly protein,
on this case, to restore the normal condition of the cell one can suppress (or
inactivating) the expression of this gene by employing RNA interference.” c)
Genome editing, using a gene editing machinery is possible leads a gene
disruption or gene repair correcting the mutated gene.°

But, to can introduce the specific therapeutic gene into a cell, it is necessary to
design a gene delivery system. In general, the gene delivery systems require, a
carrier to protect the gene expression system (this includes the gene that encodes
a specific therapeutic protein and the genetic elements that let control the
transcription of it), long enough to target the specific cell type, and other elements
that facilitate the cell entry and it intracellular release.'* Although viral delivery
systems are the ideal vehicles to deliver therapeutic genesto target
tissues due to high efficiency at delivering both DNA and RNA to numerous cell
lines and on in vivo models, they have drawbacks, their similarities with the natural
virus, may results in host immune response or/and the activation  of
their ability to integrate with the host genome and permanently alter its genetic
structure.'>1® On these cases, non-viral delivery systems are safer and easier to
produce, but also less efficient to transfer the nucleic acid molecules into the
cells.111415 Therefore, there is still much room for innovation for the development

of efficient carriers for DNA and RNA therapies.

Metal-organic frameworks (MOFs) have recently emerged as an original and
promising alternative in the gene therapy field.®'>® MOFs have many advantages
that make them excellent candidates as non-viral vectors, some of them are a)
large pores surfaces and volumes with high loading capacity, that can be used for
uptake and release significant amounts of nucleic acid, b) the open space inside
facilitates the diffusion of small molecules like substrates, nutrients, etc. ¢) The

robust frameworks endow the encapsulated bioentities to defense against different
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harsh attacks such as heat, mediums, pressure, irradiation, etc.!”2° d) The
appeared weak supramolecular interactions between MOF skeletons and
biomolecules could prevent the leaching of the encapsulated molecule, meanwhile
it makes reliable to completely release of individual bioentity after MOFs being
rapidly disintegrated under specified conditions.?!

On the present review we first present the different approaches uses to incorporate
nucleic acids on MOFs remarked the advantage of each approach. In general,
these methods could be used to includes other biomolecules like peptides or even
proteins.'622 Once clarified the above, we present the barriers that difficulties to
achieve an effective gene delivery using MOFs systems and we discussed how is
possible overcome these obstacles basing on the current research of MOFs as
DNA and RNA carriers for gene delivery. The MOFs could be classified as
chemical non-viral vector systems. Also, we highlight the advantages of using MOF
over the two main approaches to non-viral gene delivery Lipoplex and Polyplex
(names to refer to the complex formed by combination of nucleic acids with cationic

lipids or cationic polymers respectively).!?

Morely, we aim at providing a global view of the studies that evaluated MOFs’ gene
therapy system applications at the preclinical stage, when in vitro and in vivo tests
are described either for pharmacological applications or toxicity evaluation. Of
note, most of the nanoMOFs reaching a preclinical in vivo evaluation are those
based on Fe carboxylates or Zn azolates.? We first describe the current surface
engineering approaches that are crucial to understand the in vivo behavior of the
nanoMOFs. Finally, we have been focused on the future perspectives to the use of
MOFs as non-viral gene delivery systems and the barriers need to be overcome for
the development of non-viral gene delivery systems into true therapeutic products

for in vivo use.
Incorporation of nucleic acids in MOFs.

Due to the special chemical and structural properties of MOFs, they have the
capacity of absorbing or entrapping nucleic acids within their pores as well as

keeping biomolecules on their external surface. 2 Also, biomolecules can be part
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of MOF as a ligand. The interactions between nucleic acid and MOFs are carried
out through five routes including pore encapsulation, surface attachment, covalent
linkage, in situ encapsulation, and bio-MOFs, the main forces that achieve these
unions are Van der Waals interaction, -1 interaction, hydrogen bonding, and even

covalent bonds.
Surface Attachment.

Surface adsorption into pre-synthetized supports, using porous materials and
nonporous materials, surface attachment is the most simple and direct method to
incorporate nucleic acids. This is accomplished by non-covalent interactions like
electrostatic, Van der Waals, hydrophobic, etc. between biomolecule and MOFs.?*
The p-electron of ligands and metal ions can facilitate the binding of nucleotides
with MOFs. This strategy does not require a specific pore size, any MOF can be
used.?® Chen’s group used a 3D Cu(ll)-based MOF of
[Cu(Cmdcp)(phen)(H20)]2:9H.0} and pDNAs joined by electrostatic 1r-stacking
interactions and hydrogen bonding to synthesized and characterized a sensing
platform. The sensing system simultaneously detects ebolavirus conserved RNA.2¢
Zhou and Deng groups in 2018 probed the reversible Van der Waals interactions
between MOFs and ssDNA (single-stranded DNA) using designed series of four
iso-reticular MOFs (NiIRMOF-74-11 to -V) with tuned pore sizes from 2.2 to 4.2 nm
and ssDNA. Due to pore-size limitations, only a very small amount of sSSDNA was
absorbed on the exterior surface of the microporous MOFs.?” This surface-
adsorbed ssDNA can be protected from the external environment. However, the
leaching of biomolecules is a challenge to be overcome for this method, the

biomolecule is too expose and the protection of MOF is weak. 23
Pore Encapsulation

To protect nucleic acids from leaching, the encapsulation of them inside MOFs
could be an alternative. The biomolecules encapsulated can be isolated from each
other, which prevents their aggregation and therefore is less likely to be denatured
and degenerated. Secondly, MOFs have to fulfill two requirements to have

mesoporous cages/channels of appropriate sizes (>2 nm) and good water stability.
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Chen’s group used N,N-Bis(2-hydroxy-ethyl)dithiooxamidatocopper(ll) to
encapsulate triplex-forming oligonucleotide (TFO) and formed a simple, selective,
and selective sensing platform to detect ds-DNA (HIV 16-bp oligopyrimidine
oligopurine proviral DNA) by fluorescence.H>dtoaCu acted to absorb probe TFO

and quench fluorescence intensity.?®
Covalent Binding

While encapsulation and surface attachment relies on electrostatic interactions,
covalent binding uses strong covalent bonds to immobilize biomolecules in MOFs,
which prevent leaching and increase reusability. There are nucleophiles such as
amino group, carboxylic group, phenolic group, thiol group, imidazole group, indole
group, and hydroxyl group in biomolecules, which can form covalent interactions
with the organic linkers in MOFs. The surface of MOF crystals also presents a wide
variety of functional groups (e.g. free carboxyl, amino, hydroxyl groups) that can
couple with reactive groups of biomolecules. An advantage of this technique is that
the density and distribution of these binding groups can be modulated by the
synthetic condition of MOFs.?®> The Mirkin group reported the first example of
nucleic acid-MOF nanoparticle conjugates. They were synthesized by a strain
promoted click reaction between azide-functionalized UiO-66 and
dibenzylcyclooctyne-functionalized DNA. DNA strand was only conjugated on the
surface of MOF because the pore size of UiO66 is small. Compared to
nonfunctionalized MOF nanoparticles, the DNA-MOF conjugates exhibited higher

colloidal stability and enhanced cellular uptake.?®
In-situ encapsulation

Encapsulation of biomolecules at the same time as MOF formation, nucleation, and
immobilization occurs simultaneously in a one-pot synthesis. Its advantages are
that there is nearly no size limitation for biomolecules, a broad variety of
biomolecules and there could be encapsulated various types of biomolecules in
high loading efficiency during the formation process of MOFs, and thus the
biomolecules can uniformly be distributed within MOFs without leaching. This

rapid and low-cost approach will vastly facilitate the application of biomolecules in
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many fields. A disadvantage of this strategy is that MOFs has to be synthesized
under mild conditions, such as room temperature and aqueous solutions because
most biomolecules cannot survive in violent synthetic conditions, such as high
temperature and organic solvents, which greatly restricted the number of MOFs
that can be used in this strategy.3® Very important research in this strategy was
reported by Falcaro’s group, although they applied biomimetic mineralization term
to encapsulate a series of biomolecules inside MOFs in one step. They use
molecules as ovalbumin (OVA), lysozyme, HRP, hemoglobin, trypsin, lipase,
insulin, urease, ribonuclease, human serum albumin (HSA), and DNA were
trapped within MOFs (e.g., ZIF-8, HKUST-1, Eu-BDC, ThBDC, and MIL-88A). The
encapsulated biomacromolecules can be released simply by a pH change within a
physiological environment.3 Subsequently, in 2019 this group encapsulated a
green fluorescent protein (GFP) plasmid (pIGFP) within ZIF-8 (DNA@ZIF-8). the
genetic expression of pIGFP shown in this study demonstrates the ability of MOFs

to maintain the chemical and physical integrity of DNA by conserving its function 32

MOFs protect a gene expression system from premature degradation in the
extracellular medium and with other elements facilitate the intracellular trafficking of

a gene expression system.
BioMOFs

The use of biomolecules directly as a ligand to coordinate with metals can form
BioMOFs. Biomolecules have multiples binding sites of coordination to construct
the metal-biomolecule framework. Bio-MOFs are prone to have better
biocompatibility and tend to provide special functionality. Nucleobases can be used
as organic linkers, they have amino and imine groups. Li’'s group reported a new
adenine-based BioMOF constructed through a mixed-ligand strategy with BPDC-

(NH2)2. It is a luminescent MOF material and can recognize HCHO exclusively.33
MOFs requirements to develop an efficient carrier in gene therapy

In general, nanomaterials due to their smaller particle size, can indeed improve the

drug/gene delivery performances for the treatment of several diseases.343°
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Nanoparticles, quantum dots, carbon nanotubes and nanofibers are some of the
most explored nanotechnological delivery agents of these applications but
sustained release, loading capacity, and cytotoxicity continue to be large obstacles

hindering proper advancement.36-38

MOF vehicles for drug delivery and gene delivery share similar characteristics and
obstacles to achieving final delivery of the cargo in a target cell; however, the end
goal of both applications is different. In both applications are primordial obtain
MOFs at Nanometric scale (nanoMOFs).? Recently, the discovery of a variety of
properties of the nanoMOFs (apart of maintenance the properties of bulk MOF
materials), on specific accelerated adsorption/desorption kinetics and accessibility
to the internal active sites, not observed in their bulk counterparts have attracted to
apply it into biomedical applications.®® Exist diverse studies that demonstrated the
enormous potential of nanoMOFs at the preclinical level applications.%0 It is
because nanoMOFs have recently emerged as an original and promising
alternative in the gene therapy field and haver the potential to create viable

pharmaceuticals from nucleic acids administration.

Despite the important progress achieved so farin the use of MOFs, exists a
reduced number of studiesusing MOFs as non-viral vectors performed to
date. There reasons for these few developments, are related to MOFs’
design development itself.? The ideal MOF for an efficient gene delivery system
must have some inherent characteristics: (a) Lack of toxicity in both in vitro and in
vivo applications, by the possibility of using healthy friendly biocompatible
precursors (metal, ligand and solvent).4#%42 (b) Colloidally stable, it is mean that
remaining stable without nanoparticles aggregation enough to carry out their
function.'® (d) With exceptional loading capacities, to load a high concentration of
nucleic acid to achieve therapeutic effect, together with a controlled release
under physiological conditions.? (e) And the property of tuning of
their external surface to reach target selective organ or tissues biodistribution. and
then, (d) being bio-eliminated from the body, preventing endogenous accumulation

and associated toxicity effects.*?
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Toxicity

One of the most important requirements to considerate a good non-viral vector is
the low toxicity for living organism of their components. Toxicity is the ability of a
chemical to cause a deleterious effect when a organism is exposed to the
chemical. To evaluate the toxicity, it is common to consider the median lethal dose
(LD50), the amount of a compound that kills half the members of a given
population after a specified test duration.? MOFs are constructed with metal
clusters and organic linkers; therefore, the toxicity of metals and linkers should be
considered. For example, Peng et al on 2018 design four MOFs (Ni- IRMOF-74-II
to -V) with progressively tuned pore size from 2.2 to 4.2 nm to encapsulate a
single-stranded DNA (ssDNA, 11-53 nucleotides). Ni-IRMOF-74-Il y —Ill showed
the higher transfection efficiency (92 and 30 % transfection in mouse CD4+ T cell
and human THP-1, respectively).?” But the in vivo toxicity of Ni (or Ni-compounds)
limits the application of the Ni-IRMOF for Gene delivery propose given that he ideal
MOF carrier, should be capable of being administered repeatedly to achieve a
therapeutic effect.***° As regarding the toxicology of the cations, the suggested are
the endogenous metals essential for life and some exogenous elements that carry
out specific medical purposes. The metals ions most used in MOFs are iron (Fe),
aluminum (Al), zirconium (Zr), copper (Cu), magnesium (Mg), cobalt (Co), and
nickel (Ni). AlImost every one of these metals shows low toxicity.*6~*8 Of note, most
of the nanoMOFs reaching a preclinical in vivo evaluation are those based on Fe-
and Zn-MOFs.

The second part is the organic linker, many bioactive molecules can construct
MOFs like saccharides, amino acids, proteins, nucleobases, porphyrins, etc.
Another alternative is the use of typical polycarbonil or imidazolate linkers with rat
oral doses of 1130, 5500, and 8400 mg/kg for terephthalic, trimesic, 2,6
napthalenedicarboxylic acid, and 1-methylimidazole, respectively, because of their
high polarity and a priori easy removal under physiological conditions.*® This
strategy can be useful mainly to discard the most toxic nanoMOFs, but it is far from

being optimal. This DL50 data refer to the amount of drug when it is orally
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administrated to a group of experimental animals, will kill 50% of them in a
specified time.

Certainly, LD50 value cannot be extrapolated to other administration routes for
which biodistribution will be totally different. Exist few reports related with oral
administration of MOFs. In a first effort to formulate MOFs for oral administration,
MIL-100(Fe) nanoparticles (NPs) were coated by the bioadhesive polysaccharide
chitosan (CS).%° The coating improve the colloidal and chemical stability under oral
simulated conditions. Using an in vitro intestinal barrier culture (Caco-2 cells) they
demonstrated the capability of CS-coated MIL-100(Fe), leading to an increased
intestinal permeability with respect to the non-coated material. Recently, Li Li et al.
on 2020 reported a more detailed study that involves a CS coated MOF for oral
administration on in vivo model.>! First the load of 5-flurouracile (5-FU) drug
capacity was determinate. The Zr-NDC (NDC: Naphthalene dicarboxylate) had the
largest drug loading of a series of Zr-MOFs used on this study and because of this,
it was selected for CS coating. They used SD (Sprague Dawley) mice to
determinate the Pharmacokinetic analysis. They concluded the CS coating could
increase the stability of MOFs in the acidic solvents and prolong the residence time
of MOFs in the intestinal tract, which contributes to the release and absorption of
drugs. They mentioned that CS-MOF@5-FU can serve as a potential drug delivery
system for the oral administration of 5-FU. Nevertheless, the in vivo oral
administration by MOFs to efficient gene delivery could be difficulted by the robust
conditions of the stomach that can results on a rapid degradation of the nucleic

acid once released by degradation of MOF carrier.

Morely, the methodologies to determination of toxicity differs to in vitro cells
cultures to in vivo models. Is well know that preclinic stage experiments of a new
pharmaceutics product involves work with in vitro cell cultures first and if the results
are satisfactory, the follow approaches implicate the use of increasingly more
complex models, like ex vivo model where cells of interest are obtained directly
from an organism and culture to mimic an in vivo situation, to reach biodistribution

and pharmacodynamics experiments with in vivo models.?
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For example, if the objective of the gene delivery is an effective gene therapy
requires the entrance of the nanoMOFs inside the organism. On this case, metal
and ligand exposure is distinct from the studied mentioned above. Here the toxicity
analysis will depend on the dose, frequency, duration of the treatment, and
administration route. And the objective is revealed how the metals and the linker
are distributed, accumulated, metabolized, and eliminated by determined

administration route.*1->2

In vivo toxicity studies using MOFs are limited. Bati et al. 2013 use three Fe(lll)
nanoMOFs with different structures (MIL-88A, MIL88B-4CH3z and MIL-100), to the
objective of known their distribution, metabolism and excretion. It appeared that in
all cases nanoMOFs were rapidly sequestered by liver and spleen after
intravenous (i.v.) administration. Both organs kept their function intact and showed
no signs of persistent toxicity and the excess of iron was removed by urine and

feces.*!
Stability

How is mentioned above i.v administration is an effective route to introduces MOFs
carriers into a certain organism. On this case the nanoMOFs might be stable on
the condition’s media of the isotonic solution such 5% glucose or 0.9% saline. The
nanoMOFs like other nanoparticles present aggregation as their concentration
increases, and these aggregates could cause partial or complete obstruction of
blood vessels and capillaries. It is because is necessary the isotonic solution to
achieve an adequate and homogeneous dispersion. Baati et al. did not notice any
stability difficulties for low doses of the Fe MOFs, MIL- 100, MIL-88A, and MIL-
88B_4CHs, when dissolved in a 10% glucose solution and administrated to mice
model.#* But this study involves only the Fe-MOFs without cargo, for the case
when DNA or RNA molecules are integrated to nanoMOFs the particle size are
modified and the colloidal stability relates to particle size change.! If particles are
not subject to size variation, the dispersion is considered colloidally stable. Another
case, UiO-66-N3 (Zr-MOF) -DNA conjugates reported by Morris in 2014, where

the nanoMOF functions as a central nucleus in which oligonucleotides are

79



covalently bound, with this strategy colloidal stability in NaCl was meaningfully
improved and the aggregation of the conjugate can be avoided. The NaCl reduces
electrostatic interactions between neighboring oligonucleotide strands allowing one
to achieve higher surface densities of DNA.The  UiO-66-N3 -
DNA conjugates structure allows its cellular uptake in vitro without the need to use
any transfection agent; this last property can be found in other nanoparticle-DNA

conjugates. °

These studies performed with the nucleic acid on the outer surface of nanoMOFs
present lower protection from nucleic acid degradation by enzymes or other agents
Li et al. have employed biomimetic mineralization and co-precipitation method to
growing the MOF around the plasmid DNA pEGFP-C1 forming a nanoporous shell.
This approach allows DNA encapsulation, and important in vitro transfections are
achieved (~90%) due to enhanced DNA protection. The disadvantage of this
approach depends on the stability of the genetic material under the MOF synthetic

conditions.>3

However, physicochemical properties of the external surface of NPs can strongly
influence the proper adsorption within the pores or on the outer NP surface by both
favoring electrostatic interactions or repulsions between the DNA/RNA negative
charged and the nanoMOF. With this principle, Hidalgo et al. 2020 used the Fe-
MOF MIL-100 and MIL-101_NH: to RNA encapsulate within the pores of NMOFs
with a method based on the simple dispersion of the NMOFs in an aqueous
solution of the nucleic acid. They determined the pH which surface charge of the
NMOFs performs the RNA association. This modification of the surface charge is a
consequence of the protonation / deprotonation at pH 2 and 4 of the partially
coordinated carboxylic / carboxylate ligands (trimesic acid pKa = 3.1, 3.9 and 4.7)
and/or the presence of open metal sites. A highly efficient SIRNA incorporation was
reached after only 1 h contact time, with an association of 71 or ~85% of the total
amount of siRNA (71 or ~85 ng per ug of MOF) incubated with the MIL-101_NH2
and MIL-100 NPs, respectively. This indicates an important affinity of the siRNA for

the iron carboxylate NPs. The very high efficiency, simplicity and biocompatibility of
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this process make it very attractive for the development of a low-cost method and
paves the way for the scaleup of the process.

But colloidal stability (when the nanoparticles MOF does not aggregate) of
nanoMOFs remains a major issue that makes it difficult in vivo administration.[53]
This challenge is already being overcome by several surface coating strategies
thus selective functionalization by incorporating recognition sites onto the outer
surface of the nanoMOFs is thus required to tune pharmacokinetics and
biodistribution similarly to what has already been demonstrated for other
nanocarriers. But, in the case of nanoMOFs that present a high porosity this
surface modification could block the pores, and/or decreasing the cargo release

capacities.[61]
Specific Targeting Organ/tissue/cell type

Previously to the cell entry, nanoMOFs-acid nucleic acid complex challenges it with
some extracellular barriers, these could be encountered from the point of
administration to the surface of the cellular target of interest. How is mentioned
above, the stabilization of MOF-gene patrticles is necessary for extended circulation
times that are required to target particular cell types. Therefore, another role of
surface modification is hence an efficient biodistribution of the nanoparticles.
Further, the stabilization of MOF-nucleic acid complex should allow specific cell
types to be targeted by utilizing the interactions between surface cell receptors and
ligand-containing non-viral gene delivery systems. These ligands can be small

molecules or peptides and proteins.

Nikitin’s group take advantage of the characteristics of plasmidic DNA (pDNA) that
had a strong negative charge at physiological pH and forms stable complexes with
positively charged polymers. They used branched polyethyleneimine (PEI) to
modify the nanoparticle surface Fe304@MIL-100(Fe) and mediated the pDNA
immobilization.h!®> The polymer coating, in its turn, provides high biocompatibility,
biodegradability and enables tailoring of the system even for highly specific
applications such as selective cell targeting, making the entire system suitable for

clinical use. This polymer-coating modification has the capacity for the co-delivery
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of small molecules and recombinant DNA potentially of any length, suitable for both

in vitro and in vivo applications.>*

Cell selectivity of the MOFs is of paramount importance to have an advanced
application of a safe gene delivery system. Besides, “active” targeting sometimes
implies the incorporation of molecules on the surface of the nanoMOFs that are
specifically designed to recognize receptors or antigens expressed onto the
membrane of the diseased cells and tissues.2%°¢ Alyami et al. in 2020 developed
the first example of biomimetic cancer cell coating of MOFs to improve cell-type
selectivity. Although the system was made to deliver a CRISPR/Cas9 gene-editing
elements on cancer cells, this system can load a wide range of biomolecules
including DNA or RNA. ZIF-8 encapsulating CRISPR/Cas9 (CC-ZIFs) are coated
with a cancer cell membrane. This fusion between the ZIF-8 core and the cancer
cell membrane led retained the membrane composition and antigen, for example,
the protein profile of the complex indicated good retention of the characteristic
proteins inherited from the Cancer Cell Membrane. Such a system will have
superior characteristics such as homotypic targeting, complex antigenic profile, and
low intrinsic immunogenicity. In vivo and in vitro results showed specific targeting

of cancer cells.1°
Cell entry.

Once localized the interest cell, the final step is achieved release the nucleic acid
cargo into this cell where it will fulfill its function. A strategy to improve the cellular
uptake of the non-viral vector is to form a highly branched and globular architecture
with multiple arms emanating from a central core made by dendrimers. This shell
affords protection to the encapsulated pDNA and facilitating its cellular uptake and
intracellular trafficking delivery (UiO-PGMA-EA/pDNA). The great number of
hydroxyl groups prevent the absorption of external proteins and improve
biocompatibility and possibly contributed to elevated gene transfection and

reduced cytotoxicity to the cells.>’

MOFs nanoparticles can enter cells by receptor-mediated endocytosis by ligand-

receptor binding interactions.®® But in several investigations, the mechanism to
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enter cells is not good establishing. Endocytosis uptake the MOF into vesicular
compartments. The vesicle escape is crucial to applicate MOFs as non-viral gene
delivery systems. Viruses escape from endosomes by exploiting the pH drop to
trigger a cascade of intracellular signals that let their exit.!! The obstacles that
could be encountered after the escape are called Intracellular barriers. These
barriers are different from DNA to RNA molecules, for example for DNA delivery
systems the trafficking to the nucleus and nuclear entry is necessary (except if its
works with  pDNA). In contrast for RNA delivery systems, only the vector
unpackaging are required for gene delivery, it is because the RNA (mRNA) does
not require entering the nucleus of the target cell to achieve the activity (or
regulation) of the expression of genes and has a near-zero probability of
integrating into the host genome, eliminating the possibility of altering the genome
by insertion of bases, main problems with DNA therapies.®®

Conclusions

The MOFs have the potential to development a competent non-viral gene delivery
carrier. Generally, the Fe-MOFs and ZnMOFs are used in biomedical applications
because present a good biocompatibility (low toxicity, non-immunogenicity and in
vivo stability), these MOFs can delivery nucleic acid with high integrity. These
nanocarriers were capable to both protect their loaded nucleotides and release
them into the into a specific cell. These promising results lead the development of

efficient gene delivery platforms based on porous nanoMOFs.
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