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RESUMO

Nos ultimos anos, um grande problema de salde publica mundial € a perda de
efichcia de antibidticos e a evolucdo de novas estirpes que vem surgindo com
resisténcia a medicamentos. Nesse sentido, progressos decorrentes de décadas de
estudos no desenvolvimento de farmacos vem se perdendo devido ao uso
indiscriminado de antibioticos. Para minimizar a dose administrada, aumentar a
eficAcia e diminuir os efeitos colaterais do tratamento, a utilizacdo de MOFs se
apresentam como excelentes candidatos, devido a sua estrutura porosa e
possibilidade de bioconjugacdo. Desse modo, este trabalho propfe-se a explorar
microcristais da MOF mista ZIF-8-90 como carreadores de farmacos utilizados no
tratamento da tuberculose pulmonar e sua utlizagdo pela via inalatoria em
procedimentos terapéuticos. Microcristais de ZIF-8-90 foram preparados pelo método
one-pot sendo posteriormente funcionalizado com o aminoéacido glicina. Os materiais
foram caracterizados por difratometria de raios X, ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR),
UV-vis e luminescéncia, microscopia eletronica de varredura (MEV), espalhamento de
luz dindmico (DLS) e potencial zeta. Os ensaios de adsorcdo foram conduzidos em
batelada com metanol. As micrografias de MEV mostraram que foram produzidos
microcristais com morfologia rébmbica dodecaédrica, mesmo apos funcionalizagéo
com a glicina. Os padrfes de raios X exibidos pelos materiais sdo compativeis com
os padrdes calculados para as ZIF-8 e ZIF-90 e indicam a formacédo da MOF mista e
gue os processos de funcionalizacéo e adsorcdo ndo alteram a estrutura cristalina do
material nem afetam sua cristalinidade. Além disso, as propriedades
fotoluminescentes da MOF ZIF-8-90 (emisséo sintonizavel no azul e verde) fornecem
mais um indicio da presenca dos ligantes 2-MelM e OHC-IM. Os espectros de FTIR
forneceram evidéncias da presenca dos aminoacido e farmacos no material final.
Através de deslocamentos nos modos normais de vibracdo, foi possivel inferir as
regides de interacdo dos farmacos com a MOF. Por fim, os ensaios de concentracao
minima inibitéria mostraram menor atividade de inibicdo para todos os sistemas em
relacdo aos farmacos livres. Vale salientar que os sistemas apresentam uma baixa

toxicidade.

Palavras-chave: Adsorcdo. Biomaterial. Carreador. ZIF-8. ZIF-90.



ABSTRACT

In the last years, a major world public health problem a world has been the loss
of antibiotic efficacy and the development of new strains that are emerging with drug
resistance. To minimize the dose administered, increase the efficacy and reduce the
side effects of the treatment, the use of MOFs present themselves as excellent
candidates due to their porous structure and possibility of bioconjugation. Thus, this
work proposes to explore microcrystals of the mixed MOF ZIF-8-90 as carriers of drugs
used in the treatment of pulmonary tuberculosis and its inhalation use in therapeutic
procedures. Microcrystals of ZIF-8-90 were prepared by the on pot method and later
functionalized with the amino acid glycine. The materials were characterized by X-ray
diffractometry, 1H nuclear magnetic resonance (NMR), Fourrier transform infrared
spectroscopy (FTIR), UV-vis and luminescence, scanning electron microscopy (SEM),
dynamic light scattering (DLS) and zeta potential. The adsorption tests were conducted
in batch with methanol. SEM micrographs showed that microcrystals with
dodecahedral rhombic morphology were produced, even after functionalization with
glycine. The X-ray patterns exhibited by the materials are consistent with the ZIF-8 and
ZIF-90 standards and indicate the formation of the mixed MOF and that
functionalization and adsorption processes do not alter the crystalline structure of the
material or affect its crystallinity. In addition, the photoluminescent properties of MOF
ZIF-8-90 (tunable emission in blue and green) provide further evidence of the presence
of 2-MelM and OHC-IM binders. FTIR spectra provided evidence of the presence of
amino acids and drugs in the final material. Through displacements in the normal
modes of vibration, it was possible to infer the interaction regions of the drugs with the
MOF. Finally, the minimum inhibitory concentration assays showed lower inhibition
activity for all systems relative to the free drugs. It is worth noting that the systems have

low toxicity.

Keywords: Adsorption. Biomaterial. Carrier. ZIF-8. ZIF-90.
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) tem sido um problema para a humanidade por muito tempo.
Pesquisas mostraram evidéncias de TB em mumias egipcias, através dos 0Ss0s
mumificados, revelaram ter DNA do Mycobacterium tuberculosis (MTB) (OUELLET,;
JOHNSTON; ORTIZ DE MONTELLANO, 2010). Apesar de quase um século de
vacinacdo e mais de meia década de terapia contra a tuberculose (TB), esta doenca
continua sendo a principal causa mundial de morte por um agente infeccioso (OMS
2015, 2016).

A descoberta do patdégeno causador da TB, o Mycobacterium tuberculosis, foi
anunciada por Robert Koich em uma famosa palestra em 24 de marco de 1882. Por
sua descoberta, Koch recebeu o Prémio Nobel em 1905, e em seu discurso salientou
gue a maioria das infec¢bes por TB, tinha uma mortalidade alta. As infec¢des pelo
agente patogénico, se iniciam, em 90% dos casos, no pulmado, com a forma da
tuberculose pulmonar, sendo a forma mais comum de transmisséo da doenca, atravées
das goticulas de aerossois contendo o bacilo, expelidas por uma pessoa infectada
(MOREIRA et al., 2004; SOUZA; VASCONCELOQOS, 2005; ZHANG et al., 2018).

A quimioterapia, atualmente disponivel, inclui quatro farmacos que compdem a
primeira linha de tratamento, contudo, a descoberta desses farmacos, datam de
meados do século XX. O primeiro farmaco antituberculose, o Isoniazida (INH), ainda
faz parte da atual terapia contra a doenca, desde 1952 (OUELLET; JOHNSTON;
ORTIZ DE MONTELLANO, 2010). Diversos grupos de pesquisa no mundo, estao
tentando sintetizar novos ativos contra o bacilo ou novas formas de combaté-lo. Os
atuais compostos ativos utilizados em carreadores de farmaco tem apresentado
vantagens sobre a forma farmacéutica convencional para combater as doencas
pulmonares (DONG et al., 2019; SECRET et al., 2014).

A liberacdo controlada de farmacos (DDS, do inglés Drug Delivery System)
proporciona inimeras vantagens sobre as formas farmacéuticas convencionais, tais
como aumento da biodisponibilidade, diminuicdo da dose e especificidade. Uma outra
vantagem, pode ser atribuida a liberacdo farmacéutica prolongada, quando o
carreador permite esse papel de controle a administracdo do farmaco acontece com
menor frequéncia. E dentre os diversos matérias utilizados como protétipo carreador,

as Redes Metais-Organicas (RMO — ou MOF, do inglés Metal-Organic Framework),
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tem demonstrado nos ultimos 20 anos resultados bastantes expressivos que somam
a essas vantagens de formas farmacéuticas administradas por liberacdo controlada.

As MOFs, além das vantagens do sistema controlado de liberacdo, apresentam
ainda, segundo Alves (2013) como diferencial, uma estrutura de facil desenvolvimento
altamente moldavel e bem adaptaveis ao sistema biologico. A possibilidade de
estruturar de forma desejada a MOF, as tornam um excelente carreador para uso em
doencas pulmonares. Esse tratamento, por via area, aerossolterapia, consiste na
administracdo de um medicamento pela via inalatoria. E para que ocorra o deposito
desses carreadores no fundo dos bronquiolos, e consiga haver a liberacdo do
farmaco, é necessario um tamanho ideal das particulas. Essas dimensdes podem ser
controladas na sintese das MOFs, o que a torna bastante promissora.

O presente trabalho visa desenvolver carreadores hibridos incorporados com
os farmacos de primeira linha de combate a TB. Esta escolha foi baseada em estudos
publicados por Secret et al., (2014), o qual relata a estrutura poliméricas a base de
diacrilato de polietilenoglicol (PEGDA) funcionalizada com aminoacidos, tornando
assim, este biomaterial um promissor carreador para doencgas pulmonares, em virtude
de seu tamanho de particula e sua boa especificidade. Por sua vez, a nossa escolha
por MOFs hibridas como carreadores, advém de sua area superficial, porosidade,
biocompatibilidade, possibilidade de funcionalizacdo de sua superficie conferindo um
carater especifico e com a possibilidade de uma liberacdo lenta, conforme é
apresentado no artigo de Vasconcelos et al., (2012).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 TUBERCULOSE

A tuberculose € uma doencga bacteriana infectocontagiosa das dez principiais
causas de morte no mundo. Atinge principalmente os pulmdes — lesdo primaria, no
entanto, pode atingir qualquer outra parte do corpo, a TB extrapulmonar — lesdes
secundarias. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2017), o agente
infectante e o principal causador da patologia, € o Mycobacterium tuberculosis ou
Bacilo de Kdch (BK), identificado em 1882 por Robert Kéch, entretanto, essa patologia
existe a milénios. Trata-se de uma bactéria, da familia Mycobacterium, composta por
198 espécies e 14 subespécies (RIOJAS et al, 2018; WORLD HEALTH
ORGARNIZATION, 1994).

O complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) é composto pelas principais
cepas de importancia clinica ao homem. As espécies de maior significado sdo o
propiro Mycobacterium tuberculosis, o Mycobacterium africanum, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium bovis-BCG, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae e
Mycobacterium pinnipetti. Ademais espécies de Mycobacterium sdo consideradas nao
causadora da TB, as micobatérias ndo tuberculosas (MNT) (POROCA et al., 2009;
ROSEMBERG, 2001).

Figura 1 — Pulmao infectado com bacilos da Tuberculose

Mycobacterium
tuberculosis
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Sendo considerada uma das maiores causas de morbimortalidade no mundo
€. atualmente é classificada pela OMS como uma epidemia mundial (RENS et al.,
2018; SWATKO-OSSOR et al., 2018). Em 2017, foram registrados 10 milhdes de
novos casos de TB no mundo, e desses, quase meio milhdo de pessoas, 490.000 mil,
desenvolveram TB multirresistente (TBMR) (WORLD HEALTH ORGARNIZATION,
2017). Neste mesmo periodo, o Brasil teve 4.426 Gbitos causados pela TB. No ano de
2018, o Ministério da Saude do Brasil, divulgou o boletim epidemiolégico com os dados
de novos casos de TB, os quais foram notificados 69.569 novos casos (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE/MINISTERIO DA SAUDE, 2018). E, o estado de
Pernambuco, apresentou a terceira maior taxa de incidéncia, com 46,0 novos casos
para cada 100 mil habitantes, sua capital concentrou um indice ainda maior,
permanecendo na mesma posi¢ao, entre as capitais com maior incidéncia, com 85,5
novos casos para cada 100 mil habitantes (SAUDE, 2017).

Com uma reducdo média anual, em apenas 2% para novos casos, a forma de
contagio e a resisténcia da bactéria as intempéries do ambiente, associado a falta de
diagndstico ou a falha na adeséo ao tratamento, tornam-se os fatores preponderantes
para a alta taxa de contaminacéo (RAHEVAR et al., 2018). Assim como a resisténcia
devido estrutura nata do BK, no qual dificulta o tratamento, diagnosticar esta doenca
também é um problema eminente. A investigacdo da patologia pode ser realizadas
através de exame radioldgico para casos pulmonares, sinais e sintomas associado
com a prova tuberculinica, baciloscopia de escarro e o padrao-ouro, a cultura, o qual
demora entre 6 a 8 semanas (POROCA et al., 2009).

2.1.1 Tratamento

A OMS definiu a Tuberculose como um problema de emergéncia global e
adotou algumas diretrizes (WORLD HEALTH ORGARNIZATION, 1994). As diretrizes
propostas formaram um conjunto de cinco componente-resposta que fazem parte da
estratégia de boas praticas para o controle, sdo elas: compromisso de gestores
publicos para disponibilizacdo de recursos financeiros e humanos que adequem em
atividades, tempo e compromisso dos responsaveis para uma mobilizacdo social;
diagnostico; acompanhamento do paciente; tratamento supervisionado; e
fornecimento sem interrupgéo dos medicamentos (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE;
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SVS, 2011). A partir dessas diretrizes, o Brasil através de um comité gestor técnico e
por dados epidemiologicos apresentou um novo esquema de tratamento.

A partir de 2009, o tratamento da Tuberculose no Brasil passou a ser realizado
em esquema de um Unico comprimido contendo um conjunto de farmacos. A adocao
desse método de dose fixa combinada, foi aprovada apés andlise de aumento na
resisténcia bacteriana, do bacilo da TB contra terapia medicamentosa anterior
(BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE; SVS, 2011). O novo esquema preconizado foi
apresentado pelo Programa Nacional de Controle da TB, conforme demonstrado na
Tabela 1.

Tabela 1 — Esquema de tratamento para casos de TB pulmonar e extrapulmonar.

Farmacos
EsquemaP® o Peso, kg Dose
(mg/comprimido)°
2RHZE RHZE <20 10/10/35/25 mg / kg / dia
Fase intensiva  (150/75/400/275) 20-35 2 comprimidos
36-50 3 comprimidos
>50 4 comprimidos
4RH RH <20 10/10 mg / kg / dia
Fase o
. (150/75) 20-35 2 comprimidos
manutengao
36-50 3 comprimidos
>50 4 comprimidos

Legenda: rifampicina (R); isoniazid (H); Pirazinamida (Z); Etambutol (E); 2 e 4,
namero de meses administrado, no total de 6 meses.
Fonte: (RABAHI et al., 2017)
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2.1.2 Isoniazida

A isoniazida ou hidrazida do acido 4-piridinocarboxilico ou hidrazida do acido
isonicotinico ou hidrazida isonicotinica (INH ou H) (Figura 2). E um farmaco de
referéncia contra a TB, utilizado desde 1954 (BADRINATH; JOHN, 2018) sendo
metabolizada, principalmente, em monoacetilhidrazina (MAH) e na diacetilhidrazina
como acetilisoniazida, mediada pela enzima n-acetiltransferase e diacetilhidrazina, as
quais sdo muito hidrossoluveis e de facil eliminacédo, pelo figado (SAUKKONEN et al.,
2006). Apesar da facil excrecao, o periodo de exposicéo prolongado ao radicais livres
do metabolito da MAH, torna-se hepatotéxico, independente da dose (MITCHELL et
al., 1975). Contudo, a hepatoxicidade e seu agravamento podem ser evitados com
uso de vitamina B6, com uso simultaneamente a terapia contra a TB.

A concentracao minima inibitoria padrao do farmaco INH contra a cepa padrao
do Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv, a qual representa o Complexo Mycobacterium
Tuberculose, é realizada pelo método de microplaca. As concentracbes de 20,25
Hg*mL-1 sdo consideradas resistente e concentragdes <0,12 ug*mL-1 suscetiveis
(WOODS et al., 2018). O farmaco atua sobre a sintese da parede celular das bactérias

inibindo a replicacao bacteriana.

Figura 2 — Isoniazida

Fonte: Pubchem, cod. 37271-10-6.
2.1.3 Rifampicina

A rifampicina ou 3-(4-metil-1-piperazinil-iminometil) rifamicina SV (RMP ou R)
(Figura 3) € um dos antibacterianos mais ativos e utilizado em varias terapias, ndo so
apenas bacteriana (BROLIO, 1975). Desenvolvida em 1960, o farmaco inibe 0 RNA

polimerase (NIEMI et al., 2003), a qual é responsavel por transcrever a sintese do
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RNA a partir do DNA. Deste modo, o farmaco induz varias enzimas metabolizadoras,
mas a principal, € o citocromo P450 (CYP) (NIEMI et al., 2003) o qual é ativado pelos
receptores X (PXR), responsavel por transcrever enzimas relacionadas ao
metabolismo do farmaco (SAUKKONEN et al., 2006).

De acordo com o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, do inglés
— Clinical & Laboratory Standards Institute) a concentracdo para matar, in vitro, as
unidades formadoras de col6nia (UFC) do Mycobacterium tuberculosis, realizada a
partir da escala nefelométrica (Escala de McFarland), com aproximadamente 3x 108

UFC *mL* é de <1 ug * mL?, define cepa sensivel e 22 ug * mL1, cepa resistente.

Figura 3 — Rifampicina
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Fonte: Pubchem, cod. 13292-46-1.
2.2 REDES METALORGANICAS

Redes Metalorganicas sdo estruturas que tem caracteristicas porosas,
altamente versateis e de grande area superficial (JAYACHANDRABABU; SHOLL;
NAIR, 2017). Pertencem a classe de polimeros de coordenacédo formada por ions
metélicos, atuando como nos, ligados entre si por espacadores organicos (spacers).
Nas ultimas trés décadas, estes materiais evoluiram, assim como seus conceitos,
desde 2013, a IUPAC definiu as MOFs (do inglés, Metal Organic-Framework) como
sendo subclasses de polimeros de coordenacao (BATTEN et al., 2013). Basicamente,
as MOFs consistem em atomos de metais interligado por moléculas organicas
(ligantes), ao longo de uma, duas ou trés dire¢oes, conferindo as MOFs a classificagao
2D ou 3D (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema do composto de coordenagao com entidades de coordenacao
repetidas que se estende em 1, 2 ou 3 dimensdes.

E Ligante

© fon Metilico

Fonte: (LUZ, 2018)

Baseando-se na quimica dos ligantes e os constituintes metalicos, cada rede
metal-organica tera propriedades Unicas. Pois, as propriedades fisico-quimica dos
reagentes, ligantes e metais, exercem funcdes sobre a estrutura da MOF (LUZ, 2018).
A versatilidade das redes metais organicas sédo inUmeras e suas aplicacdes podem
ocorrer em diversas areas, como em energia (JAYACHANDRABABU; SHOLL; NAIR,
2017), drug delivery system, separacdo e armazenamento de gases, membranas
filtrantes e adsorventes, entre outras (FERRAZ, 2017).

A introducao do uso em aplicacdo das MOFs na area biomédica vem mostrando
seus beneficios. Segundo (VASCONCELOS et al., 2012), a ZIF-8, proposta como
carreador do farmaco, doxirrubicina (DOX), demonstrou uma melhor eficiéncia na
entrega “permitindo a liberagé@o continua da droga no ambiente plasmatico dentro da
faixa terapéutica, aumentando assim a eficacia da droga”, isso demonstra que a
aplicacao das estrutura metais-organicas sdo promissoras para uso no uso da terapia
e/ou diagnostico. A ZIF-90, possibilita a funcionalizacdo na superficie da estrutura,
devido aos seus grupos funcionais aldeido (R-CHO), o ‘R’ é o radical, a qual pode ser
um alquila ou arila. Para uso em bioaplicacdo, a ZIF-90, pode ser funcionalizada para
obter um melhor resposta imune, com menor toxicidade e maior especificidade do seu
alvo (FANG et al., 2016a). A mistura dos ligantes de ambas MOFs, ZIFs 8 e 90, criando

uma estrutura hibrida, promove uma melhor estrutura, em diversas areas para
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distintas aplicacfes (DAI; WEI; LEI, 2015; FANG et al., 2016a; JAYACHANDRABABU,;
SHOLL; NAIR, 2017; VERPLOEGH et al., 2018). A Figura 5 ilustra a versatilidade na

sintese de MOFs, por diferentes ligantes e metais.

Figura 5 — Redes metalorganicas por diferentes metais e ligantes. (Estrutura: em
azul — metal; em vermelho — oxigénio; roxo — nitrogénio; cinza — carbono; verde —

cloro)
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Fonte: (DERIA et al., 2014)

2.3 SISTEMA DE CARREAMENTO DE FARMACO

O sistema de entrega de farmaco de forma controlada, surgiu com Paul Ehrlich,
com o modelo de “Bala Magica de Ehrilich”, nome esse devido a sua ideia de
especificidade, onde, ao ser administrada, iria matar apenas germes especificos
(FERRAZ, 2017). As doses o qual o paciente é exposto em uma terapia ou diagnostico
ou profilaxia, sdo altas. Essa necessidade, se dar pelo fato de que o composto
apresente uma boa biodisponibilidade e consiga chegar ao local com uma
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concentracéo desejada permitindo a acdo farmacéutica no alvo e continue agindo por
um periodo ideal (ALVAREZ-LORENZO; CONCHEIRO, 2014).

Diversas pesquisas sobre DDS estdo sendo desenvolvidas, em busca de uma
melhor estratégia a ser utilizada, pois esses sistemas apresentam alguns beneficios
sobre a forma normal. Esses estudos tentam minimizar as doses dos ativos
farmacéuticos, atuar por um periodo ideal (curto, médio ou a longo prazo) conforme
necessidade, com menor toxicidade, melhor biodisponibilidade e especificidade, seja
ela qual for a via de administracado (DONG et al., 2019).

Atualmente, alguns materiais tém tido maiores destaques na literatura, como
os lipossomas, ciclodextrinas, nanocapsulas, microcapsulas, esponjas, polimeros e
particulas inorganicas (FERRAZ, 2017). Grande parte das pesquisas, nas quais estao
atualmente na fase clinica, préxima de virar um produto comercial, utilizam em sua
grande maioria os lipossomas para 0 uso em liberagéo seletiva (COSTA et al., 2014).
Contudo, as particulas inorganicas em especial, as redes metais organicas sao
bastantes promissoras para uso como carreadores, pois podem, de certa forma, se
moldar com a especificidade do problema em questdo (DONG et al.,, 2019;
VASCONCELOS et al., 2012).

A terapia por inalacao € bastante utilizada para doencas respiratorias. A via de
entrada, pulmonar, é bastante favoravel, pois, temos uma via altamente vascularizada
e uma grande area de superficie para absorcdo do farmaco (MARTIN; MOORE;
FINLAY, 2018). Segundo Secret et al., (2014) o tamanho ideal para este tipo de
terapia, deve estar na faixa de 20,5 ym a <5 ym, abaixo disso as particulas tendem a
ser exaladas e acima as particulas ndo conseguem atingir os bronquiolos e os
alvéolos. Atualmente estdo disponiveis alguns tipos de inaladores: inaladores
pressurizados de dose calibrada, inaladores de p6 seco, inaladores de névoa suave e

nebulizadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Sintese de rede metal-organica hibrida (ZIF-8-90) funcionalizada com
aminoacido para uso como carreador de farmacos no tratamento da Tuberculose

pulmonar por via respiratoria.

3.2 ESPECIFICO

= Sintese one-pot da ZIF-8-90 (hibrida) com tamanho apropriado para uso em
inalagéo.

» Funcionalizacdo da ZIF-8-90 com aminoacido.

= Adsorcdo ex situ de farmacos utilizados no tratamento da Tuberculose
pulmonar de primeira linha.

= Caracterizacao dos sistemas.

= Avaliar o potencial antimicobacteriano in vitro dos sistemas frente a cepa de
referéncia sensivel Hz37Rv do Mycobacterium tuberculosis.

= Avaliar a acdo citotdxica in vitro em linhagem celular — macréfago (RAW
264.7).
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4 MATERIAIS E METODO
4.1 MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes reagentes nas sinteses dos materiais. 2-
metilimidazol ou 2-metilglioxalamina (2-MelM, C4HgN2, MM = 82,10 g*mol?) (Figura
5.a), imidazol-2-carboxaldeido ou 2-imidazolecarboxaldeido (OHC-IM, C4sHsN20O, MM
= 96,09 g*mol?) (Figura 5.b), nitrato de zinco hexahidratado (Zn(NO3)226H20, MM =
297,49 g*mol?), glicina ou acido aminoacético ou acido aminoetandico ou glicocolina
(Gly) (C2 HsO:N, MM = 75.07 g*mol?), isoniazida ou hidrazida do &cido 4-
piridinocarboxilico ou hidrazida do acido isonicotinico ou hidrazida isonicotinica (INH)
(CsH7N3O, MM = 137.14 g*mol?), rifampicina ou 3-(4-metil piperazine liminometil) ou
rifamicina SV (RMP) (Ca3HssN4012) (822.94 g*mol?), hidréxido de sédio (NaOH) (40,00
g*mol?) e polivinilpirrolidona ou polividona ou povidona (PVP) [(CeHgNO)n] (~55.000
g*mol?) — todos os reagentes eram de grau analitico ou pureza comparavel e
procedéncia da Sigma-Aldrich®. Acido Formico (CH20.) (46,03 g*mol?), Alcool
Metilico ou Metanol (MeOH) (CH3OH) (32.04 g*mol) e Alcool Etilico ou Etanol

(C2H60) (46,07 g*mol?), procedéncia Anidrol e grau analitico.

Figura 6 — Ligantes a) ZIF-8; b) ZIF-90
a) b)
B I\
\ H
)\ CHs; N
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4.2 SINTESE DA ZIF-8

A sintese da ZIF-8 foi baseado na metodologia descrita por Cravillon e
colaboradores, (2012). Foram pesados 0,750 g (2,5211 mmol) de nitrato de zinco
hexahidratado e 0,812 g (9,8904 mmol) de 2-methylimidazole e diluido, cada um, em
um Erlenmeyer com 50 mL de alcool metilico. Apds diluicédo, o ligante foi adicionado

ao metal e ficou sob agitacdo em agitador magnético por 10 minutos, apresentando
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uma solucdo com turbidez esbranquicada. Posteriormente, a solucdo ficou sob
repouso por 24h. Apés o periodo de repouso, a solucéo foi lavada. Foram feitas trés
centrifugacdes a 4.677 g (6.000 RPM) por 10 minutos com alcool metilico, o qual foi
desprezado o sobrenadante e ressuspendido o pellet com o metanol. Em seguida, a
amostra foi seca a T.A. por 24h. A figura 6 demonstra passo-a-passo a sintese da ZIF-
8.

Figura 7 — Processo de sintese da ZIF-8

a) Pesagem b) Diluicio C) d)
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I ligante ao metal i atéturvagédo do

meio

ZNn(NO3z)2¢6H20 ‘ \_\ga\‘\f\

0,750 g de
Zn(NOs)2¢6H20
0,812 g de 2-MelM

/Metal'

e)

Repouso 24h

24h exposta ao ar

Centrifugar Ressuspender para evaporagéo
(3x) 4.677 g por 10’ do solvente

4.3 SINTESE DA ZIF-90

A sintese da ZIF-90, sucedeu fundamentado na metodologia adaptada de Fang
e colaboradores (2016) apud Shieh e colaboradores (2013). Duas soluc¢des foram
preparadas de formas distintas antes de serem misturadas. A primeira solucao
contendo 0,3712 g (1,248 mmol) de nitrato de zinco hexahidratado em 25 mL de agua
destilada e a segunda solugéo, contendo 0,480 g (4,995 mmol) de OHC-IM e 0,5 g
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(0,009 mmol) de PVP em 12,5 mL de 4gua destilada e 12,5 mL de metanol. A solucéo
contendo OHC-IM mais PVP, foi diluida aquecendo-a, entre uma temperatura de 50-
70 °C em ambiente fechado para que ndo houvesse evaporacdo do solvente no
aquecimento da reacgdo. A solucdo contendo Zn?*, também foi diluido sob agitacéo,
porém, em T.A. ApGs completa diluicdo da solugcdo contendo o ligante e o polimero,
foi colocada em repouso até atingir a T.A. antes de ser adicionado o metal. Apos
adicao da solucédo contendo o ligante e o PVP na solucdo contendo o metal, a nova
solucdo, resultante da mistura, foi deixado em agitacdo por 1 hora, onde, neste
periodo, a reacdo turvou-se obtendo uma coloracdo bege claro. Foi realizada a
lavagem do material com agua, trés centrifugacdes de 4.677 g (6.000 RPM) por 10
minutos, onde o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressupendido para remocao

residual da sintese. A figura 7 demonstra passo-a-passo a sintese da ZIF-90.

Figura 8 — Processo de sintese da ZIF-90
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4.4 SINTESE DE FORMATO DE SODIO (NACOzH)

Para obtencéo do sal de formato de sodio (formiato de sdédio ou metanoato de
s6dio), foi preparado uma solucéo de 1 mol*L* de NaOH e foi gotejado na solucdo no
acido formico até atingir o pH 7 garantido a desprotonacdo do &cido carboxilico
presente. O formato de sodio foi seco sob agitacdo e aquecimento a uma temperatura
2100 °C, até total evaporagao da fase aquosa (BUJACZ; WRZESNIEWSKA; BUJACZ,
2010).

4.5 SINTESE DA MOF HIBRIDA (ZIF-8-90)

A sintese da ZIF-8-90 hibrida, foi baseada e adaptada do método descrito por
Thompson e colaboradores (2012). Foi utilizado, apenas, 25% do ligante da ZIF-90 no
hibrido, pois, conforme demonstrado pelos autores as propriedades fisicas e quimicas
apresentadas pelas MOF hibrida com essa concentracdo de OHC-IM ja eram
satisfatorios para realizar a funcionalizagdo para melhor especificidade imunoldgica e
obter um tamanho ideal de particula que estivesse entre 0,5 um 5 um (SECRET et al.,
2014b). Foram preparadas duas solucdes distintas. A solucéao 1, contendo 1,3602 g
(20 mmol) de NaCOzH, e 1,7091 g (20 mmol) no total da soma dos ligantes, sendo
15,2 mmol de 2-MelM, ligante da ZIF-8 e 4,8 mmol de OHC-IM, ligante da ZIF-90. Os
reagentes foram diluidos, sob agitacdo em agitador magnético, com 50 mL de MeOH
a uma temperatura entre 50-70 °C, até completa e total dissolucdo dos reagentes no
solvente. Conquanto, a reacéo foi colocada de forma que néo evaporasse 0 solvente.
A elevada temperatura ndo degrada os nenhum dos solutos. A partir da
homogeneidade da solucéo 1, foi deixada sobre a bancada para resfriamento, até
atingir a T.A.
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Figura 9 — Solucdo 1 em agitacdo com aquecimento.

50-70°C

A solucao 2 foi preparada, diluindo 5 mmol de nitrato de zinco hexahidradato
em 50 mL de agua destilada. A solugédo 2 foi colocada em agitagdo, no agitador
magnético até completa homogeneizacdo. Para a solucdo 2, ndo é necessario
aguecimento e/ou qualquer outro método para dissolucdo do soluto a ndo ser o

descrito.

Figura 10 — Solucdo 2 em homogeneiza¢cdo com agitador magnético sob T.A.

—

Com as duas solucdes prontas, o proximo passo foi misturar ambas. A solucao
contendo Zn(NO3)2¢6H20 foi vertida na solucdo contendo os reagentes NaCO2;H +
2-MelM + OHC-IM, onde encontrava-se em agitacdo a T.A., antes de ser adicionado

a solucao 1.
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Figura 11 — Adicdo da Solucéo 2 a Solucédo 1 (metal no ligante)

Com a mistura das solugdes, a nova solugéo permaneceu em agitagao por uma
hora, para formacao da rede metal-organica hibrida, ZIF-8-90. Apds esse periodo,
esta reacdo, contendo o produto ZIF-8-90, apresentou uma coloracdo bege opaco.
Por fim, o produto foi lavado por trés vezes, através do método de centrifugacéo a dez
minutos por 4.677g (6.000 RPM), com aceleracédo de 20s e frenagem de 120s. O
sobrenadante foi desprezado e ressuspendido com 45 mL de MeOH. O precipitado,
obtido no final do processo da lavagem, foi seco, expondo-o em T.A. sobre a bancada
por 24h.
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Figura 12 — Processo de sintese, passo-a-passo, da ZIF-8-90
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4.6 SINTESE DO SAL DE GLICINA (GLY SALT)

Para obtencao do sal de glicina, foram dissolvidos 300 mg (4 mmols) de glicina,

em 10 mL de NaOH na concentracdo de 4 mmol*L. Os reagentes foram colocados

sob agitacdo até sua total dissolucdo. Em seguida, foram adicionados, 50 mL q.s.p.

de &lcool etilico promovendo a precipitagdo do sal de glicina. A solucao foi lavada por

centrifugacéo a 4.677 g (6.000 RPM) por 20 minutos para remocao completa dos

solventes.

4.7 FUNCIONALIZACAO DA ZIF-8-90 COM GLICINA

A modificacdo pos-sintese, foi baseada e adaptada do estudo de Morris e

colaboradores (2008). A reacao de funcionalizacéo ocorreu em sistema fechado com

10 mL de metanol em T.A.. Foram realizadas as seguintes funcionalizagdes: ZIF-8-90

+ glicina (mol:mol; mol:0,2mol; mol:0,2mol); e ZIF-8-90 + sal de glicina (mol:mol).
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Depois de 24h de homogeneizacao a reacéo foi colocada em tubo cénico e lavado
trés vezes por centrifugacéo, a 4.677 g por 10 minutos e ressuspendido com metanol.
Por fim a amostra ficou sobre a bancada por 24h para secagem e evaporacdo do

solvente remanescente.

Figura 13 — Funcionalizacao pds-sintese em sistema fechado
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4.8 ADSORCAO E LIBERACAO DO FARMACO

A adsorcéo e a liberagéo do farmaco foi baseado e a adaptado conforme estudo
publicado por Sun e colaboradores (2012). Para adsorgéo foram utilizacao proporcdes
(2:3) em massa, da ZIF-8-90 e do farmaco, contudo o tempo para incorporacéo foi
realizado em 180 minutos. A liberacdo do farmaco adsorvido pela ZIF hibrida, foi
realizado em meio aquoso com solugéo tampéao fosfato-salino (PBS) pH 7,4, sob
agitacao e temperatura de 37 °C +0,5 °C por 10 dias.

4.9 CARACTERIZAGOES E ANALISES
4.9.1 Espectroscopia no Infravermelho (V)
Os espectros de transmitancia no infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR), foram obtidos pelo equipamento da PerkinElmer, modelo Spectrum 400 IR,

analisada na regido 4.000-650 cm™, em T.A.
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4.9.2 Difracdo de Raios X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios X de pd, foram obtidos em um difratbmetro de
raios X de marca Rigaku, modelo SmartLab fonte de radiacéo de cobre, no intervalo
de 5-60°, utilizado um passo angular de 0,02° e tempo de obtencao de 1 s por ponto.

4.9.3 Espectroscopia do Ultravioleta e Visivel

Os espectros de absorcdo para os ensaios de adsorcao e liberacdo foram

obtidos em solucdo aguosa em um UV-VIS da PerkinElmer modelo Lambda650.

4.9.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA), foram realizadas utilizando uma
termobalanca de marca Shimadzu, modelo DTG-60H, com porta amostra de platina,
em atmosfera de ar sintético e fluxo de 100 mL * min’, e taxa de aquecimento de 10
°C * min'! da temperatura ambiente até 900 °C.

4.9.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para a andlise de acoplamento dos ligantes da ZIF-8 e ZIF-90 foi realizado a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). A amostra da MOF hibrida,
ZIF-8-90, com massa de 5 mg foi solubilizada com 600 yL de DO em tubo de RMN
de 5 mm de diametro. Os sinais do espectro foram referenciados a partir do sinal
atribuido aos hidrogénios da agua (6 4,70 ppm). Foram obtidos espectros utilizando
espectrometro Varian Unity Plus 300, operando a 299,95 MHz, para o nucleo de *H.
As sequéncias de pulsos de RF utilizadas foram a PRESAT, para o material, com
janela espectral 4,8 kHz, tempo de pressaturagao igual a 2 s, tempo de aquisi¢éo igual
a 1,704 s, pulso de RF de 45°, 32 repeticdes e temperatura de 25°C. Os espectros

foram processados usando line broadening igual a 0,3 Hz.
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4.9.6 Espectroscopia de Luminescéncia

As analises de luminescéncia foram adquiridas em um espectrofluorimetro
Horiba Jobin-Yvon Fluorolog-3 com fontes de excitagcéo de lampadas de xendnio (450
W) continua. Os dados foram coletados em um angulo de 90°, em relagdo ao feixe de
emissdo. A medida de emissao foi realizada em amostras sélidas em temperatura/pressao

ambiente.

4.9.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV), foram obtidas
utilizando um microscopio eletrénico de varredura, marca TESCAN, modelo MIRAS,
com filamento de W e voltagem de 10 kV. Para preparo das amostras, foi utilizado fita
dupla face de carbono, onde uma face é fixada na porta amostra (stub) e outra face
recebe a amostra, e posteriormente metalizada, com uma fina camada de ouro de

aproximadamente £ 10 nm de espessura.

4.9.8 Diametro Hidrodinamico Médio

A determinacdo do tamanho do diametro hidrodindmico médio e a distribui¢éo
do tamanho do tamanho dos complexos binérios e pseudo-ternarios foi realizada pelo
espalhamento de luz dinamico, utilizando-se, de um laser Ne-He e as medidas do
angulo de espalhamento de 173° - retroespalhamento, a partir do equipamento da

marca Malvern modelo Zetasizer Nano ZS.

4.9.9 Potencial Zeta

A determinacgdo da diferenca de potencial entre o meio de dispersédo movel e a
camada estacionaria do meio de disperséo ligado a particula dispersa (do inglés, Zeta
Potential — ¢ potential), foi realizada em um equipamento de marca Malvern modelo

Zetasizer Nano ZS com cubetas apropriadas marca Altman modelo DTS1061
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4.9.10 Secagem por Aspersao

A secagem por aspersao foi realizada em um equipamento da Buchi modelo B-
290. A amostra da MOF hibrida foi suspensa em agua ultrapura e seca por um
ciclone/vértex de ar a 180 °C.

4.9.11 Concentracdo Minima Inibitoria

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), foi realizada a partir
da técnica de ensaio em microplaca Alamar Blue™ (MABA), indicando a atividade
antimicobacteriana contra o bacilo da Tuberculose ATCC® 27294™ Hj7Rv (MISSIO
et al., 2009). O experimento foi realizado na Fundagdo Oswaldo Crus (FIOCRUZ)
Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) - Pernambuco, no laboratério de
Imunoepidemiologia e no laboratério de nivel de seguranca bioldgica — nivel 3 (NB3).

A atividade antimicobacteriana contra o bacilo foi determinada através da
menor concentragcdo do agente capaz de inibir o crescimento bacteriano. Este teste
foi realizado através da técnica de ensaio em microplaca, na qual foi utilizada a
resazurina, oxirredutor, como indicador de crescimento bacteriano. Realizou-se o
preparo da solucdo mae dos compostos, no qual foi dissolvido em Dimetilsufoxido
(DMSO), ficando com a concentragédo de 1024ug * mL?, que, posteriormente, foram
diluidas para uma concentracdo menor, a solucdo de trabalho O meio de cultivo liquido
Middlebrook 7H9 Broth Base (Sigma-Aldrich®) foi preparado conforme protocolo
contido no rétulo do produto e enriquecida com caldo Middlebrook OADC (BD BBL™).
A cepa de referéncia H37Rv (ATCC 27294) foi posta em meio liquido por 7 dias a 37
°C, onde favorece o crescimento bacteriano, tornando mais rapido, no qual foi
removido uma aliquota para preparo do inéculo, contendo a concentracdo de 3 x 108
bactérias/mL, equivalente a escala n°® 1 de McFarland.

O ensaio em microplaca de 96 pocos em “U” continha agua ultrapura na
primeira e Ultima linhas e primeira e Ultima colunas, para conservar o ambiente estéril
do experimento assim que for posta em incubacdo e ndo ocorra evaporacdao do
conteudo. Os pocos de teste foram preenchidos com 100 uL de meio liquido. A partir
da solucéo de trabalho, foi removido uma aliquota de 100 pL e diluida em série na
microplaca, desprezando 100 pL do Ultimo poco para que ao término 0S pocos

permanecam com o0 mesmo volume inicial.
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As concentracées dos carreadores testes variaram de 50 a 0,78 ug * mL%, com
1% de DMSO no primeiro poco. Os farmacos Estreptomicina (SM) e Rifampicina
(RMP) foram utilizados como drogas de referéncia. A concentracdo dos farmacos
padrédo foram de > 0,5 ug * mL* e > 0,062 ug * mL! para SM e RMP, respectivamente.
Foi adicionado 100 pL do inéculo nos pogos testes. Porém, nao ultrapassando o
volume final do meio liquido mais composto teste e inoculo bacteriano, totalizando 200
ML. Mantendo na estufa por 7 a 10 dias, a 37 °C. Apds esse periodo, foi adicionado
30 yL de resazurina a 0,01% como indicador de crescimento. A resazurina € um
corante azul, o préprio é, fracamente fluorescente até que seja irreversivelmente
reduzido para o colorido e altamente vermelho fluorescente rosa resorufina.
Posteriormente a adicdo da rezasurina, as microplacas foram postas em estufa
novamente, onde permaneceram por mais 24 horas a 37 °C. A leitura do resultado é
realizada visualmente a olho “nd”, verificando onde houve a mudanca de coloragéo

para rosa resorufina, o que indica que houve uma reducéo da oxidacgéao.

Figura 14 — Modelo de placa de 96 pocos para teste de concentracdo minima

inibitéria
1‘2|3‘4‘5‘6‘7‘8‘9|10‘11‘12
A H,0
- B . . . . . 16 16
2 E | E E E E E E
S c B} B 2 g 2 g g 8 8
S o 0 n To] N [{e) 0]
N N — T} ~
o Te) N
S8 D — © ™ — o 4 4
Q T
o~ E & 2 2 (@]
. I - - - - -
2 £ £ £ £ £ £ £
S F B} =, g2 g g2 g g2 1 1
S o 0 n To] N [{e) 0]
= < N N — 0 ~
8 G — © ) — o 0,5 0,5
H H,O
SM RMP

4.9.12 Avaliacdo da Acgéao Citotoxica

Avaliacdo da acéo citotoxica através analise da viabilidade celular in vitro das
amostras sobre células da linhagem celular de macréfagos murinos RAW 264.7 foi
realizada pela metodologia proposta por Mosmann, (1983), com modificacbes. O
experimento foi realizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),

no Laboratorio de Fisiologia Animal e Molecular Aplicada.
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As células foram semeadas (1 x 10* células por poco) em placa de 96 pogos
de fundo chato e cultivas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino
fetal e 1% de antimicético/antibiético (25 pg/mL de anfotericina B, 100 Ul * mL? de
Penicilina e 100 pg * mL* de Estreptomicina) em atmosfera Umida com 5% de CO: a
37 °C; ap6s 24h para adesdo das células a placa, as mesmas foram expostas aos
carreadores e suas respectivas variacdes de sistema.

As placas foram incubadas por 24h e em seguida, foi adicionado 20 uL de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl-2,5-difenil tetrazolio — MTT) (5 mg * mL™),
incubado por 3h, nas mesmas condi¢fes. Apés incubacdo com o MTT toda a solugéo
foi aspirada e adicionado 100 pL de DMSO a cada poc¢o. Em seguida, a absorbancia
(470 nm) foi medida em um leitor de microplacas. Para verificacdo da viabilidade dos
tratamentos nas diferentes concentragdes do material foi adotado como controle
negativo apenas por células cultivadas em meio de cultura. Para verificagdo da
citotoxicidade as meédias de absorbancia foram analisadas por meio da ANOVA
(analise de variancia) e posteriormente foi realizado o teste de Tukey para

comparacao entre as diferentes concentracdes testadas e o controle negativo.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

Os materiais obtidos ZIF-8, ZIF-90, ZIF-8-90 e ZIF-8-90-Gly Salt, pode observar
as seguintes caracteristicas macroscopicas: material esbranquicado e seco. E, a partir
desse aspecto, foram realizadas as caracterizacdes (FTIR, DRX, TGA, MEV, DLS,
potencial Zeta, secagem por aspersao, adsorcdo, luminescéncia, CMI e
citotoxicidade) e preparacao dos sistemas ZIF-8-90-Gly Salt + Farmacos (adsorvidos)

e analises dos sistemas.

Figura 15 — P6 de ZIF-8-90-Gly Salt
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5.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (IV)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
elucidou os modos vibracionais moleculares — deformacdes axiais e deformacdes
angulares dos materiais produzidos e suas variacdes. A figura 15 representa o
espectro de FTIR da ZIF-8 sintetizada. As bandas em 3135 e 2930 cm™ estdo
relacionadas ao estiramento C—H dos compostos aromaticos do anel imidazol. Em
1586 cm'! uma banda relacionada ao alongamento C=C. E, as bandas estreitas em
1180 e 1147 cm podem ser atribuidas ao estiramento C—N do ligante, concordando
com os dados da literatura, conforme demostrado por JING et al., (2014) e SUN et al.,
(2012).
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Figura 16 — FTIR da ZIF-8
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A figura 16 representa o espectro de FTIR da ZIF-90 sintetizada. E observado
a banda centrada em 1665 cm referente a frequéncia de estiramento da dupla ligagédo
C=0 correspondente ao aldeido. Esta atribuicdo estda de acordo com os dados
apresentados na literatura (HUANG et al., 2012; JOSE et al., 2015; SHIEH et al.,
2013).
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Figura 17 — FTIR da ZIF-90
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A figura abaixo evidéncia, de forma conclusiva, a formagé&o dos cristais hibridos
de ZIF-8-90. Na figura 17 sdo visualizados os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier relacionados a ZIF-8 (parte inferior do grafico), ZIF-8-90 (no
meio do grafico) e ZIF-90 (parte superior do grafico). Observamos que na hibrida é
possivel observar as bandas dos ligantes das duas ZIF's, contudo a uma
predominancia maior pelas bandas da ZIF-90. A primeira observacao a ser reportada,
é na regido da banda 1680 cm™ correspondente @ C=0, no qual, observou-se um
alongamento de vibracéo devido a assinatura dos ligantes da ZIF-8 e ZIF-90. A faixa,
que compreende 1200 cm™ a 1130 cm?, foram verificados bandas relativas a ZIF-8
em 1147 cm™ e da ZIF-90 em 1200, 1170 e 1130 cm. E na banda em 700 cm-1 uma
deformacédo do anel 2-MelM. Estas atribuicbes estdo de acordo com
Jayachandrababu, Sholl e Nair (2017).



44

Figura 18 — FTIR da ZIF-8, ZIF-8-90 e ZIF-90
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Nao serdo apresentados dados de FTIR da ZIF-8-90 + Glicina (mol:mol,
glicina/ZIF-8-90, 1/5 e 1/10), devido os testes de funcionalizagdo com a mesma, terem
levado a decomposicdo da MOF (ZIF-8-90), demonstrado através das micrografias
eletrbnica de varredura, apresentado na secdo 5.5. Por esse motivo os testes de
funcionalizag&o foram realizados com o sal de glicina e os resultados apresentados
para a mesma. Para a MOF hibrida funcionalizada (linha vermelha correspondente a
ZIF-8-90-Gly Salt da figura 18, observa-se em 1600 cm* um ombro caracterizado pelo
carboxilato C—O-0, estas bandas provém das deformacdes axiais assimétricas e
simétricas de C-0O. Na regido 1325 cm™ a 1310 cm™ duas bandas caracteristicas
provenientes da deformacdo axial C-O aparecem no espectro, estas bandas
envolvem alguma interacao entre a deformacéao axial e a deformagéo angular no plano
de O—C-O. As energias com que ocorrem as vibracfes e deformacdes relacionadas
ao grupo carboxilato da glicina na ZIF-8-90-Gly Salt estdo deslocadas para nimeros
de onda de maior energia em relacdo ao sal de glicina, indicando que ha interacao da
glicina com a MOF e que esta ocorre por meio do grupo carboxilato da glicina,
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Figura 19 — FTIR da ZIF-8-90, ZIF-8-90-Gly Salt e Sal de Glicina
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5.2 DIFRACAO DE RAIOS X

A figura 19 representa o difratograma de Raios X de p6 das amostras de ZIF-
8, ZIF-8 calculado (centro de dados cristalograficos de Cambridge — CCDC, cédigo:
CCDC 602542) (CCDC, 2018; PARK et al., 2006), ZIF-8-90 (25% de OHC-IM), ZIF-90
e ZIF-90 calculado (base de dados aberto de cristalografia — COD, codigo: 4108377)
(COD, 2018; MORRIS et al., 2008). Podemos verificar o padrao das células unitarias
cubicas da ZIF-8 e ZIF-90, sdo semelhantes, apresentando mudancas sutis, quase
nao perceptiveis pelo difratograma, devido a estrutura eletrénica semelhante da
constituicdo dos ligantes. A dificuldade de verificar as variacdes dos cristais €
analisada e justificada por Thompson e colaboradores, (2012), em que € observado a
mudanca na célula unitaria da MOF hibrida n&o se difere mais do que 3%, da ZIF-8 e
da ZIF-90. Sendo assim, a ZIF-8-90 mantem a mesma topologia com picos, posi¢cdes
e intensidades semelhantes, ndo possibilitando distinguir a heterogeneidade de

distribuicdo dos ligantes a partir de padrbes de DRX.
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Figura 20 — DRX da ZIF-8, ZIF-8 (calculado), ZIF-8-90, ZIF-90 e ZIF-90 (calculado)
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Devido a grande semelhanca dos parametros de rede das MOF’s ZIF-8 e ZIF-
90 néo foi possivel identificar através das posi¢des angulares dos picos de difracao
de Raios X de pé da MOF hibrida, ZIF-8-90, a presenca das duas fases. Contudo,
pode-se verificar por meio da mudanca nas intensidades relativas dos picos de
difracdo em 10,4° (200) e 12,7° (211) a formacéao ZIF-8-90.

A MOF funcionalizada mantém o perfil de difragc&o, indicando que ndo hé& perda
de cristalinidade apo6s a conjugacao. O padréo de difracao exibido pela ZIF-8-90-Gly
Salt (figura 20).
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Figura 21 — DRX das MOF'’s calculadas (ZIF-8 e ZIF-90), ZIF-8-90-Gly salt e sal de
glicina
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5.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O espectro de RMN de H obtido da sintese do hibrido, ZIF-8-90, demonstram
as assinaturas quimicas do grupo metila — CHs (2,6 ppm), prétons nas posicoes 4 e 5
dos anéis de imidazol de ambos ligantes da ZIF-8 (2-MelM) e ZIF-90 (OHC-IM) (7,4
ppm) e o préton do grupo aldeido, 2-imidazolecarboxaldeido (9,6 ppm), confirmando
a presenca de ambos os ligantes da ZIF-8 e ZIF-90 na estrutura do hibrido, ZIF-8-90,
corroborando com Jayachandrababu e colaboradores, (2016) (Anexo A). Diferencas
de picos com a literatura e néo listados com os rotulados podem estar relacionados
ao solvente de digestdo e preparacdo do hibrido. O sinal negativo ao centro, em 6
ppm, esta relacionado com o material que nao foi diluido por completo.
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Figura 22 — Espectro de RMN para material hibrido, ZIF-875%-90250 (75%
ligante 2-MelM e 25% do ligante OHC-IM)
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5.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Foi realizada a analise termogravimétrica nas sinteses de ZIF-8, ZIF-90, ZIF-8-
90 e ZIF-8-90-Gly Salt, com intuito de investigar suas estabilidades térmicas dos
materiais sintetizados. Conforme pode ser observado na figura 22 (ou no apéndice B)
a ZIF-8 demonstrou uma boa estabilidade térmica, exibindo dois eventos exotérmicos
relacionados com a decomposicao do imidazol (65,4%), parte organica deste material
entre 460 °C a 610 °C. A massa residual de 33,64% esta relacionada a formacéao de
oxido de zinco. A MOF ZIF-8 apresentou uma melhor estabilidade térmica do que a
apresentada na literatura por Amirilargani e Sadatnia, (2014) que se inicia em 300 °C.

Ainda, de acordo com os dados de analise termogravimétrica para a ZIF-90
apresentados na figura 22 (ou no apéndice C), € possivel observar que a estabilidade
térmica da mesma € menor que da ZIF-8. A curva de TG exibe um primeiro evento,
endotérmico, na faixa de temperatura ambiente até 120 °C com perda de massa de
19,5% o qual esta relacionada a perda de moléculas de solvente aprisionadas na
estrutura ou nos poros da MOF. E, mais trés eventos exotérmicos entre 250 °C e 610

°C, totalizando uma perda de massa de 55,8%, ambos relacionados a decomposi¢ao
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do ligante da ZIF-90. A porcentagem de massa residual, 24,7%, esta relacionada a
formacéo de 6xido de zinco. A estabilidade térmica da MOF esta em concordancia
com relatos na literatura (SHIEH et al., 2013).

O TGA da MOF ZIF-8-90, hibrida, mostra um perfil de decomposicdo
correspondente a sobreposicdo das curvas de TG da ZIF-90 e ZIF-8, conforme
esperado. Podemos verificar um evento endotérmico entre a temperatura ambiente
até 120 °C com perda de massa de 19,72% ao qual esta relacionada a perda de
moléculas de solvente aprisionadas na estrutura ou nos poros da MOF. Observamos
que esse primeiro evento ocorre na mesma faixa de temperatura que o
correspondente evento da ZIF-90. Na sequéncia, dois eventos exotérmicos entre 120
°C até 360 °C (perda de massa de 21,33%) e 360 °C e 610 °C (perda de massa de
31,67%) relacionados a decomposicdo dos ligantes OHC-IM e 2-MelM,
respectivamente. Estes valores estdo de acordo com os resultados reportados na
literatura (LIAO et al., 2015; THOMPSON et al., 2012).

Os dados da analise termogravimétrica da MOF hibrida, ZIF-8-90,
funcionalizada com sal de glicina, ZIF-8-90-Gly Salt, exibe o primeiro evento
endotérmico entre a temperatura ambiente até 120 °C com perda de massa de
13,67%, relacionados a perda de moléculas de solvente aprisionadas na estrutura ou
nos poros da MOF, e dois eventos exotérmicos entre 275 °C a 610 °C relacionados a
decomposicao dos ligantes OHC-IM e 2-MelM, respectivamente. Além disso, verifica-
se que a perda de definicdo entre os eventos de decomposicao térmica associados
aos ligantes OHC-IM e 2-MelM como observado para a MOF hibrida ZIF-8-90. No
apéndice se encontra as imagens com as analises térmicas com o grafico da derivada
das ZIF-8, ZIF-90, ZIF-8-90, ZIF-8-90-Gly Salt.
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Figura 23 — Andlise térmica das MOFs — ZIF-8, ZIF-90, ZIF-8-90 e ZIF-8-90-Gly Salt
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5.5 ANALISE MORFOLOGICA

As analises abaixo foram utilizadas para evidenciar a estrutura morfolégica das
particulas, tamanho, carga e estabilidade fisica a secagem por asperséo. A figura 23
representa a imagem de MEV para a ZIF-8-90, o qual demonstrou uma estrutura

cristalina dispersa com a morfologia rombica dodecaédrico da ZIF-8.
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Figura 24 — Micrografia da ZIF-8-90

O tamanho ideal das particulas ideal para o tratamento de doencas pulmonares
por via inalatéria deve estar entre 20,5 ym e <5 uym. Este é o tamanho em que ocorre
uma deposicao eficiente das particulas nos bronquiolos(SECRET et al., 2014). A partir
da micrografia de MEV (figura 23), pode-se calcular a distribuicdo de tamanho das
particulas (figura 24), em que os dados demonstraram um tamanho médio de particula
de 1,7 um £ 1,4 pm. Esses resultados corroboram com os resultados do diametro
hidrodinamico médio, em que a analise demonstrou um tamanho médio de 2,2 ym e

seu potencial zeta com - 4,28 mV.
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Figura 25 — Histograma de distribuicdo do tamanho de particula da ZIF-8-90
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A figura 25 representa a micrografia de microscopia eletronica de varredura
para a MOF hibrida funcionalizada, ZIF-8-90-Gly Salt, o qual demonstrou, também,
uma estrutura cristalina polidispersa com a morfologia rémbica dodecaédrico da ZIF-
8.
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Figura 26 — Micrografia da ZIF-8-90-Gly Salt

A partir da imagem (figura 25), foi possivel calcular a frequéncia da distribuigéo
das particulas por seu tamanho médio e demonstrado no histograma (figura 26). Foi
observado que o material funcionalizado separa o tamanho das particulas a um
tamanho ideal. O resultado obtido foi de 1,85 um = 0,91 pm. Esses dados estdo em
concordancia com os resultados do tamanho do diametro hidrodinamico médio (2,06

pum) e seu potencial zeta com —2,47 mV.
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Figura 27 — Histograma de distribuicdo do tamanho de particula da ZIF-8-90-Gly Salt
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Ainda em relagdo a funcionalizacdo da MOF, foram realizadas trés
funcionalizagbes anteriores a acima citada (figura 25). A figura 27 representa a
funcionalizac&o da ZIF-8-90 mais glicina (mol:mol, glicina/ZIF-8-90, 1/5 e 1/10). Pode-
se observar a degradacado da estrutura cristalina da MOF pela glicina em diferentes

concentracgoes.
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Figura 28 — Micrografia da ZIF-8-90 + glicina a) ZIF-8-90 + Glicina (mol:mol); b) ZIF-
8-90 + Glicina 20% (1:5); e c) ZIF-8-90 + Glicina 10% (1:10)

A figura abaixo (figura 28) representa a imagem da micrografia de microscopia
eletrbnica de varredura para a MOF hibrida, ZIF-8-90 apés método de secagem por
aspersdo. Uma amostra de ZIF-8-90, contendo, 200 mg, foi suspensa em agua
ultrapura e depois seca, por um vortex/ciclone de ar ha temperatura de 180 °C.

Podemos verificar que nédo houve degradagao da morfologia da MOF.
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Figura 29 — Micrografia da ZIF-8-90 ap6s secagem por Spray Drying

5.6 ESPECTROSCOPIA DE LUMINESCENCIA

A medida de fotoluminescéncia das MOFs ZIF-8, ZIF-90, ZIF-8-90 e ZIF-8-90-
Gly Salt, foram obtidas em T.A. A partir dos espectros de emissdo apresentados na
Figura 29 para as ZIF-8 (Aex = 385), ZIF-90 (Aex = 371) e ZIF-8-90 (Aex = 373), é
possivel observar que estes materiais apresentam emissao no azul (coordenada de
cor x = 0,155 e y = 0,136), verde (coordenada de cor x = 0,312 e y = 0,436) e ciano
(coordenada de cor x = 0,269 e y = 0,381), respectivamente. A fluorescéncia no azul
exibida pela ZIF-8 pode ser atribuida a transicdo *—1r do ligante 2-MelIM (LIN et al.,
2015; ZHAO et al., 2018), enquanto que a fluorescéncia no verde apresentada pela
ZIF-90 pode ser atribuida ao ligante OHC-IM (JAYACHANDRABABU; SHOLL; NAIR,
2017). O perfil espectral de emissao apresentado pela MOF hibrida, ZIF-8-90, é
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resultado da cofluorescéncia de ambos os ligantes 2-MelM e OHC-IM presentes no

material. Esta pode ser considerado mais uma evidéncia da formacédo da MOF hibrida.

Figura 30 — a) Espectros de emissdo dos materiais ZIF-8, ZIF-90 e ZIF-8-90; b)
Diagrama de cromaticidade CIE exibindo as coordenadas de cor dos materiais ZIF-
8, ZIF-90 e ZIF-8-90

ZIF-8-90 Excitago (gy = 373)
ZIF-8 Excitagao (i.gy = 385}
ZIF-80 Excitagéo (kg = 371)

a)

520

ZIF-8-90
630
490~ 680

Intensidade Normalizada

T T T T T T
400 450 500 550 600 650 450
. 420
Comprimento de Onda (nm)

5.7 ADSORCAO

5.7.1 Isoniazida

A cinética de adsorcdo da Isoniazida adsorvida pela MOF hibrida
funcionalizada, foi realizada a partir da solucdo “mae” durante trés horas. A esta
incorporacgdo, ZIF-8-90-Gly Salt + INH, pdode-se realizar observa¢gdes macroscoépicas,
relativo a coloragdo do p6. A ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com o farmaco INH

(Figura 30) evidencia uma coloragdo amarelada.
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Figura 31 — P¢ da ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com INH

Fonte: Autoria prépria.

A curva de calibracdo para o farmaco, Isoniazida, obteve a equacdo da reta

Y =0,01271 + 0,03183 x X e coeficiente de correlacdo, R? = 0,99778, conforme figura

31, o qual é necessario para quantificar a Isoniazida ao hibrido.
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Figura 32 — Curva de calibracdo para o farmaco INH
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Contudo, néo foi possivel quantificar a adsor¢édo da Isoniazida pela ZIF-8-90-

Gly Salt, pois, houve um deslocamento de banda apo6s a adsor¢éo, o que pode estar

relacionado a mudancas conformacionais da molécula induzida pelos componentes
do hibrido.
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Figura 33 — Espectro de absor¢éo da solucdo contendo Isoniazida antes e apés
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Foi observado no espectro de infravermelho do sistema hibrido funcionalizado
mais o farmaco isoniazida (ZIF-8-90-Gly Salt + INH) mudancas em diversas bandas
do espectro depois de adsorve-lo. Uma banda larga (1712-1470 cm) presente no
sistema hibrido com méaxima em 1670 cm™ e um ombro em 1600 cm-descritos na
secdo 5.1 (ZIF-8-90-Gly Salt), modificou a estrutura apds adsorcdo na ZIF-8-90-Gly
Salt + INH, o qual pode estar relacionado com as bandas do farmaco, 1663 cm
relativo ao modo de estiramento vibracional simétrico da C=0, 1633 cm é atribuido
a dobra assimétrica de H-N-N, 1601 cm™ estiramento simétrico C=N do anel
piridinico, 1550 cm™ relacionado ao grupo funcional amida (1512 cm™) e um
deslocamento em 1492 cm™* da N-N-H para menor energia (1478 cm™) na MOF,
sugerindo interacdes entre o adsorbato e o adsorvente por esta via.

Outras mudancas, ndo menos importantes, sdo observadas ao longo no
espectro. Na regido de “impresséo digital”, entre 1352 cm™ e 1290 cm* mudancas
sutis nas bandas relacionadas ao estiramento da ligacdo C—N devido a sobreposicéo

espectral entre os modos vibracionais presentes no farmaco e na MOF. Em conjunto
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com as bandas entre 860 cm™ e 712 cm™ no espectro do sistema adsorvido as
mudancas observadas em relacéo ao espectro de FTIR da MOF fornecem evidéncias
diretas da presenca do farmaco na MOF (GUNASEKARAN et al., 2009).

Figura 34 — FTIR da ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com INH
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5.7.2 Rifampicina

A cinética de adsorcdo da Rifampicina adsorvida pela MOF hibrida
funcionalizada, foi realizada a partir da solucdo “méae” durante trés horas. A esta
incorporacdao, ZIF-8-90-Gly Salt + RMP, péde-se realizar observa¢des macroscoépicas,
relativo a coloracdo do po. A ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com RMP (Figura 34)

evidencia uma coloracao vermelha.
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Figura 35 — P6 da ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com Rifampicina

A curva de calibracdo para o farmaco, Rifampicina, obteve uma equacao da
retaY = 0,01915 + 0,09512 X X e coeficiente de correlacdo, R? = 0,99413, conforme

figura 35, o qual é necessario para quantificar a Rifampicina ao hibrido.

Figura 36 — Curva de calibragcdo para o farmaco Rifampicina
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No entanto, ndo foi possivel quantificar a adsor¢cdo da Rifampicina pela ZIF-8-

90-Gly Salt, durante o contato do farmaco com o hibrido houveram mudancas no perfil

de absorcao (figura 36) possivelmente relacionados a mudancas estruturais, fazendo

com que ndo seja possivel correlacionar os dados da curva de calibracdo com a

concentracdo da espécie molecular, em solucdo, apés a adsorcao.
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Figura 37 — Espectro de absorcdo da solucao da Rifampicina antes e apds adsorcéo
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Ao caracterizarmos a ZIF-8-90-Gly Salt + RMP pela espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, conseguimos visualizar mudancas em
bandas da MOF hibrida, ZIF-8-90-Gly Salt, 0 que aponta para possiveis interacfes
estruturais do farmaco com a MOF. Visualizamos, no espectro de FTIR, figura 37, que
evidencia essas interacdes, mesmo com sobreposicao de algumas bandas. Na regiéo,
compreendida entre 1710 cm™ e 1540 cm, observamos uma banda do hibrido, com
maxima em 1670 cmt, comentada na secdo 5.1 (ZIF-8-90-Gly Salt), a qual sofre uma
mudanca na dire¢cdo a ondas curtas, que podem estar relacionadas com as bandas
(1644 cm™ e 1567 cm) do farmaco devido aos estiramentos da N-C e do anel
benzénico O—H. Tais mudancas sdo evidéncias do estado de tensdo das moléculas
de rifampicina (FAVILA; GALLO; GLOSSMAN-MITNIK, 2007).
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Figura 38 — FTIR da ZIF-8-90-Gly Salt funcionalizada com RMP
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5.8 CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA

O carreador apresentou a concentracdo minima inibitoria contra a cepa de
referéncia HzyRv da Tuberculose na concentracéo de 3,12 pg/mL para a ZIF-8-90-Gly
Salt + RMP. Os farmacos, utilizados como referéncia apresentaram um CMI de = 0,5
ng/mL para ambos, estando em concordancia com a literatura (CDC, 2012; SCHON;
CHRYSSANTHOU, 2017).0 teste nao apresentou contaminagdo e 0s controles
positivo e negativo estdo em concordancia com metodologia. Apesar da concentracao
mais um pouco maior que o padrao, pode estar relacionado com a velocidade de
liberacdo do farmaco ou com a nova conformacéo devido a mudanca molecular na
sua estrutura ao ser adsorvido. Para isso sdo necessarios outros testes para validar

esta teoria.
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Figura 39 — Teste de concentracao inibitéria minima
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5.9 AVALIACAO DA ACAO CITOTOXICA

A avaliacao da citotoxicidade foi realizada para as MOF’s ZIF-8-90 e ZIF-8-90-
Gly Salt, para o sistema ZIF-8-90-Gly Salt + RMP e para o farmaco Rifampicina. As
concentracdes testadas foram de 1000 pg/mL até 62,5 ug/mL. De acordo com 0s
resultados obtidos na concentracdo minima inibitoria, a escolha do sistema ZIF-8-90-
Gly Salt + RMP, foi baseado no melhor resultado. Em virtude disso, os ensaios de
citotoxicidade foram realizados com esse sistema. Os resultados apresentados sao
bastantes promissores, pois a ZIF-8 apresenta toxicidade alta (TAMAMES-TABAR et
al., 2014), se comparada com a MOF hibrida sintetizada e suas variagdes.

A ZIF-8-90 apresentou toxicidade a partir de 250 pg/mL, pois apresentou menos
de 80% de células viaveis; a ZIF-8-90-Gly Salt melhorou consideravelmente a
toxicidade, pois, a mesma, ndo apresentou toxicidade para as concentragdes testada.
Isso demonstra que a funcionalizacao é bastante promissora ndo sé com relagéo a
toxicidade aqui provada, mas pode induzir a uma especificidade da MOF; o mesmo
ocorre para o farmaco (RMP) e o sistema (ZIF-8-90-Gly Salt + RMP), onde néo foi

verificado agéo toxica dos compostos para as concentracdes avaliadas. Além disso
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verificou-se que a concentracdo 62,5 pg/mL induziu o crescimento celular quando

comparadas ao controle negativo para todas as amostras.

Figura 40 — Gréfico de viabilidade celular
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados e discussdo, podemos concluir que o presente
trabalho, desenvolveu uma MOF hibrida, a partir da ZIF-8 e ZIF-90, pela metodologia
one-pot, com possibilidade de modificacdo quimica, ajustavel em pés-sintese. Com
essa propriedade, relativa a um grupo funcional do ligante, foi possivel funcionaliza-la
com o aminoacido glicina, atribuindo, especificidade, ou seja, uma resposta
imunoldégica mais especifica. As caracterizagbes demonstraram que a sintese é
reprodutivel e de facil de obtencao. Confirmando a presenca dos ligantes na estrutura
do hibrido e apdés funcionalizacdo. As analises térmicas, também contribuiram para
corroborar a obtencédo do hibrido e do sistema funcionalizado, bem como, demonstrou
gue o material tem uma boa estabilidade térmica, o que da suporte a secagem por
aspersao para uso em sistemas de terapéutica inalatéria. Os cristais vistos na
microscopia mostraram-se bem estruturados e tamanhos ideais para a utilizacéo pela
via inalatéria. Embora o processo de adsorcdo ndo tenha conseguido determinar a
quantidade de farmaco adsorvido, indicando uma possivel mudanga conformacional
da droga. O sistema, carreado com o farmaco Rifampicina, demonstrou atividade
antimicobacteriana. As MOFs hibridas e funcionalizadas demonstraram terem baixa

toxicidade.
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7 PERSPECTIVAS

Com da elaboracao deste trabalho, foi gerado algumas premissas que para
total elucidacdo do sistema drug delivery, deverdo ser realizados mais algumas
andlises. Essas andlises deverdo inferir e elucidar os seguintes objetivos: quantificar
o adsorvido e liberacdo dos farmacos, isoniazida e rifampicina; adsorver e liberar
esses farmacos na ZIF-8, ZIF-90 e ZIF-8-90, a fim de comparacao; estudar se houve
mudanca nas propriedades das MOFs ou dos farmacos; in silico, elucidar o
acoplamento dos farmacos na estrutura da MOF e mudancas moleculares; in vitro,
realizar novos testes de citotoxicidade de diferente protocolo, por marcacéo celular ou
que utilize outro comprimento de onda. In vivo, elucidar a farmacocinética e
farmacodinamica do carreador, realizar exposi¢cao dos animais a inalacdo por meio
aerossois do carreador e trata-los com o carreador. Repetir o espectro de RMN e
adicionar gotas de acido trifluoroacético (TFA) para obter uma solucéo mais diluida e

homogenia.
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ANEXO A — ESPECTRO RESSONANCIA ZIF-8x-90100-x
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