LT
zow
o
-

-

2

iz
"

U

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PARANA

GOVERNO DO ESTADO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE ENGENHARIAS E CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

SINTESE DE BIO-MOFS A BASE DE AMINOACIDOS E METAIS
ATOXICOS PARA POTENCIAIS APLICACOES
FARMACOLOGICAS

Natdalia Cristina Zanotelli

Toledo — PR, 2022



S W P

>2
™ L4
u n Ioeste Programa de Pés-Graduagdo em Quimica PARANA

Unioeste - Mestrado

Universidade Estadual do Oeste do Parana GOVERNO DO ESTADO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE ENGENHARIAS E CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Sintese de Bio-MQOFs a base de aminoacidos e metais

atoxicos para potenciais aplicacdes farmacologicas

Natalia Cristina Zanotelli

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Estadual do Oeste do Parana,
Unioeste/Campus Toledo, como parte dos
requisitos para a obtenc¢do do Titulo de Mestre

em Quimica.

Orientador: Dr. Elvio Antdnio de Campos

Toledo — PR, 2022



Ficha de identificac@o da obra elaborada através do Formulario de Geragdo Automatica do Sistema de
Bibliotecas daUnioeste.

Zanotelli, Natalia Cristinza

Sintese de Bio-MOFs a base de aminoacidos e metais
atoxicos para potenciais aplicagbes farmacologicas / Natélia
Cristinza Zanotelli; orientador Elvio Anténio de Campos. --
Toledo, 2022.

106 p.

Dissertacdo (Mestrado AcadémicoCampus de Toledo) --
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Centro de
Engenharias e Ciéncias Exatas, Programa de Po0s-
Graduacao emQuimica, 2022.




@
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DECLARACAO DE APRESENTACAO DE DEFESA DE DISSERTACAO PARA BANCA
EXAMINADORA DE MESTRADO REALIZADA A DISTANCIA, DE FORMA SINCRONA, POR
VIDEOCONFERENCIA

Eu, discente NATALIA CRISTINA ZANOTELLI, declaro, que realizei minha defesa de dissertacdo a
distancia, de forma sincrona e por videoconferéncia do trabalho de dissertacao intitulado
“Sintese de bio-mofs a base de aminoacidos e metais atéxicos para potencial aplicagdo como

liberadores de farmacos”, para banca examinadora realizada na data de 02 de junho de 2022.

Atenciosamente,

Yaiod oo Cisiove  Zomncddle
NATALIA CRISTINA ZANOTELLI
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Programa de Pés-Graduacdao em Quimica

Discente de Programa de Pés-graduagdo da UNIOESTE



@
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DECLARACAO E PARECER DE PARTICIPACAO EM BANCA EXAMINADORA DE DEFESA DE
DISSETACAO DE MESTRADO REALIZADA A DISTANCIA, DE FORMA SINCRONA, POR
VIDEOCONFERENCIA

Eu, Prof. Dr. ELVIO ANTONIO DE CAMPOS declaro, como ORIENTADOR, que presidi os
trabalhos de DEFESA DE DISSERTACAO a distincia, de forma sincrona e por
videoconferéncia da banca examinadora de defesa de dissertacdo da aluna NATALIA CRISTINA
ZANOTELLI, deste Programa de Pés-Graduacao.

Considerando o trabalho entregue, a apresentacao e a arguicdo dos membros da banca
examinadora, formalizo como orientador, para fins de registro, por meio desta declaragao, a

decisdo da banca examinadora de que a candidata foi considerada: Aprovada, na banca realizada

na data de 02 de junho de 2022.

Descreva abaixo observagdes e/ou restri¢des (se julgar necessarias):

Nada a declarar.

Atenciosamente,

PROF. DR. ELVI/d AN'I/ONIO DE CAMPOS
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Programa de Pés-Graduacdao em Quimica




9
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DECLARAGCAO E PARECER DE PARTICIPACAO EM BANCA EXAMINADORA DE DEFESA DE
DISSERTACAO DE MESTRADO REALIZADA A DISTANCIA, DE FORMA SINCRONA, POR
VIDEOCONFERENCIA

Eu, Prof. Dr. LUCAS BOMFIM BOLZON, declaro que participei a
distancia, de forma sincrona e por videoconferéncia de defesa de dissertacdo da candidata NATALIA
CRISTINA ZANOTELLI, deste Programa de Pés-Graduacao.

Considerando o trabalho entregue, apresentado e a arguicao realizada, formalizo como
membro, para fins de registro, por meio desta declara¢do, minha decisdo de que a candidata pode

ser considerada: Aprovada, na banca realizada na data de 02 de junho de 2022.

Descreva abaixo observacdes e/ou restri¢oes (se julgar necessarias):

Seguindo as recomendacfes da banca examinadora.

Atenciosamente,

S sitaos Bl B —

PROF. DR. LUCAS BOMFIM BOLZON
Universidade Federal da Bahia

Membro de Banca Examinadora de Programa de Pds-graduacdo da UNIOESTE



@
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DECLARACAO E PARECER DE PARTICIPAGCAO EM BANCA EXAMINADORA DE DEFESA
DEDISSERTACAO DE MESTRADO REALIZADA A DISTANCIA, DE FORMA SINCRONA,
POR VIDEOCONFERENCIA

Eu, Prof. Dr. RICARDO SCHNEIDER, declaro que  participei
a distancia, de forma sincrona e por videoconferéncia de defesa de dissertaciao da
candidata NATALIA CRISTINA ZANOTELLI, deste Programa de P6s-Graduac3o.

Considerando o trabalho entregue, apresentado e a arguicao realizada, formalizo
como membro, para fins de registro, por meio desta declara¢do, minha decisao de que a

candidata pode ser considerada: aprovada na bancarealizada na data de 02 de junho de 2022.

Descreva abaixo observacoes e/ou restri¢coes (se julgar necessarias):

T T T T T T T TR T

Atenciosamente,

N g - } |
’/’LLL—&R%J,{L‘;’“ TN AL UJ_L/\_
PROF. DR. RICARDO SCHNEIDER

Universidade Estadual do Oeste do
ParanaPrograma de P6s-Graduagcao em

Quimica

Membro de Banca Examinadora de Programa de Pés-graduagdo da UNIOESTE



“O sucesso nasce do querer, da determinagéo e persisténcia em se
chegar a um objetivo. Mesmo néo atingindo o alvo, quem busca e vence
obstaculos, no minimo fara coisas admiraveis”.

(José de Alencar)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por guiar minha vida até esse momento.

Ao meu namorado Jonas que enfrentou os bons e maus momentos junto a mim,
sempre me apoiando. Aos meus pais e minha irma Jalia que sempre me incentivaram e n&do
me deixaram desanimar. A toda minha familia que sempre me apoiou e entendeu todas as
dificuldades dessa etapa.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Elvio Antdnio de Campos que me apoiou em todos 0s
momentos e foi extremamente compreensivo em relagéo as minha limitagdes. Foi um imenso
prazer ser sua orientanda.

Ao Rodrigo e a Milena que me ajudar em tantas fases da pesquisa. Aos professores
Ricardo Schneider, Paulo Rodrigo Stival Bittencourt, Soraya Moreno Palacio, Silvia Denofre
de Campos e Ronan Farias Freire de Souza que sempre se mostraram dispostos a me
auxiliar com as diversas partes da pesquisa, compartilhando conhecimento, experiéncias e
equipamentos.

A minha grande amiga Liana e a Prof2. Dr2. Ana Cristina Trindade Cursino que me
incentivaram a seguir meu objetivo de fazer mestrado.

Aos meus professores e colegas do Programa de P6s Graduacdo em Quimica por
todo aprendizado e experiéncias adquiridas nesses dois anos.

A coordenacado do mestrado que sempre me deu suporte em todas as etapas.

A Unioeste pela excelente oportunidade e espaco disponibilizado para propiciar meu
crescimento profissional e pessoal.

E a todos os envolvidos que de uma forma ou de outra participaram dessa jornada,

meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO

R | N 20051607 @ T 19
2. OBUIETIVOS ... e e e e et e e e e e et e e e e eean e 221
2.1. ODJELIVO QEIAl ... 21
2.2. ObjetiVOS ESPECITICOS. .uuiiiiiiiiiiiiii e e 21
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ccoiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 22
3.1. Redes de coordenacao metal-OrganiCas......ccccceeeiieeeeeeeeeeeeieeeeieeer e e 22
3.1.1. SINtESE A MOFS.....eiiiiii ettt e e e e e e e naeeee s 27
3.1.2. Propriedades € apliCAGOES. ........cuuiriiiiiiiiiiiieeeee et 28
3.1.3. Liberadores de farmacos e sensores biol0giCOoS..........ccceeeeviviiiiiiiiiiiiieeeeeeee 28
3L 4. BIO-MOFS...ciiiiiie ettt a e e e e e e 30
0 N 1 1T ToF=Tod o [0 1 ST P TP OPPPPI 32
3.2.1. AMINOACIAOS € MOFS....cciiiiiiiiiiiii et e a e e e 34
K R o U 10 = o] o 1 R PRRPT PRI 37
I IR B A N[0 1 [ )= T | = VPP PPPPPPPP 37
3.3.2. ISONIAZITA. ...ttt e e e e 39
4. MATERIAIS E METODOS .....coviieieieeeeeeeeeeee ettt 41
B.1. SINTESES. ...ttt ettt e et e st 41
4.1.1. Reacgdo entre carbonato de cobalto e acido glutdmico (Sintese da MOF Co-Glut
L) ettt ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt ettt ettt 41
4.1.2. Sintese da MOF CO-GIUL 2........ooiiiiiiiiiiiei e 42
4.1.3. Reacao entre carbonato basico de cobre e acido glutamico (Sintese da MOF
CU-GHUL) ettt bbb e e et et e e e e e e e e eaeeaaeeaaeaaaans 42
4.1.4. Reacdao entre carbonato basico de zinco e acido glutamico (Sintese da MOF de
4 0 ] U1 TP PPPPPRPPPPPPN 42
4.1.5. REAGCOES POS SINIESES. ...eeiiieiiiiiiiiie e ettt e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e nnneeees 43
4.1.6. Reac0es em reator eNCAMISAUO. ... ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiae e e e e e e e e e s 43
4.1.5. REACOES €M FEFIUXO. ...uuuiiii i 44
4.2. Caracterizagdo dOS MALErIAIS ......civeiieiiiiiiiiiiie e 44
4.3. ENsaios microbiol0giCoS ... 45
4.4. Avaliagdo da CitotoXiCidade........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 47
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oouveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 48

5.1. Materiais obtidos através da reacdo dos ions metélicos com &acido
[0 L0120 0 o] o PO 48



5.1.1. ASPECIOS VISURIS.....ceeveiiiriiiiieeeeeeeeeeiie e e e e e e e e et et s e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e eaenaanann s 48

5.1.2. REACOES UE SINESE.....ciii i i e i e eei ettt e e e e e e eeeaeaennnne 52
5.1.3. Difratometrial 0@ FAI0 X......ooiiuiieiieeeiiiiiie et 54
5.1.4. ESPectroscopia UV-VIS...... ..ottt 59
5.1.5. Espectroscopia No INfravermMelno...........cooooiiiiii e 61
5.1.6. Microscopia Eletronica de Varredura...............oooooiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee e 63
5.1.7. ANAIISE TOIMICA....ceiiiiiiitiiiie ettt e e et e e e e e st s e e eeeeeeaaes 64
5.2. REACOES POS SINTESE ..uuuiiiiiiiiieieeee ettt e e e e e e e e e 67
5.2.1 ASPECIOS VISUGIS. ...ceeeeeeeiiiiieeeeaee e ettt et e e e e e e e e e e e s s s e e e e e e e e e aeeeeens 69
5.2.2. DIfratometria d@ FAIO X.......uuuuiieiiiiiiiieeeeeie e e e e e e e 70
5.2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura................ceeeiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiee 72
5.2.4. Espectroscopia no infravermelno............ccccoooiiiiiiiii e 73
5.2.5. ANAIISE TOIMMUCA. ...eiiii ittt e e e e e e 76
5.2.6. Difratometria de MONOCHISTAL. ..........oiuiiiiieiiiiiie e 77
5.2.7. Estudo de atividade antimicrobiana.............cccoooeeiii e 80
5.2.8. ENsaio de CItOIOXICIAATE ........ccoeeeeeeeeeeee e 83
6. CONCLUSAD ...oviiiiiiinitett ettt 85
7. TRABALHOS FUTUROS ... e 86

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 91



LISTA DE ABREVIACOES

MOF — Metal Organic Framework

IUPAC — International Union of Pure Applied Chemistry

Bio-MOFs - Metal Organic Frameworks construidas por componentes
biocompativeis.

1D — Uma dimenséo

2D - Duas dimensoes

3D - Trés dimensbes

pH — potencial hidrogeniénico

ZIFs — Zeolitic Imidazolate Frameworks

COFs — Covalent Organic Frameworks

BASF - Badische Anilin & Soda Fabrik

SBUs — Secondary Building Units

DNA — Acido desoxirribonucleico

S. aureus — Staphylococcus aureus

S. epidermis — Staphylococcus epidermis

Co-Glut — estrutura metal-orgéanica de cobalto e acido glutamico

Cu-Glut - estrutura metal-organica de cobre e acido glutamico

Zn-Glut - estrutura metal-orgéanica de zinco e acido glutamico

Iso-Carb - acido 4-[(E)-{[(piridin-4-i)formamido]imino}metillbenzdico

Iso-Hid - (E)-N'-(piridin-4-ilmetileno)isonicotinohidrazida

FTIR - espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho com transformada
de Fourier

MEV — Microscopia eletronica de varredura

TGA — Analise termogravimétrica

DTA — Analise térmica diferencial

UV-Vis — Ultravioleta e visivel

E. coli — Escherichia coli

P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa

DMSO - Dimetilsulfoxido

LDso — Dose letal para 50% dos organismos testados

emax — Absortividade molar maxima

10Dqg — Desdobramento do campo cristalino



Co-Glut-Nor — Composto obtido pela reacdo da MOF de cobalto e acido
glutdmico com o farmaco norfloxacina

Co-Glut-Iso - Composto obtido pela reacdo da MOF de cobalto e acido
glutdmico com o farmaco isoniazida

Co-Glut-Iso-Hid - Composto obtido pela reacdo da MOF de cobalto e acido
glutamico com 0 derivado de isoniazida (E)-N'-(piridin-4-
iimetileno)isonicotinohidrazida

Co-Glut-Iso-Carb - Composto obtido pela reacdo da MOF de cobalto e acido
glutdmico com o derivado de isoniazida acido  4-[(E)-{[(piridin-4-
ilfformamido]imino}metillbenzdico

Cu-Glut-Nor - Composto obtido pela reacdo da MOF de cobre e acido glutamico
com o farmaco norfloxacina

Cu-Glut-lso - Composto obtido pela reacdo da MOF de cobre e acido glutamico
com o farmaco isoniazida

RMN — Ressonancia magnética nuclear

BET — Brunauer, Emmett, Teller

MTT - Brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio

MIC — Concentracdo inibitéria minima



14

LISTA DE TABELAS

Tabela 5.1: Frequéncias no infravermelho de absorcdes relacionadas aos
estiramentos assimétrico e simétrico de carboxilas do ion glutamato coordenado a

fons metalicos. 63

Tabela 5.2: Perda de massa relativa aos eventos principais dos compostos de

coordenacao obtidos com os diferentes ions metalicos. 66
Tabela 5.3: Dados cristalograficos da nova estrutura sintetizada. 79
Tabela 5.4: Halos de inibicdo obtidos nos ensaios microbioldgicos. 81

Tabela 5.5: Valor de LDso calculado a partir dos ensaios com Artemia salina. 83



15

LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1: Representacdo genérica das unidades basicas de construcdo e da

organizacéo de uma MOF. 22

Figura 3.2: Representacéo de MOFs com diferentes dimensdes. 24

Figura 3.3: Representacao de diferentes estruturas obtidas através da reacdo com 0s

mesmos precursores e solventes diferentes. 25

Figura 3.4: Representacdo das quatro geracdes de MOFs e suas caracteristicas. 26

Figura 3.5: Esquema representativo das partes que constituem uma molécula

genérica de um aminoécido. 33
Figura 3.6: Classificacdo dos aminoacidos. 34
Figura 3.7: Estrutura do farmaco norfloxacina. 38
Figura 3.8: Estrutura do farmaco isoniazida. 39
Figura 5.1: Representacdo da estrutura do &cido L-glutamico. 48

Figura 5.2: Imagens dos compostos precursores utilizados nas sinteses: (a) Acido
glutamico; (b) Carbonato de cobalto; (c) Carbonato basico de cobre; (d) Carbonato

basico de zinco. 49

Figura 5.3: Compostos sintetizados: (a) Co-Glut 1; (b) Co-Glut 1 em segunda
preparacao; (c) Cu-Glut 1; (d) Cu-Glut 1em segunda preparacao; (e) Zn-Glut 1; (f) Zn-
Glut 1°. 50

Figura 5.4: (a) Imagem do meio de reacional da sintese do Co-Glut 2 depois da adi¢éo

de trietilamina. (b) Precipitado obtido apds a sintese. 51

Figura 5.5: Representacdo da estrutura formada para o composto Co-Glut a partir da
ficha cristalografica CCDC-179785. (a) Estrutura ao longo dos eixos b e c; (b)

Apresentacao das interagdes intermoleculares a curta distancia. 53

Figura 5.6: Difratogramas de raio X: (a) Compostos com cobalto; (b) Compostos com
cobre; (c) Compostos com zinco; (d) Comparacao dos compostos obtidos com 0s

metais cobalto, cobre e zinco. 55

Figura 5.7: Representacdo dos principais planos cristalograficos presente na
estrutura Co-Glut a partir da ficha cristalografica CCDC-179785. (a) Planos 012, 002,

001; (b) Planos 121, 020; (c) Planos 100, 112. 56
Figura 5.8: Representacédo da estrutura de coordenacdo do composto de cobalto
obtido segundo ficha cristalografica CCDC-179785. 58

Figura 5.9: Espectros de UV-VIS. (a) Co-Glut; (b) Cu-Glut. 59




16

Figura 5.10: Espectros de infravermelho. (a) Compostos com cobalto; (b) Compostos

com cobre; (c) Compostos com zinco. 59

Figura 5.11: Microscopia eletronica de varredura (a) Co-Glut; (b) Cu-Glut; (c) Zn-
Glut. 64

Figura 5.12: Curvas termogravimétricas dos compostos obtidos e respectivos

precursores. (a) Compostos com cobalto; (b) Compostos com cobre; (c) Compostos

com zinco. 65

Figura 5.13: Compostos obtidos pela reacdo dos compostos do tipo MOF com
antibioticos: (a) Co-Glu-Nor; (b) Co-Glu-Iso; (c) Cu-Glu-Nor; (d) Cu-Glu-lso._ 69
Figura 5.14: Difratogramas de raio X: (a) Co-Glut e antibioticos; (b) Visdo aproximada
do difratograma do Co-Glut-Iso; (c) Cu-Glut e isoniazida; (d) Cu-Glut e norfloxacina.71
Figura 5.15: Microscopia eletronica de varredura (a) Co-Glut-Nor; (b) Co-Glut-1so; (c)
Co-Glut-Iso-Carb; (d) Co-Glut-1so-Hid. 73

Figura 5.16: Espectros de infravermelho. (a) Co-Glut e norfloxacina; (b) Co-Glut e

isoniazida. 75

Figura 5.17: Curvas termogravimétricas dos compostos obtidos e respectivos
precursores. (a) Co-Glut com norfloxacina; (b) Co-Glut com isoniazida. 77
Figura 5.18: Representacéo da estrutura formada para o composto Co-Glut-Nor. (a)
Unidade basica da estrutura; (b) Formacao da estrutura 3D a partir da interacao entre
as cadeias 2D; (c) Apresentacdo da estrutura 2D formada apartir da coordenacao
entre centros metalicos. 78




17

Sintese de Bio-MOF a base de aminoacidos e metais atoxicos para
potenciais aplicacdes farmacoldgicas

Natalia Cristina Zanotelli

RESUMO

Através de metodologia simples, barata e sustentavel foi estabelecida uma
nova rota sintética para a sintese das estruturas tipo MOF a partir dos metais cobre,
cobalto e zinco utilizando como ligante o aminoacido acido glutamico. O sucesso da
sintese verde foi comprovado pelas técnicas de difratometria de raio X, espectroscopia
de infravermelho e analise térmica, obtendo o mesmo perfil da literatura. Dessa forma,
com 0s promissores materiais obtidos por uma rota ambientalmente amigéavel foi
proposta a substituicdo do ligante &gua por uma molécula de farmaco. Embora com o
farmaco isoniazida a reacdo ndo manteve a estrutura de uma MOF, com os dois
derivados de isoniazida os resultados obtidos mostram a forma¢do de um composto
diferente do original e cristalinos. Porém, o destaque é a nova estrutura sintetizada
com o farmaco norfloxacina, estrutura caracterizada por difratometria de monocristal,
difratometria de raio X, analise térmica e espectroscopia de infravermelho. O novo
polimero de coordenacao apresenta o centro metalico cobalto coordenado a quatro
ligantes do farmaco, formando uma estrutura de duas dimensdes, essas que ao
interagir entre si originam uma estrutura tridimensional e porosa, abrindo uma gama
de possibilidades para o material, além de uma alternativa a resisténcia
antimicrobiana. Potenciais aplicacdes farmacoldgicas também sdo possiveis para os
demais materiais uma vez que 0s ensaios preliminares de atividade antimicrobiana
realizados com as bactérias E. coli e P. aeruginosa evidenciaram um potencial
superior ao farmaco utilizado como controle, além do teste de citotoxicidade utilizando
0 microcrustaceo Artemia salina que mostra a seguranca dos materiais em pequenas

doses.

Palavras chave: sustentavel; norfloxacina; polimero de coordenacao; atividade

antimicrobiana; estrutura tridimensional.
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Bio-MOF synthesis based on non-toxic amino acids and

metals for potential pharmacological applications
Natalia Cristina Zanotelli

ABSTRACT

Through a simple, cheap and sustainable methodology, a new synthetic route
was designed for the synthesis of MOF structures with copper, cobalt and zinc metals
and using amino acid glutamic acid as a ligand. The success of the green synthesis
was confirmed by the techniques of X-ray diffractometry, infrared spectroscopy and
thermal analysis, obtaining the same profile as in the literature. Thus, with the
promising materials obtained by an environmentally friendly route, it was proposed to
replace the water ligand with a drug molecule. Although with the drug isoniazid the
reaction did not maintain the structure of a MOF, with the two isoniazid derivatives the
results obtained show the formation of a different compound and crystalline. However,
the highlight is the new structure synthesized with the drug norfloxacin, a structure
characterized by single crystal diffraction, X-ray diffractometry, thermal analysis and
infrared spectroscopy. The new coordination polymer presents the cobalt metallic
center coordinated to four drug ligands, forming a two-dimensional structure, which,
when interacting with each other, give rise to a three-dimensional and porous structure,
opening a range of possibilities for the material, in addition to an alternative
antimicrobial resistance. Potential pharmacological applications are also possible for
all materials since the preliminary tests of antimicrobial activity carried out with the
bacteria E. coli and P. aeruginosa showed a superior potential to the drug used as a
control, in addition to the cytotoxicity test using the microcrustacean Artemia salina

which shows the safety of materials in small doses.

Keywords: sustainable; norfloxacin; coordination polymer; antimicrobian activity;

three-dimensional structure.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento e a compreensao do universo nano tecnoldgico levou a
descoberta de propriedades e possibilidades que os pesquisadores acreditavam até
entdo ndo ser possivel. O desenvolvimento e crescente interesse nas MOFs, Metal
Organic Frameworks, € um dos melhores exemplos do avanco da ciéncia. Esses
compostos altamente porosos, estaveis e com propriedades variaveis permeiam as
mais diversas areas do conhecimento devido as suas caracteristicas Gnicas, como a
facilidade de alteracdo estrutural e propriedades para atender a uma demanda
especifica. Embora ainda ndo exista um consenso na comunidade cientifica quanto a
definicdo e classificacdo das MOFs o0s pesquisadores reconhecem suas
possibilidades com expressivos trabalhos publicados para o uso e desenvolvimento
dessas estruturas.

Mesmo com destaque na area de adsorcdo e separacdo de gases e
substancias de interesse comercial, esses compostos de coordenacao tém atraido o
interesse para a area da saude ao atuarem no desenvolvimento de novas estratégias
para a cura, tratamento e identificacdo das mais diversas enfermidades. Dessa forma,
a pesquisa utilizando MOFs permeia um campo que ganhou forca nas Ultimas
décadas, o reposicionamento de farmacos. Segundo a IUPAC, a técnica de
reposicionamento de farmacos nada mais é do que utilizar uma molécula para outro
fim ou de uma maneira diferenciada a qual foi originalmente proposta [1]. Essa
estratégia além de possibilitar novos tratamentos ou propriedades tende a diminuir o
custo e o tempo de desenvolvimento dos produtos, além de contribuir de maneira
eficiente para tratamentos alternativos, alvo de grande relevancia no setor
farmacoldgico [2,3].

Com o elevado numero de pesquisas e frentes de pesquisa no setor
farmoquimico, um problema de &ambito internacional se mostra recorrente, a
resisténcia dos micro-organismos aos antibioticos [4]. Com o uso indiscriminado e por
muito tempo de um mesmo principio ativo, na forma como foi originalmente estudado,
muitas bactérias e fungos acabaram por evoluir e adquirir uma resisténcia aos
principais meio de acdo dos antibioticos comercialmente disponiveis [5].
Consequentemente, a busca por novos farmacos ou novas formas de interacdo de
substancias com capacidades antimicrobianas € um setor em ascensao [6]. As MOFs

ganham espago como uma alternativa a forma de liberagdo e interacdo de farmacos
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ja conhecidos, através do reposicionamento, o que leva a uma abordagem totalmente
diferente ao nosso organismo, dificultando o reconhecimento pelas bactérias,
possibilitando efeitos antimicrobianos pronunciados e com menor risco de efeitos
adversos pela administragéo de baixas doses e liberacao controlada [4, 7].

E com esse panorama que o presente trabalho busca sintetizar Bio-MOFs,
estruturas que ndo apresentem prejuizos ao organismo humano, formadas
essencialmente por metais atdoxicos, aminoacidos e farmacos, de forma que a
degradacgéo da estrutura possa liberar lentamente seus constituintes e aumentar sua
acao no organismo, criando um mecanismo diferenciado para a acdo do farmaco no
organismo, que diminua os riscos envolvidos nos tratamentos e contorne a resisténcia

aos antibidticos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Sintetizar estruturas do tipo polimero de coordenacdo a partir do acido
glutamico e de carbonatos dos metais biocompativeis cobalto, cobre e zinco e utilizar
esses compostos em reacdes com farmacos que apresentem capacidade de atuarem

como ligantes, a fim de se obter novas estruturas com capacidade antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

1. Obter estruturas poliméricas, preferencialmente do tipo MOF, a partir dos
carbonatos metélicos e do acido glutamicos em meio aquoso através de metodologia
simples e barata.

2. Caracterizar 0s materiais obtidos por técnicas espectroscopicas,
difratometria de raio X, andlise térmica e microscopia eletrénica de varredura.

3. Promover reagfes entre essas eventuais estruturas obtidas e os antibioticos
norfloxacina, isoniazida e derivados da isoniazida.

4. Testar a capacidade antimicrobiana e avaliar a citotoxicidade dos

compostos por meio de ensaios preliminares.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Redes de coordenacdo metal-organicas.

Pertencentes a uma classe de polimeros de coordenacgédo, as MOFs, Metal-
Organic Frameworks ou redes de coordenacao metal-organicas, caracterizam-se pela
sua estrutura onde um centro metélico ou cluster encontra-se coordenado a um ligante
organico, como ilustrado na FIG. 3.1, formando uma espécie de ponte entre os &tomos
metalicos [8-14]. Através da interacdo entre as unidades de construcao forma-se uma
grande estrutura organizada, porosa e que se repete ao longo de, ao menos, uma
dimenséo [13, 15, 16].

O -+ I —

fon metalico / cluster Ligante organico
(né) (haste)

Rede de coordenacdo metal-organica

Figura 3.1: Representacdo genérica das unidades basicas de construcdo e da
organizacdo de uma MOF.
Fonte: Adaptado de Dhakshinamoorthy e Garcia, 2012 [17].

A topologia e as propriedades do composto formado dependem, em sua
maioria, dos chamados blocos de construcéo, ou seja, o ligante e o centro metélico
escolhidos para a formagé&o da estrutura [18-22].

Dessa forma, para ser caracterizado como MOF, o material deve possuir um
centro metalico capaz de se coordenar a ligantes diferentes, geralmente metais com
orbitais “d” semipreenchidos, ou um cluster metalico capaz de se coordenar ao ligante
organico [23, 24]. Os ligantes, para a formacéo desse tipo de estrutura, devem possuir
ao menos dois pontos de coordenacao, onde cada ira coordenar a um centro metalico,

formando uma rede estrutural e ndo um complexo de coordenacéao [22,25]. A ligacao
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formada entre esses metais e 0s ligantes organicos € essencialmente covalente do
tipo acido/base de Lewis, onde o ligante atua como base, ao doar par de elétrons, e 0
centro metélico como &cido, recebendo elétrons [16, 20, 24].

O centro metalico utilizado influenciara fortemente nas propriedades
magnéticas e estruturais do composto formado, uma vez que seu ambiente de
coordenacao rege a geometria da rede formada [22, 25, 26]. A escolha do ligante
utilizado também é essencial uma vez que seu tamanho, funcionalidade, flexibilidade
e a forca da coordenacao entre os grupos e o metal influenciam diretamente no éxito
da sintese e em propriedades como formato e dimensionalidade da rede, além de
propriedades especificas como maleabilidade, tamanho de poro, resisténcia térmica
e possiveis aplicacdes [14, 21, 23, 27, 28].

Através da dimenséo da rede formada é possivel caracterizar as  estruturas
em trés categorias: estruturas de uma dimensdo, duas dimensfes ou de trés
dimensdes, como apresentado na FIG. 3.2 [13, 29]. Sdo chamadas de MOF 1D, ou
de uma dimenséo os compostos formados pela ligagdo de um centro metélico a dois
ligantes [25, 30]. As estruturas de duas dimensdes ou 2D sédo caracterizadas pela
ligacdo entre o centro metélico e no minimo 3 ligantes, originando uma estrutura que
cresce e se repete ao longo de duas dimensdes [30]. As MOFs 3D séo construidas
através da coordenacdo de um centro metélico a 4 ou mais ligantes, formando uma
rede que se estende ao longo das trés dimensdes [30]. E possivel observar ainda o
fendmeno de interpenetracdo, que ocorre quando as redes de coordenagdo se
entrelacam, o que pode garantir uma maior estabilidade, porém tende a diminuir a

area superficial e o tamanho do poro disponivel para reacdo [31].
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MOFs 1D

MOFs 2D

Figura 3.2: Representagcdo de MOFs com diferentes dimensdes.
Fonte: Adaptado de Wang et al. (2017) [32].

Além da estrutura quimica dos ligantes e do centro metalico escolhido, a
estrutura formada depende diretamente das condi¢cdes da sintese [20, 33]. Fatores
como concentragdo dos reagentes, temperatura, pressao, pH, presenca de contra-
ion, tempo de reacdo e solvente adequado sé@o cruciais na formacdo da estrutura
desejada [12, 19, 22, 25]. Uma sintese utilizando a4gua e dimetilformamida como
solvente pode resultar em uma estrutura diferente de uma sintese utilizando como
solvente a dimetilacetamida, partindo-se dos mesmos precursores para 0 centro

metalico e o ligante orgéanico escolhido, como ilustrado na FIG. 3.3 [34].



25

Dimetilformamida
Dioxano e agua (2:1:1)

Dimetilacetamida

Figura 3.3: Representagdo de diferentes estruturas obtidas atraves da reagcdo com 0s
mesmos precursores e solventes diferentes.
Fonte: Adaptado de Frahm et al. (2014) [34].

Dessa forma, apés a sintese os compostos podem ser categorizados conforme
a FIG. 3.4, em MOFs de primeira, segunda, terceira ou quarta geracdo, a depender
de sua integridade estrutural [20, 22]. As estruturas de primeira geracdo colapsam ao
remover as moléculas presentes no poro da estrutura. MOFs de segunda geracéo
mantém a integridade estrutural e porosidade mesmo com a remocao do solvente e
MOFs de terceira geracao que além de manter o arranjo apos a remocao do solvente
também possuem uma estrutura maleavel capaz de adaptar-se a uma nova molécula
“‘hospedeira”, ou reagir a estimulos como variacdo de pH, presengca de agua,
temperatura e presséo [20, 26, 35]. Os compostos de quarta geragcédo sao aqueles que
sofrem modificagbes ap0s a sintese sem alterar sua topologia, mesmo com a

introdugcé&o de um novo grupamento que passa a fazer parte de sua estrutura [36].
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Figura 3.4: Representacdo das quatro geracdes de MOFs e suas caracteristicas.
Fonte: Adaptado de Liu et al. (2014) [36].

Com todos esses fendbmenos envolvidos e a gama de precursores e solventes
utilizados, as estruturas obtidas sdo inumeras [16, 37]. Pensando em simplificar, essas
estruturas sdo categorizadas pela estrutura cristalina formada e classificadas de
acordo com a topologia do primeiro composto sintetizado.

Em relacdo a nomenclatura ainda ndo ha um consenso, porém € comum a
utilizagdo de um acronimo de trés letras relativo ao local de descoberta, tipo de
material ou estrutura, seguido de um namero inteiro indicando a ordem cronolégica de
descoberta da estrutura [31, 38]. Como exemplo ha as MOFs do tipo MIL-n homeadas
devido a sua descoberta no Matériaux de l'Institut Lavoisier, as ZIFs MOFs com
estruturas similares a zeolitas, e as COFs redes covalentes, denominadas devido ao
tipo de material [39, 40]. As topologias das estruturas formadas podem também
apresentar uma denominagao caracteristica a um mineral com estrutura semelhante

ou a propria formula empirica [31].
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3.1.1. Sintese de MOFs

De forma geral as sinteses dessa classe de estrutura sdo simples, de baixo
custo e com excelentes rendimentos [41]. As técnicas para a sintese desses
compostos evoluiram ao longo dos anos [28]. O processo mais comum de
automontagem ou self-assembly vém sendo gradualmente aprimorado por métodos
solvotérmicos, eletroquimicos, sonoquimicos e com auxilio de micro-ondas [14, 20,
22, 27, 42]. A BASF por exemplo, produz em alta escala uma MOF de cobre a base
de métodos eletroquimicos [23, 29].

Outras formas bastante estudadas para producdo de MOFs sdo as rotas
mecanoquimicas, utilizando reatores de fluxo, técnica de spray-drying ou fluxo
continuo utilizando aerossol [4, 43]. Aliados a essas novas técnicas estdo o
planejamento computacional e a quimica supramolecular que atualmente s&o
indispensaveis para regular ou prever as estruturas passiveis de sintese [10, 16, 20].

O método solvotérmico continua a ser 0 mais utilizado, porém apresenta
algumas desvantagens como a utilizacdo de temperaturas elevadas, tempo
prolongado de sintese, uso de solventes téxicos, formagédo de fases impuras e baixos
rendimentos [22, 44, 45]. Dessa forma, otimizar as caracteristicas do processo ou
utilizar reagentes e métodos alternativos pode contornar esses empecilhos [15]. Uma
preocupacao do ponto de vista ambiental é utilizar precursores menos nocivos e que
produzam uma quantidade menor e menos toxica de residuos [22, 46].

Uma inovacgdo no desenvolvimento das MOFs é a sintese reticular, a qual prevé
a utilizacdo de clusters metalicos, também denominados SBUs (Unidades de
Construcdo Secundarias) introduzidos pelo trabalho do professor Omar Yaghi em
2006 [12, 37]. A utilizagdo dos mesmos preconiza que a geometria e os modos de
coordenacao ja bem definidos pelas ligacdes fortes no cristal pode facilitar a formacgao
de uma rede porosa estendida através da coordenacdo com os ligantes organicos [4,
24, 42]. O resultado final costuma ser um po insoltvel passivel de transformacdes de
acordo com sua utilizacdo, seja em forma de pellets, discos, pérolas, extrudatos entre
outros [40].

Outra novidade na sintese desses compostos de coordenagdo s&o as
denominadas alteracBes pos-sintéticas, que visam inserir diferentes grupamentos na

estrutura ja formada sem alterar sua topologia e consequentemente obter materiais
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de alta complexidade e funcionalidade [15, 42, 47]. As principais alteracdes consistem
basicamente em modificacées no grupo funcional do ligante, adicdo de outro centro
metélico e na substituicdo de um dos compostos coordenados ao metal por outro [48].
Com isso, a depender da modificagéo, € possivel facilitar processos de separacao ao
alterar os grupos funcionais capazes de interagir com 0s compostos adsorvidos nos
poros, ou ainda conferir uma multifuncionalidade ao material ao adicionar compostos

com propriedades alternativas aos precursores [22, 33, 43].

3.1.2. Propriedades e aplicacdes

Mesmo com uma gama de estruturas ja sintetizadas e a grande possibilidade
de formacdo de novas estruturas, compostos de coordenacdo do tipo MOF vém
ganhando espag¢o na comunidade cientifica, 0 que pode ser facilmente comprovado
pelo vertiginoso aumento de trabalhos publicados nas ultimas décadas [11, 13, 49, 50,
51]. Esse grande interesse advém das propriedades Unicas desses materiais como a
elevada area superficial, tamanho de poro varidvel, baixa densidade, estrutura
organizada e ajustavel de acordo com os precursores e condi¢des de reacdo, alta
cristalinidade e no geral, uma excelente estabilidade térmica e quimica [8, 11-13, 20,
21, 27, 37, 39]. A facilidade de obtencdo e o baixo custo facilitam e possibilitam o
expressivo niumero de pesquisas com essa classe de compostos [12, 41, 43, 52].

Com esse conjunto de propriedades e caracteristicas as MOFs sao utilizadas
e pesquisadas em diversos setores [13]. O destaque na utilizacdo dessa classe de
material esta na adsorcao e separacao de gases, a qual apresenta diversos resultados
promissores na literatura [11, 14, 20]. Porém, esses compostos também encontram
aplicacBes nas areas de catélise heterogénea, 6ptica ndo-linear, condutividade de
prétons, armazenamento de energia, desenvolvimento de diversos tipos de sensores,
conversdo de energia solar em energia elétrica, remocdo de moléculas téxicas ou
potencialmente nocivas e diversas aplicagbes biomédicas [8, 19, 21, 30, 37, 39, 41,
43, 46, 53, 54, 55].

3.1.3. Liberadores de farmacos e sensores biol6gicos
Dentre as atuais pesquisas com as MOFs um ramo tem se destacado, a
utilizacdo desses compostos como liberadores de farmacos e sensores biolégicos [9,
26, 50, 53, 55-57]. Esses compostos passaram a ser preferidos em relacdo a

carreadores como zedlitas, nanoparticulas de ouro ou prata e lipossomas devido as
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suas estruturas adaptaveis, tamanhos reduzidos, facilidade de incorporacdo de
farmacos em grandes quantidades juntamente com suas biocompatibilidade e
possibilidade de liberacdo controlada [4, 12, 14, 15, 20, 21, 41, 57]. Aliado a isso estao
as novas descobertas sobre a estabilidade e conformacéo estrutural desse tipo de
polimero, o que trouxe a tona a maior vantagem, a de tornar a estrutura passivel de
resposta a um certo estimulo, conferindo uma liberacdo lenta e possivelmente
especifica a uma determinada condigcéo [15, 23, 26, 35, 56, 57]. Consequentemente,
essas estruturas apresentam-se como uma promissora alternativa a novos
tratamentos que visam uma maior eficacia e menor custo.

Um estudo pioneiro na utilizacdo de MOFs como liberadores de farmaco foi o
de Horcajada et al (2006) ao utilizar a MOF MIL-100 e MIL-101, a base de cromo e
tereftalato, para adsorver o ibuprofeno, um potente agente contra dor e com possivel
atividade antitumoral [58]. Nos primeiros estudos a liberacdo ocorreu de forma
relativamente rapida, porém, com elevada capacidade de adsorcéo, 1,4 g de farmaco
por grama da MOF MIL-101 [58]. Buscando compreender os mecanismos da adsorgéao
e fatores envolvidos no processo, 0 mesmo grupo relata uma liberacdo controlada no
trabalho desenvolvido em 2008 utilizando as estruturas com ferro, MIL-53, e cromo,
MIL-53, onde a liberacdo do ibuprofeno ocorreu de forma controlada por até 3
semanas [59].

Outros estudos de sucesso séo os estudos de Li et al (2017) com a adsorcao
de ibuprofeno e lansoprazol em MOFs a base de ciclodextrinas, e o trabalho de Wang
e colaboradores (2015) com MOFs a base de zinco capazes de adsorver compostos
volateis com elevada capacidade antimicrobiana [44, 60]. A grande possibilidade de
atuacdo de MOFs como agentes antitumorais € revelada pelas pesquisas de Lazaro
e colaboradores (2018), Branddo e Guieu, 2020, Noorian e colaboradores (2020) e
Wu e Yang (2017) evidenciando resultados promissores contra diferentes tipos de
linhagens cancerigenas [30, 61-63]. Embora os tratamentos ainda estejam em fase
de estudo, os resultados promissores e a capacidade de melhorar o tratamento de
diversas enfermidades torna o estudo das MOFs cada vez mais relevante [26].

Liang e colaboradores (2020) trouxeram a tona a capacidade de encapsular
enzimas em MOFs para utiliza-las como catalisadores, e Li e colaboradores (2016)
utilizaram esses compostos hibridos para adsorver virus e fabricar vacinas passiveis

de utilizagéo e armazenamento em temperatura ambiente [64, 65].
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A possibilidade de atuacdo como sensores bioldgicos também ganhou espaco
entre as MOFs, sendo incluidos como ligantes ou nos poros presentes na estrutura
compostos capazes de absorver e emitir radiagdo, permitindo assim diagndsticos por
imagens e também moléculas passiveis de reacdes eletroquimicas atuando como
sensores [13, 19, 51, 53, 57]. O estudo de Yin et al. (2016) por exemplo, traz a
construcdo de um biossensor colorimétrico construido a base da estrutura ZIF-8 e
encapsulando em seus poros a hemoglobina bovina [66]. O éxito do estudo reside na
rapidez e alta capacidade de deteccéo de peroxido de hidrogénio, atuando como um
sensor eletroquimico [66].

Entretanto, o uso de MOFs em pesquisas relacionadas ao contato com o
organismo humano chamou a atencdo nos Ultimos anos a um ponto de extrema
importancia, a seguranca dessas estruturas ao contato e metabolizag&o no organismo
[22, 30]. Sdo conhecidos os efeitos nocivos que alguns metais podem provocar no
organismo humano, sem contar na bioacumula¢do que pode gerar sérios problemas
ao longo do tempo [15]. Adicionalmente os ligantes e solventes utilizados na sinteses
desses compostos de coordenacgdo também podem apresentar risco a saude [67, 68].

Dessa forma, uma classe diferente de MOFs vem sendo idealizada e construida
principalmente na ultima década, as Bio-MOFs, que tem por objetivo fundamental
reduzir ou eliminar os riscos inerentes ao contato desse tipo de estrutura com o

organismo humano [4, 13, 15, 63].

3.1.4. Bio-MOFs

Juntamente com a premissa da quimica verde, de produzir compostos menos
nocivos e utilizando materiais e insumos com menor toxicidade, surgiram as estruturas
denominadas Bio-MOFs [49, 69, 70].

As Bio-MOFs séo formadas a partir de compostos enddégenos ou elementos
gue apresentem elevada biocompatibilidade e reduzida toxicidade [4, 28, 30, 69, 71]
Assim, esses tipos de compostos buscam minimizar os possiveis efeitos adversos
causados pela ingestdo ou contato com determinadas substancias e como
consequéncia utiliza-los em sistemas bioldgicos com uma eficiéncia similar ou maior
as estruturas até entdo conhecidas e que possibilitem uma gama de aplicagfes ainda
maior [4, 13, 22].

Para a construcao das estruturas tipicas das Bio-MOFs os centros metalicos

utilizados sdo metais atoxicos ou com uma toxicidade reduzida, o que evita a



31

bioacumulacao no organismo e possiveis efeitos adversos como quelacéo [15, 57, 63,
72]. Exemplos desses metais sdo Ca, Zn, Mg, Cu e Co, metais presentes no
organismo humano e que apresentam uma dose letal muito alta, ndo apresentando
riscos a saude humana nas doses administradas [15, 22, 25, 44].

Ja as possibilidades para os ligantes organicos utilizados nas Bio-estruturas
sao inumeras [30]. Atualmente, a preferéncia € por compostos bidticos como bases
nitrogenadas, aminoacidos, peptideos e carboidratos, ou ainda compostos
biocompativeis como é o caso das ciclodextrinas, vitaminas, porfirinas e dos
polissacarideos [4, 9, 13, 22, 30, 57, 69].

Dessa forma, esses materiais apresentam, em teoria, um menor risco ao
contato humano a curto e a longo prazo, e tendem a facilitar sua incorporagéo pelo
organismo humano apds a ruptura da estrutura, evitando efeitos adversos
provenientes da interacdo entre os compostos liberados e o organismo, mesmo
durante sua metabolizacao [35, 52].

Exemplos de sucesso podem ser facilmente encontrados na literatura como o
trabalho de Wang e colaboradores que sintetizaram uma estrutura a base de ions de
Fe3* e 4cido galico para encapsular proteinas, estrutura essa que mostrou-se eficiente
em terapia fotodindmica para tratamento de células tumorais com alta eficiéncia
terapéutica e efeitos colaterais minimos [73].

Miller e colaboradores também sintetizaram uma Bio-MOF a base de ferro,
porém utilizando como ligante o acido nicotinico, um agente endégeno com diferentes
propriedades terapéuticas, que foi liberado lentamente em condicdes fisiologicas
simuladas, através da degradacdo do composto de coordenacéao [74].

Na linha da liberacdo controlada, Cai e colaboradores propuseram a Bio-MOF
denominada ZnBTCA, construida a partir de ions Zn?* e dos ligantes adenina e do
ligante benzeno-1,3,5-tricarboxil [75]. O composto por eles sintetizado ndo apresenta
toxicidade, porém facilita a interagdo com o DNA e a partir do estabelecimento dessa
interac&o ocorre a liberagdo controlada de um potente agente anticancerigeno contra
células de cancer de ovario resistentes, anteriormente adsorvido no poro da estrutura
[75].

Ainda utilizando como centro metélico o zinco, Tamames-Tabar e
colaboradores sintetizaram a BioMIL-5, um bio-composto a base de ions Zn?* e &cido

azelaico que combina a atividade antimicrobiana e dermatologica de seus
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constituintes, resultando em um potente agente contra micro-organismos topicos
como S. aureus e S. epidermis [76].

Shoueir e colaboradores ao sintetizar uma Bio-MOF a base de zinco e guanina,
encapsularam em seu interior moléculas de polianilina de forma a utilizar o composto
formado como agente antimicrobiano e na deplecéo do farmaco ciprofloxacino, ambos
através de reacdes fotocataliticas utilizando luz visivel [71].

Todavia, a pesquisa com esse tipo de estrutura ainda € considerada recente e
os estudos relacionados a toxicidade e a acdo desses compostos no organismo
humano carecem de maior desenvolvimento [22, 30, 35]. Além disso, a busca por
novas estruturas biocompativeis, capazes de atuar sem prejuizo, que facilitem a
liberacdo de farmacos e os faca de forma controlada, diminuindo as doses
necessarias, € um campo em crescimento, visto que ha muitas possibilidades ainda
nao exploradas [4, 15].

Como consequéncia, a demanda para a producdo dessas Bio-MOFs é
crescente e a pesquisa relacionada a essas estruturas, além de recente, apresenta
inUmeras possibilidades ainda ndo exploradas [22, 30]. Assim como nas MOFs em
geral, as possibilidades de estruturas e utilizacgdes com base nos diferentes
constituintes, solventes e condi¢cdes reacionais sdo inUmeras. Um dos destaques

atuais da na literatura é a utilizacdo de aminoacidos para a construcdo desses

compostos.

3.2. Aminoécidos

Os aminoé&cidos sdo compostos essenciais a manutencdo do organismo
humano, desempenhando fun¢gbes primordiais uma vez que Sao 0S constituintes
basicos, ou monémeros das proteinas, responsaveis por toda informacao genética do
organismo, além de mediar a maioria das rea¢des enddgenas [13, 50, 53].

Existem 20 aminoacidos primarios naturais conhecidos, sendo 0s essenciais
nao produzidos pelo organismo humano e 0s n&o essenciais estruturas sintetizadas
pelo organismo [16]. Além disso, ha estruturas denominadas aminoacidos especiais,
formadas pela reacdo quimica dos aminoacidos primarios.

Sua estrutura é caracterizada por quatro por¢cdes diferentes, ilustradas na FIG.
3.5. Em uma extremidade hd um grupamento amino e outra um grupamento

carboxilato, a presenca de um hidrogénio no carbono alfa, e um grupamento ligado ao
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carbono alfa denominado cadeia lateral, que ira diferenciar a estrutura de cada

aminoécido [13].

¢

Figura 3.5: Esquema representativo das partes que constituem uma molécula
genérica de um aminoécido.

Fonte: Proprio autor, 2021.

Consequentemente, a diferenca entre a cadeia lateral de cada aminoacido ira
gerar propriedades diferenciadas, o que leva a fun¢des diferentes no organismo [50].
Por isso, os amino&cidos podem ser classificados em quatro grupos: aminoacidos com
grupamento apolar ou hidrofébico, os menos sollveis, como a glicina, triptofano e
fenilalanina; aminoacidos com grupamento polar ndo carregado, compostos soluveis
como a cisteina, asparagina e tirosina; aminoacidos basicos, com cadeia lateral polar
carregada positivamente, representados pela lisina, histidina e arginina; e o0s
aminoacidos acidos, como o acido glutamico e acido aspartico, que possuem uma

cadeia lateral carregada negativamente [16].
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Figura 3.6: Classificacdo dos aminoacidos.
Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2011[77].

3.2.1. Aminoacidos e MOFs

Dessa forma, como hd ao menos dois pontos de coordenacdo possiveis,
grupamento amina e carboxilato funcionando como acido e base, os aminoacidos sao
considerados aptos a tornarem-se ligantes organicos em estruturas do tipo MOFs [9,
25, 47, 57].

Os aminoacidos séo utilizados nas sinteses de MOFs em diversos trabalhos
publicados. Porém, em sua maioria, o uso dessas moléculas bioativas reside na
adsorcdo das mesmas nos poros de estruturas ja formadas, como retratado por
Chandrasekhar et al. (2016) e também como controle para o0 processo de
cristalizagdo, como nos trabalhos de Canivet et al. (2011), Gutov et al. (2016), Liang

et al. (2016), Marshall et al. (2016) e Zou et al. (2020) [9, 16, 24, 53, 69, 78]. Entretanto,
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a possibilidade de atuar como ligante nas estruturas desses compostos de
coordenacao aumentou ainda mais a visibilidade dos aminoacidos.

A grande vantagem na utilizagdo desses componentes em compostos de
coordenacdo estd em tornar as estruturas formadas mais compativeis com o
organismo humano, e evitar ndo apenas efeitos adversos da acdo do corpo contra
substancias estranhas, mas diminuir possiveis efeitos nocivos que a estrutura possa
provocar ao organismo humano, fator muito discutido na atualidade [28].

Os trabalhos pioneiros nessa area sédo do inicio dos anos 2000 como o de
Anokhina e Jacobson (2004) que sintetizaram uma MOF quiral unidimensional
utilizando o aminoacido acido L-aspartico e o metal niquel através do método
hidrotermal resultando em uma sub-rede helicoidal estendida e um produto
opticamente puro [79]. Vaidhyanathan et al. (2006) também utilizaram o acido
aspartico para sintetizar uma estrutura a base de niquel onde a capacidade de sor¢ao
enantiosseletiva depende fortemente da interacdo entre o grupo funcional da molécula
hospedeira com a molécula do ligante na estrutura da MOF [80].

Os exemplos na literatura utilizando o acido aspartico séo diversos, Ghosh e
Sanguramath (2008) reportam a sintese de polimeros de coordenacdao tridimensionais
a partir do referido aminoacido tendo como n6 os metais chumbo, niquel e cobalto,
todos obtidos através da sintese hidrotermal [81]. Outra MOF tridimensional a base
de acido aspartico foi apresentada por Gould et al (2010) onde utilizando zinco como
centro metalico obteve-se a estrutura homoquiral que exibe multiplas geometrias de
coordenacao e a formacdo de uma rede de coordenacao bem definida [82].

WoZniczka et al (2016) e colaboradores estudaram a influéncia do aminoacido
utilizado na sintese para a formacdo de uma estrutura estavel com o cobalto e o
imidazol para captacao de oxigénio e atuagcdo como substitutos de sangue artificiais
[83]. Os aminoacidos testados foram histidina, acido aspartico, lisina e asparagina,
sendo o resultado positivo para o aminodacido histidina [83].

Xie et al (2007) seguiram uma linha de pesquisa diferenciada, utilizando
estruturas derivadas dos aminoacidos fenilalanina e tirosina para controlar o tamanho
e a forma das estruturas bidimensionais formadas com os metais zinco e cadmio [28].

Chen et al (2009) partiram do aminoacido glicina como segundo ligante na
sintese de MOFs 3D juntamente com ligantes azido e os metais manganés, cadmio e

cobre [84]. A diferente constituicdo dos polimeros de coordenacdo resultou em
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topologias e propriedades magnéticas distintas diretamente ligadas a coordenacéao
entre metal e ligantes [84].

Recentemente Zhao e colaboradores (2020) sintetizaram um polimero de
coordenacdo com base na reagdo da estrutura ZIF-67 e uma estrutura derivada do
aminoacido acido glutamico e originando uma estrutura helicoidal quiral com elevada
capacidade de reconhecimento e quantificacdo de enantibmeros da penicilina ao
utilizar o material obtido como sensor eletroquimico [55].

O sucesso da sintese a partir desses biocompostos estd diretamente
relacionado a estrutura escolhida como ligante. O acido glutamico, principal
aminoacido utilizado no ciclo da ureia, chama a atencdo para a construcdo de
polimeros de coordenacao devido a presenca de um segundo grupamento carboxilico
em sua cadeia lateral, 0 que € vantajoso visto que € um dos principais grupamentos
utilizados na coordenacdo com os centros metalicos [13]. Além disso, em pH
fisiol6gico sua estrutura encontra-se na forma ionizada, com o grupamento carboxila
apresentando carga negativa, facilitando a coordenacgéo ao metal.

Foram reportadas estruturas do tipo MOF utilizando o &cido glutdmico como
ligante, como relatado por Gramaccioli e Marsh (1966) em um estudo mais teorico
onde obtiveram um composto de coordenacéo a base de ions cobre em uma estrutura
de duas dimensdes, investigando a formacdo dessa estrutura, suas propriedades
magnéticas e as interacdes responsaveis pela formacédo da mesma [85]. Long et al
(2009) conseguiram estruturas tridimensionais semelhantes a zedlitas a partir do 4cido
glutdmico coordenado aos metais cobre, zinco e cobalto e utilizando uma simples
reacao hidrotermal [86].

Alguns anos depois Kathalikkattil et al (2015) utilizaram o &cido glutamico e
zinco, como centro metalico, na construcdo de uma MOF 3D com uma rara topologia,
por uma via ambientalmente amigavel e obtendo uma estrutura com efetiva atividade
catalitica na sintese de carbonatos ciclicos a partir de diéxido de carbono e epdxidos
[87]. Em um trabalho subsequente com a mesma estrutura Kathalikkattil et al. (2016)
atestaram a atividade catalitica da estrutura para reacées em condicfes umidas na
fixacdo do didxido de carbono formado a partir dos gases de combustdo e como uma
aplicacédo industrial vidvel [88].

Com base na mesma estrutura sintetizada anteriormente [87], Wu e

colaboradores atestaram a capacidade da MOF de zinco e &cido glutamico em
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degradar os corantes violeta de metila e Rodamina B através de reacdes
fotocataliticas [18].

Diferentemente dos estudos anteriores, Isamil et al (2016) sintetizaram uma
MOF a base dos metais cobre, cobalto, zinco e niquel tendo como ligante primério o
acido glutamico e ligante secundario o acido nitrilotriacético [89]. Os compostos
tridimensionais formados foram caracterizados e testados sua atividade
antimicrobiana e antitumoral, confirmadas para algumas estruturas [89].

Além da sintese hidrotermal comumente utilizada € possivel fazer uso de outras
técnicas na sintese de compostos com o acido glutamico, como reportado por Can et
al. (2020) que construiram MOFs com o acido glutamico e os metais niquel, cobre e
cobalto a partir do refluxo com etanol [90]. ApGs caracterizagdo dos materiais sua
biocompatibilidade e atividade microbiana foram testadas e aprovadas além de sua
possivel atuacdo como sensor para amonia, o que abre uma ampla gama de
aplicacdes biomédicas e industriais para os compostos sintetizados [90].

Todavia, embora existam estruturas ja desenvolvidas e estudadas, ainda h&a
muitas estruturas passiveis de estudo utilizando componentes endégenos como
ligantes organicos e metais atoxicos que apresentem elevada biocompatibilidade e
baixa ou nenhuma toxicidade e capazes de atuar como liberadores de farmacos [22].
O presente estudo preconiza o desenvolvimento dessas Bio-MOFs, a partir de rotas
sintéticas mais verdes, sua caracterizacao e avaliacdo da atuacdo como um composto

biocompativel com potenciais aplicacdes farmacolégicas.

3.3. Farmacos

A utilizacdo de farmacos em conjunto com novos materiais € um tema em alta
na sociedade cientifica atual [5]. A busca por melhorar sua acao, diminuir os efeitos
adversos além de estratégias para combater a resisténcia desenvolvida pelos micro-

organismos sao alvo de constante pesquisa [6, 7].

3.3.1. Norfloxacina

A norfloxacina é uma fluoroquinolona de terceira geracéo patenteada em 1978,
atuando como um antibiético de amplo espectro com ac¢ao principal no tratamento de

infeccdes do trato urinario, respiratorio e pele [7, 91]. Seu mecanismo de a¢ao consiste
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na interacdo com as enzimas bacterianas DNA girasse (topoisomerase Il) e com a
topoisomerase IV 0 que impede a replicacdo das células bacterianas e rompe a fita
dupla do DNA, ocasionando a morte celular [7, 92].

Assim como outras estruturas da familia das quinolonas, a coordenacdo da
norfloxacina a ions metalicos esta retratada em diversos trabalhos da literatura, como
forma de aumentar sua eficacia, propor novos mecanismos de acdo e combater a
resisténcia a esse antibiotico ocasionada pelo uso desenfreado do mesmo [91-
93]Zhang et al. (2021).

Sua estrutura, apresentada na fig. 3.7, mostra diversos possiveis pontos de
coordenacdo do farmaco a ions metalicos, com destaque para 0S grupamentos

carboxila, carbonila e o nitrogénio do anel piperazinico [7].
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Figura 3.7: Estrutura do farmaco norfloxacina.
Fonte: Adaptado de Refat, 2007 [93].

Dessa forma, é possivel encontrar diversos trabalhos relatando a coordenagéo
da norfloxacina a ions metélicos como o trabalho de Wang e colaboradores (2004)
onde o farmaco esta coordenado ao cadmio, no exposto por Chen e colaboradores
(2003) na obtengéo inédita com farmaco coordenado ao vanadio e diversos trabalhos
retratando a coordenacédo a ions como Zn, Co, Cu, Ag e Au [4, 7, 92, 94, 95].

Exemplos de sucesso como no trabalho de Li e colaboradores (2003) que
retratam a sintese de um complexo de norfloxacina com o ion prata utilizado na
prevencéao de infec¢des bacterianas ao tratar queimaduras, com resultados superiores

aos observados nos tratamentos convencionais com sulfadiazina de zinco e prata [96].
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Além disso, no trabalho de Refat e colaboradores (2007) fica evidente que os
complexos obtidos com norfloxacina e os metais prata, cobre e ouro possuem uma
atividade antimicrobiana superior ao farmaco isolado para a bactéria P. aeruginosa e

para o fungo Penicillium verrcosum [93].

3.3.2. Isoniazida

A isoniazida é um farmaco sintético presente no mercado desde 1952, sendo
mundialmente utilizada no combate ao M. tuberculosis, principal causador da
tuberculose [5, 97, 98]. Seu mecanismo de acdo depende essencialmente do
nitrogénio presente no anel piridina e da fragao hidrazida em sua estrutura conforme
demonstrado na Fig. 3.8 [98, 99]. De carater predominantemente bacteriostéatico, a
isoniazida bloqueia a acdo da enzima responsavel pela sintese do acido micélico,
componente essencial da parede celular das micobactérias [4, 100, 101]. Além disso,
possui um efeito bactericida ao elevar o nivel de ATP o que através de uma série de

eventos leva a morte celular [98].
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Figura 3.8: Estrutura do farmaco isoniazida.
Fonte: Adaptado de Mashhadi,Yunus e Bhatti, 2021 [102].

Atualmente no tratamento para tuberculose sé&o utilizados farmacos
combinados, sendo a isoniazida um deles [100, 103]. Entretanto um dos problemas
enfrentados com a utilizacdo desse farmaco em terapias multiplas é sua estabilidade
e biodisponibilidade [102]. Além disso, como o tratamento com isoniazida costuma ser

de longo prazo, o mesmo pode provocar hepatotoxicidade e neurite periférica [4, 99].
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Outro grave problema relacionado a utilizacdo da isoniazida esta na resisténcia
desenvolvida pelos micro-organismos frente a acdo do farmaco [99, 101]. Dessa
forma, por se tratar de um medicamento de primeira linha, novas estratégias para
contornar essa resisténcia ao antibiético e também potencializar a acdo no organismo
vém sendo estudadas [101, 102].

Um dos destaques é o trabalho de Dos Santos e colaboradores (2021) que
sintetizaram um complexo de prata com a isoniazida e N-acilhidrazonas, composto
esse que apresentou uma atividade antimicrobiana contra oito cepas diferentes de M.
tuberculosis, inclusive a cepas clinicas multirresistentes, mostrando um grande
potencial contra a resisténcia bacteriana [101].

J& Souza e colaboradores. (2021) focaram em melhorar a acdo da isoniazida
ao promover a adsorcao do farmaco na zedlita Faujasite-Y [103]. Com o sucesso da
adsorcdo e uma liberacdo controlada do farmaco, além de possibilitar uma menor
dose ingerida e aumentar a estabilidade pode ainda auxiliar na resisténcia ao
promover um mecanismo de liberacao diferenciado [103].

Em trabalhos com MOFs o0 exposto por Simon e colaboradores (2019) é um
pioneiro ao mostrar a potencialidade da MIL-100 a base de Fe de adsorcao do farmaco
isoniazida levando a liberacédo controlada do mesmo e diminuindo potenciais efeitos
adversos relacionados ao uso a longo prazo, além da biocompatibilidade do carreador,
sem comprometer a eficacia do tratamento [99].

Subsequentemente Wyszogrodzka-Gawet e colaboradores (2019) trouxeram
inovacdes no que se trata de MOFs ao propor a utilizacdo da MOF MIL-101 a base de
Ferro contendo a isoniazida adsorvida em um sistema complexo de microparticulas
carregadas [104]. Essas microparticulas seriam administradas oralmente por meio de
um spray inalavel e com capacidade de monitoramento de sua distribuicdo no pulméo
por meio de suas propriedades de contraste em ressonancia magnética [104].

Fica evidente que a combinacéo de ambos os farmacos com novos compostos
como as MOFs tem uma grande aplicabilidade principalmente no que tange a
eficiéncia e combate a resisténcia bacteriana. Entretanto a utilizacdo dos mesmos
como componentes estruturais e ndo como moléculas hospedeiras ainda € um campo

inexplorado que pode elevar ainda mais a capacidade desses novos compostos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes carbonato de cobalto (1), carbonato basico de cobre, carbonato
bésico de zinco, carbonato de manganés, acido glutamico, isoniazida, norfloxacina e
sulfanilamida foram comprados da Sigma Aldrich. Os dois derivados da estrutura da
isoniazida foram obtidos no laboratério através de metodologia ja consolidada [105] e
a dgua destilada utilizada foi preparada na propria Unioeste campus de Toledo.

Para o ensaio de citotoxicidade, o cloreto de sddio utilizado foi da marca Neon
enquanto o bicarbonato de sodio da Synth. Os cistos de Artemia salina foram
comprados da GTaquarium. Ja para o teste de atividade antimicrobiana utilizou-se

como meio de cultura o caldo LB Lennox proveniente da Acumedia, o agar da INLAB.

4.1. SINTESES

Todas as reacfes entre os carbonatos metalicos (metal) e o acido glutamico
(ligante) foram realizadas considerando a propor¢céo molar metal:ligante igual a 1:1.
Eventualmente em um caso ou outro, considerou-se usar um excesso do carbonato

metalico para compensar eventuais impurezas e decomposicoes.

4.1.1. Reacdo entre carbonato de cobalto e acido glutamico (Sintese da
MOF Co-Glut 1)

Para a sintese da MOF utilizando como centro metdlico o cobalto, foram
dissolvidos 102 mol de acido glutamico (1,4713 g) em 80 mL de agua destilada com
aguecimento entre 80 e 90 °C e agitacdo magnética em chapa de aquecimento.
Depois da dissolucédo completa do &cido, 1,7841 g (1,5 x 102 mol) de carbonato basico
de cobalto (excesso de 50%) foram cuidadosamente adicionados a solucédo e ao
cessar a evolugdo de CO2, a solugéo resultante foi filtrada a quente. A solugao
purpura resultante foi acondicionada protegendo-se do acumulo de matéria estranha
ao meio reacional, tampando-a com papel de filtro, e permaneceu em repouso a
temperatura ambiente por cerca de 10 dias, para o crescimento dos cristais. ApOs
esse periodo os cristais obtidos foram filtrados, lavados com agua destilada e secos
a temperatura ambiente. O sélido obtido foi entdo acondicionado para posterior

caracterizagao.
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4.1.2. Sintese da MOF Co-Glut 2

Também utilizando o cobalto como no foi sintetizado um composto seguindo a
metodologia proposta por Long et al. (2009) onde uma proporgéao metal:ligante de 1:1.
2,5 x10° mol de acido glutamico e 2,5 x 102 mol de CoCl2.6H20, foram misturados
em um tubo de vidro de 15 mL de capacidade, sendo adicionados 12 mL de agua
destilada [86]. Na sequéncia foi adicionado 0,3 mL de trietilamina para controle do pH.
Imediatamente observou-se mudanca na coloracdo da solucédo e a formacgao de
grumos. A solugdo foi colocada em banho com ultrassom por 5 min para
homogeneizacéo e levada ao forno a 100 °C em um reator de teflon acondicionado
em um reator de inox. A reacao foi finalizada apds 72 h e o material resultante foi

filtrado, lavado com agua destilada e devidamente acondicionado.

4.1.3. Reacdao entre carbonato basico de cobre e acido glutamico (Sintese
da MOF Cu-Glut)

O processo de sintese com o cobre é semelhante ao do cobalto no Co-Glut 1,
porém a proporcao molar utilizada foi 1:1 em relag@o ao acido glutamico e a porgcéo
de carbonato de cobre presente no carbonato basico de cobre (CuCOs3.Cu(OH)2)
Dessa forma, utilizou-se 1,4713 g de acido glutamico e 2,2111 g de carbonato basico
de cobre, em 250 mL de agua. Como apenas o carbonato de cobre presente no
composto reage com o &cido glutdmico, apdés a liberagdo do CO2, o sélido
remanescente foi separado do meio reacional por filtracdo a quente e a solucédo azul
intensa foi acondicionada até a precipitacdo de cristais azuis em aproximadamente 10
dias. Em seguida, os cristais azuis foram filtrados, lavados com agua destilada, secos

e devidamente acondicionados.

4.1.4. Reacdo entre carbonato béasico de zinco e acido glutamico (Sintese
da MOF de Zn-Glut)

Para esta sintese foi utilizado como fonte de zinco o carbonato basico de zinco,
cuja férmula é 2ZnC03.3Zn(0OH)2.H20. A proporgao molar metal:ligante utilizada foi de
exatamente 1:1. Para tanto, dissolveram-se 7,3565 g (5 x 102 mol) de acido glutamico
em 300 mL de agua destilada que foi aquecida entre 80 e 90 °C e adicionaram-se
3,4223 g de 2ZnC03.3Zn(0OH)2.H20 (102 mol). Depois da adi¢édo a solugdo foi mantida
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sob aquecimento entre 80 e 90 °C por 20 min e entéo foi filtrada. O solido precipitado
foi recolhido em papel de filtro e lavado com agua destilada sem misturar o liquido de
lavagem com o filtrado inicial, e seco em estufa a 60 °C por 48 h. O filtrado foi
acondicionado para envelhecimento e precipitacdo de cristais incolores, que foram
filtrados depois de 10 dias, lavados com agua destilada e igualmente secos por 48 h

em estufa a 60 °C.

4.1.5. Reagdes pos-sinteses

Para as tentativas de incorporacédo dos antibidticos norfloxacina, isoniazida e
dois derivados de isoniazida as estruturas previamente preparadas foi considerado
que a estrutura da MOF formada possuia em sua férmula minima um ion metalico
ligado a dois ligantes glutamatos e duas moléculas de agua, porém com a proporcao
metal:ligante igual a 1, em um composto de férmula geral [M?*(Glut?)]» 2H20. Dessa
forma, considerando a substituicdo da agua pelo respectivo antibiotico foram feitos
testes para a correta proporcdo de antibiotico necessario para a reacdo, tomando
como base a qualidade dos eventuais cristais formados. Assim, a proporcao para as
reacoes entre os compostos de cobalto e de cobre com isoniazida foi de 1:2, dois mols
da MOF para 2 mols de farmaco. Para os derivados de isoniazida, (E)-N'-(piridin-4-
ilmetileno)isonicotinohidrazida (Iso-Hid) e acido 4-[(E)-{[(piridin-4-
ilfformamido]imino}metillbenzoico (Iso-Carb), um excesso de 10% farmaco em relacéo
a quantidade de MOF foi suficiente para reagdo completa sem aparente resquicios da
estrutura da MOF precursora. Para a norfloxacina uma propor¢cdo de MOF: Farmaco
de 1:1,5 foi suficiente para a formacdo de um composto aparentemente puro com

cristais de boa qualidade.

4.1.6. Reacdes em reator encamisado

Apods a mistura em um tubo de reacéo, com 15 mL de capacidade, de 10 mol
da MOF correspondente com a quantidade necessaria do antibidtico, (2.10 mol de
isoniazida, 1,1 x 10 mol dos derivados de isoniazida e 1,5 x 102 mol de norfloxacina),
foram adicionados 10 mL de &gua destilada ao tubo e a solugdo, foi levada ao
ultrassom por 2 min para a solubilizacdo do farmaco e homogeneizacdo. Em seguida
o0 tubo foi alocado no reator de teflon e selado no reator de inox, levado ao forno com
aguecimento a 100 °C por 72 h. Depois de transcorrido esse tempo, o reator foi
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mantido no forno para despressurizacao e resfriamento e depois de aproximadamente
12 h os sdlidos foram filtrados, lavados com agua destilada, secos a temperatura
ambiente e acondicionados em frascos eppendorf. Essas rea¢fes foram feitas (até o
momento) com as MOFs de cobalto, cobre e zinco.

4.1.7. Reacdes em refluxo

Também foram realizados estudos em refluxo, buscando a obtencao de cristais
com qualidade superior. Dessa forma foram utilizadas as mesmas proporgcdes
MOF:Farmaco que nas reacdes com reator. Foram misturados ambos os compostos
em um balédo de fundo redondo de 50 mL, e adicionados 40 mL do respectivo solvente.
Foram testadas as propor¢des 100% agua e 50% &agua 50% etanol. Montado o
sistema em refluxo com &gua corrente e com chapa de aquecimento a
aproximadamente 100 °C, o sistema permaneceu em reacdo por cerca de 5 dias,
sendo adicionadas porcdes de solvente de acordo com a evaporagao para manter a
quantidade de solvente em 40 mL. Apds o fim da reacdo, o sélido obtido foi filtrado,
lavado com solvente adequado e seco em temperatura ambiente, para posterior
acondicionamento. O liquido resultante da filtracdo foi armazenado para formacéo de
cristais e apds a completa evaporacdo os mesmos foram filtrados, lavados, secos e

acondicionados de forma semelhante aos obtidos anteriormente.

4.2. Caracterizagdo dos materiais

Todos os sélidos obtidos foram caracterizados por difratometria de raio X de
pd, espectroscopia vibracional na regidao do Infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), analise termogravimétrica
(TGA e DTA), difratometria de monocristal e a espectroscopia na regiao do ultravioleta
e do visivel (UV-VIS).

Para a analise por difratometria de raio x utilizou-se um difratdmetro Bruker,
modelo D2 6 Phaser usando a fonte de radiagdo de Ka do cobre (A = 1,5418 A),
corrente de 10 mA e tensdo 30 kV, em uma faixa 26 de 5 a 60°. Eventualmente usou-
se um difratdbmetro Rigaku modelo Smart Lab SE de 3 kW nas mesmas condicoes,
porém com uma faixa 26 de 12 a 50° e uma fonte de radiacdo Ka do cobre com

comprimento de onda de 1,54059 A.
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As medidas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas no espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Spectrum 100s,
através de pastilhas contendo 1% do composto a ser analisado e 99% de brometo de
potassio (KBr), com acumulacdo de 64 varreduras na faixa dos 400 aos 4000 cm™ e
resolucdo de 8 cm™.

As medidas de TGA foram realizadas em um equipamento da marca Perkin
Elmer, modelo STA 6000, usando cadinhos de Al203 de 150 uL, fluxo de nitrogénio de
20 mL.min, velocidade de aquecimento de 10 °C.mint e medida entre 30 e 900 °C.
Também foram realizadas andlises com fluxo de ar sintético de 20 mL.min*,
velocidade de aquecimento de 10 °C.min"t e medida entre 30 e 600 °C.

A analise de MEV foi realizada utilizado o microscopio da marca Zeiss com o
auxilio do software SmartSEM® V05.06. Como tratamento prévio as amostras foram
submetidas ao processo de metalizacdo, onde sdo depositadas sob uma fita de cobre
dupla-face e recobertas com ouro para analise.

A difratometria de monocristal foi realizada em um difratdbmetro XtaLAB Mini
(ROW) da marca Rigaku. A estrutura foi resolvida com o programa ShelXT 2018/2
pelo método de solucdo dupla e interface grafica do Olex2 [106, 107]. O refinamento
do modelo foi realizado com a verséo 2018/3 do ShelXL 2018/3 usando os minimos
guadrados da matriz completa na minimizacao de F2 [108].

Para a analise utilizou-se a espectroscopia na regido do ultravioleta e do visivel
(UV-Vis) no PerkinElmer modelo Lambda XLS, de feixe simples, utilizando cubeta de

quartzo, e varredura do espectro de 300 nm a 1100 nm.

4.3. Ensaios microbiolégicos

Para avaliar a capacidade antimicrobiana dos compostos obtidos, foram
realizados os ensaios qualitativos a partir do teste de halo de inibi¢ao.

Para tanto primeiramente foram preparadas as placas para cultivo das
bactérias. Foi preparado o meio utilizando 2,125 g de caldo LB Lennox e 2,0134 g de
agar para 100 mL de agua. Os meios foram autoclavados e posteriormente foi
realizado o plaqueamento em placas de petri estéreis.

Em seguida foi realizado o cultivo das cepas de Eschericha coli (ATC-25922) e
Pseudomonas aeruginosa (CCCD-P006), através da técnica de estriamento. Apdos 0

crescimento das bactérias, foi realizado o preparo do meio liquido para o crescimento
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bacteriano, utilizando 2 g de caldo LB Lennox para cada 100 mL de agua, esse meio
foi acondicionado em tubo Falcon com aproximadamente 7 mL de meio, autoclavado
e apos resfriamento seguiu-se com a semeadura a partir de coldnias isoladas obtidas
nas placas anteriormente preparadas.

Na sequéncia foi realizado o crescimento bacteriano utilizando a incubadora
shaker a 36,5 °C, com agitacdo de 20 rpm por aproximadamente 3 h, tempo
necessario para obtencdo de um meio com densidade 6tica entre 0,6 e 0,8 na escala
McFarland [109], sendo a mesma medida com auxilio de um espectrémetro UV-Vis.

De forma a armazenar o cultivos por mais tempo, foi adicionado apos o
crescimento 20% do volume de glicerina e congelados os tubos para posterior
utilizacgéo.

Para o teste do halo de inibicdo foram preparadas novamente placas com o
mesmo meio de cultura descrito anteriormente e autoclavadas. Na sequéncia foi
realizada a semeadura utilizando um swab com o crescimento microbiano preparado
e previamente descongelada. Subsequentemente, foram alocados de forma
equidistante os discos preparados com 8 mm de diametro, contendo para 0s materiais
uma massa de 20 mg, e para o farmaco Canamicina, utilizado como controle, uma
concentracdo de 20 ug.mL?. De forma a evitar possiveis erros, optou-se por testar
apenas 4 discos por placa de 10 cm de diametro.

As placas foram entéo incubadas a 35 °C por 24 h, e em seguida foi realizada
a medicdo dos halos de inibicdo com o auxilio de um paquimetro.

4.4. Avaliacédo da citotoxicidade

De forma a determinar a seguranca na utilizacdo dos compostos obtidos em
um organismo biolégico foi utilizado o microcrustaceo Artemia salina como organismo
de referéncia. Esse bioensaio preliminar de carater qualitativo é muito utilizado para
avaliar a citotoxicidade em organismo humano através do parametro vida ou morte.

Para esse ensaio seguiu-se a metodologia proposta por Meyer et al. (1982),
com algumas modificagbes [110]. A primeira etapa consiste no cultivo dos cistos de
Artemia salina. Primeiramente foi preparado uma solu¢do com agua destilada e
cloreto de sédio, na proporcdo 38 g.Lt. Na sequéncia o pH do meio foi ajustado para
uma faixa entre 8-9 utilizando bicarbonato de sodio. A essa solucao foi adicionada

uma bomba de aquério para oxigenagdo e 0s ovos de Artemia salina. A solugéo
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permaneceu a temperatura ambiente, com iluminagcéo por uma lampada de 100 W a
25 cm de distancia da solucdo por 48 h. Apés esse periodo os nauplios ja atingiram o
estagio 1, ideal para utilizagéo no bioensaio.

Na sequéncia foram preparadas as solu¢cdes dos materiais sintetizados. Como
todos apresentam-se insolUveis em agua, foram preparadas solu¢des concentradas
de 100 pg.mL com 3% de dimetilsulféxido (DMSQO) com agitagdo em ultrassom até a
completa solubilizagdo ou dispersdo do material. Na sequéncia foram realizadas
diluigbes utilizando uma parte separada da mesma solugéo salina utilizada na ecloséo
dos cistos, para obtencéo de solucdes a 50, 20, 10, 5 e 1 yg.mL* do composto a ser
analisado e 1,5% de DMSO, com um volume de solucéo final de 10 mL em cada tubo
de ensaio. Além de uma solucdo controle contendo apenas a solucao salina e 1,5%
de DMSO.

A cada tubo de ensaio, de diferentes concentracfes e para cada composto
testado, foram adicionados 10 nauplios em estagio Il. Essas solu¢des permaneceram
a temperatura ambiente e apenas com a iluminacao da sala por 24 h. Passado esse
tempo, foram contabilizados os nauplios vivos, sendo considerados aqueles que
apresentavam movimentos.

Com os dados obtidos foi calculada a taxa de mortalidade para cada material

testado pela formula de Abbott:
Nt — N

c
%letalidade = N * 100

Onde Nt é o numero de individuos vivos na solucédo teste e Nc o nimero de
individuos vivos na solucao controle.
A determinacgao da dose letal de 50% dos organismos (LDso) foi calculada pelo

método Probit utilizando o software livre R [111].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Materiais obtidos através da reacdo dos ions metalicos com acido
glutamico

De acordo com a estrutura do acido glutamico apresentada na FIG.5.1 e a
esfera de coordenacdo dos metais escolhidos espera-se que na estrutura formada
cada ion metélico esteja ligado a duas moléculas do ligante através da coordenacao
com atomos de oxigénio dos anions carboxilatos, como os compostos descritos em
Can et al. (2020) [90]. Entretanto, as condicbes de sintese como polaridade do
solvente, temperatura, contra-ion e proporcdo dos constituintes podem afetar
drasticamente a estrutura formada, principalmente no que tange a coordenac¢ao dos
ligantes e/ou solventes ao centro metélico. Consequentemente, a suposi¢cao da
organizacao estrutural sera confirmada ou reformulada a partir das diferentes técnicas

de caracterizacao.

O O

HO OH
NH>

Figura 5.1: Representacdo da estrutura do acido L-glutamico.
Fonte: Adaptado de Can et al, 2020 [90].

5.1.1. Aspectos visuais

ApoOs as sinteses observou-se a formacdo de compostos com caracteristicas
visiveis diferentes para cada metal. Na FIG. 5.2 observa-se os precursores utilizados
nas sinteses, sendo todos pos aparentemente amorfos, com excecdo do acido
glutamico, que apresenta um certo brilho e particulas bem definidas, caracteristicas

de um composto com certa cristalinidade.
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Figura 5.2: Imagens dos compostos precursores utilizados nas sinteses: (a) Acido
glutamico; (b) Carbonato de cobalto; (c) Carbonato basico de cobre; (d) Carbonato
basico de zinco.

Fonte: Proprio autor, 2021.

Na FIG. 5.3 apresentam-se as imagens dos compostos formados através das
reagOes entre os carbonatos metalicos e o acido glutamico, alguns deles em distintas
repeticbes. O composto de cobalto Co-Glut 1, mostrado na FIG. 5.3 (a) apresenta-se
como um sélido de brilho intenso e de coloracdo purpura, caracteristica da
coordenacdo do cobalto com oxigénios em uma geometria octaédrica. O composto
obtido em replicata (obtido em uma segunda preparagédo) apresenta-se na FIG. 5.3
(b) como um sélido de coloragéo purpura clara e sem o brilho observado no composto
anterior, o que pode indicar a formag&ao de uma estrutura com menor cristalinidade ou

uma estrutura diferenciada.
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Figura 5.3: Compostos sintetizados: (a) Co-Glut 1; (b) Co-Glut 1 em segunda
preparacao; (c) Cu-Glut 1; (d) Cu-Glut 1em segunda preparacao; (e) Zn-Glut 1; (f) Zn-
Glut 1.

Fonte: Proprio autor, 2021.

Os compostos de cobre, Cu-Glut, mostrados nas FIG. 5.3 (c) e 5.3 (d) (duas
replicatas de sintese) indicam a formacdo de um composto cristalino, pelo brilho do
sélido obtido, bem como aparentemente séo cristais bem definidos, diferenciando-se
entre si apenas pelo tamanho dos cristais formados. A coloracdo azulada também
pressupde a presenca do ion Cu?* em uma geometria octaédrica coordenado
diferentemente do composto de origem de coloracdo verde, ligado aos éanions
carbonato e hidréxido. A mudanca de coloracdo indica a mudanca na esfera de
coordenacdo do centro metalico, sendo que a troca dos ligantes altera o
desdobramento do campo ligante e consequentemente influencia na absorcéo de luz,
provocando a alteragdo na cor [112].

O composto denominado Zn-Glut 1’ mostrada na FIG. 5.3 (f) apresenta-se
como cristais brancos caracteristicos da formac¢ao de compostos com zinco, além do
brilho do solido obtido o que indica a formacdo de uma estrutura cristalina, bem
diferente do composto precursor [112]. Este composto trata-se do solido precipitado
pelo envelhecimento da solugcéo resultante da reagcéo entre o carbonato basico de

zinco e o acido glutdmico. O composto Zn-Glut 1, que foi obtido imediatamente a
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mistura dos reagentes, FIG. 5.3 (e), embora ndo apresente o mesmo brilho esperado
de um material cristalino como uma MOF, tem uma coloracdo branca similar aos
compostos de zinco. Como os compostos de zinco costumam ser essencialmente
incolores ndo é possivel estimar a geometria dos compostos formados apenas pelos
aspectos visuais e da sintese, sendo necessarias técnicas adicionais.

Em relacdo a sintese do composto de Co-Glut 2 seguindo a metodologia
proposta na literatura [86], observou-se que imediatamente ap0s a adicdo da
trietilamina houve a formacéo de duas fases: em uma das fases com a porcao liquida
de coloracéo rosada ficou evidente a formacédo de um sélido arroxeado, enquanto na
segunda fase, superior a anterior, a coloracdo esverdeada parecia conter uma
dispersdo como ilustrado na FIG. 5.4 (a). Ao final da reacéo, a solucdo resultou-se
incolor com um precipitado solido rosado contendo um contaminante de coloracéo

verde, como o exposto na FIG. 5.4 (b).

Vg

Figura 5.4: (a) Imagem do meio de reacional da sintese do Co-Glut 2 depois da adi¢do
de trietilamina. (b) Precipitado obtido apds a sintese.

Fonte: Proprio autor, 2021.

Diferentemente do descrito por Long et al. (2009) o material obtido ndo foi um
composto puro [86]. A trietilamina é usada para alterar o pH do meio reacional da
sintese e assim consumir ions H* provenientes da ionizagdo do acido glutamico. No
caso das sinteses utilizando o carbonato metalico, o préprio carbonato atua como
neutralizador da acidez. Ao elevar o pH a trietilamina pode proporcionar a formagao
de ions OH em excesso, dada a basicidade de amina. Esses ions OH" em excesso
podem precipitar o hidroxido cobaltoso ou formar espécies onde o metal coordena-se
a hidroxila, combinando-se também com o anion glutamato e precipitando juntamente

com o Co-Glut 2. Tentativas de sintese diminuido a quantidade de trietilamina no meio
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reacional conduziram igualmente aos mesmos compostos e, devido a isso, esse

procedimento de sintese foi abandonado.

5.1.2. Reagdes de sintese

Compostos do tipo MOF com ions glutamato e os ions metélicos Cu?* e Zn?*
de formula geral M?*CsH7NO4.2H20 foram preparados através de diferentes métodos
como o descrito por Gramaccioli e Marsh (1966), sendo que para 0 composto com
Cu?* o sal metalico de partida é o Cu(NOs)2 e 0 composto com Zn?* o reagente de
partida € o ZnO [85, 113]. Outro método de sintese de um composto equivalente com
fon Co?* é o descrito por Zhang e colaboradores (2003), que utiliza do Co(ClO4)2.6H20
e o pH é ajustado com NaOH [114]. Compostos com a mesma estrutura contendo os
fons Co?*, Cu?* e com Zn?* foram preparados pelo método descrito por Long et al.
(2009), partindo-se dos sais Zn(NOs3)2.6H20, Cu(NO3)2.3H20 e CoCl2.6H20,
ajustando-se o pH com trietilamina [86]. Todos esses métodos conduzem a compostos
do tipo MOF com estruturas equivalentes, como a mostrada nas FIG 5.5 (a) e (b).
Nesta figura sédo omitidas as moléculas de agua que atuam como hospedeiras da rede
tridimensional.

No presente trabalho foi utilizado como fonte de ions metalicos os respectivos
carbonatos, que concomitantemente atuam como reguladores do pH, dada a acidez
do &cido glutdmico. Os valores e pKa do acido glutamico séo 2,19 e 4,25, sendo o
proton da carboxila ligada ao carbono a o mais acido [77].

Com isso propde-se a reacdo esperada, omitindo-se as moléculas de agua,
sendo que uma molécula de agua atua como ligante e a outra encontra-se hospedada

na estrutura, para cada um dos ions metalicos utilizados como segue:
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Figura 5.5: Representacéo da estrutura formada para o composto Co-Glut a partir da
ficha cristalografica CCDC-179785. (a) Estrutura ao longo dos eixos b e c; (b)
Apresentacao das interacdes intermoleculares a curta distancia.

Fonte: Mercury 2020 verséo 3.0.

Na reacdo do acido glutdmico com o carbonato cobaltoso em proporcéao
estequiométrica 1:1 observou-se que o carbonato metalico decompbs parcialmente,
formando um po escuro. E sabido que o CoCOs quando em reacdes com acidos ou
sob tratamento térmico em presenca de oxigénio decompde-se parcialmente e

preferencialmente em Co304 [115]. Por essa razdo foi necessario utilizar uma
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guantidade maior do carbonato cobaltoso, garantido que a proporcéo estequiométrica
metal:ligante fosse o mais proximo possivel de 1, minimizando a formacéo do
complexo molecular, bastante solGvel, com a propor¢do metal:ligante 1:2, [Co(HOOC-
(CH2)2-CH(NH2)C0OO)2)], como o descrito por Park e Choi (2002) [116]. Esse complexo
permanece em solucdo quando da precipitacdo do composto desejado e o 6xido de
cobalto formado é separado por filtracdo depois de cessar a evolucdo de CO2 no meio
reacional. Assim, o envelhecimento da solucdo garante a precipitagéo de cristais de
[Co(OOC-(CH2)2-CH(NH2)COO)]n (doravante chamado de Co-Glut) de boa pureza
com rendimento aproximado de 40% (com base no acido glutamico utilizado). Na FIG.
5.3 sdo mostradas imagens de dois compostos Co-Glut. Os cristais mais escuros, FIG.
5.3(a) foram obtidos pelo envelhecimento da solucéo resultante do meio reacional e
0s cristais mais claros, FIG. 5.3(b) foram obtidos logo depois da filtragdo para
separacao do oxido de cobalto. A agitacdo do filtrado com bastdo de vidro conduziu a
cristalizacdo quase que instantanea desse composto, formando cristais pequenos que
aparentam mais claros que aqueles formados pela evaporacao lenta do solvente.

A reacdo do acido glutdmico com o carbonato de cobre presente no
CuCO0s3.Cu(OH)2 é bastante rapida, o que € percebido pela coloracdo instantanea da
solucéo e pela pronta evolugéo de COz2. Entretanto, o Cu(OH)2 permanece inerte no
meio reacional e precisa ser separado por filtracdo. A evaporacéo lenta do solvente
conduz a formacéao de cristais azuis com rendimento em torno de 45%, considerando
o acido glutdmico como limitante. Esses cristais precisam ser filtrados, no méaximo,
depois de 10 dias, porque a partir desse periodo observou-se a formacéo de fungos.

A reacdo entre acido glutdmico e o carbonato basico de zinco é também
bastante rapida com a formacédo de precipitado branco e pronta evolu¢cdo de COs-.
Depois da separacédo do precipitado por filtragdo, que foi nomeado de Zn-Glut 1,
obtiveram-se 5,6822 g (rendimento de 46,1%) e a evaporacdo lenta do solvente
conduziu a formagdo de cristais brancos (nomeados de Zn-Glut 1’), obtendo-se a

massa de 2,1294 g.

5.1.3. Difratometria de raio X

A difratometria de raio X foi utilizada como técnica base para identificacdo dos

compostos formados.
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Pela FIG. 5.6 (a), referente aos compostos obtidos com o cobalto, fica evidente
a formacéao de estruturas altamente cristalinas, chamadas de Co-Glut 1 e Co-Glut 1’,
com picos de difracdo bem definidos, e difratogramas idénticos entre si, porém

distintos dos difratogramas do acido glutdmico e do carbonato cobaltoso, que é

amorfo.
A B
‘ | | |( Co-Glut 1
[P 1 0 OO 1 1 SO YY) e [SUURYORIIE W ¥ N TSRS ‘
E I
sl : |
Q | o
kS W M P RN U TR et coieieod B~ “ M | A A Ac. Glutamico
% ‘ %\JLJ /Ln\/‘u.‘)w\/u'\)\ ‘b/,\/ u\/‘»./“fw
g 5
= | 2
| /I , .
L J WA JN L/ \W i Ac. Glutamicg
Co(CO,), CuCO,.Cu(OH),
T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
26(°) 26 ()
C D
g | } I 3
= ‘ i ‘l\ Ac. Glutamico 3
% \J‘u‘., / ~{U\ VU‘"‘ /“\ ﬁ\/\/‘ \A/MLJ\M—\/\"W“’W’\/\A ;:
© I ‘
L, o] 8 T A,
) VAVRV JV % VUL A A AN B -
g b g W‘WJJL “ U“ ! /U “‘M U{UL\JWULMWM Ak
= o U ZnGlutl | £ -
ST AW |V ARV FIRN LR MO YA VTN BN SR —_
L Zn-Glut I \JL,JU Zn-Glut
2ZnC0,.3Zn(0H),.H,0 i ﬁ Co-Glut
—-— AN P} LY TR TR
T T T T T T T T T T

10 20 30

20(°)

40 50 60 40 50 60

3029(")
Figura 5.6: Difratogramas de raio X: (a) Compostos com cobalto; (b) Compostos com
cobre; (c) Compostos com zinco; (d) Comparacdo dos compostos obtidos com 0s
metais cobalto, cobre e zinco;

Fonte: Proprio autor, 2021.

As estruturas Co-Glut 1 e Co-Glut 1" apresentam picos de difracdo em valores
de 20 abaixo de 20°, que indicam a possivel formacdo de MOFs, o que pode ser
confirmado ao comparar o difratograma com os ja discutidos pela literatura como no
trabalho de Zhang et al. (2003), onde o perfil de difracdo depositado no banco de
dados cristalograficos, CCDC-179785, é idéntico ao das estruturas sintetizadas [114].

Dessa forma, a partir dos dados da ficha cristalografica da estrutura é possivel
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determinar os planos de difracdo responsaveis por cada pico, sendo 0s picos
principais em 20 = 11,5°; 14,9°; 15,6°; 16,9°; 17,8°; 21,0°; 21,8° e 22,4° atribuidos aos
planos de difragdo (001), (110), (002), (020), (012), (120), (112) e (121),
respectivamente, como mostrado na FIG 5.7. Como o difratograma obtido também é
idéntico ao obtido por Can et al. (2020) € possivel caracterizar a estrutura como um
arranjo cristalino ortorrémbico com simetria do grupo espacial p 2!2'2! [90]. A

estrutura siplificada do composto pode ser observada a partir da estrutura com cobalto

apresentada na FIG. 5.8.

Figura 5.7: Representacdo dos principais planos cristalograficos presente na
estrutura Co-Glut a partir da ficha cristalografica CCDC-179785. (a) Planos 012, 002,
001; (b) Planos 121, 020; (c) Planos 100, 112.

Fonte: Mercury 2020 verséao 3.0.
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O difratograma do composto de cobre, Cu-Glut, apresentado na FIG. 5.6 (b)
mostra picos de difracdo intensos e em angulos baixos caracteristico de uma estrutura
altamente cristalina. Nota-se que o perfil do difratograma € praticamente idéntico ao
observado para o Co-Glut, o que indica a isonomia estrutural entre 0s compostos.
Nota-se ainda um perfil de difracdo distinto do observado para o acido glutamico e
para o carbonato basico de cobre, que apresenta perfil de difracdo similar ao da
malaquita [117]. Em comparagdo com o Co-Glut, a diferenga consiste apenas na
intensidade dos picos de difracdo, sendo mais intensos no composto de cobre, o0 que
a principio € caracteristico de uma maior cristalinidade do Cu-Glut.

Na FIG. 5.6 (c) apresentam-se os difratogramas para os compostos de zinco,
sendo que o Zn-Glut 1 apresenta um perfil de difragdo semelhante aos observados
para 0s compostos similares com cobalto e com cobre, porém os picos sdo mais
largos. Quanto ao Zn-Glut 1’, este apresenta perfil de difracédo diferente dos demais
e ainda diferente ao perfil de difracéo apresentado nos trabalhos de Kathalikkattil et al
(2016) e Lin et al (2018), que apresentam uma estrutura a base de zinco e acido
glutdmico com perfil de difracdo semelhante aos compostos de cobre e cobalto [88,
118]. Dessa forma, esse segundo composto sintetizado através do carbonato basico
de zinco é aparentemente uma estrutura inédita e, consequentemente, andlises
especificas serdo necessarias para determinar com precisao a estrutura do composto.

Ao comparar os difratogramas dos compostos Zn-Glut 1 e Zn-Glut 1°, observa-
se a presenca de diferentes picos de difracdo, além de uma intensidade maior para
0s picos da estrutura Zn-Glut 1’, 0 que mostra que a velocidade de cristalizacao levou
a formacao de diferentes estruturas. Ja os compostos Zn-Glut 1 e Zn-Glut 17
aparentemente possuem o mesmo perfil de difracdo, embora a estrutura Zn-Glut 1
apresente picos mais alargados e menos intensos, resultado de uma cristalizagéo
instantédnea e na formacado de cristais de diferentes tamanhos e de m& qualidade,

assim como reportado por Kathalikkattil et al. (2016) [88].
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Figura 5.8: Representacdo da estrutura de coordenacdo do composto de
cobalto obtido segundo ficha cristalografica CCDC-179785.
Fonte: Mercury 2020 verséo 3.0.

Embora as estruturas formadas com os ions metalicos Co?*, Cu?* e Zn?* sejam
semelhantes as ja descritas na literatura, a sintese das mesmas difere dos demais
trabalhos. Nos estudos de Zhang et al. (2003) a sintese consiste no uso de sais do
metal e auxilio de uma base inorganica para ajuste de pH, condi¢cdes semelhantes ao
relatado por Long et al. (2009) com o uso de sais do metal e uma base organica para
o controle do pH [86, 114]. No presente trabalho a sintese, além do uso da agua como
solvente, parte-se do carbonato dos metais, esse que ao reagir libera diéxido de
carbono em uma reacdao visual através da formacao de bolhas e também controlando
o pH do meio, sem a necessidade de ajuste, e como sub-produto formado apenas
agua e diéxido de carbono, ambos compostos atoxicos levando em consideracao a
quantidade formada.

Dessa forma, a sintese proposta é inédita e destaca-se das sinteses ja
descritas na literatura uma vez que se adequa aos principios da quimica verde ao
utilizar solvente atoxico e promover reacbes com a formacdo de produtos
ambientalmente amigaveis. Ressalta-se que a patente de Park e Choi (2002), utiliza
carbonatos metalicos em reacdo com o acido glutdmico em meio aquoso, porém a
proporcao utilizada na sintese difere da descrita no presente estudo, o que levou a
formacao do complexo de coordenacao e néo da estrutura tipo MOF [116].

Partindo da premissa de que a proporcdo e a estrutura dos precursores

utilizados pode levar a diferentes compostos, o trabalho desenvolvido por
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Schveigkardt et al (2002) apresenta uma MOF a base de carbonato de cobre e L-
glutamina, um aminoacido com estrutura semelhante ao acido glutamico [119]. Foi
proposta uma sintese com a proporcdo 1:2, metal:ligante, em meio aquoso e com
ajuste de pH levando a formacdo de uma estrutura tridimensional com arranjo
cristalino monoclinico e grupo espacial C2 diferente da apresentada neste trabalho
[119].

Além disso, a facilidade de obtencdo dos compostos, mesmo em temperatura
ambiente, torna possivel o estudo das reacBes e materias em aulas praticas de
guimica inorganica, para elucidar e avaliar os mais diversos conceitos envolvidos na

construcao dessas estruturas.

5.1.4. Espectroscopia UV-VIS

A partir dos espectros eletrénicos obtidos para os compostos de Cobalto e
Cobre, FIG. 5.9, é possivel confirmar a formacdo de um composto com geometria
octaédrica, a partir da semelhanca com os espectros caracteristicos de compostos de
Co (Il) e Cu (ll) reportados na literatura [112].
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Figura 5.9: Espectros de UV-VIS. (a) Co-Glut; (b) Cu-Glut.
Fonte: Proprio autor, 2021.

A estrutura octaédrica do cobalto apresenta a maior banda de absor¢cdo em 513
nm condizente com a coloragao violeta e rosada observada Burneo et al. (2015) [120].
Ambas as transi¢des na regido do visivel sdo caracteristicas do complexo d’ de spin
alto, configuracéo caracteristica aos ligantes de campo fraco coordenados ao centro

metélico, como a agua [121]. Além das transi¢cdes observadas, existe uma terceira
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transicéo d-d caracteristica do espectro de Co (ll) octaédrico, 4T1g(F) = *T2g (F) porém
a mesma possui uma energia muito maior e por isso nao € visualizada no espectro
[112].

Porém, com as duas bandas obtidas para o cobalto é possivel calcular a
absortividade molar (emax) para cada transicdo, a partir da Lei de Lambert Beer [112].
A banda de 513 nm possui uma emaxde 5,7 dm3.mol-.cm, enquanto a banda em 468
nm possui uma emax de 3,7 dm3.molt.cm™. Esses resultados mostram que ambas as
transicOes d-d sdo permitidas por spin e proibidas por Laporte conforme dados da
literatura [121], porém as mesmas podem ser visualizadas por ndo haver centro de
simetria no composto formado, além da distorcdo da geometria octaédrica ideal
causada pelos diferentes ligantes [122].

J& o composto de cobre, apresenta apenas uma banda bem definida em 750
nm, confirmando a coloracdo azulada dos compostos obtidos e condizente com o
cobre d° em geometria octaédrica, com apenas uma banda permitida por spin [121].
O fato da banda néo ser perfeitamente simétrica é reflexo das transi¢cdes proibidas
gue o composto pode apresentar, assim como o efeito da distor¢cdo de Jahn Teller,
comum em complexos com essa configuracao eletrénica [123].

A emax para o composto de cobre é de 250 dm3.mol*.cm resultado condizente
com uma transicado d-d permitida por spin e por Laporte [122]. Além disso, devido a
configuracdo d° a energia da transi¢do 2T2q = Eg representa o desdobramento do
campo cristalino (10Dq) do composto, obtendo um valor de 13333,33 cm™, valor
aproximado do obtido por Isamil e colaboradores (2016) para complexos de cobre
com ligantes semelhantes [89].

O valor de 10 Dq aproximado para o composto de cobalto também pode ser
obtido a partir das energias das transi¢cdes observadas conforme retratado por Isamil
e colaboradores (2016) a partir da energia de cada termo e conhecendo o valor do
parametros de Racah B para Co?" que é 970 [89, 123]. Dessa forma, o valor
aproximado para o desdobramento do campo cristalino do composto de cobalto é
14239,75 cm?, valor condizente com os resultados da literatura 14 400 cm, sendo a
diferenca devido a presenca de um ligante nitrilo acético em relagédo ao ligante amino
do presente trabalho [89].

O composto de Zinco ndo apresenta banda de transicdo d-d na regiao

analisada, o que € condizente com a coloracdo branca do composto em uma
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geometria octaédrica, uma vez que o complexo formado possui configuracao

eletronica d° [121].

5.1.5. Espectroscopia no Infravermelho

Para melhor visualizacdo, em todas as FIGs. 5.10 esta presente o espectro do
acido glutamico. Neste, podemos observar as bandas caracteristicas dos
estiramentos de ligagdes OH, NH e CH entre 2800 e 3200 cm™, que se apresentam
como bandas sobrepostas intensas e largas, sem resolugéo [124]. Abaixo de 1700
cm? o acido glutamico apresenta uma série de bandas devido a vibracdes de
estiramentos e deformacdes de varios grupos, sendo que sdo destaques as bandas
de média a fraca intensidade em 1663 cm™ e 1617 cm™ que se devem a vibracées de
deformac&o em grupos -NHs*, dado o carater zwitteribnico do amino&cido e as bandas
em 1642 cm?, (Yc=o de acido carboxilico), em 1514 cm™ e 1420 cm™ de Ya (COO") e
Ys (COOY), respectivamente. As demais bandas devem-se a vibracfes de
deformacgbes de grupos -CHz, -CH, -OH, e NH4*, além de estiramentos C-C, C-N e C-
O [124].
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Figura 5.10: Espectros de infravermelho. (a) Compostos com cobalto; (b) Compostos
com cobre; (c) Compostos com zinco.

Fonte: Proprio autor, 2021.

Nos espectros dos compostos preparados com ions metalicos Co?*, Cu?* e
Zn?* fica nitido o aparecimento de duas bandas: uma em 3330 cm™ e outra em torno
de 3200 cm? que sdo atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico do
grupamento N-H de aminas primarias coordenado ao centro metalico. As bandas
devido aos estiramentos assimétrico e simétrico de carboxilas aparecem em regiao
de menor energia, indicando a coordenacdo, sendo a primeira deslocada para
frequéncias que variam entre 1540 e 1571 cm™ e a segunda entre 1411 e 1455 cm™,
dependendo do ion metalico ao qual estd coordenada. Também ndo se notam
absorcdes distintas relacionadas com os dois tipos de carboxila do ion glutamato
guando este estad coordenado aos ions metalicos, diferentemente do espectro do
acido glutamico livre. Além disso, ndo se observam bandas relacionados com o
grupamento -NHs* e a banda presente em aproximadamente 1600 cm™ nos espectros

onde o glutamato estd coordenado a um ion metalico, deve-se, provavelmente as
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vibracdes de deformacgéo de grupos -NHz coordenado ao metal. Essas atribuices
foram feitas de acordo com Long et al. (2009) [86].

Além disso a coordenagdo aos anions carboxilato podem ser confirmadas pela
presenca de bandas de intensidade consideravel na regido de 570 cm?, referentes a
ligacdo metal-oxigénio [125].

As atribuicOes referentes as carboxilas dos compostos Co-Glut, Cu-Glut e Zn-

Glut estdo sumarizadas na TAB. 5.1.

Tabela 5.1: Frequéncias no infravermelho de absorcdes relacionadas aos
estiramentos assimétrico e simétrico de carboxilas do ion glutamato coordenado a

fons metélicos.

Va (C:O) Vs (C:O)
Composto A (Va-Vs)
(cm) (cm)
Co-Glut 1548 1413 135
Cu-Glut 1571 1455 116
Zn-Glut 1540 1411 129

Estas constatacdes indicam que o ion glutamato estd coordenado aos ions
metélicos pelas carboxilas e pelo grupamento aminico primario, tal como descrito por
Long et al (2009) e por Zhang et al. (2003) [86, 114].

5.1.6. Microscopia Eletrénica de Varredura

A partir das imagens obtidas com o MEV, FIG. 5.11, fica claro que os materiais
obtidos séo cristalinos, com formato prismatico, podendo ser observadas arestas bem
definidas em todos os materiais, assim como 0s resultados obtidos por Long et al.
(2009), Mehmet et al. (2020) e Wang et al. (2018) [46, 86, 90]. Entretanto, observa-se
gue os cristais de cobre sdo mais uniformes em tamanho e forma, corroborando os

dados da difratometria de raios x, sendo a estrutura com picos mais intensos.
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Figura 5.11: Microscopia eletronica de varredura (a) Co-Glut; (b) Cu-Glut; (c) Zn-Glut.
Fonte: Proprio autor, 2021.

5.1.7. Anélise Térmica

As curvas de perda de massa em funcdo da temperatura de aquecimento, (de
TGA), obtidas para os compostos sdo apresentadas nas FIG. 5.12 (a), (b) e (c),
respectivamente. Observa-se que nos trés compostos obtidos, basicamente sdo
observados trés eventos principais. Nas curvas de TGA dos compostos de glutamato
com ions metalicos fica evidente que até 200 °C, o primeiro evento térmico, pouca
massa € perdida para o composto de zinco, indicando pequena quandidade de agua
adsorvida. J4 os compostos de cobalto e cobre apresentam uma perda de massa de
16 e 14%, indicando uma quantidade consideravel de agua presente nos poros. Entre
200 e 350 °C tem-se 0 segundo evento, onde 8 e 28% da massa inicial € perdida,

provavelmente devido a perda das duas moléculas de agua da estrutura cristalina,
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tanto a coordenada, quanto a mantida por ligac6es de hidrogénio, como mostrado na

TAB. 5.1 e reportado em trabalhos semelhantes na literatura [90, 125].
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Figura 5.12: Curvas termogravimétricas dos compostos obtidos. (a) Co-Glut; (b) Cu-
Glut; (c) Zn-Glut.
Fonte: Proprio autor, 2021.

Acima de 300 °C inicia-se o terceiro evento térmico, representado por uma
perda de massa que prolonga-se até proximo a 480 — 600 °C dependendo do ion
metélico ao qual o glutamato esteja ligado. Essa perda de massa corresponde a
aproximadamente 50% da massa inicial para os composto de cobalto e zinco, e 24%
da massa inicial para o composto de cobre, e esse evento caracteriza-se pela
degradacéo da estrutura, conforme confirmado pelo pico de variagdo de temperatura
observados no DTA de cada composto Kathalikkattil et al. (2016) [88]. As mesmas
observacdes foram feitas por Can et al. (2020) e Kathalikkattil et al (2016) com
compostos formados pelas mesmas unidades de construgdo [88, 90]. Aléem disso, &
possivel observar que a estabilidade térmica do glutamato aumenta, quando parte da

estrutura das MOFs, uma vez que no acido glutamico puro sua degradacao inicia em
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230 °C, enquanto que nas estruturas sua degradacéo € iniciada em cerca de 300 °C
(Apéndice 1).

Tabela 5.2: Perda de massa relativa aos eventos principais dos compostos de

coordenacao obtidos com os diferentes ions metalicos.

Composto Massa molar Primeiro Segundo Terceiro evento
/ Evento (g.mol?) evento térmico evento térmico térmico
Co-Glut 1 240,0779 16% 8% 53%
Cu-Glut 1 244,6903 14% 28% 24%
Zn-Glut 1 246,5249 5% 8% 47%

Ao fim da decomposicdo da matéria organica em todos os compostos espera-
se obter como produto final da decomposicao o 6xido do metal correspondente.

Dessa forma, 0 [Co(OOC-(CH2)2-CH(NH2)COO).(H20)2]n levaria a formacao do
Co304, com uma porcentagem tedrica de 33,4% em relacdo a estrutura inicial. Ao final
da decomposicdo obteve-se uma massa residual de 29,7% para o Co-Glut 1, o que
indica a formacao do 6xido. Entretanto, devido ao ganho de massa observado apos
741 °C é possivel inferir que primeiramente sdo formados compostos com cobalto em
baixos estados de oxidagéo, posteriormente oxidando ao 6xido de cobalto misto, além
da possibilidade de formacao de compostos nitrogenados [126].

O composto com cobre deve formar, apos a decomposicdo em oxigénio, o CuO,
representando 32,5% do composto inicial. A partir da curva termogravimétrica
observa-se que a porcentagem de massa final é de 34,0%, resultado proximo ao
esperado, indicando a formacdo do 6xido, mas ndo excluido a possibilidade da
presenca do composto metalico.

A massa resultante para o composto de zinco, Zn-Glut 1 é de 45,1%,
porcentagem essa que difere do suposto ZnO que deveria ser formado. Entretanto, a
proporcao seria condizente com a formacédo de ZnCOs, mas segundo dados da
literatura esse composto decompde em temperatura abaixo de 500 °C [127]. Dessa
forma, possivelmente o resultado obtido € de uma mistura do 6xido com o metal, além
da possibilidade de formac&o de compostos nitrogenados e com diferentes estados
de oxidag&do, assim como os dados reportados por Isamil, 2016 e semelhante ao
obtido para o Co-Glut [89].
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Para confirmar os produtos formados foi realizada a calcinacdo das trés MOFs
a 600 °C e posteriormente verificado o difratograma dos compostos resultantes. De
acordo com os dados obtidos, apresentados no apéndice 2, comprova-se a MOF de
cobre forma seu 6xido apds a degradacéo, sendo ele cristalino (CuO), ja a MOF de
cobalto forma um composto amorfo, o que pode ser um indicativo da formacéo do
oxido (Co30a4) [128]. No caso do zinco, o difratograma indica a formag&o do ZnO como
um composto cristalino na fase wurtzita [129], porém ndo concorda com os dados
obtidos na andlise térmica, indicando que sib fluxo constante de nitrogénio compostos

diferentes sao formados.

5.2. Reacdes poés-sintese

Além da diferente proposta de sintese dos MOFs, no presente trabalho buscou
uma reacao poés-sintese entre o composto tipo MOF formado e um antibi6tico com o
intuito de substituir a molécula de agua coordenada ao centro metélico por uma
molécula de farmaco e consequentemente unir os planos formados pela coordenacao
entre o glutamato e o respectivo ion metalico, gerando uma estrutura em trés
dimensbes. Embora a técnica de pilarizacao, inclusdo de um segundo ligante como
pilar em uma estrutura 2D, possua uma grande aplicacédo em trabalhos da literatura,
nao foram encontrados registros da utilizacdo da Bio-MOF a base de acido glutamico
para a inclusdo de uma molécula de farmaco como pilar, o que torna a sintese inédita
[130, 131].

Dessa forma, foram propostas as reacdes para os MOFs de cobalto e cobre
com os farmacos norfloxacina, isoniazida e dois derivados da isoniazida, (E)-N'-
(pyridin-4-ylmethylene)isonicotinohydrazide (Iso-Hid) e 4-[(E)-{[(pyridin-4-
yl)formamido]imino}methyllbenzoic acid (Iso-Carb), omitindo as moléculas de agua
hospedadas nas estruturas. A reacdo com isoniazida esta representada na reacao 4,
enquanto a reacdo 5 representa a sintese com a norfloxacina. As reacdes com 0s
derivados e outros centros metalicos, seguem a mesma logica da reagdo com a

isoniazida.
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(4) O

As reacdes poés-sintese foram conduzidas em meio hidrotermal, semelhante ao
exposto por Vaidhyanathan et al. (2006) e também realizadas em refluxo sob mesma
temperatura [80]. Imediatamente ao misturar os constituintes em meio aquoso é visivel
a mudanca na coloragéo da suspenséo, mudanca essa devido a dispersao da MOF.
ApoOs as 72 h e a despressurizacao do reator a solucéo resultante, para o cobalto com
ambos os antibidticos e derivados, é incolor com a formacéo de soélidos alaranjados.
Para a reacdo em refluxo o liquido sobrenadante também se mostrou incolor e os
sélidos obtidos se apresentaram muito semelhantes aos obtidos com o reator.

Inicialmente a propor¢ao de farmaco utilizada era de 1:1 em relacdo a suposta
estrutura da MOF. Porém, utilizando essa proporcéo foi observado que o precipitado
continha residuos da estrutura precursora. Dessa forma, a proporcdo ideal de
MOF:farmaco foi de 1:1,5 para a norfloxacina, 1:2 de isoniazida e 1:1,1 para ambos
os derivados de isoniazida. Com as propor¢cdes otimizadas foram obtidos cristais
alaranjados aparentemente puros e com um rendimento médio de 47% para todos os
farmacos, considerando a MOF como limitante.

Na reacdo com os compostos de cobre foram utilizadas apenas os farmacos
norfloxacina e isoniazida, e as proporcdes otimizadas de farmaco, 1:1,5 e 1:2
respectivamente, nas mesmas condi¢des de sintese, meio hidrotermal em reator a
100 °C por 72 h. Para ambos os farmacos foram obtidos materiais de coloragéo
proxima ao marrom e a solucéo final apresentou coloracdo esverdeada. No caso da
isoniazida ao final da reacéo obteve-se um solido escuro na parte superior da solucao,

0 que pode ser resultado da degradacéo da isoniazida.
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5.2.1. Aspectos visuais

Apbs a reacdo da MOF de cobalto com os antibiéticos obteve-se os compostos
apresentados na FIG. 5.13 (a), (b), (c) e (d) sendo os dois primeiros materiais
aparentemente cristalinos, apresentando um brilho intenso, e de coloragéo alaranjada,
e 0s dois ultimos como pds aparentemente pouco cristalinos e também apresentando
coloragdo alaranjada, caracteristica da mudanca do campo de coordenagdo do
cobalto.

A reacdo com o composto de cobre aparentemente ndo conduziu a compostos
cristalinos, como ilustrado na FIG. 5.13 (e) e (f), ndo se apresentam brilhantes e
aparentemente sdo compostos amorfos, com uma coloracdo proxima ao marrom,
muito diferente da coloracdo azulada do precursor, 0 que, no caso do cobre é um
indicio ndo apenas da mudanca no campo de coordenacdo, mas também do estado

de oxidacéo do centro metalico.
Figura 5.13: Compostos obtidos pela reacdo dos compostos do tipo MOF com
antibioticos: (a) Co-Glut-Nor; (b) Co-Glut-Iso; (c) Co-Glut-Iso-Hid; (d) Co-Glut-Iso-

Carb; (e) Cu-Glut-Nor; (f) Cu-Glut-Iso.
Fonte: Proprio autor, 2021.
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5.2.2. Difratometria de raio X

A difratometria de raio x foi empregada como referéncia para identificacéo da
formacéo de novos compostos.

Com a FIG 5.14 (a) e (c) relativa aos compostos formados com o composto a
base de cobalto, fica evidente a diferenca no perfil de difracdo entre o precursor, Co-
Glut, e os compostos formados pela reacao pds-sintese, o que confirma a modificacao
na estrutura. O composto Co-Glut-Nor apresenta picos de difracdo bem definidos e
intensos, em angulos abaixo de 20°, o que € um excelente indicio da existéncia de
uma estrutura do tipo MOF.

O composto Co-Glut-Iso possui um pico intenso em aproximadamente 16°
sendo os demais picos com uma intensidade menor, mesmo presentes e em angulos
baixos, como retratados na FIG. 5.14 (b). A existéncia desse pico Unico de grande
intensidade pode indicar a presenca de um polimorfo que foi preferencialmente
orientado durante a analise, ou também pode ser um indicativo da simplificacdo da
estrutura da cela unitaria do composto formado.

O sdlido Co-Glut-lso-Carb é o que possui picos de difracdo em angulos
préximos ao composto de origem, porém com intensidades distintas e presenca de
picos de difracdo adicionais, inclusive em angulos baixos como o pico em 5,2°,
indicando assim a formacao de uma estrutura distinta porém possivelmente com uma
cela unitaria estruturalmente semelhante, indicando a presenga de planos de simetria
semelhantes ao precursor na nova estrutura formada.

JA4 o material Co-Glut-Iso-Hid, de forma semelhante ao composto com
norfloxacina, apresenta diversos picos em angulos baixos, o que é um indicio da
formacao de estruturas do tipo MOF, com composicao diferente ao precursor.

Os materiais obtidos por meio hidrotermal e por refluxo apresentaram o mesmo
perfil de difracéo, diferenciando-se apenas na cristalinidade, onde os compostos
obtidos por refluxo mostraram-se mais cristalinos, sendo reflexo de uma cristalizacao
mais lenta. Dessa forma, os resultados apresentados referem-se aos materiais obtidos

pelas duas rotas sintéticas como um sé resultado.
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Figura 5.14: Difratogramas de raio X: (a) Co-Glut e antibiéticos norfloxacina e

isoniazida; (b) Visdo aproximada do difratograma do Co-Glut-Iso; (c) Cu-Glut e

isoniazida; (d) Cu-Glut e norfloxacina; (e) Co-Glut e derivados de isoniazida.

Fonte: Proprio autor, 2021.
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Os compostos obtidos com o cobre como centro metalico sdo apresentados
nas FIG. 5.14 (c) e (d) onde fica nitida a grande mudanca no perfil de difracdo dos
compostos sintetizados apds a reacdo com os antibiéticos em relacdo ao seu
precursor, Cu-Glut.

O material nomeado Cu-Glut-Iso apresenta um pico de difracao relativamente
intenso em aproximadamente 16°, similar ao produto Co-Glut-Iso. Entretanto, no
composto com cobre néo € possivel visualizar os picos de difragdo bem definidos em
menor intensidade como ocorre com o cobalto. Isso sugere que, eventualmente, o Cu-
Glut-Iso ndo manteve a estrutura de uma MOF, o que corrobora com as consideracoes
do topico 5.2.1 aspectos visuais, ou ainda os cristais formados apresentam muitos
defeitos, o que prejudica a difragéo do raio X.

O produto Cu-Glut-Nor apresenta poucos picos de difracdo, sendo o0s Unicos
visiveis alargados e acima de 30° o que sugere a formacdo de um composto de baixa
cristalinidade e néo caracteristico de uma estrutura do tipo MOF.

Partindo de compostos com a mesma topologia inicial, como comprovado
anteriormente, com 0s mesmos antibioticos e condicbes de sintese obteve-se
diferentes materiais. A diferenca dos produtos obtidos com o cobalto e o cobre indica
uma grande influéncia do centro metalico na reacao pos-sintese. Além da diferente
afinidade eletrbnica entre o centro metalico e os ligantes, a estrutura eletrbnica
diferenciada para os dois centros metélicos tende a contribuir para a diferenca no
produto final.

Dessa forma, com intuito de otimizar o tempo disponivel, seguiu-se o estudo
apenas com os materiais oriundos da reacdo pés-sintese com o cobalto como centro

metalico.

5.2.3. Microscopia eletrénica de varredura

A partir das micrografias obtidas para os compostos apos a reacdo com 0S
farmacos, FIG. 5.15, é possivel perceber nitidamente uma modificagdo morfologica.
Para os compostos Co-Glut-Nor (a) e Co-Glu-Iso (b) observa-se a formagéo de uma
estrutura fibrosa, caracteristico de um material poroso, sem uma forma definida. Ja
para os compostos Co-Glut-Iso-Carb (c) e Co-Glut-Iso-Hid (d) ambas as estruturas

possuem uma forma definida, sendo a primeira com morfologia semelhantes a hastes,
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porém menores que o composto de origem. J4 a segunda estrutura, apresenta a
morfologia tipo flor, com grande diferenca em relacdo ao precursor.

Dessa forma, € possivel inferir que todos os compostos sintetizados sao
diferentes do composto Co-Glut. Porém, o sucesso da sintese s0 pode ser

comprovado com técnicas adicionais.
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Figura 5.15: Microscopia eletronica de varredura (a) Co-Glut-Nor; (b) Co-Glut-1so; (c)
Co-Glut-Iso-Carb; (d) Co-Glut-Iso-Hid.
Fonte: Proprio autor, 2021.

5.2.4. Espectroscopia no infravermelho

No espectro da norfloxacina, apresentado na FIG 5.16 (a), observam-se bandas
caracteristicas ao estiramento da carbonila em 1728 e 1614 cm™* como bandas pouco
intensa e de intensidade média, respectivamente. Também ¢é possivel identificar

bandas caracteristicas ao estiramento das ligagbes OH, CH e NH na regido de 3400
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a 2500 cm, sendo essas em sua maioria bandas sobrepostas e de baixa resolucédo
[93]. Abaixo de 1500 cm a norfloxacina apresenta diversas bandas caracteristicas a
seus constituintes como as bandas referentes ao estiramento C-C em anel aromético
em 1261 e 1242 cm®, e as bandas em 1181 e 1207 cm referentes ao estriamento
C-N e C-O respectivamente [93]. As demais bandas podem ser atribuidas a vibracdo
de deformacgéo de grupamentos -CH, -OH, -CHz, -NHs e estiramentos C-C, N-O, e C-
O [93]. O leve deslocamento da banda relativa a carboxila e a formagcao da banda em
3254 cm? indicam a coordenacdo do grupamento carboxilato e coordenacdo do
nitrogénio ao centro metalico na estrutura do composto Co-Glut-Nor. Também é
possivel afirmar a presenca norfloxacina na nova estrutura com a presenca das
bandas evidentes em 1471 cm?, 1261 e 1242 cm?, 1182 cm?® e 922 cml,
representando respectivamente a deformacao -CH2-, duas bandas de estiramento C-
C em anel aromatico, banda de estiramento C-O e banda de estiramento C-H referente
ao grupo fenil [93].

A FIG. 5.16 (b) apresenta o espectro do composto obtido apos a reacdo com a
isoniazida. Mesmo com diversas bandas semelhantes ao precursor, Co-Glut, é
possivel observar a formacao de bandas caracteristicas do farmaco, como em 3228 e
3084 cm! referentes aos modos de vibracéo da ligacdo NH2, presenca de banda em
1661 cm™ correspondente ao estiramento C=0 do grupamento amida, e bandas em
3058 e 2891 cm relacionadas ao estiramento C-H [97, 102]. As bandas em 1491 cm-
! referente ao estiramento C=C do anel aromatico, 685 cm™ devido a tor¢cdo C-H do
anel aromatico fora do plano e o deslocamento da banda referente ao anel piridina,
em 1411 cm™ na isoniazida, deslocada para 1381 cm™ no composto Co-Glut-Iso,
confirmam a presenca do ativo na estrutura e também a formacao de um novo material
hibrido [103].
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Figura 5.16: Espectros de infravermelho. (a) Co-Glut e norfloxacina; (b) Co-Glut e
isoniazida; (c) Co-Glut-Iso-Hid; (d) Co-Glut-Iso-Carb.
Fonte: Proprio autor, 2021.

Pelo espectro do compostos Iso-Carb, apresentado na FIG. 5.16 (d), € possivel
identificar as bandas caracteristicas ao estiramento dos dois grupamentos amina
secundaria, e as carbonilas do grupamento amino e acido carboxilico conjugado em
3499 cm?, 3402 cm?, 1666 cm™ e 1570 cm? respectivamente [132]. Ainda é possivel
identificar varias bandas na regido de 2800 a 3300 cm! relativas aos estiramentos O-
H e C-H. As bandas em 1288 cm, 1508 cm™ e 1612 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos C-N, dobramento no plano da ligacdo N-H, e estiramento C=N [133]. A
intensa banda em 1408 cm™ é relativa ao estiramento C=C no anel piridina [133]. J&
0 espectro obtido apds a reagdo do farmaco com o composto Co-Glut, é possivel
observar bandas semelhantes ao farmaco, como a do estiramento de amina
secundaria em 3499 cm e da carbonila do grupamento amida em 1666 cm™ [132].

Além disso, observa-se um pequeno deslocamento das bandas referentes ao
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desdobramento C=C e C-N para 1406 cm™ e 1292 cm! respectivamente, no composto
formado [132]. Além disso, € possivel observar bandas caracteristicas ao composto
tipo MOF precursor como a banda em 1531 cm! relativa ao estiramento assimétrico
da carbonila do acido glutamico.

Para o composto Iso-Hid a FIG. 5.16 (c), mostra os espectros do composto puro
e 0 material obtido apds a reacdo do mesmo com o Co-Glut. Observa-se bandas
caracteristicas no farmaco como estiramento das aminas secundarias em 3464 cm
e 3358 cm?, estiramento C=0 em 1691 cm™ e C-N em 1291 cm[133]. J4 0 composto
formado apresenta bandas referentes ao farmaco em 1567 cm™ e 1419 cm, sendo
ambas relativas ao estiramento C=C no anel piridina, e a banda em 1610 cm relativa
ao estiramento C-N um pouco deslocada em relagdo ao farmaco (1606 cm) [132].
Além disso, no material obtido, observa-se bandas referentes a estrutura da MOF,
como a banda em 3340 cm™ relativa a coordenacéo do nitrogénio do acido glutamico.
O deslocamento da carbonila para 1610 cm™ indica a coordenacéo do grupamento,
assim como a presenca da banda em 599 cm* que indica a coordenacdo M-O
diferente do composto precursor [132].

Todos esses resultados indicam a presenca do farmaco no composto formado,

porém ndo comprovam a formacéo da estrutura conforme desejado.

5.2.5. Anélise Térmica

Nas FIG 5.17 (a) e (b) sdo apresentadas as curvas de perda de massa em
razao do aquecimento para 0s compostos poés-sintese de cobalto com norfloxacina e
isoniazida, juntamente com o precursor Co-Glut para efeito de comparacdo. O
primeiro evento, iniciado em 100 °C para 0 composto com isoniazida e em
aproximadamente 50 °C para o composto com norfloxacina, revela uma perda de
massa diferenciada, 20% e 10% respectivamente, o que indica a pequena presencga
de moléculas de agua adsorvidas na estrutura formada com a norfloxacina, e uma
guantidade maior de agua adsorvida no composto com isoniazida. Um segundo
evento com uma grande perda de massa, 60% para Co-Glut-Iso e 70% para Co-Glut-
Nor é observado em 380 °C e 290 °C, evento relativo a degradacgéo da estrutura.

Além disso, a maior perda de massa dos compostos pds-sintéticos em relacdo
ao composto precursor Co-Glut, em relacdo ao evento de decomposicao da estrutura

e queima da matéria organica, indica a presenca de maior quantidade de matéria
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organica e consequentemente a presenca de ambos os farmacos no composto
formado [134]. A presenca de um evento relativo a perda de massa devido a presenca
de moléculas de 4gua em temperaturas baixas confirma a mudanca na coordenacao
do centro metélico, uma vez que na estrutura pos-sintética as moléculas de agua

encontram-se apenas adsorvidas e sao liberadas em uma temperatura menor.
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Figura 5.17: Curvas termogravimétricas dos compostos obtidos e respectivos
precursores. (a) Co-Glut com norfloxacina; (b) Co-Glut com isoniazida.
Fonte: Proprio autor, 2021

Em comparacgdo com os farmacos puros (Apéndices 3 e 4), para a norfloxacina
o composto obtido manteve o perfil de degradacdo em uma temperatura proxima a
300 °C. Ja para a isoniazida o composto obtido melhorou a estabilidade do farmaco
consideravelmente, uma vez que puro sua degradacéo inicia em 200 °C, enquanto

que na estrutura sintetizada 0 mesmo evento é iniciado em aproximadamente 400 °C.

5.2.6. Difratometria de monocristal

De forma a elucidar a estrutura formada com os compostos Co-Glut-Nor e Co-
Glut-Iso foi realizada o ensaio de difratometria de monocristal. Os resultados obtidos
com a norfloxacina indicam a decomposi¢cdo do MOF e a formacéo de um polimero
de coordenacdo cristalino de duas dimensfes, com arranjo cristalino monoclinico e
grupo de pontos P2/n, que devido as interagdes intermoleculares forma uma estrutura

tridimensional. Porém, ao analisar o composto formado, FIG. 5.18, observa-se que o
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cobalto esta ligado apenas 4 moléculas de norfloxacina, o que indica a troca de

ligantes ndo apenas da agua como almejado, mas também do acido glutamico.

(@) (b)

Figura 5.18: Representacéo da estrutura formada para o composto Co-Glut-Nor. (a)
Unidade basica da estrutura; (b) Formacédo da estrutura 3D a partir da interacéo entre
as cadeias 2D; (c) Apresentacdo da estrutura 2D formada apartir da coordenacao
entre centros metalicos.

Fonte: Mercury 2020 verséo 3.0

Com a estrutura determinada foi possivel obter os dados cristalogréaficos
apresentados na TAB. 5.3 para a nova estrutura a base de norfloxacina. Que
evidenciam através dos dados de cela unitaria Embora a estrutura formada néo foi a
esperada, nao ha registro desse composto na literatura, o que torna a mesma inédita
e passivel de registro no banco de dados de estruturas cristalinas. Além disso, com a
gama de aplicacdes para polimeros de coordenacéo as possibilidades envolvendo a
nova estrutura formada sdo inumeras, abrindo a possibilidade de formacdo de

estruturas semelhantes, porém com constituintes diversos.



Tabela 5.3: Dados cristalograficos da nova estrutura sintetizada.
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Composto Co-Nor
Formula molecular C16H17C00.5FN3O3
Dcac/ g.cm™3 1,364
4 (mm-?t) 0,569
Peso molecular 347,79
T (K) 293(2)
Arranjo cristalino monoclinico
Grupo de pontos P2/n
a(A) 10,7863(12)
b (A) 11,4947(9)
c (A) 13,7355(15)
a() 90
B() 96,207(10)
() 90
V (A3) 1693,0(3)
Z 4
z' 1

Com o composto obtido com a isoniazida o resultado foi o oposto. Além da
completa substituicdo do &cido glutdmico, o farmaco ao entrar em contato com o0 meio
aguoso forma o acido iso-nicotinico e esse € coordenado ao cobalto para formar a
nova estrutura. Diferentemente, da estrutura anterior, forma-se um complexo onde o
cobalto (II) estd coordenado a duas moléculas de acido nicotinico e duas moléculas
de agua, estrutura essa retratada anteriormente no trabalho de Yan (2004), embora
com diferenca na rota de sintese do mesmo [135].

O mesmo resultado foi obtido com o cobre com a MOF de cobre e a isoniazida,
0 que explica os difratogramas semelhantes para os compostos com os diferentes
centros metalicos.

Os compostos obtidos com os derivados de isoniazida ainda nao tiveram sua
estrutura determinada em fungédo da dificuldade de obtencdo de monocristais de
qualidade para o teste e dificuldade de acesso a outras técnicas como o RMN para

correta determinacao da estrutura.
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5.2.7. Estudo de atividade antimicrobiana

O método utilizado de disco-difusdo é uma técnica bem difundida devido a
simplicidade e a gama de patdégenos passiveis de estudo, com regulamentacéo pela
Anvisa e Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais através das normas M2-A8 e
M100-S15 [136, 137].

Conforme a proposta do trabalho foram realizados ensaios microbiologicos
para avaliar a antividade antimicrobiana dos compostos sintetizados frente ao farmaco
Canamicina utilizado como controle. Como 0s compostos sintetizados ndo sao
soluveis em &gua, foram feitos discos do material utilizando 20 mg do composto para
obter um disco de 8 mm de diametro.

A partir dos resultados obtidos na TAB. 5.4, é possivel observar que para a
bactéria gram negativa, Escherichia coli, foram testados apenas as MOFs obtidas pela
reacdo com o &cido glutdmico e os carbonatos metalicos, isso em viturde da
guantidade de amostra sintetizada para os demais materiais. Entretanto, com os
valores obtidos fica claro que os compostos tipo MOF tem uma atividade maior em
comparacao ao carbonato puro. Ja em relacdo ao acido glutamico isolado, apenas a
MOF de cobalto apresentou uma atividade antimicrobiana maior, 0 mesmo pode ser
observado em relacdo ao controle.

Todavia, embora com o Cu-Glut obteve-se um resultado inferior ao controle, a
presenca do halo de inibicao indica sim uma pequena capacidade antimicrobiana. Ja
0 Zn-Glut apresentou um didametro muito pequeno, o que confirma o exposto por
Noorian et al. (2020), que a MOF de zinco apresenta baixa atividade antimicrobiana
[62].

Em comparacédo aos resultados obtidos por Mehmet et al. (2020), utilizando
discos com a mesma quantidade de material para avliacdo frente a E. Coli, de 22 mm
para o acido glutamico, 42 mm para o Co-Glut e 23 mm para o Cu-Glut os valores
inferiores obtidos no presente trabalho parecem incoerentes, embora comprovem o
aumento da inibicdo ao formar a MOF [90]. Porém, Isamil et al. (2016), explicam que
o tamanho da zona de inibicdo depende muito do meio de cultura, da taxa de difusao
dos compostos, das condicdes de incubacdo e da concentracdo do agente

antimicrobiano, explicando assim a discrepancia encontrada [89].



81

Segundo Shoueir et al. (2020) e Pettinari et al. (2021) a diferenca entre os
compostos puros e as MOF esta no mecanismo de acédo desses compostos [4, 71].
Enquanto nos carbonatos a agdo antimicrobiana esté direcionada ao contato com os
ions metalicos que ao interagir com a parede celular com carga negativa geram
compostos reativos que provocam a lise celular [138].

Ja as estruturas das MOF de acordo com Pettinari et al. (2021) podem atuar de
duas maneiras diferentes, a primeira, e mais comum, é o0 mecanismo de contato com
a superficie das estruturas, que possuem sitios ativos do metal e a partir da ligacéo
com a membrana ipidica forma éxidos metélicos que irdo oxidar componentes como
proteinas e acidos graxos da membrana dos microorganismos, sem destruir a
estrutura da MOF [4]. A segunda maneira é pelo compartilhamento da carga, como
reportado por Isamil e colaboradores, onde o centro metélico campartilha com os
ligantes os eletrons p, ocorrendo sua delocalizacdo e a aumentando como
consequéncia a lipofilicidade do composto, o que favorece sua penetracdo pela

membrana celular e aumenta a capacidade de inibicao ou destruicdo da célula [89].

Tabela 5.4: Halos de inibicdo obtidos nos ensaios microbioldgicos.

Diametro da zona de inibi¢do (mm)

Materiais Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli
Canamicina (controle) 6,3 6,2
Acido glutamico 6,8 6,5
ZnCOs3 8,9 0
ZnGlut 12,6 1,7
CuCOs 13,5 3,6
CuGlut 22,4 57
CoCOs 6,2 54
Co-Glut 11,5 19,9
Co-Glut-Nor 27,1
Norfloxacina 30,6
Co-Glut-Iso 9,7
Isoniazida 24,3
Co-Glut-lIso-Carb 4,9
Iso-Carb 0
Co-Glut-Iso-Hid 16

Iso-Hid 7
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J& para a bactéria gram positiva, Pseudomonas aeruginosa, a gama de
informacdes € muito maior pois 0s compostos obtidos apés a reacdo das MOFs com
os farmacos também foram testados.

Assim como para o ensaio anterior fica nitido que a atividade das MOFs é maior
para todos os centros metalicos em relacdo ao respectivo carbonato. Todavia, nesse
caso todas as estruturas mostraram uma atividade mais intensa que o acido glutamico
e mesmo que o controle, sendo a maior capacidade para o Cu-Glut, seguido pelo Zn-
Glut e posterirmente o Co-Glut.

A explicacdo para essa diferenga consiste possivelmente na diferenca da
estrutura da célula bacteriana em si, assim como reportado por Zhang e
colaboradores (2014) [139]. A maior capacidade de inibicdo leva a crer que a interacéo
entre a parede celular, ligantes e centro métalico é mais efetiva levando a uma maior
permeabilidade dos compostos formados para células gram-positivas do que gram-
negativas, o que favorece a inativagao e/ou destruicdo celular e resulta no aumento
dos halos.

J& para os compostos obtidos na segunda sintese, excetuando o Co-Glut-Iso-
Carb, todos apresentaram uma inibicdo maior que o precursos Co-Glut, o que era
esperado devido a presenca do farmaco na estrutura. No caso da isoniazida e da
norfloxacina, mesmo com um halo de inibicdo menor para o complexo e para a MOF
o resultado mostra um grande potencial dos compostos obtidos ao comparar com o
controle, sendo que ambos possuem um halo consideravelmente maior.

Os bons resultados para os compostos de cobalto com norfloxacina, isoniazida
e os dois derivados estdo atrelados ao fato de além dos mecanismos de acédo das
estruturas do tipo MOF ja comentadas, ainda € possivel a liberacdo do farmaco, seja
por destruicdo da estrutura ou liberacdo dos poros, o que garante outro meio de acgao.

O destaque para a MOF com norfloxacina retrata a grande possibilidade do
sélido inédito uma vez que a atividade além de muito superior ao controle é
comparavel ao farmaco puro. Ao considerar a quantidade inferior do farmaco na
estrutura em relag&o ao disco puro, 0 mesmo mostra-se ainda mais interessante visto
que as possibilidades de acdo variam e dessa forma pode ser uma alternativa ao

problema de resisténcia bacteriana como defendido por Pettinari et al. (2021) [4].
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5.2.8. Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade utilizando a Artemia salina como organismo teste
vem sendo utilizado como um estudo preliminar devido a simplicidade, economia e
rapidez do ensaio frente a outros testes. Além disso, as artemias Sdo organismos
capazes de se adaptar a condi¢cdes extremas além de capazes de utilizar diferente
fontes de nutrientes e seus cistos apresentarem viabilidade mesmo apdés anos
armazenados em refrigeracao.

Dessa forma, conforme defendido por Raju e colaboradores (2020), esse
ensaio tornou-se uma tendéncia para avaliacdo da citotoxicidade de nanomateriais
organicos e inorganicos [138].

Os dados ilustrados na TAB 5.5 mostram o valor da LDso para cada composto
testado. E possivel verificar que os mesmos apresentam uma tendéncia entre 30 e 50
hug.mL?, o que segundo Rajabi e colaboradores (2015) em seus estudos com
nanoparticulas, pode ser considerado como uma toxicidade elevada [140]. Entretanto,
o complexo Co-Glut-Iso apresenta um valor bem superior aos demais materiais
testados, podendo esse ser caracterizado como néo téxico, assim como a analise de
Raju et al. (2020) e Raju et al. (2020) que obtiveram valores de LDso préoximos a 138
pg.mLt para MOF de niquel e zinco respectivamente [138, 141].

Tabela 5.5: Valor de LDso calculado a partir dos ensaios com Artemia salina.

Material L Dso (ug-mL1)
Cu-Glut 36,57 £ 7,59
Zn-Glut 43,83 +12,31
Co-Glut 56,48 + 8,88
Co-Glut-Nor 28,84 + 2,50
Co-Glut-Iso 176,07 £ 60,59
Co-Glut-Iso-Carb 4791 + 1,66
Co-Glut-Iso-Hid 49,38 + 12,00

Porém, embora os valores obtidos no presente estudo mostrem um resultado
inferior aos dados da literatura para outras estruturas do tipo MOF, um dos fatores que
pode contribuir para o aumento da toxicidade é a solubilidade dos compostos
testados, conforme retratado por Dos Santos e colaboradores (2017) [142]. Como
todos os materiais ndo sdo sollveis em agua a utilizagdo do DMSO apenas ira
produzir uma dispersdo homogénea das particulas, o que influencia diretamente nos

testes. Isso pois, como explicado por Dos Santos e colaboradores (2017), as artemias
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dependem de seu sistema respiratério cutaneo para sobreviver, de forma que a
presenca de particulas no meio pode acarretar a agregacdo das mesmas no corpo
das artemias e dificultar a movimentacdo e o processo de respiracdo através dos
poros [142].

Assim, como 0 objetivo desses materiais € a utilizacdo em concentracfes
reduzidas, embora os resultados mostrem um potencial toxico, em pequenas
quantidades os materiais tendem a apresentar-se com baixa citotoxicidade, além das

promissoras capacidades antimicrobianas retratadas anteriormente.
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6. CONCLUSAO

O sucesso da sintese das MOFs de cobre, cobalto e zinco com o acido glutamico
por uma rota mais simples, barata e ambientalmente amigavel mostra que as
possibilidades de construcdo de diferentes estruturas pode seguir uma rota menos
nociva, obtendo como resultados semelhantes as rotas anteriormente propostas além
de abrir as possibilidades para a utilizagcdo de outros ligantes semelhantes como
aminodcidos sintéticos e outras moléculas enddégenas como polipeptideos.

Pelos resultados obtidos através das rea¢cdes com os farmacos fica evidente que
existe a necessidade de buscar formas alternativas para substituir a molécula de agua
coordenada ao centro metalico sem substituir o acido glutamico, tendo em vista que
tanto para a norfloxacina quanto para a isoniazida o material formado ndo possui
nenhum resquicio do aminoécido da estrutura original.

Entretanto, a estrutura inédita obtida com a norfloxacina apresenta um potencial
a ser explorado uma vez que sua estrutura porosa permite a adsorcdo de outros
compostos, além da elevada capacidade antimicrobiana apresentada no estudo e
grande potencial de aplicagdo biomédica por atuar com um mecanismo diferenciado
na liberacdo do farmaco e possivelmente contornando a resisténcia bacteriana. Vale
ressaltar que além da utilizacdo farmacoldgica as possibilidades de aplicacdo desse
material também séo passiveis de estudo uma vez que as estruturas das MOFs vem
ganhando destaque em areas como catalise e sintese de sensores bioldgicos.

Quanto aos materiais obtidos com as estruturas derivadas da isoniazida o
estudo das mesmas precisa ser mais aprofundado, porém os resultados apresentados
mostram que ambas sdo promissoras tanto na obtencdo de novas estruturas metal-
organicas quanto na utilizacdo das mesmas como liberadores lentos com potencial
antimicrobiano.

Os resultados encontrados podem também contribuir na area de ensino de
quimica de coordenacdo uma vez que a sinteses sao faceis e de amplo acesso, além
de explorar minuciosamente as diferencas entre os compostos formados e a

necessidade de diferentes concentracdes dos precursores nas sinteses
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7. TRABALHOS FUTUROS

Com o sucesso na obtencao das MOFs de cobre, zinco e cobalto pretende-se
ainda seguir na linha de obtenc&o de estruturas a partir de metais bivalentes e
sintetizar estruturas do tipo MOF com metais como ferro, niquel e manganés, além de
avaliar as diferencas nas sinteses dos mesmos em relacdo aos compostos ja obtidos.

De forma a conhecer as possibilidades dos compostos formados com as
estruturas derivadas da isoniazida, é necessario a determinacdo da estrutura dos
materiais obtidos, possivelmente utilizando a técnica de RMN uma vez que a obtencéo
de monocristais de qualidade ndo vem trazendo resultados positivos.

Além disso, as possibilidades de aplicacdo da nova estrutura com a
norfloxacina devem ser exploradas, o que necessita a determinacao da porosidade da
estrutura formada atavés da técnica de adsorcdo de nitrogénio BET, e explorando
essa caracteristica para outras reacdes. Aliado a isso explorar aplicacdes alternativas
ao avaliar por exemplo a interacdo dos materiais obtidos com a luz polarizada e
possibilidade de utilizacdo como dispositivos épticos.

Também é necessario avaliar o potencial citotoxico dos materiais sintetizados
frente ao organismo humano utilizando para isso ensaios como o MTT ou semelhantes
para garantir a seguranca dos mesmos e ainda verificar possiveis efeitos.

Determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) de forma a avaliar
quantitativamente o potencial antimicrobiano dos materiais obtidos, além de testes de
inibicdo com fungos e outros agentes bacterianos.

A degradacao dos materiais, principalmente aqueles com farmacos, deve ser
avaliada de forma a entender o mecanismo de a¢ao dessa estrutura no corpo humano,
além de avaliar possiveis estruturas secundarias que podem ser formadas pela

degradacédo da estrutura.
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APENDICES
Apéndice 1
Analise térmica para o acido glutamico.
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Apéndice 2

Difratogramas dos produtos da calcinag¢édo a 600 °C do Co-Glut (A); Cu-Glut
(B) e Zn-Glut (C).
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Andlise térmica para o farmaco norfloxacina.
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Andlise térmica para o farmaco isoniazida.
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Apéndice 3

DrTGA, mg/min

Apéndice 4
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ANEXOS

Anexo 1
Fotografias dos resultados obtidos para a andlise de atividade antimicrobiana

para o microrganismo E. coli.

= \ —

1 - Canamicina; 2 - CoCOgs; 3 - CuCO3.Cu(OH)2; 4 - Co-Glut; 5 - Canamicina; 6 - Cu-
Glut; 7 - 2ZnC03.3Zn(0H)2.H20; 8 - Acido glutamico; 9 - Canamicina; 10 - Zn-Glut.

———

Anexo 2
Fotografias dos resultados obtidos para a andlise de atividade antimicrobiana

para o microrganismo P. aeruginosa.

1- Canamicina; 2 - Iso-Carb; 3 - Iso-Hid; 4 - Canamicina; 5 - Isoniazida; 6 - Co-Glut-
Iso-Carb; 7 - Co-Glut-Iso; 8 - Canamicina; 9 - Acido glutamico; 10 - Zn-Glut; 11 -
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2ZnC03.3Zn(0OH)2.H20; 12 - Canamicina; 13 - CoCOgs; 14 - Co-Glut-Nor; 15 - Co-Glut;
16 - Canamicina; 17 - 2ZnC03.3Zn(OH)2.H20; 18 - Acido glutamico; 19 - Zn-Glut; 20 -
Canamicina; 21 - CuCO3.Cu(OH)z; 22 - Co-Glut-lso-Hid; 23 - Cu-Glut.
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