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Novel Approach to Enhance Drugs’ Efficacy.
The inappropriate use of antibiotics over
the years led to a decrease in their efficacy
as bacteria have developed mechanisms
of resistance. This fact is nowadays a
global health threat, making it urgent to
find alternatives capable of improving

the efficacy of antibiotics. Metal-organic
frameworks have proven to be effective

in the transport and controlled release of
drugs. In addition, the use of antibiotics as
ligands, generating antibiotic coordination
frameworks, has shown to be a valuable
approach to modify the physicochemical
properties and increase the antimicrobial
activity of active ingredients already on
the market. Herein, a review of this type
of compounds disclosed within our group
is presented, with the focus on new forms
with azelaic, nalidixic and pipemidic
acids and pyrazinamide. The sustainable
synthesis of these compounds was
possible using mechanochemistry.

O uso inadequado de antibicdticos ao longo dos
anos tem contribuido para a diminuic¢do da sua
eficacia, dado que as bactérias se adaptaram

e desenvolveram mecanismos de resisténcia.
Este facto transformou-se num grave
problema de satide global e tornou premente a
necessidade de encontrar alternativas capazes
de melhorar a eficdcia dos antibidticos. As
redes metalo-orgdanicas tém-se revelado
eficazes no transporte e libertagdo controlada
de farmacos. Complementarmente, a utiliza¢é@o
de antibidticos como ligandos na formagdo

de redes de coordenacdo de antibidticos tem
demonstrado ser uma forma eficiente de alterar
as propriedades fisico-quimicas e aumentar a
atividade antimicrobiana de principios ativos
ja comercializados. Neste artigo, é apresentada
uma breve revisdo do trabalho que tem sido
efetuado no grupo para o desenvolvimento

de redes de coordenacdo com os dcidos
azelaico, nalidixico e pipemidico, e com a
pirazinamida. A sintese sustentdvel destes
compostos foi possivel através da utilizagdo de
técnicas de mecanoquimica.

1. Introducio

As redes metalo-organicas (Metal-Organic Fra-
meworks, MOFs) tém sido investigadas no ambito de
diferentes abordagens, sendo uma delas a de encontrar
alternativas para a melhoria da eficdcia de diversos
principios ativos. Estas redes tém sido estudadas como
sistemas para o transporte e libertagdo controlada
de fdrmacos [1-4], terapia de cancro [5,6], assim
como para aplicagdes em imagiologia e detegdo para
diagndstico e terapéutica [7-9]. Os chamados Polimeros
de Coordenacao de Oslo (Coordination Polymers of Oslo,

CPO) e os Materiais do Instituto Lavoisier (Materials
from Institute Lavoisier, MILs) foram os primeiros
MOFs reportados como sistemas para aplicagdes em
transporte e libertacdo controlada de farmacos. O
CPO-27-Mg, por exemplo, foi caracterizado como sendo
um material passivel de proporcionar transporte e
libertacdo de aspirina e paracetamol [10,11]. Por sua vez,
os compostos MIL-100 e MIL-101, usando crémio como
centro metdlico, revelaram-se uma boa alternativa para
o transporte e libertacdo de ibuprofeno [12].
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Com o crescente interesse no uso de MOFs para
aplicagdes farmacéuticas, tornou-se necessario ga-
rantir a biocompatibilidade dos seus componentes,
surgindo assim o conceito de MOFs bioinspirados
(BioMOFs) [13]. O primeiro composto identificado foi
0 BioMOF-1, um caso particular de coordenagao de
zinco a adenina e dcido difenil-4,4 -dicarboxilico. Esta
estrutura porosa tridimensional apresenta-se como
um sistema com grande potencial para a libertagao
controlada de farmacos [14].

Os exemplos descritos até aqui assentam pri-
mordialmente na utilizagdo de ligandos considerados
toxicologicamente seguros para a formagao de MOFs
porosos com vista ao encapsulamento do principio
ativo. No entanto, é também possivel usar o principio
ativo diretamente como ligando organico na formagao
de redes. Esta segunda abordagem n3o exige a exis-
téncia de poros volumosos para o encapsulamento do
principio ativo e apresenta outras vantagens, nomea-
damente a eliminag3o de possiveis efeitos adversos
resultantes da degradagao da rede com libertagdo de
um ligando organico sem atividade farmacoldgica [13].

Ao longo dos ultimos anos, 0 nosso grupo tem de-
monstrado que os BioMOFs e as redes de coordenagao
de antibicticos (Antibiotic Coordination Frameworks,
ACFs), nos quais os farmacos (antibiéticos no caso
especifico das ACFs) atuam como ligandos, represen-
tam novas formas cristalinas que induzem alteracbes
significativas nas propriedades fisico-quimicas do
farmaco em estudo [15-18].

A problemdtica dos microrganismos multirresis-
tentes é um dos desafios societais reconhecidos a
escala mundial e os ACFs surgem da necessidade de
produzir formas alternativas que permitam melhorar
as propriedades e a eficdcia de alguns antibiéticos
atualmente disponiveis. Na concecdo destes novos
compostos, além da escolha do antibiético, a selecao
do metal é também fundamental e carece de uma
atencdo especial. A toxicidade e a possibilidade de
exploracao de efeitos sinérgicos e complementares
com metais que apresentam, por exemplo, proprie-
dades antimicrobianas intrinsecas sdo alguns dos
aspetos que tém de ser considerados na escolha do
metal e do respetivo sal.

Outro ponto de destaque nos trabalhos aqui
mencionados é a utilizagdo prevalente de técnicas
de sintese sustentaveis, nomeadamente a mecanoqui-
mica. A mecanoquimica refere-se a reagdes induzidas
pela aplicacdo de energia mecanica, utilizando, por
exemplo, um almofariz e um pildo ou moinhos de
bolas. Esta técnica reduz drasticamente a utilizacao
de solventes e apresenta ainda vantagens significativas
face as técnicas tradicionais de sintese, tais como a
reducdo do tempo e da temperatura de reacio, a
facilidade de operacao, o elevado rendimento das
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reacoes e a pureza dos compostos finais [19-21].
Embora a sintese de MOFs seja bastante complexa
e assente tradicionalmente em métodos de solucao
e sintese hidro/solvotérmica, a mecanoquimica ja
comprovou o seu elevado desempenho na sintese
deste tipo de compostos [22-24].

Assim, os trabalhos aqui apresentados tém por base
a formacao de complexos e redes metalo-organicas
de antibidticos com diferentes centros metalicos bio-
compativeis (Esquema 1), usando preferencialmente
técnicas de mecanoquimica.

0Os novos compostos tém demonstrado que esta
abordagem é eficaz na alteragdo das propriedades
fisico-quimicas de fdrmacos, como por exemplo,
a solubilidade, cuja otimizagdo é fundamental
para que o fdrmaco seja absorvido e apresente boa
biodisponibilidade. Igualmente importante € o facto
de se ter provado que estes sistemas conduzem
frequentemente a um aumento de atividade
antimicrobiana quando comparados com os anti-
biéticos administrados sem a presenga concomi-
tante de um metal [25-28].
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Esquema 1 - Representagao
esquematica dos compostos em estudo.

2. Coordenacio de dcido azelaico a metais
alcalinos e a metais alcalino-terrosos

0 4cido azelaico apresenta atividade antibacteriana
[29] e anti-inflamatdria [30], sendo usado para
diversas aplicacbes tdpicas, nomeadamente contra
a acne [31] e a rosdcea [32]. No entanto, a sua baixa
solubilidade traduz-se numa md absorgao através da
pele, impedindo, assim, a sua utilizagdo numa gama
mais alargada de formulacdes terapéuticas [33,34].
Cinco novos BioMOFs, obtidos por mecanoquimica,
foram reportados em 2020 [27] com catides metalicos



enddgenos: K(1), Na(l) e Mg(11) (Figura 1). Os resultados
apresentados demonstraram que os novos BioMOFs
sao mais solliveis em dgua do que o dcido azelaico
isolado. Sendo a solubilidade um dos fatores limitantes
no desenvolvimento de novas formulacées com 4cido
azelaico, este aumento indica que os novos compostos
podem ser uma boa alternativa para o desenvolvimento
de formulagdes com base aquosa.

Adicionalmente, demonstrou-se que o BioMOF
resultante da coordenacdo a potdssio (K-BioMOF)
apresenta um aumento significativo da atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Sta-
phylococcus epidermidis, duas bactérias Gram-posi-
tivas responsaveis por infecdes cutaneas (Figura 2).

[I Figura 1 - Representagdo esquemdtica da
sintese e estrutura cristalina dos BioMOFs de
4cido azelaico (adaptada da referéncia [27]).

[ Figura 2 - Estudo da atividade antimicrobiana de
K-BioMOF de 4cido azelaico (azul), dcido azelaico (laranja)
e KOH (a pH 6,5; cinzento) relativamente a Staphylococcus
epidermidis avaliada pela evolugao da drea do halo de
inibicdo ao longo de 14 dias. As barras de erro representam
o desvio padrao (adaptada da referéncia [27]).

Halo de inibigdo (mm?)

1800 |

1000

500

1 3 7 14
Tempo (dias)

ARTIGOS SPQ

0 aumento da solubilidade e a inibicdo prolon-
gada do crescimento das bactérias observados com
0 K-BioMOF sugerem que este composto é um forte
candidato para o desenvolvimento de novas formu-
lagdes farmacéuticas [27]. No entanto, é de ressalvar
que, embora o potdssio seja um mineral essencial
para o bom funcionamento do corpo humano, niveis
elevados de potdssio conduzem a hipercalemia que
origina redugao dos batimentos cardiacos, palpitagoes,
fraqueza muscular, dorméncia e vémitos. Assim, serd
necessario monitorizar a influéncia deste K-BioMOF
nos niveis de potdssio no sangue, tendo em conta a
dose recomendada do mesmo.

3. Coordenacio de quinolonas a metais
biocompativeis
As quinolonas sdo antibidticos sintéticos [35] usados
no controlo e erradicacdo de vdrias infecdes [36], que
tém sido também relatados como tendo propriedades
antitumorais, anticancerigenas e antivirais [37,38].
Apesar de exibirem uma absor¢ao e biodisponibilidade
adequadas [39], este grupo de antibiticos apresenta
uma baixa solubilidade e, ao longo do tempo, alguns
tornaram-se menos ativos devido ao desenvolvimento
de resisténcia microbiana. Tendo em conta estas con-
sideracoes, otimizar as propriedades fisico-quimicas
deste tipo de compostos é de grande interesse para
a investigagao na drea das ciéncias farmacéuticas.
Os 4cidos nalidixico e pipemidico sdo antibiéticos
de primeira geragao da classe das quinolonas. O
acido nalidixico é usado principalmente para tratar
infecées urindrias causadas por Escherichia coli e
outras bactérias Gram-negativas, sendo menos
efetivo em bactérias Gram-positivas [40]. Um dos
aspetos que levou a redugdo do uso deste antibidtico
na industria farmacéutica foi a sua baixa solubi-
lidade [25,36]. O 4cido pipemidico é igualmente
pouco soluvel e é aplicado em infegdes do foro
gastrointestinal, biliar, urindrio e prostdtico, sendo
eficaz contra bactérias Gram-negativas e algumas
Gram-positivas [41,42]. A sintese de compostos
de coordenacdo usando estes antibidticos como
ligandos e metais biocompativeis tem revelado
ser possivel o desenvolvimento de novas formas
com propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e
farmacéuticas melhoradas, em comparagdo com o
correspondente farmaco na sua forma livre [43-45].

3.1. Acido nalidixico

A coordenagao de dcido nalidixico, através dos gru-
pos funcionais carboxilato e carbonilo, a ides Zn(ll),
Mn(I1) e Mg(1l) (Figura 3a) conduziu a produgdo de
Novos compostos, cujas estruturas sio caraterizadas
pela formacado de cadeias 1D bastante semelhantes
entre si (Figura 3b) [25,46].
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a) b)

Estes novos ACFs foram sintetizados por moagem
assistida por solvente, o que permitiu usar apenas
quantidades cataliticas de solventes [25,46]. Estes
compostos sdo estaveis a temperatura e humidade
ambientes por periodos superiores a seis meses e ve-
rificou-se que a sua solubilidade em dgua é superior a
solubilidade do dcido nalidixico.

Os ensaios efetuados com a linha celular Caco-2 para
determinar a citotoxicidade do Mg-MOF apresentaram
valores de aproximadamente 100% de viabilidade celular
(Figura 4a). Por sua vez, os resultados dos ensaios micro-
bioldgicos realizados com Mn-MOF e Mg-MOF, permitiram
comprovar que estes compostos podem representar
uma forma alternativa vidvel de administracdo de dcido
nalidixico com valores de concentracdo minima para
a erradicagdo de algumas bactérias, nomeadamente
Escherichia coli, inferiores aos apresentados pelo dcido
nalidixico (Figura 4b). De facto, verificou-se que a uti-
lizagdo dos Mg- e Mn-MOFs em vez de 3cido nalidixico
livre permitiu a diminuigdo da concentraco inibitdria
minima (CIM) de 125 para 31,3 pg/ml para as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis, assim como para a levedura Saccharomyces
cerevisiae. A presenca de Mn-MOF no meio de cultura da
levedura Candida albicans permitiu reduzir para metade
o valor da sua CIM (de 62,5 para 31,3 pg/mL). Por outro
lado, relativamente ao impacto na bactéria Gram-negativa
Escherichia coli, tanto Mn- como Mg-MOF apresentaram
valores de CIM comparaveis com o controlo positivo
(0,98 pg/mL), que sdo inferiores ao valor de CIM de
3,91 pg/mL obtido com o dcido nalidixico livre.

Dada a relevancia destes resultados, o design de novas
redes com dcido nalidixico foi alargado a outros metais,
nomeadamente ao Cu(ll). Assim, foram também repor-
tados complexos de Cu(ll) com 4cido nalidixico, usando,
em alguns casos, a 1,10-fenantrolina como segundo
ligando [18]. O empacotamento supramolecular destes
compostos baseia-se na formacao de redes por pontes
de hidrogénio. Devido a uma maior toxicidade do Cu(ll)
face aos metais anteriores, serd necessaria uma especial
atencao aos valores de toxicidade deste tipo de redes.
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[I Figura 3 - (a) Representagdo esquemdtica dos
modos de coordenagao do acido nalidixico aos centros
metalicos (M = Zn(ll), Mn(11) e Mg(I1)); (b) representagao
da rede 1D (adaptada da referéncia [46]).
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[ Figura 4 - (a) Viabilidade celular de Caco-2 na
presenca de Mg-BioMOFs. Barras de erro representam
o desvio padrio; (b) Determinac3o dos valores de
concentragdo inibitéria minima (CIM) para os novos
BioMOFs de acido nalidixico (NALD) relativamente

a Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
(bactérias Gram-positivas), Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli (bactérias Gram-negativas) e

das leveduras Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae (adaptada da referéncia [25]).



[ Figura 5 - Estrutura cristalina representativa dos complexos

sintetizados com 4cido pipemidico e Ca(ll), Mn(1l) e Zn(1l), destacando
(a) a geometria octaédrica distorcida do centro metdlico e (b) a rede
formada por pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua da esfera
de coordenacio e o acido pipemidico (adaptado da referéncia [26]).

3.2. Acido pipemidico

Embora j3 fossem conhecidos alguns exemplos de com-
plexos e redes metalo-organicas com dcido pipemidico
[44], 0 nosso grupo divulgou recentemente trés novas
redes de complexos de 4cido pipemidico com Ca(ll), Zn(Il)
e Mn(1l). Tal como nos exemplos supramencionados com
o acido nalidixico, a coordenacao do 4cido pipemidico
aos centros metdlicos é estabelecida através dos grupos
carboxilato e carbonilo. Do ponto de vista supramolecular,
observa-se a formagao de redes por pontes de hidrogénio
que envolvem as moléculas de dgua presentes nas
esferas de coordenagdo dos metais e do grupo carboxilato
proveniente do 4cido pipemidico [26] (Figura 5).

A eficacia antimicrobiana destes novos compostos
foi comprovada face a Escherichia colie Staphylococcus
aureus (bactérias Gram-negativa e positiva, respeti-
vamente). Os valores de CIM revelaram claramente
que todos os novos compostos sao cerca de duas
vezes mais ativos do que o antibidtico livre (4cido
pipemidico) relativamente a Escherichia coli (Figura 6a).
Estes resultados indicam que a atividade ndo resulta
apenas do simples efeito aditivo entre o principio ativo

ARTIGOS SPQ

e o metal, mas também do tipo de estrutura cristalina
formada, dado que o valor de CIM para Escherichia coli
se mantém, independentemente do metal coordenado
a0 acido pipemidico. Além disso, os trés compostos
demonstraram um efeito bacteriostdtico em ambas as
bactérias. De modo a avaliar a toxicidade geral destes
novos compostos, realizou-se um ensaio simples e
rapido visando determinar a letalidade de larvas de
Artemia salina [47]. Este organismo invertebrado
multicelular tem sido largamente usado como um
modelo importante para testes de (eco)toxicidade
[48]. Os resultados obtidos evidenciaram que os
niveis de toxicidade das redes sdo semelhantes aos
do 4cido pipemidico livre (Figura 6b). Desta forma,
o0s novos complexos sdo apresentados como formas
alternativas e promissoras de acido pipemidico que
poderao ser explorados para aplicacbes farmacéuticas.

[ Figura 6 - a) Valores de Gram-negativa); (b) Viabilidade de
concentragao inibitéria minima Artemia salina apés 24 h na presenca
(CIM) de cada reagente e respetivos de 8 pg/mL de écido pipemidico e dos
complexos de dcido pipemidico para seus trés complexos. DMSO (0,08%

Staphylococcus aureus (bactéria Gram- v/v) usado como solvente (adaptada

positiva) e Escherichia coli (bactéria da referéncia [26]).
a) b}
% Viabilidade de Artemia salina
. S. aureus E. coli
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CMPRL D S

Acido pipemidico 7.81 15,62
Complexo de Mn 3,90 7.81
Complexo de Zn 7.81 7.81
Complexo de Ca 15,62 7.81
Controlo negativo (OMSO) 62,50 62,50 Solvente (DMSO)
Controlo positivo 0,488 (VAN) 0,488 (NOR)
Legenda: VAN - vancomicina; NOR - norfloxacina. Solugio salina

QUIMICA | Vol. 46 | N°164 | 2022 | 43



ARTIGOS SPQ

4. Coordenacio de pirazinamida a metais
biocompativeis

A pirazinamida é um agente antimicobacteriano usado
no tratamento da tuberculose e oferece uma terapia
muito efetiva quando administrado em combinacao
com outros farmacos, tais como a isoniazida, a rifam-
picina e o etambutol [49,50]. E de salientar que o uso
da pirazinamida para o tratamento da tuberculose,
doenca causada por Mycobacterium tuberculosis, é
recomendado pela Organizagdo Mundial de Satde e
consta da sua lista de medicamentos essenciais [51].

[I Figura 7 - Redes de coordenagdo de
pirazinamida sintetizadas por mecanoquimica
(adaptada da referéncia [28]).

Uma pesquisa na base de dados cristalograficos
Cambridge Structural Database (CSD) [52] permitiu
verificar que existiam jd alguns compostos de coor-
denagdo nos quais a pirazinamida era usada como
ligando. Embora a atividade antimicrobiana s¢ tivesse
sido estudada para alguns desses compostos, havia
ja evidéncia que este tipo de redes permitiam uma
maior eficdcia contra Mycobacterium tuberculosis
do que a pirazinamida por si s6 [53]. Recorrendo
a mecanoquimica, foram sintetizados cinco novos
ACFs de pirazinamida com ides metdlicos de Zn(ll),
Mn(ll) e Ag(1) (Figura 7) [28]. Ainda que o composto
de zinco ja tivesse sido reportado por sintese em
solucdo [54], foi reportada pela primeira vez a sua
reproducdo por mecanoquimica.
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[I Figura 8 - Valores de concentragéo
inibitéria minima (CIM) de pirazinamida (Pir)
e dos novos ACFs de pirazinamida contendo
manganés (Mn-Pir) e prata (Ag-Pir) para
Escherichia coli (bactéria Gram-negativa),
Staphylococcus aureus e Mycobacterium
smegmatis (bactérias Gram-positivas)
(adaptada da referéncia [28]).



A atividade antibacteriana destes compostos de
pirazinamida foi testada em Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus e Mycobacterium smegmatis, sendo
este Ultimo um organismo modelo n3o-patogénico
de Mycobacterium tuberculosis [55]. Os resultados
revelaram que os novos compostos, principalmente
as redes de prata, sdo mais ativos que a pirazinamida,
especialmente contra Escherichia colie Mycobacterium
smegmatis (Figura 8) e comprovam assim o potencial
dos ACFs como alternativas validas para aumentar as
propriedades antimicobacterianas da pirazinamida.

5. Consideracdes finais

As redes de coordenacdo de antibidticos (4cidos
azelaico, nalidixico e pipemidico, assim como pi-
razinamida) aqui apresentadas sdo estdveis em
condicées de humidade e temperatura ambientes.
Além deste fator importante, varios dos exemplos
descritos comprovaram a capacidade deste tipo de
compostos para introduzirem alteragoes significa-
tivas em propriedades fisico-quimicas relevantes,
nomeadamente na solubilidade. Tendo em vista a
aplicabilidade dos novos ACFs, foram ainda efetuados
ensaios de citotoxicidade para alguns dos exemplos,
verificando-se que os centros metdlicos em estudo
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ndo aumentam a citotoxicidade dos produtos finais.
Adicionalmente, a grande maioria dos ACFs mencio-
nados sdo mais eficazes contra diferentes bactérias,
tanto Gram-positivas como Gram-negativas, do que
0s respetivos antibidticos livres.

Considerando o rdpido desenvolvimento de meca-
nismos de resisténcia bacteriana, os resultados obti-
dos sao deveras significativos. Os ACFs apresentam-se
como uma forma inovadora de abordar a questao
da renovagao de bibliotecas de compostos eficazes
para combater doencas infeciosas, oferecendo uma
alternativa vidvel para futuras aplicagdes praticas.
No entanto, sdo ainda necessarios estudos que
permitam ndo sé uma melhor compreensao dos
modos de acdo dos ACFs, mas também a avaliacao
do seu desempenho face a estirpes multirresistentes.
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