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Resumo

As infe¢cdes nosocomiais estdo a tornar-se cada vez mais recorrentes devido ao aumento
de estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos. Muitas vezes estas infecbes podem
também estar associadas a biofilmes microbianos, o que complica o tratamento destas
infecbes. Além disso, os biofiimes podem formar-se em muitos tipos de superficies,
especialmente nos dispositivos médicos invasivos. Razdo pela qual ha uma necessidade de
desenvolver novos materiais bioativos funcionais e eficazes que possam prevenir a formacao
destes mesmos biofilmes. Uma alternativa as estratégias antibacterianas convencionais

pode ser proporcionada por polimeros de coordenacado (CPs) bioativos.

Este documento descreve a preparacdo, caracterizacdo e avaliagdo da capacidade
antimicrobiana de polimeros bioativos de coordenacdo (bioCPs) produzidos a partir de
precursores de sais metalicos de prata(l), cobre(ll) e zinco(ll) e dos ligandos organicos acidos
4,4'-sulfonildibenzéico (Hzsdba) e 4,4’-oxibis benzoico (H.obba), bem como a sua incorporagéo

em biopolimeros.

Neste trabalho s&o  descritos sete novos  bioCPs:  [Agx(sdba)ln (1),
{[Cu(sdba)-H20]-1.5H20}n  (2), {[Zn(sdba)-H.O-NH3]-1/2(NH3)}n (3), [Agz(obba)ln (4),
[Cuz(obba)(NH3)(OH)]n (5a), [Cu(obba)0.5(NHs)ln (5b) e {[Zn(obba)(NHs)2}n (6). Todos os
bioCPs foram utilizados como dopantes na preparacéo de filmes de biopolimeros a base de
agarose e fécula de batata. Os filmes produzidos foram testados em bactérias S. aureus
(Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa), posteriormente avaliou-se a citotoxicidade destes

em células humanas HepG2.

Neste estudo, foi concluido que os filmes compostos por bioCP 1, contendo prata(l),
destacam-se como a opgao mais promissora para inibir o crescimento bacteriano. Esses filmes
demonstraram atividade antibacteriana eficaz contra as bactérias S. aureus e E. coli, sem
causar citotoxicidade nas células humanas. Além disso, os filmes a base de bioCP 4 e 6,
contendo prata(l) e zinco(ll), também apresentaram resultados promissores na inibi¢cdo
bacteriana. Por outro lado, os bioCPs a base de cobre(ll) revelaram bioatividade apenas para

S. aureus, mas ndo demonstraram eficacia contra E. coli.

Palavras-Chave: Materiais Antimicrobianos; Biofilmes; Polimeros de Coordenacéo; Prata(l);

Cobre(ll); Zinco(ll); Biopolimeros; Citotoxicidade; Inibicdo Bacteriana.



Abstract

Nosocomial infections are becoming increasingly recurrent due to the increase in antibiotic-

resistant bacterial strains.

These infections are often associated with microbial biofilms, which complicates the
treatment of these infections. Additionally, biofilms can form on many types of surfaces,
especially invasive medical devices. Thus, there is a need to develop new and effective
bioactive materials that can prevent the formation of biofilms. An alternative to conventional

antibacterial strategies is provided by bioactive progressive polymers (CPs).

This work describes the ability to prepare, characterize and evaluate antimicrobial bioactive
coordination polymers (bioCPs) produced from precursors of metallic salts of silver, copper and
zinc and the organic ligands 4,4'-sulfonyldibenzoic acid (Hz.sdba) and benzoic 4,4'-oxybis
(H20bba).

It was obtained seven novel bioCPs: [Agz(sdba)ln (1), {[Cu(sdba)-H.O]-1.5H.O}n (2),
{[Zn(sdba)-H20-NH3]-1/2(NH3)}n  (3), [Agz(obba)ln (4), [Cuz(obba)(NHs)(OH)In (5a),
[Cu(obba)0.5(NHs)]n (5b) and {[Zn(obba)(NHs)2}n (6). All bioCPs were used as dopants for the
preparation of agarose and potato starch-based biopolymer films.The films produced were
tested on the bacteria S. aureus (Gram-positive) and E. coli (Gram-negative), and their

cytotoxicity on human HepG2 cells was subsequently evaluated.

In this study, it was concluded that films composed of bioCP 1, containing silver(l), stand
out as the most promising option for inhibiting bacterial growth. These films demonstrated
effective antibacterial activity against the bacteria S. aureus and E. coli, without causing
cytotoxicity in human cells. Furthermore, films based on bioCP 4 and 6, containing silver(l) and
zinc(ll), also showed promising results in bacterial inhibition. On the other hand, copper(ll)-
based bioCPs revealed bioactivity only when S. aureus, but did not demonstrate efficacy

against E. coli.

Keywords: Bioactive Materials; Biofilms; Coordination Polymers; Silver(l); Copper(ll);

Zinc(ll); Biopolymers; Cytotoxicity; Bacterial Inhibition.



Divulgacao Cientifica
Com os resultados aqui descritos a foi produzido um artigo:

= Tiago A. Fernandes, Filipa Macedo, Rafaela G. Cabral, Telma Guiu, Chris H. J. Franco,
Paula Jorge, Ana Catarina Sousa, Vania André, Nuno Cerca, e Alexander M. Kirillov,
“Sulfonyldibenzoate Coordination Polymers as Bioactive Dopants for Polysaccharide

Films with Antibacterial and Antibiofilm Properties”, RSC Appl. Interfaces, 2023.

Parte dos resultados deste trabalho também apresentados em conferéncias/encontros

nacionais, em comunicagdes em painel:

= Rafaela G. Cabral, Tiago A. Fernandes, Filipa Macedo, Paula Jorge, Chris H.J. Franco,
Telma Guiu, Vania André, Ana C. Sousa, Nuno Cerca, Alexander M. Kirillov, Synthesis,
Characterization and Antimicrobial Activity of Hybrid Biopolymer Films Doped with
Bioactive Coordination Compounds, XXVIII Encontro Nacional da Sociedade
Portuguesa de Quimica, University of Aveiro, Aveiro, 23th-26th July 2023.

= Rafaela G. Cabral, Filipa Macedo, Telma Guiu, Tiago A. Fernandes, Paula Jorge, Chris
H. Franco, Vania André, Ana C. Sousa, Nuno Cerca, Alexander M. Kirillov, Hybrid
biopolymer films doped with bioactive coordination compounds: synthesis,
characterization and antimicrobial activity, CQE Days 2023, Lisbon 25-26 May 2023.



indice Geral

AGIAGECIHTIENTOS ...ttt [
RESUIMO. .. i
Y 01 1= T S iii
DNV W] (o F= Tor= Lo I @< o 1 = VUSSP iv
INAICE B FIQUIAS. ... .eecvieeeieeeeee ettt ettt ettt ettt et e et et te et e et et et esaeteeseete s ensereaeens Vii
INCICE 08 TADEIAS ... .ccveeeieeeecie ettt ettt ettt et e teeae et et eeteeteenaeeaeeaeareaneaneas Xi
ADIEVIATUIAS € SIGIAS ... Xii
Lo INITOAUGAD ... 3
IO S =T {11 4= RN 3
O = - Tox (] = L 3
1.2.1. Bactérias Gram-pOSItIVAS ........iiiiieiiiiiiiiiiie e et e et e e e e e re e a e 4
1.2.2. BacCterias Gram-NEQJALIVAS.........uuuiiieiiiiiiiiiiiiiiaa e e e e aaiitee e e e e e e e s r e e e e e e s s aneneeees 5

1.3. A necessidade de novos agentes antibacterianos............ccccceeveeeiiiiiiiiiiii e 6
1.4. PoliMeros de COOMIENAGED ........ceeiiiuuuiiiiiiiee e ettt e e e e e e e s e e e e e e e e s st e e e e e e e eaaann 7
LA L, SIS i 7
R /= - VL 9
I T I o = T [o [0 1P 11
154  Aplicacdes antiDACIEIIANAS .........uuuuuuuiriiiiiiiiiiiieiiieiaeeaaabeabe bbb seeaeneeneeeenennne 12
15,5 Modo de atuacao dOS DIOMOFS..........uuuuiiiriiiiiiiiiiiiiiiieieaeerreeererenrrererereereerereerreanae 13
1.6 FilmMes DIOAEGradAVveis ..........coiiiiiiiiiiiiiiiie et a e e e 15
L1.6.1  AQAIOSE ..eeiieeiiieeiet ettt e et e e et e e e e e e nrnn s 15
1.6.2  Féculade batata ............cooeeeeeee e 16

2. CONSIAEIAGOES GEIAIS .....ceiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ee e 20
Parte EXPEriMENtal..........oouuiiiiiiiiii e 24

3.1, SINESE e DIOCPS ... 24
3.1.1. Sintese dos bioCPs com o ligando acido 4,4’ — sulfonildibenzéico (Hzsdba)...... 25
3.1.2. Preparagéao dos bioCPs com o ligando acido 4,4’-oxibis benzoico (H.obba)...... 29

3.2. Producéo de filmes derivados de agarose e fécula de batata ..................cooeeeeeeee. 33
3.2.1.  ProduGao de filmeS 0& AQaArOSE..........uuuuuuuruuurririinineiinnrnnennenennnnnnennnnnennnnnnneennenene 33
3.2.2.  Producéo de filmes de fécula de batata .................eevvmemiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 33

3.3, TestesS MICroDIOIOGICOS. ......ccuiiiiiiiiee e e e 36
3.4, TESIES CILOIOXICOS ...ceeeeeeeeeee e 36
N TS U = Lo (o T =T o U ETY- T LR 41
4.1. Descricdo estrutural € tOPOIOGICA .....cceeeeeeeeeeeeeeeee e 41
4.4.1 Descricdo estrutural para 0S DIOCPS 1-6........coouiiiiiiiiiiiiiiiieie e 41

4.2, ANAISE B FTIR-ATR ...ttt et e ettt e e e e e e e et a e e e e 47
4.3. Analises termogravimétricas dos BIOCPS ..o, 50
4.4, TesteS MICrODIOIOGICOS. .....ciiiiiiiieiee et a e eaa s 52
4.4.1.  FIlMES € AQAIOSE ....ccvuuiieieiiie et e e e e e et e et e e e e et e e e e et e e e e eaareeeereans 53



5.
6.
7.

4.4.2.

Filmes de fEcuUla de DAtata ........ccuveeneee e

A5, TESIES CILOLOXICOS ...neeeeee e ettt e

Conclusdes € Perspetivas FULUMAS .........cooiiiiiiiiiiie et e e

Referéncias BibIOGIAfICAS .........ooiiiiiiiiiiii e

Anexos

Vi



indice de Figuras

Figura 1 — Produca@o de biofilme. ........ueeii e e 3
Figura 2 - Camadas de contorno de bactérias Gram-positivas. ............ccceeeeieeeriiieiiiiiien e 4
Figura 3 - Camadas de contorno de bactérias Gram-negativas...........ccccceeeeeeeeiveiiiiiiiieeeeeeeeeinnns 5

Figura 4 - Sintese de MOFs com um grande numero resultante de diferentes estruturas
(o1 ] T o 553 1T ) TS USSP 9
Figura 5 - Formulas estruturais dos ligandos utilizados: a) Hzsdba: acido—4,4’-
sulfonildibenzdico; b) H.obba: &cido—4,4’-0Xibis BENZOICO. ..........uuuvrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaanes 12
Figura 6 - Mecanismos especificos antimicrobianos para os metais prata(l) (Ag), zinco(ll) (Zn),

cobre(ll) (Cu) e cobalto(ll) (CO). ...eiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 14
Figura 7 - Proposi¢éo de mecanismo de a¢do de um MOF sobre uma bactéria...................... 14
Figura 8 - Estrutura qUImMICa da @gArOSE. .........oiiuuuiiiieiieeeeeaiiiitie e e e e e e e et e e e e e e e aiabeeeeeaeeas 15
Figura 9 - Estruturas quimicas: a) Amilose; b) AmMiIlOpectina. ...........coooviiiiiiiiiieeeeiiiiiiieeeeenn 16
Figura 10 - Esquema geral das sinteses realizadas na formacao de bioCPs. ..............cccccce.... 24
Figura 11 — Esquema reacional para obteng&o do bioCP 1., 26
Figura 12 — Esquema reacional para obteng8o do bioCP 2............cccoeiiii, 27
Figura 13 — Esquema reacional para obtengdo do bioCP 3., 28
Figura 14 — Esquema reacional para obteng8o do bioCP 4., 29
Figura 15 — Esquema reacional para obteng&o dos bioCPs 5a e 5b. ........ccccoeeviiiii, 31
Figura 16 - Reacéo entre o ligando acido 4,4’-oxibis benzoico e o cloreto de zinco(ll)............. 32
Figura 17 - Cristais sintetizados com respetiva legenda. ............ccoovvviiiiiiiiiiceeiccieee e 32
Figura 18 - Preparacéo de filme de agarose dopado...........ccceeeeeeiiiiieieeeeeeee 33
Figura 19 - Preparacéo de filme de fécula de batata dopado. .............coeeeeeeeeiiiiii, 34

Figura 20 — Filmes produzidos: a) filme de agarose puro (branco); b) filme de fécula de batata
PUIO (DFANCO). et 34
Figura 21 - Discos de agarose do filme branco e dos filmes dopados com bioCPs 1, 2, 3, 4, 5a,
5b e 6. Discos dopados com cada bioCP com as concentracbes de 1%; 2,5% e 5%, pela
FESPELIVA OFUEBIM. .o 35
Figura 22 - Discos de fécula de batata do filme branco e dos filmes dopados com bioCPs 1, 2,
3, 4, 5a, 5b e 6. Discos dopados com cada bioCP com as concentracbes de 1%; 2,5% e 5%,
PElA FESPELIVA OFUEM. ... 35
Figura 23 - Captacao de células HepG2 através de microscépio. Zoom x200.............cceeeeeee... 37
Figura 24 - Teste aos bioCPs isolados por: a) método de contacto direto; b) método de
D) =Tz Lo PP SSRPPURSR 37
Figura 25 — (a) Representacdo da estrutura cristalina do bioCP 1, {Agz(us-sdba)}.. (b)

Representacdo da estrutura cristalina 2D do bioCP 1. Alguns atomos foram omitidos para

vii



maior clareza. Os elipsoides térmicos foram representados com o nivel de probabilidade de
50%. Cdédigo de simetria: i(-x, 1-y, 1-2), ii(1+X, ¥2-y, z) e iii(-X, -1/2+Y, 1-2Z). cccccceeeeiiieneiiiiiin, 41
Figura 26 - (a) Representacdo das cadeias 1D formadas pelos ibes Cu(ll) e pelos ligandos
sdba?". (b) Representacdo da estrutura cristalina 2D do bioCP 2. Alguns atomos foram
omitidos para maior clareza. Os elipsoides térmicos com probabilidade de 50%. Cédigo de
simetria: i(1-X, ¥, 2-Z), H(L-X, 1-Y, 2-Z). cooeeeeiiiiii i e e e et e e e e e e 42
Figura 27 - (a) Representacdo das cadeias 1D formadas pelos i6es Ag* e pelos ligandos
obba?". (b) Uma vista da rede 2D do bioCP 4. Alguns atomos foram omitidos para maior
clareza. Os elipsoides térmicos com probabilidade de 50%. Cdédigo de simetria: i(X, -1+y, 2),
H(1-X, =y, 1-2), [ii(X, 1Y, Z), IV(L1-X, Y, Y2-Z) . e oo e e et e e e e e e eeeees 42
Figura 28 - (a) Representacdo da estrutura cristalina do bioCP 5a, {Cuz(obba)(NH3)(OH)}» bem
como o ambiente de coordenacao dos ides Cu(ll). (b) Apresentacéo da estrutura 3D do bioCP
5a. Os elipsoides térmicos foram representados com 50%. Alguns atomos sédo omitidos para
maior clareza. Codigo de simetria: i( %2 - X, - %2+ vy, Y2 -2), ii(1-X, 1-Y, 1-Z).cceeeiiiiiiiiiiiiiieeenn. 43
Figura 29 - (a) Ambiente de coordenacgéo dos i6es Cu(ll) no bioCP 5b, {Cu(OBBA)os(NH3)}n.
(b) Estrutura das cadeias 1D onduladas no bioCP 5b. Os elipsoides térmicos foram
representados com 50% de probabilidade e alguns atomos foram omitidos. Codigo de simetria:
1(3/2-X, Y2-Y, 1-Z) € 11(1-X, Yy B/2-Z) oo 44
Figura 30 - (a) Representacdo da estrutura do bioCP 6, {Zn(p-obba)(NHs)2}. (b) Cadeias 1D
formadas pela coordenacdo em ponte com os grupos carboxilatos do ligando. Codigo de
simetria: i(1+x, y, 1+z). . Os elipsoides térmicos foram representados com 50% de
(o] 0] o= o1 To F= Lo [= TSP USRS 44
Figura 31 - Dados de difragdo de raios X de policristais para os bioCPs 1 e 2 em (a) e (b),
respectivamente. Cddigo de cor: Linhas Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas =
Dados simulados a partir da estrutura CrisStalina. ..............ovuviiiiiieeiiiiiciee e, 45
Figura 32 - Dados de difracdo de raios X de policristais para o bioCP 4. Cadigo de cor: Linhas
Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da estrutura
(o3 1153 711 = VPP 45
Figura 33 - Dados de difracéo de raios X de policristais para os bioCPs 5a e 5b em (a) e (b),
respectivamente. Codigo de cor: Linhas Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas =
Dados simulados a partir da estrutura CrisStalina. ............ceeueuiiiiiieeeiiiiieiee e e e e e eeaenes 46
Figura 34 - Dados de difracao de raios X de policristais para o bioCP 6. CAdigo de cor: Linhas
Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da estrutura
(o] 1153 7 11 = VSR 46
Figura 35 - Dados de difracdo de raios X de policristais para os bioCPs 3. Cddigo de cor:
Linhas Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da
LTS LB U= ot ] = ] o - PSSP 47
Figura 36 - Espetros de FTIR-ATR para o ligando H2sdba e para os bioCPs 1,2 e 3............. 48



Figura 37 - Espetros de FTIR-ATR para o ligando H2obba e para os bioCPs 4, 5a, 5b e 6..... 49

Figura 38 - Termograma (TGA) dOS CPS 1 € 2....uuoiii ittt a e e e aanees 51
Figura 39 — Termogramas de agarose@branco, agarose@(1) 5,0% e agarose@(2) 5,0%..... 51
Figura 40 — Termogramas de fécula@branco, fécula@(1) 0,5% e fécula@(2) 0,5%............... 52
Figura 41 - Halos de inibicdo obtidos para os filmes agarose@(5a) 1,0%, agarose@(4) 1,0%,
agarose@(4) 5,0% e agarose@CU(NO3)2 2,5%0. ....ccoeeiiiiiiiiii e e e 53

Figura 42 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de
agarose dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo
em diferentes percentagens (L, 2.5 € 5%0). cuuuuuuiiii e e i 54
Figura 43 — Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de
agarose dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo
em diferentes percentagens (1, 2.5 € 5%0)....ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiie 54
Figura 44 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de
agarose dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (1, 2.5 e 5%)). ............ 55
Figura 45 - Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de
agarose dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (1, 2.5 e 5%)). ............ 56
Figura 46 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de fécula
de batata dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo
em diferentes percentagens (0.10, 0.25 € 0.5090). ......cuuuuiiiiieeiiiieiiiiee e e 58
Figura 47 — Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de
fécula de batata dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em
estudo em diferentes percentagens (0.10, 0.25 € 0.50%0). ........oovvriiiiiiiieeeeeeiiiiiieee e 58
Figura 48 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de fécula

de batata dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (0.10, 0.25 e 0.50%).

Figura 49 - Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de
fécula de batata dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (0.10, 0.25 e
0.500). ..rtteeeeee et e e e e e e e e e e e ——————eeee e e et ——————taaeeea e e ————aaaaaeeeaaaaarrraraaaaeaaaaanraraes 60
Figura 50 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 1, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado COmM 0 DIOCP 1 (5%0). ......uuuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 76
Figura 51 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 2, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado COmM 0 DIOCP 2 (590). .......uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 76
Figura 52 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 3, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado COmM 0 DIOCP 3 (5%0). ......uuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeees 77
Figura 53 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 4, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado COM 0 DIOCP 4 (590). .......uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiebbebeeeeeeeeeeeeeeee 77
Figura 54 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5a, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado com 0 DIOCP 58 (5%0). .euuuriiiiii et 78

iX



Figura 55 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5b, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado com 0 BIOCP 50 (5%0). ...uvvviiiiiiieeiiece e 78
Figura 56 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 6, para o filme de agarose branco e para o
filme de agarose dopado com 0 BIOCP 6 (5%0). ....cuuvuiiiiieeeiieeee et 79
Figura 57 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 1, para o filme de fécula branco e para o filme
de fécula dopado com 0 BIOCP 1 (0,5%0). ..uuuuuiiiiieiiieeeicee e e e e e 79
Figura 58 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 2, para o filme de fécula branco e para o filme
de fécula dopado com 0 DIOCP 2 (0,5%0). ..uuuuuiiiii e e e e e 80
Figura 59 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 3, para o filme de fécula branco e para o filme
de fécula dopado com 0 DIOCP 3 (0,5%0). .....eeeiiiiiiiiiiiiiieei e 80
Figura 60 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 4, para o filme de fécula branco e para o filme
de fécula dopado com 0 DIOCP 4 (0,5%0). .....eeeiiiiiiiiiiiiiee et 81
Figura 61 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5a, para o filme de fécula branco e para o
filme de fécula dopado com 0 DIOCP 5a (0,5%0). .....ccccuiiiiiiiiiiiiiieee it 81
Figura 62 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5b, para o filme de fécula branco e para o
filme de fécula dopado com 0 DIOCP 5D (0,5%0).......ccouiiiiiiiiiiiiiie e 82
Figura 63 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 6, para o filme de fécula branco e para o filme
de fécula dopado com 0 DIOCP 6 (0,5%0). ......uuiiiiiiiiiiiiiiiieie et 82



indice de Tabelas

Tabela 1 - Referéncias dos polimeros de coordenacéo sintetizados, metais e respetivos

ligandos UtiliZad0S Para @ SINEESE.......u.ii i i e e e et e e e eaaeaaanees 25
Tabela 2 - Valores de citotoxicidade obtidos para cada ensaio do bioCP 1...............cccovvvvennn. 62
Tabela 3 - Valores de citotoxicidade obtidos para cada ensaio do bioCP 2................ccovvvvennn. 63

Tabela 4 - Massas de bioCPs utilizadas para a producdo de cada Filme de agarose e respetiva
percentagem de JOPAGEIM. .....cooiii i 72
Tabela 5- Massas de bioCPs (polimeros de coordenacao) utilizadas para a producgéo de cada
filme de amido de batata e respetiva percentagem de dopagem................ueueuuemmmmmmmemnnnnnnnnnnnns 73
Tabela 6 - Halos de inibicdo obtidos nos testes microbiolégicos para as bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, em filmes de agarOSe. ......ccoovevvviieiiiiiiiie e 74
Tabela 7 - Halos de inibicdo obtidos nos testes microbiolégicos para as bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus, em filmes de amido de batata. ...........cc.coevvvveeiiiiiinieeeecieiiinn, 75

Xi



Abreviaturas e Siglas

1D

2D

3D

ATP

ATR

CPs

DMEM

DNA

E. coli

FBS

FTIR

H.obba

H.sdba

HIV

v

LDH

MOFs

PBPs

ROS

S. aureus

TGA

Uma Dimenséao

Duas Dimensdes

Trés Dimensoes

Trifosfato de Adenosina
Refletancia Total Atenuada
Polimero de Coordenagéo
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Acido Desoxirribonucleico
Escherichia coli

Soro Fetal Bovino

Infravermelho por Transformada de Fourier

Acido - 4,4’-oxibis benzoico

Acido - 4,4-sulfonildibenzoico
Virus da Imunodeficiéncia Humana
Infravermelho

Lactato Desidrogenase

Rede Metal-Organica

Proteinas de Ligacao de Penicilina
Espécies Reativas de Oxigénio
Staphylococcus aureus

Analise Termogravimétrica

Xii



Xiii



1.INTRODUCAO






Desenvolvimento de materiais hibridos dopados com BioMOFs para aplicag8es antimicrobianas

1. Introducéo
1.1. Biofilmes

Os microrganismos, incluindo as bactérias, desenvolvem-se naturalmente em grupos,
estabelecendo aglomerados complexos e dinamicos designados de biofilmes. A capacidade
dos microrganismos em persistir e prosperar dentro dos filmes é uma particularidade que
requer uma preocupacado critica, sobretudo quando podem desenvolver-se em ambientes
clinicos ou hospitalares. De facto, os biofilmes desempenham um papel muito significativo na
sobrevivéncia e persisténcia microbiana em ecossistemas naturais, sendo, portanto,
omnipresentes na natureza e considerados como uma forma antiga de adaptacao microbiana.
Notavelmente, especula-se que a transicdo dos microrganismos para o modo de crescimento
em filme estabeleceu a primeira forma de vida multicelular como uma resposta adaptativa as
condicGes extremas encontradas na Terra primitiva.! Os biofilmes sdo geralmente
caracterizados como estruturas bem organizadas de microrganismos aderidos a superficies
biéticas ou abidticas e cujas células sdo envoltas e protegidas por uma matriz polimérica
autoproduzida. Normalmente, o ciclo de vida do biofilme abrange trés estagios, (i) fixacao, (ii)
maturacdo e (iii) dispersdo. A primeira fase inicia-se pela ligacdo reversivel das bactérias a
uma superficie seguida pela sua ligagédo irreversivel. Em seguida, ocorre o crescimento
bacteriano e a producdo de matriz, levando ao aumento da biomassa e maturacao do biofilme.
Nesta fase, os biofilmes desenvolvem microambientes dependentes de gradientes de
nutrientes e do oxigénio, com células desenvolvendo diferentes fenotipos dependendo da sua
organizacgao espacial. Finalmente, os biofilmes acabam por se dispersar, permitindo as células

migrarem e colonizarem outras areas (Figura 1). 1

-3

- —

Figura 1 — Producéo de biofilme.

1.2. Bactérias

A crescente resisténcia das bactérias aos antibidticos tornou-se um problema de saulde
publica. Nas Ultimas décadas, a resisténcia contra organismos Gram-positivos, como
Staphylococcus aureus e Enterococcus, resistentes a vancomicina, e Streptococcus resistente

a penicilina aos macrolideos e as fluoroquinolonas; organismos Gram-negativos, como a
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z

Escherichia coli, que é resistente a tetraciclina, estreptomicina, sulfonamidas, ampicilina e

canamicina, levou a procura de novos mecanismos de inibicdo da atividade bacteriana.
1.2.1. Bactérias Gram-positivas

As bactérias Gram-positivas contém uma espessa camada de peptidoglicano a qual
fornece uma barreira fisica, protegendo o microrganismo do ambiente além de ser responsavel

por fixar polimeros como acido teicdico, lipoteicdico e proteinas de superficie (Figura 2). B4

Acido
lipoteicoico )

Peptidoglicano

0000000000000 0000 (N 60000000000000( N D000000600000)
Membrana citoplasmatica =~ U

Figura 2 - Camadas de contorno de bactérias Gram-positivas. [

A Staphylococcus aureus é uma bactéria associada ao ser humano e outros animais, é
comensal, mas pode ser patogénica, oportunista e versatil, capaz de ocasionar varias
doencas, entre as principais: sindrome do choque toxico, bacteremia, endocardites, infecoes
metastaticas e sepses. ! Sdo cocos da familia Staphylococcaceae e sdo caracterizadas
principalmente por apresentarem parede de estrutura Gram-positiva, realizarem fermentacao

do manitol e produzirem enzimas como a catalase e a coagulase. ©

Em humanos, o seu habitat primario € o trato respiratério superior, particularmente o
epitélio que recobre(ll) as fossas nasais, como também pode ser encontrado noutros locais
como o trato gastrointestinal. E importante mencionar que a taxa de infecdo aumenta
consideravelmente em pacientes internados e profissionais de saude. De acordo com 0s
ultimos registos na literatura, a S. aureus tem vindo a ganhar resisténcia contra agentes
antimicrobianos, devido a sua capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo numa diversidade

de ambientes. [

Em 1944, ocorreu a introducéo da penicilina que ofereceu uma oportunidade de tratamento

de infe¢Bes estafilocdcicas severas. O mecanismo de agdo da penicilina deve-se a inibigdo de

4
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proteinas de ligacdo (PBPs - Penicilin Binding Proteins) da bactéria, que tem alta afinidade
com antibidticos B-lactamicos, atuando nas etapas finais da formacdo da parede celular das
bactérias (ligagBes cruzadas do peptidoglicano). No mesmo ano em que 0 sucesso clinico no
tratamento com penicilina foi reportado, seria descrita também uma enzima produzida pela S.
aureus, a penicilinase, hoje denominada como B-lactamase, produto do gene blaZ, que
apresenta atividade proteolitica, quebrando o anel B-lactamico dos antibidticos do grupo das

penicilinas. I
1.2.2. Bactérias Gram-negativas

A membrana exterior das bactérias Gram-negativas possui uma organizacdo complexa.
Contém uma fina camada de peptidoglicano e uma membrana externa que integra 0s
lipopolissacaridos (Figura 3). As lipoproteinas sdo responsaveis por ligarem a membrana
externa & camada de peptidoglicano que estd localizada entre o espaco periplasmético,
formado entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica. B! O peptidoglicano é
formado de aminoacidos e hidratos de carbono de unidades repetidas. Assim, os antibiéticos
que possuem 0s grupos acido carboxilico e amino nas suas férmulas estruturais podem

interagir com a membrana das bactérias Gram-negativas. !

‘Outra membrana

Figura 3 - Camadas de contorno de bactérias Gram-negativas. [l

A parede celular das bactérias Gram-negativas por consistirem em lipidos, proteinas e

lipopolissacaridos, fornecem uma protecao eficaz contra biocidas. 2

A Escherichia coli é uma bactéria em forma de bastonete, com cerca de 0,5 um de
diametro de base por 2,0 pm de comprimento. E uma bactéria Gram-negativa comumente
presente no intestino dos animais, inclusive do Homem, e desempenha um efeito benéfico

sobre 0 organismo, suprimindo a multiplicacdo de bactérias prejudiciais e sintetizando uma
5
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consideravel quantidade de vitaminas. Porém, dentro das diversas estirpes de E. coli, existe
um grupo capaz de provocar doencas nos seres humanos, que sédo coletivamente chamadas
de E. coli patogénicas. Existem seis grupos conhecidos de E. coli capazes de gerar
gastroenterites em humanos: as enteropatogénicas, as enterotoxigénicas, as enteroinvasivas,

as enterohemorragicas, as enteroagregativas e as difuso-aderentes. (12

As estirpes de E. coli demonstram grande capacidade de aquisicdo de genes de
resisténcia, e 0s seus estudos apontam para uma proporcao bastante significativa (de 40 a
90%) das estirpes resistentes a ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas e sulfamidas, e uma
proporcdo de 15 a 30% das estirpes resistentes a cefalosporinas de primeira geragao,

neomicina, canamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e quinolonas. 2
1.3. A necessidade de novos agentes antibacterianos

Os biomateriais usados em medicina para construir dispositivos médicos e proéteses,
sofrem cada vez mais contaminag@es devido a filmes produzidos por bactérias, o que leva ao
aumento de infecdes bacterianas nos hospitais. ¥ O maior nimero de contaminacées esta
também relacionado com a resisténcia que as bactérias podem desenvolver, por meio de
varios mecanismos diferentes, incluindo alteracdo do sitio alvo ou da via metabdlica de um

antibiotico, reducdo da acumulacdo de farmaco numa célula ou a sua inativacdo. 4

E de notar que os antibiéticos sdo agentes antibacterianos produzidos por microrganismos
(como alguns fungos), o0s quimioterpicos sao agentes antibacterianos produzidos

sinteticamente. [°!

A fabricacdo de novos materiais que podem ser usados para fins profilaticos, como o
tratamento de superficies de ferramentas cirirgicas e dispositivos médicos implantados, bem
como superficies de contacto diario em areas comuns (com por exemplo, mesas, cadeiras com
encosto alto, macanetas, interruptores de luz), pode ser uma estratégia eficaz para prevenir o
crescimento de filmes e, consequentemente, a disseminacdo de infecdes resistentes aos

antibidticos. [16117]

Sistemas de nanoparticulas de metal/6xido-metélico, bem como redes organometalicas,
conhecidas como Redes Metal-Organicas (MOFs), tém vindo a demonstrar atividade
antibacteriana significativa através da libertacao de building-blocks bactericidas, tais como ides
metalicos ou mesmo componentes organicos da estrutura ou adsorvidos (drug delivery), para
além de terem outras aplicacdes significativas, como o armazenamento e separacdo de gases
e a catalise heterogénea. Os mecanismos de agéo destes materiais sédo totalmente diferentes

dos mecanismos de acdo dos antibioticos. Tais sistemas podem fornecer uma alternativa as
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estratégias antibacterianas atuais e podem tornar-se uma nova solucdo para o problema da

resisténcia a farmacos. 18
1.4. Polimeros de coordenagéo

Polimeros de coordenacdo (CPs) sdo compostos constituidos por uma componente
organica — o ligando, por um bloco de construcdo metalico — ides metalicos, e se for
biodisponivel ou com atividade bioldgica pode-se designar por bioCP. As ligagcbes covalentes e
ndo covalentes, como Van der Waals, sdo importantes na construgdo destas arquiteturas

moleculares estendidas. [1°1[20]

Quando a estrutura formada com polimeros de coordenacdo apresenta poros, esta pode
ser classificada como uma Rede Metal-Organica (ou Metal Organic Framwork - MOF), e estes
podem estender-se infinitamente em uma, duas ou trés dimensdes (1D, 2D ou 3D), sendo que
0s poros podem ser obtidos variando-se as condigfes do sistema, tais como, temperatura e

pressao. (2511261 [27]

Os polimeros de coordenagdo representam um novo tipo de materiais hibridos organicos-
inorgénicos, que estdo associados a um enorme potencial para as mais diversas aplicacoes,
desde a area da catalise, a libertacdo de farmacos, ao magnetismo, a fluorescéncia, detecéo,
adsorcdo de poluentes, e as aplicagdes antibacterianas, e a maior parte destas aplicagdes sao
devido a presenca de sitios ativos, estruturas prontamente adaptadas e com varias
composicoes. 122 Notavelmente, os bioCPs utilizados para inibicdo do desenvolvimento de
microrganismos despertaram um grande interesse na comunidade cientifica, alguns dos quais
foram sintetizados e investigados, tendo aplicagbes como agentes antifungicos, antivirais,

antitumorais e antibacterianos. 231124
1.4.1.Sintese

A formacgdo destes materiais consiste num processo de automontagem a partir das
espécies presentes no meio reacional para a formacgédo do produto mais termodinamicamente
favoravel. Sendo assim, a estrutura preferencial do MOF obtido com sucesso dependera de
um conjunto de fatores: escolha dos precursores metalicos, pH (maioritariamente acido),
concentracdo (que varia numa larga gama), razdo molar metal:ligando, tempo de reacéao,
natureza do precursor metalico, natureza do ligando, uso de moduladores de coordenacéo,

temperatura, entre outras condicGes experimentais de sintese. 28

Com relacdo as rotas sintéticas utilizadas para a obtencdo dos MOFs, podem ser
classificadas em convencionais e ndo convencionais. Os métodos convencionais envolvem

desde a simples mistura do sal metélico com o ligando e o solvente, passando por reacdes

7
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envolvendo a difusdo dos reagentes; até a sintese hidrotérmica. ?° As sinteses hidrotérmicas
consistem em colocar a mistura reacional num reator (geralmente de acgo revestido
internamente com Teflon), que é aquecido a temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo do
solvente; desta maneira, a sintese é levada a condi¢Bes de pressédo adequadas, podendo ser
com ou sem agitacdo. Variacbes nas rampas de aquecimento ou arrefecimento promovem o
crescimento dos cristais. O tempo de preparacdo dos MOFs por este método € longo, podendo
variar de algumas horas até varios dias. A grande vantagem desse método da-se pela

possibilidade de formacéo, nessas condi¢cdes, de monocristais de tamanho superior a 100 pm.
[28]

Por outro lado, os métodos ndo convencionais, como as sinteses assistidas por micro-
ondas, mecanoquimica e sonoquimica, sdo métodos alternativos que visam uma maior
compatibilidade do ponto de vista ambiental, pois diminuem consideravelmente o0 uso de

solvente e os tempos de reacdo, levando consequentemente a producdo de cristais

pequenos. BB

Os blocos de construgdo de MOFs podem ser mantidos juntos por varios tipos de ligacao
gue incluem coordenagcdo de metal, pontes de hidrogénio, interacdes eletrostéticas e
empilhamento 1T-11. Esta € uma das razdes pelas quais a estrutura de um MOF pode ser

facilmente adaptada para atingir as caracteristicas necessarias para uma aplicagdo escolhida.
[32]

Em comparacdo com alguns materiais tradicionais, como materiais zeoliticos porosos e
polimeros, os MOFs possuem uma area de superficie e volume especificos, tamanho de poro
ajustavel e melhor biocompatibilidade, o que os torna candidatos ideais para utilizacdo em
aplicacdes antimicrobianas. Além disso, a porosidade e composicdo dos MOFs pode ser
ajustada cuidadosamente escolhendo componentes organicos e ibes metalicos especificos

para alcancar as caracteristicas fisico-quimicas pretendidas. ©2°

A natureza do solvente, do ligando, e da presenca de catides ou outras moléculas na
sintese, pode ter um efeito dramético na estrutura cristalina do bioCP obtido. Assim, uma
combinagdo especifica metal-ligando pode conduzir a um grande numero de diferentes
estruturas (polimorfismo), que dependem de pequenas mudancas nos supramencionados

parametros de sintese (Figura 4). &
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Figura 4 - Sintese de MOFs com um grande ndmero resultante de diferentes estruturas

(polimorfismo).

Na sintese de bioMOFs geralmente sais solUveis atuam como fonte de centro metalico
(Zn?*, Ag*, Co?*, Cu?*, e Mo®"), e ligandos azo atuam como ligandos organicos. 29

1.4.2. Metais

O uso antimicrobiano de metais como prata(l), ouro(l), cobalto(ll), cobre(ll) e zinco(ll) é
reconhecido desde a antiguidade. Recentemente, o campo da nanotecnologia incorporou
esses metais em sistemas nanoestruturados para formas de dosagem melhoradas e efeitos
terapéuticos. A atividade antibacteriana de nanomateriais € de amplo espectro e inclui danos

fisicos as células bacterianas, ao contrario dos antibioticos convencionais. 34

Os MOFs tém a capacidade de incorporar praticamente todo o tipo de catibes sejam eles
di, tri, ou tetravalentes, e uma grande variedade de metais no seu estado estacionario de

oxidacado — alcalinos, alcalinoterrosos, metais de transicéo, e elementos raros. &

Os centros metalicos nos MOFs séo encapsulados por ligandos organicos e distribuidos
uniformemente em todo a estrutura, permitindo a libertagédo lenta, controlada e sustentada das
espécies metalicas, de forma a diminuir a potencial toxicidade causada pela libertacdo

repentina de ides metalicos. &%

As propriedades antibacterianas geralmente originam-se dos metais na forma cationica,

tendo as estruturas a atuar como reservatorios de ides metalicos.**

No trabalho desenvolvido deu-se especificamente atencao aos ibes metdlicos de Cobre(ll)
(Cu?"), Prata(l) (Ag*) e Zinco(ll) (Zn?*).
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Cobre

Compostos de coordenacao de cobre(ll) sdo de interesse significativo devido ao seu papel
vital em sistemas medicinais-quimicos e biolégicos com foco na fisiologia molecular do

transporte de ides de cobre(ll). £

Comparado com farmacos, os bioMOFs de cobre(ll) podem aumentar as atividades
antiulcerogénicas e anti-inflamatorias, bem como reduzir a toxicidade gastrointestinal. Muitos
estudos de complexos de cobre(ll) também se concentraram nas potenciais propriedades
quimioterapéuticas, além disso, muitos autores prestaram atencdo a atividade antibacteriana e
antiviral de bioMOFs a base de cobre(ll), tendo revelado capacidade de desativar virus tais
como Influenza A, HIN1 e HIV. B9

E de notar que os bioMOFs de cobre(ll) tém forte capacidade de ligagdo com os atomos de

azoto e oxigénio. M

Prata

Y

Devido a alta afinidade da prata(l) com biomoléculas contendo azoto e enxofre
extracelulares e intracelulares, como acidos nucleicos e proteinas, as atividades celulares
comuns, como divisdo celular e respiracdo, seriam afetadas, o que eventualmente causa a
morte de algumas bactérias. As nanoestruturas de ides Ag* apresentam uma eficiéncia
antibacteriana dependente do seu tamanho. Quanto menor a nanoparticula de Ag*, maior a

eficiéncia antibacteriana. 1!

Os agentes antibacterianos baseados em prata(l) tém caracteristicas de longa acdo contra
bactérias, com alta estabilidade, amplo espectro antibacteriano, baixa volatilidade e baixa

tendéncia a induzir resisténcia bacteriana. 28139
Zinco

Notavelmente, dentro dos metais de transi¢cdo, o zinco é um metal de transi¢cdo de baixo
custo enddgeno B4, e é um dos ides metalicos bioldgicos mais amplamente utilizados do ponto

de vista da atividade antibacteriana?°

Estudos demonstraram que nanoparticulas de ZnO tém eficaz atividade antibacteriana em
algumas bactérias, danificando a membrana celular por meio de internalizacao celular. No
entanto estas particulas requerem um agente de passivacao para evitar a sua agregacao, o
gue pode ser prejudicial para a atividade antibacteriana. Portanto, um material que forneca
libertacdo estequiométrica de iBes metélicos de zinco(ll) sem agregacao seria uma plataforma

ideal para materiais com atividade antibacteriana. &4

10
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1.4.3.Ligandos

Tanto os ides que residem nos poros quanto os ligandos organicos podem contribuir para a

atividade antibacteriana. (34

A escolha dos ligandos é sobretudo baseada no seu nucleo e inclui elementos como
moléculas aromaticas policarboxilicas, bipiridinas e poliazaheterociclos (imidazéis, triazais,

tetrazdis, pirimidinas, pirazinas) e seus derivados. 53

A intensa atividade de investigacdo na direcdo do design racional e construgcéo de CPs ou
MOFs com ligandos mistos tem mostrado que os ligandos biciclicos e policarboxilicos
representam os blocos de construcdo mais confidveis e tipicos que podem ser aplicados
conjuntamente para sintetizar uma ampla gama de redes de coordenacdo desejadas. “°

Acidos di- e policarboxilicos flexiveis sdo bons candidatos para a construcdo de novos
compostos metal-organicos, pois os grupos carboxilos podem formar anéis de quatro membros
C-0O-M-0O com ides metalicos centrais, melhorando assim a estabilidade do metal na estrutura
do MOF. Além disso, acidos di- e policarboxilicos possuem dois ou mais grupos carboxilos que
podem ser completamente ou parcialmente desprotonados, o que resulta numa rica variedade

de modos de coordenac&o e muitas estruturas interessantes com dimensdes maiores.

Ligandos policarboxilicos formam mudltiplas ligacdes de hidrogénio. As ligagbes de
hidrogénio ainda sdo o meio mais confiavel e amplamente utilizado para a imposi¢do de
reconhecimento molecular. Além dessas ligacdes de hidrogénio convencionais fortes, varios
tipos de interagdes intermoleculares ndao convencionais (carbonilo...1T, ... e anido...m)
também foram encontradas para serem instrumentais na determinacdo das estruturas
supramoleculares de sélidos. No entanto, os aglomerados de agua podem desempenhar
papéis importantes na estabilizacdo de sistemas supramoleculares, especialmente em

ambientes policarboxilicos. 4

Ligandos mais longos proporcionam cavidades maiores na estrutura, e de forma geral
pode-se dizer que quanto maiores as cavidades numa rede 3D, mais provavel é a ocorréncia

de interpenetracdo. “Y

Ligandos em forma de V desempenham um papel importante na formacdo de cadeias
helicoidais, tal como ligandos flexiveis e longos, 0 que resulta numa alta estabilidade estrutural

e quiralidade dos materiais em massa. [

11
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1.4.3.1. Acido 4,4 -sulfonildibenzoico (H.sdba)

O &cido 4,4’-sulfonildibenzéico (Hzsdba) € um exemplo tipico de um ligando dicarboxilico

(Figura 5a).

Uma caracteristica particular do deste ligando é o nimero de modos de coordenagéo que
este pode exibir, pois possui seis potenciais &tomos doadores que permitem a formacdo de
estruturas varidveis com diferentes topologias e dimensbes construidas em diferentes
direcdes. No entanto, a quimica de coordenacao e as propriedades estruturais de polimeros

metdlicos contendo este ligando raramente foram documentadas até o momento. 42
1.4.3.2. Acido 4,4’-oxibis benzoico (H.0bba)

De acordo com a literatura, os polimeros de coordenacgéo formados com o ligando organico
de ponte exo-bidentado em forma de V e flexivel, designado por acido 4,4’-oxibis benzoico

(H20bba), tém sido amplamente estudados devido a sua rica modalidade de coordenacéo.

(Figura 5b). 13
0
: : OH OYQ/ \GWOH
HO e} OH 0

Hzsdba Hzobba

o
O=wn=0

Figura 5 - Férmulas estruturais dos ligandos utilizados: a) Hzsdba: acido—4,4’-sulfonildibenzéico; b)

Hzobba: 4cido—4,4’-oxibis benzoico.
1.5.4 AplicagBes antibacterianas

Os bioMOFs tém vaérias potenciais vantagens sobre os nanomedicamentos convencionais,

com diversidade estrutural e quimica, alta capacidade de carga e biodegradabilidade. ¢

Estes compostos ao revelarem multiplos mecanismos de a¢édo antibacteriana, cumprem a
hipétese de tornarem o desenvolvimento de resisténcia mais improvavel. A resisténcia
bacteriana a farmacos é o resultado da aquisicdo, por bactérias, de genes que conferem
resisténcia a farmacos singulares, subsequente expressado desses genes e sua transferéncia
por transformacéao, conjugacédo e transducao entre outras células bacterianas. A resisténcia a
multiplos farmacos é desenvolvida quando uma célula bacteriana que ja contém um gene de

resisténcia recebe outro contra um farmaco diferente. 28]
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O desenvolvimento da resisténcia antibacteriana resulta na necessidade de aumentar a
dosagem do medicamento antibacteriano, levando a intensificacdo dos efeitos adversos ou
mesmo a falta de eficidcia. Dado que a agdo antibacteriana dos bioMOFs esta associada a
danos fisicos das células bacterianas (e nao a um processo metabdlico especifico, como nos
antibiéticos), que ocorre por meio de varios mecanismos, 0os bioMOFs sdo suportes ou
alternativas promissoras para os antibidticos. Aqui, foca-se a atividade antibacteriana dos

bioMOFs resultantes da presenca de iGes metalicos na sua estrutura. 26

Os bioMOFs possuem componentes organicos e inorganicos que contribuem para os
efeitos antivirais e de esterilizacdo, o que pode salvar a salude humana relacionada a
contaminacdo bacteriana. Em comparacdo com outros desinfetantes e agentes

antibacterianos, os bioMOFs possuem vantagens criticas devido a sua alta durabilidade,

persisténcia a longo prazo, eficacia critica e estabilidade térmica e 6Gtica. 14
1.5.5 Modo de atuagéo dos bioMOFs

De uma forma geral, o0 mecanismo principal de agéo é devido a (1): a alta condutividade
elétrica do ido metalico e a eletricidade estatica gerada tem uma forte afinidade por proteinas
de enxofre, fazendo com que os ides metalicos adiram a membrana celular; (2): a aderéncia
de ides metdlicos pode aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmatica e levar a
destruicdo da membrana celular; (3): quando os ides metalicos entram nas células, levam a
inativagdo de enzimas e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), estas espécies

promovem ainda mais a rutura da membrana celular e a interrup¢éo da replicagcdo do DNA.
[44][45][46]

Na Figura 6 encontra-se representado esquematicamente 0s mecanismos especificos

antimicrobianos para os metais prata(l), zinco(ll), cobre(ll) e cobalto (l1).

13
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Ag

= S
Rutura da parede celular e componentes da
membrana plasmatica Cu
Diminuigao do nivel de ATP e colapso do Indugdo de
potencial de membrana plasmatica vazamento de Rompimento da
Inducdo de d - | d substancias estrutura do DNA
/Indugéo de depressoes e lacunas na parede i \
celular \
Danos nas

Afeta a capacidade de replicagdo do DNA |
e interrompe o ciclo celular em G2/M

enzimas vitais \

Acumulo na )
parede celular e
Interagdo com grupos de tiol diminuigo da /
de proteinas S /

Internalizagéo

permeabilidade celular //

Perda da forga
motriz do protao

Afeta a fungao

correta do /
plasma das /
membranas 7
das proteinas /
Desorganizagao
da membrana
plasmatica

Agregacao de células

Co

Figura 6 - Mecanismos especificos antimicrobianos para os metais prata(l) (Ag), zinco(ll) (Zn),
cobre(ll) (Cu) e cobalto(ll) (Co). [28]

Na Figura 7 pode-se visualizar o exemplo de uma proposi¢cdo de mecanismo de acao
de um bioMOF contra uma bactéria.

Particula
ROSY ...,
Geragao de ROS *7_
Destruigdo da parede celular e

i . . componentes da membrana
Libertagao de ices plasmatica 5

Acumulagao na
parede da célula

Desativagido de
proteinas

Inibigdo do

celular

Interrupgao
‘enzimatica

Giinastoss AT

Afeta o funcionamento
correto da membrana
plasmatica de proteinas

H* Internailzagéo

celular

Perda de forga
% = \H
motriz dos protoes

Figura 7 - Proposicdo de mecanismo de acdo de um MOF sobre uma bactéria. 126
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1.6 Filmes biodegradaveis

Recentemente, existe uma consideravel atencdo focada na producdo e revestimentos
biodegradaveis devido as suas propriedades benéficas na preservacdo de alimentos e na
mitigacdo de impactos ambientais. Biopolimeros, como polissacéridos e proteinas, sdo cada
vez mais reconhecidos como opc¢des viaveis para a producéo de filmes e revestimentos ©7],
gracas as suas caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade . 8! De forma geral,
0s polissacéridos apresentam a vantagem de serem biodegradaveis, ndo causarem danos a
saude e ndo libertarem substancias téxicas no meio ambiente. 9 A utilizacdo de materiais
hibridos destaca-se, sobretudo, na fabricagdo de sistemas de libertagdo controlada de
principios ativos. Essas vantagens estdo intrinsecamente ligadas a libertagdo controlada e
gradual da substancia ativa, possibilitando a manutencdo das concentracdes libertadas de

forma estavel ao longo do tempo. 1“9
1.6.1 Agarose

A agarose, € um polissacarido linear contendo unidades repetidas de (3-D-galactose e 3,6-
anidro-L-galactose, na Figura 8, podemos observar a sua estrutura polimérica. As fortes
ligagbes dos atomos de hidrogénio nos residuos 3,6-anidro-L-galactose na agarose levam a
formacdo de um gel com excelente poder gelificante. Este polissacéarido pode formar um gel

termoreversivel e tem boa capacidade de formar filmes. 19

A agarose € obtida a partir do agar, uma combinagdo de agarose e agaropectina, sendo
este Ultimo extraido de algas marinhas vermelhas, como a Gracilaria spp. ®%. Amplamente
utilizada como matriz para a imobilizacdo de biomoléculas, como enzimas, anticorpos e
antigenos, a agarose também é reconhecida por sua utilizacdo convencional como gel em
eletroforese na area de biologia molecular. Além disso, relatou-se a aplicagdo como agente de
entrega de farmacos. Com a possibilidade de ser aplicada na fabricacdo de filmes, a agarose
apresenta-se como uma alternativa viavel para o desenvolvimento de novos materiais
destinados a aplicagcbes biomédicas, destacando-se por ser um polissacarido neutro e

biodegradavel. &%

4 3\
HO OH 0
H ] 0
~OH
\\0 4
OH HO
\ B-D- 3,6-anhydro- Jn

galactose L-galactose

Figura 8 - Estrutura quimica da agarose.
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No entanto, os filmes de agarose ndo podem atender aos requisitos operacionais devido a
sua sensibilidade & agua em compara¢do com materiais sintéticos tradicionais, de acordo com
estudos. 8 Para superar as desvantagens, a agarose pode ser reforcada ao incorpora-la com

outros polimeros. 8
1.6.2 Feécula de batata

O amido da batata (também designado por fécula de batata) exibe boas propriedades de
formac&o de filme, estabilidade quimica e também pode ser comestivel. E produzido a partir de

recursos basicos renovaveis, baratos e biocompativeis. 5

Considerando o facto de o amido ser uma substancia basica utilizada na producao de
bioplastico, alguns estudos tém vindo a ser realizados sobre os métodos de preparacdo de
amido termoplastico e 0 seu uso prospetivo. O amido é um polimero natural, renovavel e
sustentavel isolado de muitas fontes botanicas potenciais, como trigo, milho, arroz, batata e
tapioca, utilizando uma variedade de processos de separagéo e extracao. Isto leva a classificar
0 amido como um dos materiais mais disponiveis e de baixo custo, de forma que podera ter

um amplo uso em aplicacdes alimenticias e nédo alimenticias. 52

A fécula de batata é uma mistura de dois polissacéaridos, amilose e amilopectina. As suas
estruturas sdo ilustradas na Figura 9. A amilose € um a-glucano relativamente longo e linear
com poucas ramificagdées, contendo aproximadamente 99% de ligagbes a-(1,4) e até 1% de
ligacdes a-(1,6), enquanto a amilopectina é uma estrutura fortemente ramificada, contendo

aproximadamente 95% ligagdes a-(1,4) e 5% ligages a-(1,6) numa estrutura hierarquica. &

CH:OH CH:0H CH:OH OH n
OH OH

o, 9 CH:OH
OH OH OH o
o o
1 { o
OH OH

OH n OH

OH

a) b)

Figura 9 - Estruturas quimicas: a) Amilose; b) Amilopectina.

O teor de amido nas batatas é de 13,5 a 15% com base no peso fresco, mas com base no

peso seco é de aproximadamente 75 a 80%. &

Para a producédo de filmes a base de fécula de batata € comum misturar o amido com um

agente plastificante compativel. ©2 Plastificantes sdo moléculas de baixo peso molecular e
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baixa volatilidade, que reduzem as forcas intermoleculares e aumentam a mobilidade das

cadeias poliméricas. U

Os exemplos mais proeminentes de plastificantes individuais sdo: ureia, formamida,
etilenebisformamida, N-(2-hidroxietil)formamida, &cido citrico, glicerol, glucose, sorbitol e

etilenoglicol.>%
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2. Consideracbes Gerais

Para a caracterizacdo dos novos polimeros de coordenacdo e materiais de biopolimeros
produzidos, recorreu-se a um conjunto de técnicas espectroscopicas convencionais, e de
espectrometria.Todos os reagentes para a producdo de polimeros de coordenagdo foram
adquiridos a Sigma Aldrich, Labkem e Alfa Aesar e foram usados sem purificagéo adicional. As
andlises elementares (C, H, N e S) foram medidas num analisador Perkin EImer PE 2400 Série
Il.

Os espectros de FTIR-ATR foram adquiridos na faixa de 4000-400 cm™ com uma
resolucdo de 2,0 cm™ usando 64 varrimentos co-adicionadas num aparelho Shimadzu
IRAffinity-1S equipado com um acessério ATR (ZnSe Performance Crystal Plate).
(abreviagbes: vs - muito forte, s — forte, m — médio, w — fraco, br — amplo, sh -

ombro).Utilizou-se uma estufa WTC binder para as reagfes hidrotérmicas.

Todos os bioCPs (de 1 a 6) foram sintetizados e moidos a po fino. Os dados para difragdo
de raios X e pés foram adquiridos usando um difratdbmetro de policristais D8 Advance Bruker,
equipado com um detetor LYNXEYE-XE, utilizou-se radiagdo de grafite monocromatica CuKa
(A=1,5406 A, filtro de Ni), fenda de 0,6 ° e 40 kV e 30 mA. Para a caracterizacdo qualitativa e
para aumentar as estatisticas de contagem e perfis da forma do pico, parametros de coleta de
dados de 2-50° (26), foram empregues um tamanho do passo igual a 0,02° e velocidade de

varrimento igual a 0,17° s,

Os reagentes para a producdo de filmes (flmes de agarose e fécula de batata) foram

adquiridos comercialmente a Fisher Bioreagentes e Globo, e usados sem purificagéo adicional.

Para a producdo dos filmes utilizou-se o aparelho de ultrassons Transsonic 660/H para
homogeneizar os bioCPs no gel, e uma estufa Memmert 854 Schutzart Germany para secar 0s

filmes.

A caracterizacdo da estabilidade térmica dos filmes e dos bioCPs foi analisada através de
andlise termogravimétrica (TGA). Para a realizacdo deste ensaio foi usado o equipamento de
termogravimetria Perkin EImer STA 6000. O ensaio realizou-se num intervalo de temperatura
entre 30 °C e 800 °C,com uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera inerte.
Com este ensaio foi possivel determinar a temperatura de degradacdo e a massa residual a

alta temperatura dos filmes de agarose e de fécula de batata.

Para os ensaios microbiolégicos utilizou-se as bactérias Escherichia coli (ATCC25922)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os meios de cultivagéo preparados foram de Mueller-

Hinton broth da marca Oxoid (ref CM0405), e Mueller-Hinton agar solidificado da Scharlau (01-
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136-500). As células cresceram e diferenciaram-se numa incubadora Gallenkamp (37°C,
condicbes aerbbias, 180 rpm) e os ensaios foram realizados numa camara de fluxo laminar
Safe Fast Classic 209 (152).

Nos ensaios citotdxicos utilizou-se linhas celulares tumorais humanas, células HepG2

(ECACC 85011430), provenientes do carcinoma hepatocelular de figado humano.

As células HpG2 foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(LO106-500-500ML) da marca Biowest suplementado com 1% de solugdo antibiético 100x
(A5955-100ML) da Sigma e 1% de glutamina 2omM (25-005-CI-100ML Corning, 17-605E-
100ML) da Lonza. Utilizou-se meio sem soro fetal bovino (FBS) e meio suplementado com
10% de FBS (S181BH-500ML) da Biowest. Utilizou-se uma solugdo PBS 1x (21-040-CV-
500ML) da Corning, tripsina 10x (BE0O2-007E-100ML) da Lonza, para manter e manusear as

células durante as culturas e ensaios.

Para os ensaios biol6gicos com a linha celular HepG2 o manuseamento foi feito numa
camara de fluxo laminar “Class Il biohazard safety cabinet” ESCO, tendo as células sido
mantidas numa incubadora de CO2 Sanyo a uma temperatura constante de 37°C, em
atmosfera humida com 5% CO2. O crescimento celular foi controlado com um
hematocitometro Marienfeld Improved Double Neubauer, prof.: 0,100 mm; 0,0025 mm2 e um
microscopio de fase inversa Matic AE21. Os resultados dos ensaios testados foram obtidos
através do leitor de microplacas Tecan Sunrise Remote A-502 a uma frequéncia de 490 nm

com referéncia a 680 nm.

Os testes de LDH foram realizados com o kit “CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay” da
Invitrogen, ThermoFisher Scientific.
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3. Parte Experimental
O desenvolvimento do trabalho experimental compreendeu a realizagéo de quatro fases:
12 Fase: Sintese de bioCPs;
22 Fase: Producéo de filmes e dopagem com os bioCPs sintetizados;
3?2 Fase: Testes microbiol6gicos aos filmes dopados;
42 Fase: Testes citotdxicos aos filmes dopados.
3.1. Sintese de bioCPs

Foram preparadas duas familias de polimeros de coordenacédo, em que os ligandos usados
foram o acido 4,4’-sulfonildibenzéico (Hzsdba) e o acido 4,4’-oxibis benzdéico (H.obba). As
fontes de metais usadas foram: AgNO; para a prata(l) (Ag*), Cu(CH3COOQO); e Cu(NOs3)2-2.5H,0

para o cobre(ll) (Cu?*) e ZnCl, para o zinco(ll) (Zn?*).

As referéncias dos bioCPs sintetizados, bem como os seus blocos de construgéo,

encontram-se resumidos no esquema da Figura 10 e na Tabela 1.

Hzsdba Hzobba

+ +

AgNO, Cu{CH;CO0), ZnCl AgNO, Zncl,
CufNOs)y2,5H:0

Agdsdball,  (cudbay, 126903 H:O NH:I 120Ny, (Agu(obball, [ZN(OBBA)(H. )] 1/2H0},

bioCP 1 bioCP 2 bioCP 3 bioCP 4 [Cu(obba)(NHa):l, bioCP 6
bioCP 5a
+
[Cu{obba)({NH)(H20)]L,
bioCP 5b

Figura 10 - Esquema geral das sinteses realizadas na formacéo de bioCPs.

24



Desenvolvimento de materiais hibridos dopados com BioMOFs para aplicacdes antimicrobianas

Tabela 1 - Referéncias dos polimeros de coordenacao sintetizados, metais e respetivos ligandos

utilizados para a sintese.

. Sal que fornece o )
Referéncia Ligando
metal

1 AgNO3
[Agz(sdba)],

n=0

o) : : OH
\
HO o}

o

2 Cu(CH3COO0)2
{[Cu(sdba)-H,0]-1.5H,0}, acido 4,4’-sulfonildibenzoéico
(Hzsdba)
3 ZnClz

{[Zn(sdba)-H,0-NH]-1/2(NHzs)}n

4 AgNO3
[Agz(obba)],

5a i
[Cuz(obba)(NH3)(OH)], ° "
0

€ CU(NO3)2'2.5H20 OH
5b
[Cu(obba)os(NH3)]n acido 4,4’-oxibis benzoéico
(H20bba)
6 ZnCl

{[Zn(obba)(NHz)2}n

3.1.1.Sintese dos bioCPs com o ligando acido 4,4’ — sulfonildibenzoéico
(Hzsdba)

3.1.1.1.Sintese do bioCP [Agz(sdba)]. (1)

Num vial preparou-se uma solucéo de 170 mg (1 mmol) de nitrato de prata(l) (AgNO3z) com
5 mL de metanol e 1 mL de 4gua destilada, com agitacdo a temperatura entre 40-50 °C até se

obter dissolucdo completa da prata(l).

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 153 mg (0,5 mmol) de acido 4,4'-

sulfonildibenzodico, e dissolveu-se com 15 mL de acetonitrilo e 5 mL de metanol. Adicionou-se
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6 mL de solucado de hidroxido de amonia (8M) para desprotonar o ligando. A mistura ficou em

agitacdo até homogeneizacao completa.

De seguida, misturou-se a solugéo de nitrato de prata(l) com a solugéo contendo o ligando
(Figura 11) e deixou-se a agitar, durante 10 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Filtrou-
se a mistura reacional com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solu¢do repousar durante
5 dias a temperatura ambiente de forma a evaporar lentamente e foram obtidos cristais

brancos.

Os cristais foram filtrados, lavados com agua destilada e secos. Obteve-se um rendimento
de 57% (150 mg; 0,57 mmol) de bioCP 1.

Andlise Elementar: C14HsAg-0sS (1058,04 g mol?t) calculado (%): C, 32.34; H, 1.55; S,
6.17. Experimental (%): C, 32.85; H, < 2.00; S, 7.00.

— O\ //0 —_
c( :
PN P
[ 8 o
o, 0 7 o, 0 g y
N g © d NP N\ SN o
- I: 1 V2 .
{ o “o r
! | + NO, —————————> f / iy \ H o
Oﬂ % _oH ® MeOHMeCNINH,OH &1 ./ Y / G“Q 0\‘1 7
\ N = e - i -
bH 9
. 9 % ¢ N N/ e S o
- o/ N =] )e
=) s
& ! F
— B
&R
L oo [Ag;(saba)], (1) o Jn

Figura 11 — Esquema reacional para obtengéo do bioCP 1.
3.1.1.2. Sintese do bioCP {[Cu(sdba)-H20]-1.5H.0}, (2)

Este polimero de coordenagéo foi sintetizado por duas vias. No 1° método utilizou-se o
mesmo processo utilizado na sintese do bioCP 1. No 2° método, procedeu-se a sintese

através uma reacao hidrotérmica.

1° método: sintese de bioCP 2 — via convencional

Para esta reacao, adicionou-se 198 mg (1 mmol) de acetato de cobre(ll) (Cu(CHsCOO),) a

um vial contendo 5 mL de agua destilada e 5 mL de etanol, e dissolveu-se.

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 153 mg (0,5 mmol) de acido 4,4-

sulfonildibenzdico e dissolveu-se com 15 mL de agua destilada, 10 mL de etanol e 1 mL de

26



Desenvolvimento de materiais hibridos dopados com BioMOFs para aplicacdes antimicrobianas

hidroxido de amonia (8M). Agitou-se até a mistura ter ficado homogénea e com toda a

suspensao dissolvida.

De seguida, misturou-se a solucdo de acetato de cobre(ll) com a solugdo contendo o
ligando (Figura 12) e deixou-se a agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Filtrou-se
a mistura reacional com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solugdo repousar durante 5
dias a temperatura ambiente de forma a evaporar lentamente. Formaram-se cristais azuis-

escuros.

Filtrou-se os cristais e lavou-se com 4gua destilada. Secou-se num exsicador durante
cerca de 8 dias (até ficarem completamente secos). Obteve-se um rendimento de 38% (138
mg; 0,375 mmol) de produto.

2° método: sintese de bioCP 2 —via hidrotérmica

Adicionou-se 198 mg (1 mmol) de acetato de cobre(ll), 153 mg (0,5 mmol) de acido 4,4’-
sulfonildibenzéico, 15 mL de agua destilada e 10 mL de etanol a um reator hidrotérmico.

Agitou-se a mistura durante 10 minutos e no final fechou-se o reator.

Colocou-se o reator na estufa a 160 °C durante 16 horas e procedeu-se a uma rampa de
arrefecimento controlada. Realizou-se uma taxa de arrefecimento de 0,15 °C/min, até se

alcancar os 25 °C.

Filtrou-se o p6 obtido com o auxilio de um papel de filtro, e deixou-se a secar no exsicador

durante 8 dias. Obteve-se um rendimento de 97% (335 mg; 0,965 mmol) de produto.

Andlise Elementar: C14H10CuO-S (385,8 g mo?) calculado (%): C, 43.58; H, 2.61; S, 8.31.
Experimental (%): C, 40.78; H, 2.51; S, 8.26.

0% //o .
<+ [s] -]
V| il

+ Cu(CH,c00), — > 1o SIS ot
o OH H,O/EtOH/NH,OH ’ "-|/<o g ‘\/\Q 'd /I_,.- -
L )i ou L% 1% I ot
H,O/EtOH (180 °C) OH, Y OH ol

hidrotermal .

16h =

{[Cu(sdba)-H,0]-1.5H,0}, (2)

Figura 12 — Esquema reacional para obtencéo do bioCP 2.
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3.1.1.3. Sintese do bioCP {[Zn(sdba)-H>O-NHs]-1/2(NH3)}, (3)

Num vial preparou-se uma solucéo de 136 mg (1 mmol) de cloreto de zinco(ll) (ZnCl») com
5 mL de metanol e 1 mL de 4gua destilada, com agitacdo a temperatura entre 40-50 °C até se
obter dissolug&o completa do zinco(ll).

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 153 mg (0,5 mmol) de acido 4,4’-
sulfonildibenzodico, e dissolveu-se com 15 mL de acetonitrilo, 5 mL de etanol e 6 mL de
hidroxido de amonia (8M). Agitou-se até a mistura ter ficado bem homogénea e com toda a
suspenséo dissolvida.

Misturou-se a solugéo de cloreto de zinco(ll) com a solugéo contendo o ligando (Figura 13),
deixou-se a agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura reacional
com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solu¢do repousar durante 5 dias a temperatura

ambiente de forma a evaporar lentamente. Formaram-se cristais brancos.

Filtrou-se os cristais e lavou-se com agua destilada. Secou-se num exsicador durante
cerca de 8 dias (até ficarem completamente secos). Obteve-se um rendimento de 40% (164
mg e 0,397 mmol) de bioCP 3.

Andlise Elementar: C2sH20N3014S2Zn2 (826,5 g mol?) calculado (%): C, 40.69; H, 3.54; N,
5.08; S, 7.76. Experimental (%): C, 40.14; H, 2.89; N, 5.32; S, 7.98.

- (o]
SN e TH, i
“Zn Il
MeOH/H20 0
+ZnClz e—z) Hgo/ \o (o}
MeCN/EtOH/NH4+OH
o H [o] 0. N NH;
OH o T
112 (NH3) 7""--.
— <N
{[Zn{sdba).H,0.NH;]1/2(NH5)}, (3) h0

Figura 13 — Esquema reacional para obtencdo do bioCP 3.
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3.1.2.Preparacdo dos hbioCPs com o ligando &cido 4,4’-oxibis benzdico
(H20bba)

3.1.2.1. Sintese do bioCP [Agz(obba)]. (4)

Num vial preparou-se uma solugdo de 170 mg (1 mmol) de nitrato de prata(l) (AgNOz) com
5 mL de metanol e 1 mL de 4gua destilada, com agitacdo a temperatura entre 40-50 °C até se
obter dissolugdo completa da prata(l).

Comecou-se por adicionar 170 mg (1 mmol) de nitrato de prata(l) a um vial com 5 mL de
etanol e 1 mL de agua destilada. Deixou-se a agitar até se dissolver por completo o nitrato de
prata(l).

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 179 mg (0,5 mmol) de acido 4,4’-oxibis benzdico
(Figura 14), e dissolveu-se com 15 mL de acetonitrilo, 5 mL de etanol e 13 mL de hidroxido de
amonia (8M). Agitou-se até a mistura ter ficado bem homogenia e com toda a suspensao
dissolvida. De seguida, misturou-se a solucdo de nitrato de prata(l) com a solu¢éo contendo o
ligando, deixou-se a agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura
reacional com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solug¢éo repousar durante 5 dias a

temperatura ambiente de forma a evaporar lentamente. Formaram-se cristais brancos.

Filtrou-se os cristais e lavou-se com agua destilada. Secou-se num exsicador durante
cerca de 8 dias (até ficarem completamente secos). Obteve-se um rendimento de 17% (41mg;
0,170mmol) de bioCP 4.

Andlise Elementar: C42H27AgsNO1s (1432,9 g mol?) calculado (%): C, 35.21; H, 1.9; N, 0.98.
Experimental (%): C, 35.94; H, < 2.00; N, < 0.50.

A O
[| r ( ﬂ MeOH/H20
L R T e ——
S Y MeCN/EtOH/NH4OH

OH 8]

[Agz(obbal], (4)

Figura 14 — Esquema reacional para obtencéo do bioCP 4.
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3.1.2.2.Sintese  dos  bioCPs  [Cuz(obba)(NH3)(OH)]. (ba) e
[Cu(obba)o.s(NH3)]n (5b)

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 179 mg (0,5 mmol) de acido 4,4’-oxibis benzdico
(H20obba) (Figura 15), e dissolveu-se este em 15 mL de acetonitrilo, 5 mL de etanol e 13 mL
de hidréxido de amobnia (8M). Agitou-se a temperatura entre 40-50 °C, até a mistura ter

ficado bem homogenia e com toda a suspenséo dissolvida.

Adicionou-se 10 mL (1 mmol) de nitrato de cobre(ll) (Cu(NOs).-2,5H2,0) ao baldo contendo

a solucdo com o ligando.

Deixou-se a agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura
reacional com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solug¢édo repousar durante 5 dias a

temperatura ambiente de forma a evaporar lentamente.

Verificou-se que ap6s o0s primeiros 3 dias formaram-se cristais roxos
[Cuz(obba)(NH3)(OH)]. e 2 dias depois formaram-se cristais azuis-escuros [Cu(obba)o.s(NH3)]n.

Filtrou-se os cristais e lavou-se com agua destilada.

Secou-se 0s cristais hum exsicador durante cerca de 8 dias (até ficarem completamente
secos). Obteve-se um rendimento 24% (180 mg; 0,239 mmol) de bioCP 5a, e um rendimento
de 55% (229 mg; 0,551 mmol) de bioCP 5b.

Andlises Elementares: C14H14CuN2Os (353,8 g mo™?) calculado (%): C, 47.52; H, 3.99; N,
7.92. Experimental (%): C, 47.67; H, 3.69; N, 7.51.

C14H1:CuzNOs (400,3 g mo?) calculado (%): C, 42.00; H, 2.77; N, 3.50. Experimental (%):
C, 43,24; H, 2.69; N, 3.83.
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HO. %

HO=" " e

HN ‘

[Cug(obba)(NH3)(OH)], (5a)

|.>‘ I on +(Cu(NO;),-2,6H,0)  EtOH/MeCN/NH,OH

[Cu(obba)y s(NH;)I, (5b)

Figura 15 — Esquema reacional para obtencdo dos bioCPs 5a e 5b.
3.1.2.3. Sintese do bioCP {[Zn(obba)(NH3).}» (6)

Num vial preparou-se uma solucédo de 136 mg (1 mmol) de cloreto de zinco(ll) (ZnCl,) com
5 mL de metanol e 1 mL de 4gua destilada, com agitacdo a temperatura entre 40-50 °C até se
obter dissolugéo completa do zinco(ll).

Num baldo de fundo redondo adicionou-se 179 mg (0,5 mmol) de acido 4,4’-oxibis benzdico
(Figura 16), e dissolveu-se com 15 mL de acetonitrilo, 5 mL de etanol e 13 mL de hidroxido de
amonia (8M). Agitou-se até a mistura ter ficado bem homogenia e com toda a suspensao

dissolvida.

Misturou-se a solugéo de cloreto de zinco(ll) com a solugéo contendo o ligando, deixou-se

a agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Filtrou-se a mistura reacional com auxilio de um papel de filtro. Deixou-se a solucao
repousar durante 5 dias a temperatura ambiente de forma a evaporar lentamente. Formaram-

se cristais brancos.

Filtrou-se os cristais e lavou-se com 4gua destilada. Secou-se num exsicador durante
cerca de 8 dias (até ficarem completamente secos). Obteve-se um rendimento de 46% (155
mg; 0,458 mmol) de bioCP 6.
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Andlise Elementar: CzsH2sN3010Zn4 (825,1 g mol?) calculado (%): C, 40.76; H, 3.05; N,
5.09. Experimental (%): C, 40.32; H, 2.97; N, 4.95.

0.
MeOH/H,0 A I I
o oH +ZnCl, _— |
HyN

ez

EtOH/MeCN/NH,OH
OH (¢] NH3
n

{[Zn{obba)(NH;);}, (6)

Figura 16 - Reacao entre o ligando acido 4,4’-oxibis benzoico e o cloreto de zinco(ll).

A Figura 17 ilustra o aspeto fisico e morfolégico dos diferentes cristais obtidos para os sete
polimeros de coordenagao.

Figura 17 - Cristais sintetizados com respetiva legenda.
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3.2. Producao de filmes derivados de agarose e fécula de batata
3.2.1.Producéao de filmes de agarose

Para a producéo de cada filme de agarose, dissolveram-se 0,2 g de agarose em 20 mL de
agua destilada, com agitagdo durante 10 minutos a 80 °C. Apos a dissolugéo, adicionaram-se
0s bioCPs sintetizados, nas quantidades em estudo e que se encontram definidas na bioCP
tabela 4 no Anexo I. A disperséao dos bioCPs na matriz de agarose foi promovida utilizando um
equipamento de ultrassons. ApGs a mistura estar homogénea, verteu-se o contetdo para uma
placa de Petri de 9 cm de didmetro e colocaram-se as placas na estufa a 80 °C, durante 24

horas a secar, e posteriormente os filmes foram guardados no exsicador, conforme ilustrado

na Figura 18.
HzO MOFs i
M = -
Agarose = E
- - = - Placa de Petri com 9 cm
80 °C, com agitacio ) de didmetro
Homogeneizacdo R
+ -
Ultrassons \*

Secagem no exsicador

durante 8 dias Polimerizacdo e

secagem (80 °C, 24h)
na estufa

Figura 18 - Preparacéo de filme de agarose dopado.
3.2.2.Producéo de filmes de fécula de batata

Para a producgéo de cada filme de fécula de batata, dissolveu-se 2,0 g de fécula de batata
em 20 mL de &gua destilada com auxilio de temperatura (80 °C). ApdOs a dissolugéo da fécula
de batata na 4gua, adicionou-se 2 mL de glicerol & mistura. Mexeu-se bem até a mistura ficar
homogénea, e de seguida adicionou-se 0s bioCPs. As massas de bioCPs adicionadas na

producéo dos filmes encontram-se na Tabela 5 no Anexo I.

A dispersédo dos bioCPs na matriz de fécula foi promovida utilizando um equipamento de
ultrassons. ApoOs a mistura estar homogénea, verteu-se o conteldo para uma placa de Petri de
9 cm de diametro e colocaram-se as placas na estufa a 80 °C, durante 24 horas a secar, e

posteriormente os filmes foram guardados no exsicador, conforme ilustrado na Figura 19.
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NN N

Glicerol » —MOFs B o

H,0 de diametro
+ Homogeneizacédo
Fécula de batata +
Ultrassons
80 °C, com agitacéo P — M

Biofilme

Placa de Petri com 9 cm

Secagem no exsicador

durante 8 dias Polimerizacdo e

secagem (80 °C, 24nh)
na estufa

Figura 19 - Preparacao de filme de fécula de batata dopado.

O aspeto dos filmes de agarose e de fécula de batata € ilustrado na Figura 20a e 20b,
respetivamente.

Figura 20 — Filmes produzidos: a) filme de agarose puro (branco); b) filme de fécula de batata puro

(branco).

Para realizar os ensaios microbiologicos e 0s ensaios citotoxicos foi necessario cortar
discos de 0,9 cm de diametro dos filmes produzidos, conforme se apresenta na Figuras 21 e
22.

34



Desenvolvimento de materiais hibridos dopados com BioMOFs para aplica¢des antimicrobianas

Figura 21 - Discos de agarose do filme branco e dos filmes dopados com bioCPs 1, 2, 3, 4, 5a, 5b e

6. Discos dopados com cada bioCP com as concentragfes de 1%; 2,5% e 5%, pela respetiva ordem.

Figura 22 - Discos de fécula de batata do filme branco e dos filmes dopados com bioCPs 1, 2, 3, 4,
5a, 5b e 6. Discos dopados com cada bioCP com as concentracfes de 1%; 2,5% e 5%, pela respetiva

ordem.
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3.3. Testes microbiologicos

Testou-se os filmes dopados com bioCPs em culturas de Escherichia coli (bactéria Gram-
negativa) e de Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva). Nestes testes foi usada a
técnica de sobreposicdo soft-agar. As culturas bacterianas tiveram de ser cultivadas em meio
liqguido Mueller-Hinton broth (MHB) a 37 °C em condi¢des aerbdbicas e sob agitacao (180 rpm)
durante uma noite. No dia seguinte, fez-se um novo meio Mueller-Hinton broth misturado com
0,5% de agar técnico (solucdo de soft-agar) mantido a 60 °C, onde se diluiram as colénias de
bactérias crescidas durante a noite, para uma concentracdo final de 1x10° unidades
formadoras de colénias (cfu/mL™?). De seguida, retirou-se 6 mL desta solucéo e adicionou-se a
uma placa de Petri de 9 cm de diametro, por cima de 10 mL de Mueller-Hinton agar
solidificado. Apos a solidificagdo dos meios, adicionou-se os discos de amido de batata e os
discos de agarose preparados previamente, e deixou-se a incubar durante 24 h a uma
temperatura de 37 °C. ApOs as 24 h, analisou-se o0 aparecimento de zona de inibicdo do

crescimento bacteriano, mediu-se o halo de inibicdo e fotografaram-se as placas. [ 5
3.4. Testes citotdxicos

Para os ensaios citotdxicos utilizou-se células de linhagem de hepatocarcinoma humano
(HepG2). Estas células foram descongeladas, e inoculadas num frasco T25 com 7 mL de meio
DMEM, foram incubadas na incubadora a 37 °C durante 2 dias, e depois fez-se 0 scale-up

para um frasco T75. Para isso foi necessario:
1° - Descartar 0 meio antigo;
2° - Lavar as células com PBS para limpar os residuos de meio;
3° - Tripsinizacao das células com tripsina 10x;

4° - Transferir as células para novo frasco T75 com 14 mL de meio DMEM. O meio inativa a

tripsina;
50 - Incubar células na incubadora.

Na Figura 23 visualiza-se a captacao das células em estudo.
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Figura 23 - Captacao de células HepG2 através de microscépio. Zoom x200.

O presente estudo teve como objetivo investigar a resposta das células HepG2 frente a
exposicao dos filmes de bioCPs 1 e 2 com concentragdo de 5%. Utilizou-se o Kit de Ensaio de
Citotoxicidade CyQUANT™ LDH para os ensaios de citotoxicidade. Foram testados os filmes
de bioCPs e os bioCPs isolados, em contacto direto com as células, e por lixiviagdo de um

transwell insert (Figura 24).

Meio com
células

bioCP

a) b)

Figura 24 - Teste aos bioCPs isolados por: a) método de contacto direto; b) método de lixiviagao.

Usou-se como ensaios de controlo, agua para verificar a lise expontanea, e tampéao de lise

para verificar a lise maxima.
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Descricdo de desenvolvimento experimental para a realizacdo do teste de
Citotoxicidade CYyQUANT ™:

Comecou-se por adicionar a cada poco de uma placa de 12 pocos, 2 mL de meio DMEM
sem FBS. Este meio continha uma concentracdo de células HepG2 de 5x10* células/mL de
meio. Deixou-se a incubar durante 3 dias. Apoés os 3 dias, adicionou-se os discos de filme de
bioCPs esterilizados a cada poco, retirou-se 0 meio antigo, e adicionou-se 1 mL do mesmo
meio a cada pogo. Deixou-se incubar durante 24 horas. Apdés 24 horas de incubacéo,
adicionou-se 100 pL de agua destilada esterilizada ao pogo “Espontédneo” e 100 pyL de tampéao

lise ao pogo “Lise maxima”, e deixou-se incubar por 45 minutos na incubadora.

De seguida, transferiu-se 50 uL de cada meio de amostra para uma placa de 96 pogos, em
duplicado. Adicionou-se a cada poc¢o da placa de 96 pocos, 50 pL de mistura de reacéo, e
deixou-se a reagir durante 30 minutos, protegido de luz com papel de aluminio, a temperatura
ambiente. Apds os 30 minutos, adicionou-se 50 pL de solugao “stop” a cada pogo, para parar a

reacdo. Por fim, mediu-se a absorvancia a 490 nm e 680 nm.
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4. Resultados e Discussao

Apo6s a sintese dos bioCPs foi necessario proceder a sua caracterizagdo estrutural e
topoldgica.

4.1. Descricao estrutural e topoldgica
4.4.1 Descri¢ao estrutural para os bioCPs 1-6

O bioCP 1 apresenta uma estrutura cristalina 2D com uma composi¢do quimica em
concordancia com os dados de andlise elementar, {Ag:(Ms-sdba)},, como se pode ver na
Figura 25. As distancias das ligacdes C-O dos grupos COO~ sdo semelhantes e estdo de
acordo com as andlises na regido do infravermelho. Os ides de Ag(l) assumem uma geometria
de “gangorra” levemente distorcida, {AgOs:Ag'}, coordenada por trés atomos de O de trés
ligandos H,-sdba®. Os comprimentos de ligagdo Ag-O em 1 s&o 2,152 (5) A, [Ag1-02], 2,171
(5) A, [Ag1-0O17 e 2,695 (7) A, [Ag1-O1V].
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Figura 25 — (a) Representacao da estrutura cristalina do bioCP 1, {Ag2(us-sdba)}n. (b) Representagéo
da estrutura cristalina 2D do bioCP 1. Alguns atomos foram omitidos para maior clareza. Os elipsoides
térmicos foram representados com o nivel de probabilidade de 50%. Codigo de simetria: i(-x, 1-y, 1-z),

ii(1+x, Y2-y, z) e iii(-x, -1/2+y, 1-2).

Por outro lado, o bioCP 2, {[Cu(sdba).H.0]-1.5H,0},, adota uma estrutura de cadeia 1D
(Figura 26), onde os atomos de Cu(ll) apresentam uma geometria piramidal quadrada
distorcida formada por quatro atomos de oxigénio carboxilato em ponte e duas moléculas de
agua (distancias Cu...0 em 1,961(3)-2,959(3) A) além da distancia Cu---Cu de 2.6244(15) A,

que produz unidades em forma de “pas”, {Cu:010}, (“paddlewheel”). Para mais detalhes

consultar referéncia 57.
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Figura 26 - (a) Representacdo das cadeias 1D formadas pelos ides Cu(ll) e pelos ligandos sdba?".
(b) Representacao da estrutura cristalina 2D do bioCP 2. Alguns atomos foram omitidos para maior
clareza. Os elipsoides térmicos com probabilidade de 50%. Cédigo de simetria: i(1-X, y , 2-z), ii(1-x, 1-y,
2-2).

O bioCP 4 tem cristalizagdo no grupo espacial Pbcn do sistema ortorrdbmbico, exibe
cadeias de ondas que consistem em unidades binucleares de prata(l) ligadas por ligandos

obba? e, conectam-se a uma rede bidimensional por interacdes fracas Ag—O, como se pode

ver na Figura 27.

........

(@) (b)

Figura 27 - (a) Representacdo das cadeias 1D formadas pelos ides Ag* e pelos ligandos obbaZ. (b)
Uma vista da rede 2D do bioCP 4. Alguns atomos foram omitidos para maior clareza. Os elipsoides
térmicos com probabilidade de 50%. Codigo de simetria: i(x, -1+y, z), ii(1-x, -y, 1-z), iii(x, 1+y, z), iv(1-x,
Yy, ¥2-2).

O bioCP 5a apresenta uma estrutura 1D com formula molecular {Cu(p2-OBBA)o.s(NH3)}n,

como mostrado na Figura 28. Observa-se a proporgdo quimica de um ido Cu(ll), uma molécula
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de NHs; e metade do ligando obba. O Cul apresenta uma deformacéo tetraédrica e os
comprimentos de ligacdo de Cu-O e Cu-N s&o 1,964 (3) A e 2,000 (3) A respetivamente. Além
disso, observa-se que o bioCP 5a é uma estrutura em camadas 2D através de ligacdes
Hidrogénio, que € formada por uma cadeia 1D ondulada. Para mais detalhes em relacéo as

estruturas cristalinas podem ser consultados na referéncia 58.

. ,«)%;J 4 Ejﬁ@ e
o (b

Figura 28 - (a) Representacédo da estrutura cristalina do bioCP 5a, {Cuz(obba)(NHz)(OH)}» bem como
o0 ambiente de coordenacao dos ides Cu(ll). (b) Apresentacdo da estrutura 3D do bioCP 5a. Os
elipsoides térmicos foram representados com 50%. Alguns atomos sdo omitidos para maior clareza.
Caédigo de simetria: i( %2 - X, - Y2 +y , % -2), ii(1-x, 1-y, 1-2).

Por outro lado, o bioCP 5b exibe uma estrutura cristalina 3D na proporgéo quimica de dois
ides de Cu(ll), um ligando obba, uma molécula de NH; e um anido OH" na estrutura cristalina,
{Cu(obba)(NHs)(OH)}, (Figura 29). Os dados estao de acordo com os dados de IV e de analise
elementar. Na estrutura cristalina, observa-se dois diferentes ambientes de coordenacgéo para
os ides de cobre(ll). Um dos ides de cobre(ll), Cul, coordena-se com dois atomos de
oxigénios derivados de diferentes ligandos obba e dois atomos de O de OH-, levando a
formacdo de uma geometria quadratica plana distorcida, enquanto outro ido de Cobre(ll), Cu2,
coordena-se a cinco outros atomos derivados de dois atomos de O de diferentes ligandos

obba, dois atomos de O de OH" e um de NH3; gerando uma geometria tetraédrica distorcida.
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(@) (b) T

Figura 29 - (a) Ambiente de coordenacao dos ides Cu(ll) no bioCP 5b, {Cu(OBBA)o.s(NH3)}n. (b)
Estrutura das cadeias 1D onduladas no bioCP 5b. Os elipsoides térmicos foram representados com 50%

de probabilidade e alguns atomos foram omitidos. Codigo de simetria: i(3/2-X, Y-y, 1-z) e ii(1-X, y, 3/2-2).

J& a estrutura cristalina do bioCP 6 indicou uma férmula molecular de {Zn(p-obba)(NHs)z2}n,
formando um polimero 1D linear no estado s6lido com tor¢des entre os anéis derivados do
acido carboxilico. Observa-se que os ides de zinco apresentam uma geometria tetraédrica
formada pela coordenacdo com dois atomos de N derivados das moléculas de NH3; e dois
atomos de oxigénio derivados dos grupos carboxilatos, Figura 30.
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Figura 30 - (a) Representacdo da estrutura do bioCP 6, {Zn(u-obba)(NHs)z2}n. (b) Cadeias 1D
formadas pela coordenacdo em ponte com os grupos carboxilatos do ligando. Cédigo de simetria: i(1+x,

y, 1+z). . Os elipsoides térmicos foram representados com 50% de probabilidade.

Os padrdes experimentais de difragdo de raios X por policristais foram comparados com
padrdes simulados derivados de dados de monocristal para os bioCPs, e os picos de difracdo
confirmam a estrutura cristalina para os bioCPs. Ainda é possivel notar uma boa cristalinidade
além dos dados serem representativos para as amostras sintetizadas, pequenas impurezas
podem ser observadas nas amostras dos bioCPs 2 e 5a, no entanto, ndo sdo expressivas para
os resultados. O bioCP 6, no entanto, apresenta alguns picos derivados de impurezas

indicando que ainda é necessaria uma otimizacdo do processo de sintese para garantir

qualidade e pureza das fases cristalinas. As Figuras 31, 32 e 33 mostram os padrdes de
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difracdo de raios X em po6 para os bioCPs 1, 2, 4, 5a e 5b. J4 nas Figuras 34 e 35, é

apresentado os dados de difracdo de raios X para os bioCPs 3 e 6.

Experimental Experimental

|

Simulado

Intensidade (u.a)

Simulado

Intensidade (u.a)

L ,‘l.;wmd@ukw*% JL ULLA ll i

20/° 5 10 30 35 40

201°

(@) (b)

Figura 31 - Dados de difragéo de raios X de policristais para os bioCPs 1 e 2 em (a) e (b),
respectivamente. Cédigo de cor: Linhas Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados

simulados a partir da estrutura cristalina.

Intensidade (u.a)

Figura 32 - Dados de difragdo de raios X de policristais para o bioCP 4. Cadigo de cor: Linhas Pretas

= Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da estrutura cristalina.
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Intensidade (u.a)
Intensidade (u.a)
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Figura 33 - Dados de difracdo de raios X de policristais para os bioCPs 5a e 5b em (a) e (b),
respectivamente. Cédigo de cor: Linhas Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados

simulados a partir da estrutura cristalina.

Intensidade (u.a)

Figura 34 - Dados de difracdo de raios X de policristais para o bioCP 6. Cdodigo de cor: Linhas Pretas

= Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da estrutura cristalina.
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Intensidade (u.a)

5 10 15 20 25 30 35 40
20/°

Figura 35 - Dados de difracdo de raios X de policristais para os bioCPs 3. Cddigo de cor: Linhas

Pretas = Dados experimentais, linhas vermelhas = Dados simulados a partir da estrutura cristalina.

4.2, Andlise de FTIR-ATR

A técnica analitica FTIR-ATR, foi utlizada para investigar eventuais alteracbes
macromoleculares e possiveis interagfes estabelecidas entre os polimeros base e os
diferentes bioCPs ativos estudados. A sua caracterizagdo centrou-se na andlise dos bioCPs
isolados, filmes dopados com os bioCPs e filmes controlo, e observacdo de alteracdes
significativas na estrutura quimica dos filmes dopados.

Os espectros de infravermelho para o ligando Hzsdba em conjunto com os bioCPs 1,2 e 3
encontram-se representados na Figura 36.

Os espectros de infravermelho para o ligando H,obba em conjunto com os bioCPs 4, 5a, 5b
e 6 encontram-se representados na Figura 37.

As atribuicdes espectroscopicas estao de acordo com os dados experimentais encontrados
na literatura para acidos carboxilicos e sulfocarboxilicos.
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Figura 36 - Espetros de FTIR-ATR para o ligando H2sdba e para os bioCPs 1, 2 e 3.

Analisando o espetro de FTIR-ATR do ligando H.sdba, observa-se entre os 1160-1116 cm*
as bandas fortes de alongamento caracteristicas do grupo SO, e entre os 775-690cm™ as

bandas fortes de deformacéao caracteristicas do grupo CH do anel benzénico.

Estas bandas também sé&o visiveis nos espetros de todos os bioCPs, o que significa que o
ligando esta presente nos bioCPs 1, 2 e 3.

Verifica-se também que o espetro do ligando contem uma banda de deformag&o angular do
grupo hidréxilo (OH) do anel benzénico aproximadamente aos 960 cm™. Esta banda referente
ao grupo hidréxilo ja ndo se encontra presente no espetro dos restantes bioCPs, 0 que sugere

gue se d& a coordenacao do ligando com o i&o metélico no local do grupo OH.

Outra banda caracteristica do espetro do ligando que desaparece apés a coordenagéo do
ligando com o ido metdlico é a banda caracteristica do grupo carbonilo (CO) aos 1688 cm™.
Verifica-se que esta ndo se encontra presente nos espetros dos bioCPs 1, 2 e 3. Assim, estas

bandas séo indicativas da coordenacao do ligando com o ido metélico.

Observa-se também na Figura 36 que as bandas caracteristicas do grupo carboxilico

protonado (COOH) do espetro do ligando desaparecem nos restantes espetros dos bioCPs, e
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formam-se novas bandas relativas aos grupos carboxilatos (COO") na regido dos 1650-1450
cm?,

Por fim, analisando o espetro do bioCP 3, verifica-se que apresenta uma ampla absorcdo
na regido do infravermelho na faixa dos 3500-2500 cm™ referente ao modo de estiramento de
moléculas de agua e ao grupo carboxilico.

A 1740-1730 cm™ verifica-se para os bioCPs 2 e 3 que em decorréncia do alargamento das
bandas em todo o espectro, indicativo de hidratacéo, sugere que estes cristais se encontravam
hidratados.

Hzobba
o T YV A Y
(4)

(5a)

e W

(5b)

W‘“Wﬂw

Transmitancia (%)

()
WW
LI B B I B B L2 B B N B B B B B B B N I B B B N S B B B B I B
3500 3000 2500 1750 1500 1250 1000 750

Numero de onda (cm'1)

Figura 37 - Espetros de FTIR-ATR para o ligando H2obba e para os bioCPs 4, 5a, 5b e 6.

Analisando o espetro de FTIR-ATR do ligando H.obba, observa-se entre os 1315-1011 cm*
bandas fortes de alongamento caracteristicas do grupo éter (COC), e na regido dos 856-
690cm™? as bandas fortes de deformacdo caracteristicas do grupo CH do anel benzénico.
Estas bandas mantém-se presentes nos espetros dos bioCPs 4, 5a, 5b e 6.

A presenca dos grupos hidroxilo e carbonilo € mais uma vez evidenciada no espectro do
ligando, notavelmente nas regides de 930 cm-! e 1676 cm™, respetivamente. No entanto, ao

analisar os espectros dos bioCPs, nota-se a auséncia dessas bandas, indicando efetiva
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coordenacdo entre o ligante e o ido metdlico. Além disso, as bandas caracteristicas do grupo
carboxilico protonado (COOH) presentes no espectro do ligando ndo sdo mais identificadas
nos demais espectros dos bioCPs. Ainda, surgem novas bandas relacionadas aos grupos
carboxilatos (COO-) na faixa de 1680-1500 cm, reforcando a formacdo da coordenacéo.
Analisando mais especificamente os bioCPs 5a, 5b e 6, observa-se na regido de 3500-3000
cm-! a presenca de bandas de alongamento médio caracteristico do grupo NH de aminas
primarias. Esse fendmeno destaca-se como uma evidéncia adicional da formagéo dos bioCPs,
reforcando a interacdo especifica entre o ligando e o ido metélico, além das modificacdes
estruturais resultantes. Essas observagbes contribuem para uma compreensdo mais

aprofundada das transformac6es quimicas ocorridas durante a sintese dos BioCPs.

4.3. Andlises termogravimétricas dos bioCPs

A caracterizagdo da estabilidade térmica dos filmes e dos bioCPs foi analisada através de
termogravimetria (TGA). Esta é uma técnica que acompanha a perda e ou ganho de massa em

fung&o do tempo ou da temperatura, devido a oxidacdo ou perda de volateis.

Comecgou-se por realizar as andlises para os filmes de agarose e fécula dopados com os
bioCPs 1 e 2. Entretanto, devido a problemas no equipamento, ja ndo foi possivel terminar as
analises termogravimétricas para os filmes com os restantes bioCPs. Portanto, obteve-se

apenas resultados para os filmes dopados com os bioCPs 1 e 2.

Na Figura 38 encontra-se representado os termogramas para os bioCPs 1 e 2.
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Figura 38 - Termograma (TGA) dos CPs 1 e 2.

As andlises termogravimétricas dos bioCPs 1 e 2 mostram que para o bioCP 1 55% do
peso perdido ocorre na faixa de 320-450 °C e conforme a temperatura aumenta para 700 °C
mais 15% é perdido, permanecendo estavel até os 800°C. Para o bioCP 2 um comportamento
semelhante foi encontrado, sendo que, na faixa estudada (30-800 °C), o bioCP perdeu 70% da

sua massa. A presenca de prata(l) e cobre(ll), em 1 e 2, respetivamente, justificam as
tendéncias apresentadas.

Na Figura 39 encontra-se representado os termogramas para os filmes de agarose com 0s
bioCPs 1 e 2.
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Figura 39 — Termogramas de agarose@branco, agarose@(1) 5,0% e agarose@(2) 5,0%.

Para os filmes de agarose, agarose@(1) e agarose@(2), os termogramas da Figura 39
seguem, geralmente, o mesmo padréo. A primeira reducao de cerca de 18%, foi observada até
120 °C que esta relacionada principalimente com a perda de agua. A medida que a
temperatura aumenta de 120 °C até 260 °C nenhuma alteracdo é observada. A 260 °C
observa-se uma perda drastica de peso e 44% da massa, dos trés filmes, é perdida na faixa de
260-350 °C. Os 38% restantes da massa sao gradualmente perdidos de 350 °C a 800 °C, faixa
em que os trés termogramas sao ligeiramente diferentes, com os filmes agarose@(1) 5,0% e
agarose@(2) 5,0% ligeiramente estaveis depois o filme agarose@branco devido a presenca
dos bioCPs 1 e 2, respetivamente.
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Na Figura 40 encontra-se representado os termogramas para os filmes de agarose com 0s
bioCPs 1 e 2.
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Figura 40 — Termogramas de fécula@branco, fécula@(1) 0,5% e fécula@(2) 0,5%.

Para os filmes fécula@branco, fécula@(1) 0,5% e fécula@(2) 0,5%, embora os
termogramas TGA (Figura 40) sigam, geralmente, a mesma tendéncia, é evidente que o filme
fécula@(2) 0,5% apresenta um leve atraso na fase drastica de perda de peso onde 75% da
massa é perdida para os trés filmes. Para os filmes fécula@branco e fécula@(2) 0,5% ocorre
na faixa de 150 °C a 350 °C e no filme fécula@(2) 0,5% na faixa de 170 °C a 400 ° C. A partir

de 350 °C e 400 °C, respetivamente, até 800 °C pode-se observar a perda residual de 15%
para os trés filmes.

4.4, Testes microbioldgicos

Com o objetivo de avaliar a capacidade antimicrobiana dos materiais produzidos foram
realizados testes antimicrobianos de acordo com o descrito nos métodos experimentais. A
andlise efetuou-se através da mediacdo do halo de inibicdo (didmetro onde n&o cresceram
bactérias). Na Figura 41, apresenta-se como exemplo ilustrativo os resultados obtidos para os
ensaios com filmes de agarose@(5a) 1,0%, agarose@(4) 1,0%, agarose@(4) 5,0% e
agarose @Cu(NO3)2 2,5%.
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Figura 41 - Halos de inibicdo obtidos para os filmes agarose@(5a) 1,0%, agarose@(4) 1,0%,
agarose@(4) 5,0% e agarose@Cu(NOs3)2 2,5%.

4.4.1.Filmes de agarose

Conforme descrito os filmes de agarose foram preparados com concentracdes de dopagem
de 1%, 2,5% e 5% dos diferentes bioCPs sintetizados, assim como dos ligandos e metais
utilizados para a sintese desses bioCPs.

Os resultados obtidos apresentam-se da Figura 42 a 45.
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Figura 42 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de agarose
dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo em diferentes
percentagens (1, 2.5 e 5%).
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Figura 43 — Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de agarose
dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo em diferentes

percentagens (1, 2.5 e 5%).

A andlise dos gréficos nas Figuras 42 e 43 revela que os filmes de agarose@AgNOs3 e
agarose@ZnCl, apresentam notével atividade antibacteriana tanto contra a bactéria S. aureus
quanto contra a E. coli. Este resultado sugere que tanto o ido prata(l) quanto o ido zinco(ll)

possuem potencial para inibir o crescimento dessas duas estirpes bacterianas. Os filmes de
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agarose @AgNO; exibiram halos de inibicdo de 1, 1.2 e 1.2 cm para a bactéria E. coli, e halos
de inibicdo de 1.2, 1.3 e 1.3 cm para a bactéria S. aureus, nas concentracfes de 1, 2.5 e 5%,
respetivamente. Em contraste, o filme de agarose@zZnCl, a 5,0% apresentou um halo de
inibicdo de 1.1 cm para a bactéria E. coli, sendo que, para as demais concentracfes, nao
foram observados resultados de inibicdo. Entretanto, em relacdo a bactéria S. aureus, os halos
de inibicao foram consideraveis, com valores de 1.2, 2.4 e 2.6 cm para as concentracoes de 1,
2.5 e 5%, respetivamente. Em contrapartida, os filmes contendo os ligandos H.sdba e H»obba,
bem como os metais Cu(CHsCOO), e Cu(NOs):-2,5H,O, ndo demonstraram atividade
antibacteriana em relagédo as estirpes estudadas. Esses resultados evidenciam a seletividade
na atividade antibacteriana dos filmes, sugerindo que a natureza quimica especifica dos
elementos e compostos utilizados influencia de maneira distinta a resposta antimicrobiana.
Este é um especto crucial a ser considerado no desenvolvimento de materiais antibacterianos

visando aplica¢des biomédicas e afins.
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Figura 44 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de agarose

dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (1, 2.5 e 5%).
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Figura 45 - Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de agarose

dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (1, 2.5 e 5%).

A andlise dos graficos nas Figuras 44 e 45 revela que os filmes de agarose@(1)
demonstram notavel atividade antibacteriana frente as duas estirpes bacterianas sob
investigacdo. Para a bactéria E. coli, observaram-se halos de inibicdo de 0.5, 1 e 1.2 cm,
enquanto para a S. aureus, os halos foram de 1.1, 1.2 e 1.3 cm, nas concentragbes de 1, 2.5 e
5%, respetivamente. O filme de agarose@(2) a 2.5% foi o Unico a exibir atividade
antibacteriana, porém, somente contra a E. coli. Este resultado sugere a necessidade de
repeticdo do ensaio, uma vez que os resultados obtidos carecem de coeréncia. Quanto aos
filmes de agarose@(3), observou-se atividade antibacteriana exclusivamente contra a bactéria
S. aureus, com halos de inibicdo de 1.3, 1.4 e 1.5 cm, nas concentragbes mencionadas,
respetivamente. Por outro lado, os filmes de agarose@(4) apresentaram atividade
antibacteriana contra ambas as bactérias, resultando em halos de inibicdo de 1.1, 1.3 e 1.2 cm
para E. coli, e 1.2, 1.3 e 1.1 cm para S. aureus, nas concentragfes de 1, 2.5 e 5%. Em
contraste, os filmes de agarose@(5a) e agarose@(bb) ndo demonstraram atividade
antibacteriana para nenhuma das bactérias estudadas. Os fiimes de agarose@(6),
assemelhando-se aos de agarose@(3), inibiram exclusivamente a atividade bacteriana da S.
aureus, com halos de inibicdo de 1.9, 1.5 e 1.6 cm, nas concentragbes de 1, 2.5 e 5%,
respetivamente. Esses resultados sugerem que a composicdo especifica dos biofilmes
influencia de maneira distinta a atividade antibacteriana, destacando a complexidade dos

mecanismos de interacdo entre os filmes e as bactérias em estudo.

A analise dos resultados revela que os filmes a base de bioCPs de prata(l) exibem
atividade antibacteriana contra ambas as cepas bacterianas, sendo este metal particularmente

eficaz contra a bactéria E. coli. Por outro lado, os filmes dopados com bioCPs de zinco(ll)
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demonstram uma inibicdo seletiva, apresentando atividade antibacteriana exclusivamente
contra a S. aureus. Além disso, destaca-se que os halos de inibicdo observados sdo mais
expressivos nos filmes contendo bioCPs de zinco(ll) em comparacdo com os de prata(l). Os
filmes a base de bioCPs de cobre(ll) ndo apresentam atividade antibacteriana para henhuma
das estirpes estudadas. Embora tenha sido obtido um resultado positivo para o filme de
agarose@(2) a 2.5%, € necessario repetir o ensaio para confirmar a sua validade. Essa
ressalva evidencia que os filmes contendo cobre(ll) sdo os menos eficazes na inibicdo da
atividade bacteriana. A escolha do ligando ndo parece influenciar significativamente os
resultados, uma vez que os bioCPs contendo os ligandos H,sdba ou H;obba na sua
composi¢cdo demonstram atividade antibacteriana quando incorporados nos filmes de agarose.
Entretanto, os filmes de agarose apenas dopados com o ligando n&o apresentam inibicdo da
atividade bacteriana. Em resumo, para a matriz de agarose, os filmes mais eficazes foram os
de agarose@(4) contra E. coli e de agarose@(6) contra S. aureus, ambos contendo bioCPs
com o ligando Hzobba em sua estrutura. Esses resultados fornecem insights valiosos sobre a
influéncia dos diferentes metais e ligandos na atividade antibacteriana dos filmes, sendo

essencial considerar esses aspetos na formulagdo de materiais antimicrobianos.
4.4.2.Filmes de fécula de batata

Conforme descrito os filmes de fécula de batata foram preparados com concentracdes de
dopagem de 0.10, 0.25 e 0.50% dos diferentes bioCPs sintetizados, assim como dos ligandos

e metais utilizados para a sintese desses bioCPs.

Os resultados obtidos apresentam-se da Figura 46 a 49.
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Figura 46 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de fécula de

batata dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo em diferentes

Halo de inibicdo (cm)

C
%

&

&

percentagens (0.10, 0.25 e 0.50%).

S. aureus
26
1,5
1,3 1,3
1,0 11 I
2
O\0 %o”) Q(}’» O\ Q\q’o
W V?o WV (_,O ‘:)
X @ @ % v
© S N & N
& & & > &
& < L N
N
& \’b@
A\ ‘ef’o
X
Composto

0,10% mO0,25% mO0,50%

Figura 47 — Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de fécula de

batata dopados com os ligandos e metais utilizados para a sintese dos bioCPs em estudo em diferentes

percentagens (0.10, 0.25 e 0.50%).

58



Desenvolvimento de materiais hibridos dopados com BioMOFs para aplicag8es antimicrobianas

Pelas Figuras 46 e 47, observa-se que dos dois ligandos em estudo, apenas Hzsdba integrado em
matriz de fécula de batata, apresentou atividade antibacteriana, e foi para a bactéria E.coli,

apresentando halos de inibicdo de 1.2 cm para as concentracfes de 0.10, 0.25 e 0.50%.

Ja para os filmes dopados com sais metalicos, apenas os filmes a base de bioCPs de prata(l) e de
zinco(ll) apresentaram atividade antibacteriana. Os filmes de fécula a base de bioCPs de cobre(ll), tal

como para a agarose, nao tiveram nenhum efeito na atividade bacteriana das bactérias em estudo.

Os filmes de fécula@AgNOs apresentaram atividade antibacteriana para ambas as bactérias, tendo-
se obtido os halos de inibicdo de 1, 1.2 e 1.2 cm para a bactéria E. coli e de 1, 1.1 e 1.3 para a bactéria

S. aureus, para as concentracdes referidas, respetivamente.

Os filmes de fécula@zZnCl. apresentaram atividade antibacteriana para ambas as bactérias, tendo-
se obtido os halos de inibicdo de 1.4, 1.7 e 1.2 cm para a bactéria E. coli e de 1.5, 1.3 e 2.6 cm para a

bactéria S. aureus, para as concentrag@es referidas, respetivamente.

E. coli
€
L
le)
W, 1,2 1212
5
£
)
© 1111 1,1
o
: I
T
& % Q & & & ©
> £ &£ &£ e~ ) £
N N N N N
S S S Ny N N
s\Q/ s\Q/ s\Q/ s\Q/ s&(' ‘@(J s\Q/
Composto

0,1% mO0,25% mO0,5%

Figura 48 — Atividade antibacteriana de E. coli normalizada de filmes de biopolimero de fécula de

batata dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (0.10, 0.25 e 0.50%).
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Figura 49 - Atividade antibacteriana de S. aureus normalizada de filmes de biopolimero de fécula de

batata dopados com bioCPs em estudo em diferentes percentagens (0.10, 0.25 e 0.50%).

Ao analisar os gréficos nas Figuras 48 e 49, evidencia-se que os filmes de fécula@(1)
apresentam significativa atividade antibacteriana frente a ambas as estirpes bacterianas em
estudo. Observaram-se halos de inibi¢cdo de 1,2; 1,1 e 1,1 cm para E. coli, nas concentragdes
de 0,10; 0,25 e 0,50%, respetivamente. Para S. aureus, o halo de inibicdo foi de 1,3 cm,
mantendo-se consistente em todas as concentracdes avaliadas.

O filme de fécula@(2) apresentou atividade antibacteriana para apenas para a bactéria S.
aureus, tendo-se obtido halos de inibicdo de 0.9, 1 e 1 cm, para as concentracdes de 0.10,
0.25 e 0.50%, respetivamente, enquanto, os filmes de fécula@(3) ndo apresentaram
capacidade de inibir a atividade bacteriana de nenhuma das bactérias.

Ja os filmes de fécula@(4) apresentaram atividade antibacteriana para as duas bactérias,
tendo-se obtido halos de inibicdo de 1.1, 1.2 e 1.2 cm para E. coli, e 1.2, 1.3 e 1.4 cm para S.
aureus, para as concentracdes de 0.10, 0.25 e 0.50%, respetivamente.

Os filmes de fécula@(5a) revelaram atividade antibacteriana exclusivamente contra S.
aureus, apresentando halos de inibicdo de 1,5; 1,6 e 1,6 cm para concentragfes de 0,10; 0,25
e 0,50%, respetivamente. Ja os filmes de fécula@(5b) ndo demonstraram capacidade de inibir
a atividade de nenhuma das bactérias avaliadas. Por sua vez, os filmes de fécula@(6) apenas
inibiram a atividade bacteriana contra S. aureus, resultando em halos de inibicdo de 1.4, 1 e
1.2 cm para a mesma faixa de concentragoes.

Verifica-se que os filmes de fécula & base de bioCPs de prata(l) tiveram atividade
antibacteriana para ambas as bactérias em estudo. Os filmes de fécula a base de bioCPs de
cobre(ll) tiveram resultados positivos apenas na inibicdo da atividade de S. aureus. J& os

filmes de fécula@znCl, apresentam atividade antibacteriana para as bactérias E. coli e S.
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aureus, no entanto, os filmes a base de bioCPs de zinco(ll) ja ndo tiveram a capacidade de
inibir a atividade bacteriana de E. coli. Isto demonstra que filmes de sais de zinco(ll) poderéo
ter capacidade de inibir a atividade bacteriana de E. coli, no entanto filmes de bioCPs de
zinco(ll), devido ao facto de terem uma taxa de libertagdo de iGes Zn?" mais lenta, poderdo ndo
proporcionar a matriz de fécula a concentracao necessaria para inibir a atividade da bactéria E.

coli.

Conclui-se que para a matriz de fécula, os filmes que apresentaram melhores resultados
foram os de fécula@(5a) para E. coli, e de fécula@(6) para S. aureus, ambos os filmes com
bioCPs de ligandos Hz.obba na sua estrutura.

Os valores utilizados para a construgao dos gréaficos de barras encontram-se no ANEXO I,
nas tabelas 6 e 7.
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4.5, Testes citotoxicos

A libertacdo gradual de iBes metalicos por biodegradacdo de estruturas proporciona um
efeito antibacteriano tanto para bactérias Gram-Positivas como Gram-negativas. No entanto, a
citotoxicidade dos bioCPs é de enorme importancia.

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos materiais produzidos foram realizados testes
de citotoxicidade conforme descrito nos métodos experimentais. A analise baseou-se nas
leituras de absorvéncia obtidas a 490 nm, as quais, pela Equacdo 1 (quantificacdo da
citotoxicidade (%) dos materiais), traduziram a citotoxicidade dos materiais em avaliacdo. A
atividade da enzima LDH, libertada para o meio quando ha danos na membrana plasmética
das células, foi determinada pela subtragéo dos valores de absorvancia a 680 nm (referéncia)
pelos valores de absorvancia a 490 nm.

, ;e . Atividade de LDH tratada com composto—Atividade LDH espontanea
% Citotoxicidade =

X 100 (Equacéo 1)

Atividade de LDH maxima—Atividade de LDH espontinea

sendo que a atividade de LDH méaxima corresponde ao valor obtido da lise maxima.
Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Valores de citotoxicidade obtidos para cada ensaio do bioCP 1.

Amostra Citotoxicidade (%)
Fécula@branco -8,22
Fécula@branco transwell insert -4,47
Fécula@(1) -8,66
Fécula@(1) transwell insert 10,45
Agarose@branco 5,61
Agarose@branco transwell insert -5,30
Agarose@(1) -29,50
Agarose@(1) transwell insert 2,02
BioCP 1 -40,06
BioCP 1 transwell insert -6,71
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Tabela 3 - Valores de citotoxicidade obtidos para cada ensaio do bioCP 2.

Amostra Citotoxicidade (%)
Fécula@(2) -15,30
Fécula@(2) transwell insert -6,30
Agarose@(2) -10,02
Agarose@(2) transwell insert 0,28
BioCP 2 -20,10
BioCP 2 transwell insert -19,87

Verifica-se que tanto o bioCP 1 como o bioCP 2 ndo séo citotdéxicos, nem quando se
encontram isolados nem integrados nas matrizes poliméricas em estudo, visto que os valores

de citotoxicidade foram muito baixos, sendo alguns negativos.

No entanto, os filmes de agarose apresentaram valores de citotoxicidade ligeiramente
superiores aos filmes de fécula de batata. O mesmo se aplica para o bioCP 1, tem uma

citotoxicidade ligeiramente superior ao bioCP 2.
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5. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Este trabalho explora o conceito de empregar dois biopolimeros modelo, cada um com
permeabilidade e estabilidade distintas, para a geracdo de materiais que possuam taxas de
libertacdo de ides Ag*, Cu?* e Zn?* variadas, mesmo utilizando o mesmo tipo de dopante.

Ao analisar a atividade antibacteriana contra S. aureus, observou-se que os filmes mais
eficazes foram aqueles compostos por agarose@ZzZnCl, e fécula@zZnCl,. No entanto, esses
filmes apresentam uma vida Util menor devido a taxa de libertacdo de ibes Zn?' para as
matrizes de agarose ou fécula de batata ser mais elevada. Esse fendbmeno é atribuido a
fragilidade das ligagdes no sal ZnCl, em comparacdo com quando o zinco(ll) esta ligado a um
ligando organico. Neste Ultimo caso, a libertacédo de ides Zn?* ocorre de maneira mais lenta,
conferindo uma vantagem significativa em termos de estabilidade do material. Esta observagéo
ressalta a importancia da escolha do biopolimero e da natureza do dopante na formulagéo de
materiais com propriedades especificas de libertacdo de ibes para aplicacdes antibacterianas.

Portanto, os resultados mais promissores para cada tipo de filme contra S. aureus foram os
filmes de agarose@(6) e fécula@(5a), ambos contendo o ligando Hz.obba e a base de zinco(ll)
e cobre(ll), respetivamente. Em relacdo a E. coli, os filmes a base de bioCPs de prata(l)
destacaram-se na bioatividade, nomeadamente, agarose@(1), agarose@(4), fécula@(1) e
fécula@(4), sendo os filmes de bioCP 1 com o ligando Hzsdba e os de bioCP 4 com o ligando
H.obba. Ambos os bioCPs sao a base de prata(l).

Quanto a variacdo da concentracdo de dopagem nos filmes produzidos, ndo foi possivel
identificar uma tendéncia clara, pois os halos de inibicdo variaram de forma desproporcional
com a concentracdo de bioCP integrado na matriz. Em concluséo, filmes a base de bioCPs de
prata(l) em agarose e fécula de batata demonstraram a capacidade de inibir a atividade de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, indicando o seu potencial como agentes
antimicrobianos. Filmes a base de bioCPs de cobre(ll) apenas tém bioatividade quando
integrados em matriz de fécula de batata, e tém a capacidade de inibir a atividade de S.
aureus, ou seja, tem inibicdo seletiva por bactérias Gram-negativas. E por fim, filmes de
agarose e de fécula de batata a base de bioCPs de zinco(ll) ttm a capacidade de inibir a
atividade de S. aureus, ou seja, também tem inibicdo seletiva por bactérias Gram-negativas.

Com base nos resultados obtidos e considerando que apenas os filmes de bioCPs 1 e 2
foram testados quanto a citotoxicidade, este estudo conclui que os filmes a base de bioCP 1,
contendo prata(l), apresentam a inibicAo mais promissora. Esses filmes demonstraram
atividade antibacteriana eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de ndo
manifestarem citotoxicidade para células humanas. Por outro lado, os filmes de bioCP 2,
embora também nado tenham evidenciado citotoxicidade, ndo foram téo eficazes na inativacdo

da atividade bacteriana.
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Como perspetiva futura, pretende-se realizar estudos de citotoxicidade para os filmes de
bioCPs 4 e 6. Isso deve-se ao fato de que os filmes, tanto de fécula quanto de agarose,
contendo esses compostos, apresentarem uma bioatividade significativa. Essas investigacoes
adicionais permitirdo uma compreensdo mais abrangente dos aspetos de seguranca e eficacia
desses filmes, contribuindo para o desenvolvimento de materiais antimicrobianos mais
avancados e seguros.

Este estudo revelou uma perspetiva altamente promissora para a aplicagcdo de bioCPs
como alternativa ao uso de antibioticos, tanto para o tratamento quanto para a prevencgao de
filmes antimicrobianos. Além disso, proporcionou uma abordagem pouco explorada na
aplicacdo de CPs/MOFs para a inibicdo de filmes, destacando a eficacia na fabricacdo de
filmes de biopolimeros antibacterianos a partir de matérias-primas de base biolégica
acessiveis. Futuras investigagfes, focadas em aspetos como durabilidade e tempo de vida,
podem aprimorar a avaliacdo de CPs bioativos e filmes de biopolimeros derivados como
candidatos promissores para o tratamento de infe¢des bacterianas. Além disso, a avaliagcdo da
citotoxicidade desses materiais é crucial. A capacidade desses filmes em revestir dispositivos
médicos e tratar infegcbes cutdneas também merece investigacdo. Adicionalmente, seria
interessante examinar a possivel aquisicdo de resisténcia por parte das bactérias aos bioCPs
ao longo de geracdes sucessivas. Essas consideragdes contribuem para a compreensdo mais

abrangente e aplicada dos CPs como agentes antimicrobianos inovadores e seguros.
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7. Anexos

ANEXO | — Tabelas elaboradas com as percentagens de bioCP adicionado na producéo de cada filme.

Tabela 4 - Massas de bioCPs utilizadas para a producéo de cada Filme de agarose e respetiva

Filme de agarose

BioCP adicionado

percentagem de dopagem.

Dopagem (%)

Massa de bioCP
adicionado (mg)

1,00 2,00

agarose@(1) 1 2,50 5,00
5,00 10,00

1,00 1,80

agarose@(2) 2 2,50 4,50
5,00 9,00

1,00 1,68

agarose@(3) 3 2,50 4,20
5,00 5,00

1,00 1,96

agarose@(4) 4 2,50 4,90
5,00 9,80

1,00 1,40

agarose@(5a) 5a 2,50 3,50
5,00 7,00

1,00 1,40

agarose@(5b) 5b 2,50 3,50
5,00 7,00

1,00 1,52

agarose@(6) 6 2,50 3,80
5,00 7,40
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Tabela 5- Massas de bioCPs (polimeros de coordenacéo) utilizadas para a producéo de cada filme de

amido de batata e respetiva percentagem de dopagem.

Massa de bioCP

Filme de amaido de batata  BioCP adicionado Dopagem (%) adicionado (mg)
0,10 2,00
fécula@(1) 1 0,25 5,00
0,50 10,00
0,10 1,80
fécula@(2) 2 0,25 4,50
0,50 9,00
0,10 1,68
fécula@(3) 3 0,25 4,20
0,50 5,00
0,10 1,96
fécula@(4) 4) 0,25 4,90
0,50 9,80
0,10 1,40
fécula@(5a) 5a 0,25 3,50
0,50 7,00
0,10 1,40
fécula@(5b) 5b 0,25 3,50
0,50 7,00
0,10 1,52
fécula@(6) 6 0,25 3,80
0,50 7,40

Anexo Il — Tabelas referentes aos halos de inibi¢cdo obtidos nos testes microbiolégicos para as

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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Tabela 6 - Halos de inibicdo obtidos nos testes microbioldgicos para as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em filmes de agarose.

Halo de inibicédo (cm)

Filme de agarose S. aureus E. coli

agarose @Hzsdba 1,0% - -
agarose @Hzsdba 2,5% - -
agarose @Hzsdba 5,0% - -
agarose@H:obba 1,0% - -
agarose@H:zobba 2,5% - -
agarose@Hz0bba 5,0% - -

agarose@AgNOs3 1,0% 1,2 1
agarose@AgNOz 2,5% 1,3 1,2
agarose@AgNOz 5,0% 1,3 1,2
agarose@ZnClz 1,0% 1,2 -
agarose@ZnClz2 2,5% 2,4 -
agarose@ZnClz 5,0% 2,6 11

agarose@Cu(CHsC0O0)21,0% - -
agarose@Cu(CHsC0O0)2 2,5% - -
agarose@Cu(CH3C0O0)25,0% - -
agarose@Cu(NOs)2:2,5H20 1,0% - -
agarose @Cu(NOs)2-2,5H20 2,5% - -
agarose@Cu(NOs)2-2,5H20 5,0% - -

agarose@(1) 1,0% 11 0,5
agarose@(1) 2,5% 1,2 1
agarose@(1) 5,0% 1,3 1,2
agarose@(2) 1,0% - -
agarose@(2) 2,5% - 1.4
agarose@(2) 5,0% - -
agarose@(3) 1,0% 1,3 -
agarose@(3) 2,5% 1,4 -
agarose@(3) 5,0% 15 -
agarose@(4) 1,0% 1,2 11
agarose@(4) 2,5% 1,3 1,3
agarose@(4) 5,0% 1,1 1,2

agarose@(5a) 1,0% - -
agarose@(5a) 2,5% - -
agarose@(5a) 5,0% - -
agarose@(5b) 1,0% - -
agarose@(5b) 2,5% - -
agarose@(5b) 5,0% - -
agarose@(6) 1,0% 1,9 -
agarose@(6) 2,5% 15 -
agarose@(6) 5,0% 1,6 -
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Tabela 7 - Halos de inibicdo obtidos nos testes microbiolégicos para as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em filmes de amido de batata.

Halo de inibi¢&o (cm)

FFilme de amaido de batata S. aureus E. coli
fécula@H2sdba 0,10% - 1,2
fécula@Hz2sdba 0,25% - 1,2
fécula@H2sdba 0,50% - 1,2

fécula@H20bba 0,10% - -
fécula@H20bba 0,25% - -
fécula@H20bba 0,50% - -

fécula@AgNOs 0,10% 1 1

fécula@AgNOs 0,25% 11 1,2
fécula@AgNOs 0,50% 1,3 1,2
fécula@znCl2 0,10% 1,5 1,4
fécula@znCl2 0,25% 1,3 1,7
fécula@znCl2 0,50% 2,6 1,2

fécula@Cu(CHsC0O0)20,10% - -
fécula@Cu(CH3C0OO0)20,25% - -
fécula@Cu(CHsC0OO0)20,50% - -

fécula@Cu(NOs)2-2,5H20 0,10% - -
fécula@Cu(NOs)2-2,5H20 0,25% - -
fécula@Cu(NOs)2-2,5H20 0,50% - -

fécula@(1) 0,10% 1,3 1,2
fécula@(1) 0,25% 1,3 11
fécula@(1) 0,50% 1,3 11
fécula@(2) 0,10% 0,9 -
fécula@(2) 0,25% 1 -
fécula@(2) 0,50% 1 -

fécula@(3) 0,10% - -
fécula@(3) 0,25% - -
fécula@(3) 0,50% - -

fécula@(4) 0,10% 1,2 1,1
fécula@(4) 0,25% 1,3 1,2
fécula@(4) 0,50% 1,4 1,2
fécula@(5a) 0,10% 15 -
fécula@(5a) 0,25% 1,6 -
fécula@(5a) 0,50% 1,6 -

fécula@(5b) 0,10% - -
fécula@(5b) 0,25% - -
fécula@(5b) 0,50% - -

fécula@(6) 0,10% 1,4 -
fécula@(6) 0,25% 1 -
fécula@(6) 0,50% 1,2 -
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Anexo lll - Espetros de FTIR-ATR para os bioCPs, para os filmes de agarose e amido de batata, e

para os filmes de agarose e amido de batata dopados com os bioCPs.
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Figura 50 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 1, para o filme de agarose branco e para o filme de
agarose dopado com o bioCP 1 (5%).
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Figura 51 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 2, para o filme de agarose branco e para o filme de
agarose dopado com o bioCP 2 (5%).
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Figura 52 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 3, para o filme de agarose branco e para o filme de

agarose dopado com o bioCP 3 (5%).
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Figura 53 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 4, para o filme de agarose branco e para o filme de

agarose dopado com o bioCP 4 (5%).
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Figura 54 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5a, para o filme de agarose branco e para o

filme de agarose dopado com o bioCP 5a (5%).
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Figura 55 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5b, para o filme de agarose branco e para o filme de

agarose dopado com o bioCP 5b (5%).
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Figura 56 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 6, para o filme de agarose branco e para o filme de

agarose dopado com o bioCP 6 (5%).
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Figura 57 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 1, para o filme de fécula branco e para o filme de fécula
dopado com o hioCP 1 (0,5%).
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Figura 58 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 2, para o filme de fécula branco e para o filme de fécula

dopado com o hioCP 2 (0,5%).
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Figura 59 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 3, para o filme de fécula branco e para o filme de fécula

dopado com o bioCP 3 (0,5%).
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Figura 60 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 4, para o filme de fécula branco e para o filme de fécula

dopado com o hioCP 4 (0,5%).
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Figura 61 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5a, para o filme de fécula branco e para o filme de

fécula dopado com o bioCP 5a (0,5%).
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Figura 62 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 5b, para o filme de fécula branco e para o filme de

fécula dopado com o bioCP 5b (0,5%).
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Figura 63 - Espetros de FTIR-ATR para o bioCP 6, para o filme de fécula branco e para o filme de fécula

dopado com o bioCP 6 (0,5%).
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