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RESUMO

INTERCALACAO DO IBUPROFENO EM HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES:
CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS E AVALIACOES BIOLOGICAS

Ibuprofeno intercalado em hidroxidos duplos lamelares (IBU-HDL) foi
sintetizado com sucesso via método da co-precipitacdo com uma razdo nominal de
[AF*)/[Mg**] 0,5 e uma relacdo molar variavel de IBU/(AI**] + [Mg®']) de 0, 0,15,
0,18, 0,24, 0,36 e 0,72. Apés uma determinacdo precisa da composi¢cdo, natureza
das espécies intercaladas e do efetivo rendimento de intercalacdo dos NOj3 pelos
IBU, verificou-se que a rota de sintese utilizada permite um bom controle da
guantidade de IBU intercalado dentro da estrutura do HDL. Isto resulta em diferentes
amostras com a completa ou parcial intercalacdo do IBU no espaco interlamelar na
troca dos anions nitrato. A analise das reflexdes basais de difracdo de raios X
revelam que a intercalacdo do IBU na estrutura apenas aumenta as distancias
basais sem alteracdo das lamelas do tipo brucita. Além disso, um estudo
computacional utilizado para modelar as posi¢coes e formas das reflexdes basais
mostrou que a estrutura dos compostos ndo totalmente intercalado segue um
esquema de interstratificacdo aleatoria. Finalmente, foram selecionadas trés
amostras que variam desde galerias ligeiramente a totlamente intercaladas com IBU
para ensaios in vivo preliminares. Estes testes mostraram uma forte tendéncia que
apos 24 horas, o baixo rendimento de compostos intercalados com IBU é guase tdo

eficiente como a amostra completamente intercalada.

Palavras Chave: Hidroxido Duplo Lamelar. Hidrotalcita de Mg-Al. Ibuprofeno.

Processo de Intercalagcéo. Caracterizacao Estrutural. Co-precipitacéo.



ABSTRACT

INTERCALATION OF IBUPROFEN IN LAYERED DOUBLE HYDROXIDES:
PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL EVALUATION

Ibuprofen-intercalated layered double hydroxides (LDH-IBU) have been
successfully synthesized via a co-precipitation method with a nominal [AI**]/[Mg**]
ratio of 0.5 and a variable molar IBU/([AI**]+[Mg?*]) ratio of 0, 0.15, 0.18, 0.24, 0.36
and 0.72. After an accurate determination of the composition, the nature of the
intercalated species and the effective intercalation yield from NOj3™ to IBU, it is shown
that the synthesis route used allows a good control of the quantity of intercalated IBU
within the LDH framework. This results in different samples with full or partial IBU
intercalation in the interlayer space in exchange of nitrate anions. The analysis of the
X-ray diffraction basal reflections reveals that the intercalation of IBU in the
framework only increases the basal distances with no alteration of the brucite-type
layers. Also, a computational study used to model the positions and shapes of the
basal reflections showed that the structure of the non-fully intercalated compounds
follows a random interstratification scheme. Finally three samples ranging from
slightly to fully IBU-intercalated galleries were selected for preliminary in vivo assays.
These tests showed a strong tendency that after 24 hours the low yield of IBU-

intercalated compounds are almost as efficient as the fully intercalated sample.

Keywords: Layered Double Hydroxide, Mg-Al hydrotalcite, Ibuprofen, Intercalation

process, Structure characterisation, Co-precipitiation.
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CAPITULO 1. Reviséo da literatura sobre hidroxidos duplos lamelares

1.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais hibridos € um campo de pesquisa que vem
crescendo nos ultimos anos, pois combina o conhecimento tradicional com novas
abordagens e modernas tecnologias, com objetivo de atender a crescente demanda
por novos materiais multifuncionais que possam ter aplicacées em diversas areas do
conhecimento, tais como na agricultura, meio ambiente, fisica, quimica, biologia,
bioguimica, medicina entre outras (Cunha et al., 2010; Mingos, 2006). Varios
trabalhos tratam da utilizacdo de nanoparticulas como capsulas de armazenamento
ou carregadores de espécies de interesse bioldgico e terapéutico (Ambrogi et al.,
2001; Barahuie et al.,, 2014; Gunawan; Xu, 2008; Roman et al., 2012; Xu et al.,
2006), usando diversos sistemas para liberacéo controlada de farmaco (Cunha et al.,
2010).

Entre os exemplos recentes estao a silica mesoporosa (Slowing et al., 2009)
zedlitas (Khodaverdi et al., 2014) e os hidroxidos duplos lamelares (HDL) também
conhecidos como compostos do tipo hidrotalcita (Cunha et al.,, 2010). Os HDL
apresentam boa biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, alta
capacidade de insercdo de espécies ionicas, possibilidade de funcionalizacdo da
superficie, aumento da estabilidade das espécies inseridas (Faraji; Wipf, 2009),
promovendo a liberacdo sustentada e possibilidade de controle do alvo celular
através da morfologia e tamanho das particulas inorganicas (Barahuie et al., 2014;
Cunha et al., 2010). Além disso, os HDL apresentam propriedades alcalina e lenta
degradagdo em meio &cido (Cunha et al., 2010).

Véarios compostos com atividade farmacéutica e que apresentam carga
negativa na sua estrutura tém sido intercalado dentro das lamelas dos HDL
(Barahuie et al., 2014; Costantino et al., 2009), com objetivo de prolongar a sua
acdo. Dentre essas substancias, destacam-se os farmacos anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs), 0os quais sdo compostos organicos aromaticos com grupos
carboxilico facilmente ionizavel e que possibilita a sua intercalacdo na forma
anibnica dentro das lamelas dos HDL (Huang; Zhang; Pan., 2011). Nesta tese é

discutido a intercalacdo de trés moléculas acidas, o ibuprofeno, acido ferdlico e o
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acido kojico em HDL, porém antes sera apresentado uma revisao da literatura sobre
os HDL, as principais propriedades para obtencédo desse tipo de material e também

sobre essas substancias usadas na intercalacao.

1.2. BREVE HISTORICO SOBRE OS HDL

Os HDL sao uma familia de materiais em camadas, que existem naturalmente
como minerais e também podem ser sintetizados em laboratério (Mingos, 2006;
Reichle; Kang; Everhardt, 1986). A historia dos HDL remonta a meados do século
XIX quando a  hidrotalcita foi descoberta na Suécia. Sua formula,
MgeAl>(CO3)(OH)16.4H,0, foi apresentado pela primeira vez por Manasse, em 1951
(Apud, Wang, 2012) e, ap6s a Segunda Guerra Mundial, um nimero consideravel de
pesquisadores estudaram aspectos estruturais e de sintese desses compostos.

A estrutura dos HDL pode ser considerada como a da brucita carregada
positivamente de mistura de hidréxidos de metal com anions balanceados por
cargas e moléculas de agua no espaco interlamelar (Pesic et al., 1992). O método
descrito por Feitknecht para sintese de HDL foi adaptado por Reichle e
colaboradores para estudar a decomposicdo térmica dos HDL (Reichle; Kang;
Everhardt, 1986). Posteriormente, outros métodos de preparacao foram descobertos
e, os HDL passaram a ser preparados com uma ampla variedade de composicao,
possibilitando extensas aplicagfes (Barahuie et al., 2014; Mingos, 2006). A primeira
patente em HDL foi publicada em 1970 pelo pesquisador Miyata, Apud Cunha et al.
(2010). Desde entdo, outras patentes tém sido depositada sobre a sintese e
caracterizacao dos HDL (Bolognese et al., 2007; O'hare; Ashley, 2002, 2004; Park et
al., 2006). Patentes relatando o uso dos HDL para liberagcdo sustentada, por
exemplo, do bisfosfonatos para o tratamento de osteoporose (Stockel, 2006), dos
HDL contendo ions Fe™" nas lamelas para tratamento de deficiéncia de ferro no
organismo (Slaghek et al., 2007) e recentemente HDL para aplicagdo em cosmeético
(Takehiko, 2012).

De acordo com Wang, a determinacdo da estrutura dos HDL envolve trés
aspectos importantes: o arranjo dos cations dentro das lamelas como a da brucita, a
distribuicdo dos anions nas galerias interlamelar e a sequéncia de empilhamento das
lamelas (Wang, 2012).
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1.2.1. Arranjo dos cétions dentro das lamelas

A estrutura da brucita se baseia em lamelas individuais de Mg?*, octaédrica
centrado com os grupos hidroxilas (OHY) localizados nos vértices (Figura 1).
Geralmente € aceito que a disposicdo interlamelar nos HDL depende fortemente da
area disponivel para cada anion, desde que a distancia entre os ions metalicos
adjacentes nas lamelas seja igual ao parametro da célula unitaria, a. A distancia
entre os céations metalicos, d(M-M), pode ser considerado igual a distancia entre os
sitios de oxigénio que se encontram no mesmo plano basal, d(O-0O), isto €, que
forma a parte superior ou inferior da camada octaédrica e também é igual ao
parametro da célula unitaria (Richardson, 2013). A area ocupada por uma unidade
M(OH), (mostrado pelo losango em destaque na Figura 1b) é a3 sen60° (Costantino
et al., 1999). Para um HDL com lamelas do tipo [M"_,M",(OH),]**, a &rea por

unidade de carga € portanto, (1/x) a3 sen60°.

(a) (b) (c)

H— K/.
e S _b_P*
e, K
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Mg—>/‘\
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PPN ‘;/\:(/}/b\.
R AN

o
¢

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura da brucita. (a) visédo lateral da
lamela. (b) visdo de cima da lamela. (c) borda octaédrica com cation de metal
bivalente (Mg) no centro (esfera verde) e &tomos de oxigénio (O) dos ions hidroxilas
nos veértices da lamela octaédrica na parte superior (esferas tracejadas) e na parte
inferior (esferas vermelha). Adaptado de Arizaga et al., 2007; Richardson (2013).

Com objetivo de facilitar a compreensao dos textos que vao ser apresentados
daqui em diante, algumas terminologias tipicamente empregadas no estudo de HDL
e que serdo bastante utilizadas nesta tese sdo definidas nas Figuras 2 e 3.

A estrutura da brucita pode sofrer alteragbes de composicdo com ligeiras

modificagdes parciais isomorficas dos cétions bivalentes M?* (Figura 1) por cétions
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trivalente (M**) (Lima et al., 2013), resultando em um excesso de carga nas lamelas
gue devem ser neutralizadas por anions interlamelares. O resultado € uma série de
compostos chamados hidroxidos duplo lamelares (HDL), ilustrado na Figura 2 e
representado pela férmula geral como a da Equacgédo 1 (Desigaux et al., 2006;
Gursky et al., 2006). Para que o sistema adquira a eletroneutralidade € necessério a
presenca de anions entre as lamelas que, juntamente com as moléculas de agua
promover o empilhamento das camadas do hidréxido duplo com um dominio
interlamelar pouco ordenado. Nesse caso, as lamelas sdo mantidas juntas por
ligacbes de hidrogénio e por atracao eletrostatica entre as lamelas positivamente

carregadas e os anions interlamelares (Cunha et al., 2010).

H —» M2+ M3 (b)

A AIA ’\?/‘\?/o
*YYY \#, i AT A Te
Hidratados g~ ‘\ ]):*\\?/ /A\(«

b o \’/J\.

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura de um HDL genérico. (a) visdo
lateral e (b) lamela vista de cima. Adaptado de Arizaga et al. (2007).

[M&+  MZS5(OH),](A" )%/, .mH,0 (Eq.1)

Na equacéo 1, M?* e M3* representam respectivamente os cations bivalente
e trivalente, A"~ repesenta a compensacao dos anions interlamelar para as cargas
positivas das lamelas dos hidroxidos, x refere-se a fragcdo molar dos metais M3*/
(M3* 4+ M2%) normalmente em um intervalo entre 2 e 4 (Gu et al., 2014), e m =1 —
3x/2 representa a quantidade de moléculas de agua de hidratacao (Cavani; Trifiro;
Vacarri, 1991; Evans; Duan, 2006).
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A Figura 3 ilustra uma representacdo esquematica para uma estrutura de HDL
de Mg/Al, se A™ for o fon carbonato COz* e M*/M** for os cétions metalicos Mg e Al
na razdo molar (Mg/Al = 3:1), o HDL sera a hidrotalcita (Cunha et al., 2010). Alguns
cations envolvidos nas estruturas de HDL reportados e suas diferencas de raios

idnicos séo listados na Tabela 1 e os &nions A™ sdo listados na Tabela 2.

Lamela (/):
[M2+1-XM3+X'(OH)2]X+
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[A™/m-nH 01"
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Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura dos HDL, onde neste modelo
sao representados os anions nitrato (NO3) e moléculas de agua (H,O) (escolha do
autor), porém existem HDL com outros anions. Adaptado de Cunha et al. (2010).



Tabela 1. Raios ibnicos de alguns cations metalicos.

Raios de M*/M** (A) Raios de M** (A)

Mg 0,860 Mn*" 0,970 |AF* 0675 Crf 0,755
Fe? 0,920 Pb* 1,000 | Co* 0,750 V¥ 0,780
Co®* 0,885 Ti*" 1,000 | Fe** 0,785 In>* 0,940
Ni%* 0,830 Cd** 1,140 | Mn* 0,785  Y* 1,040
cu®* 0,870 Cca* 1,000 ' Ga** 0,760 La** 1,170
Zn?* 0,880 Li 0,900 ' Rh* 0805 cCrrY 0,755

Fonte: Adaptado de Wang (2012).

1.2.2. Distribuicdo dos anions nas galerias interlamelares
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As galerias interlamelares dos HDLHDL podem conter ambas as moléculas

de &gua e anions (inorganicos e organicos) (Wang, 2012) de tamanhos diferentes

capazes de preencher a regido interlamelar dos HDL. Alguns exemplos sé&o
ilustrados na Tabela 2 (Sipiczki; 2013; Vieira, 2009).

Tabela 2. Possiveis anions de intercalacdo na estrutura lamelar dos HDL e seus
respectivos exemplos.

Espécies

Exemplos

Anions organicos

Haletos

Biomoléculas

Complexos anidnicos de metal de

transicao

Polimeros aniénico

Oxianions

Oxianions ndo metéalicos

Iso e heteropolioxo-metalatos

Complexos lamelares

Fosfonatos

Carboxilatos

CH3COO’, CgH5COQO", Cy2H5COO0",
C,0,4%, CsHsSO3 etc.

F,ClI, Br, I

Peptideos, ATP, DNA

Fe(CN)s” etc.

PSS, PVS, poli(acrilato),
poli(acrilonitrila), etc.

CO5%, SO, CrO4%, CrO;%, NO3’
BO3>, COs%, NO3, Si,Os”, HPO,,
S04%, ClOy, AsO,%, Se04%, BrO, etc
[Fe(CN)e]*, [Ni(Cla)e]”, [IrCle]”
Benzeno-difosfonato, fenil-fosfonato
Tereftalato; benzoate; anions de acidos
graxos

Fonte: Adaptado de Sipiczki (2013); Vieira (2009).
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Na Tabela 2 nota-se que ha uma grande variedade de anions que podem ser
intercalados a fim de compensar a carga positiva da camada lamelar (Crepaldi;
Valim, 1998). Porém, a viabilidade da intercalacdo desses anions nos espacamentos
interlamelares esta diretamente relacionada com a densidade de carga (d.)
(Equacéo 2) das lamelas dos hidroxidos, a qual é controlada pela razdo dos cations
M**/M** (Figura 4), enquanto a sua disposicdo depende do empacotamento
interlamelar relacionada a densidade de carga (d.) da camada, bem como o
tamanho do anion e a presenca das moléculas de agua. Parametros adicionais tais
como a rota e temperatura de sintese também podem influenciar na disposicao
interlamelar, especialmente no caso de molécula orgéanica intercalada (Feng, 2006).

Na equacéo 2, d. é a densidade de carga, e € a carga de um elétron, x é a
fracdo molar dos cations trivalentes M**/(M?* + M**) na lamela como a da brucita, e a

€ o0 parametro de célula unitaria hexagonal (veja na Figura 1).

de = a?sen 60° (Eq.2)

x = M3* [ (M?* + M3*)

1 T 17 T T T 1T T 1T T 1T T 1T T 1T T T T ] >
00 0,1 0,2 | 0,3 | 0,4 05 06 07 08 09 1,0

| ]
T T 1 T T I T T 1 -
0o 9 6 4 3 2 1 0

Limite mais confiavel - Limite menos confiavel

Figura 4. Comparacdo da relacdo entre metal trivalente (M*") versus razdo de
metais bivalente (M**) e os limites para as composicdes dos HDL correspondentes.
Adaptado de Roy, 1998, apud Feng (2006).

A partir da Figura 4 observa-se que a razdo de carga dos cations nas lamelas
dos HDL com a razdo molar dos cations, x = M*/(M** + M*) da férmula

[M(Z;-_X)Més(OH)Z](An_)X/n.mH20 (Equacao 1), ndo deve exceder o intervalo entre 2
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e 4 para permitir o isolamento de HDL de fases puras (Wang, 2012), pois 0s
produtos serdo formados mais facilmente quanto maior for a capacidade de
estabilizacdo do anion (Crepaldi; Valim, 2002). Os diferentes &nions inorganicos que
podem ser intercalados nas lamelas dos HDL influenciam diretamente nos valores a
partir do primeiro espacamento basal (dyy3) (Cavani; Trifird; Vacarri, 1991), tais

como os exemplos apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores do primeiro espacamento basal para os HDL contendo diferentes
anions interlamelares.

Anions Interlamelares Espacamentos Basais (A)

OH 7,55
COz% 7,65
F 7,66
cr 7.86
Br 7.95
I 8,16
NO3 8,79
S0,% 8,58
Clo, 9,20

Fonte: Adaptado de Vieira (2009).

Os fons carbonato (COs%) e nitrato (NO3) estdo entre os mais encontrados
nos HDL naturais (Wang, 2012) ou sintéticos. As posi¢des e orientacdes dos ions
entre as camadas devem ser ordenados (Drits et al., 1987), porém, podem ser
influenciados pela distribuicdo de cations e arranjo de empilhamento das camadas
dos hidroxidos (Xu; Zeng, 2001a), devido aos efeitos desses parametros sobre os
efeitos eletrostéticos e de ligacdo de hidrogénio (Wang, 2012). A compensacao de
carga para 0s anions no espaco interlamelar € alcancado através dos efeitos de
ressonancia, onde cada anion tem que satisfazer o excesso de carga positiva nas

faces das camadas octaédrica que preenche-o. Anions de planos triangulares como
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COs% e NO3 (Xu; Zeng, 2001a) intercalados em HDL podem adotar uma posicdo em

gue os atomos de carbono ou nitrogénio estdo nos eixos triplos de uma pequena

célula R3m e seus planos sdo paralelos ao plano do cristal (Wang, 2012). Porém,
dependendo da razdo molar dos cations (veja a Figura 4), os anions podem se
rearranjar de formas diferentes nas lamelas dos HDL, como ilustrado na Figura 5,
onde o HDL de Mg e Al com razdo molar igual a 3 apresenta disposicao espacial dos
anions nitratos diferente em relacdo ao HDL de Mg/Al = 2, observado nos planos

basais (003) e (006), em relacéo a intensidade e alargamento dos picos.

Intensidade (unid. arb.)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
20 (Graus)

Figura 5. Modelos para o rearranjo dos ions nitrato em HDL-NO3; nas razdes de
céations metéalicos Mg/Al = 2 e Mg/Al = 3. Adaptado de Xu et al. (2001a).
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1.2.3. Sequéncia do empilhamento das lamelas

Dependendo da ordenacdo do empilhamento da célula unitaria, as camadas
como da brucita em HDL podem adotar trés tipos bésicos de organizacao, as quais
podem ser: um sistema romboédrico, com o parametro c da célula sendo igual a trés
vezes 0 espacamento basal d, pertencendo ao grupo 3R, um sistema hexagonal com
c igual a duas vezes o espacamento basal d, pertencendo ao grupo espacial 2H e o
grupo espacial 1H pertencendo ao sistema hexagonal tendo distancia interlamelar
igual a ¢ (Crepaldi; Valim, 19988; Vieira, 2009). O politipo 3R é o mais encontrado
nos HDL naturais e sintéticos, o politipo 2H esta associado a formagdo em
condicbes de elevadas temperatura e pressdo e o politipo 1H é raro e esta
associado a HDL muito hidratado. O esquema apresentado na Figura 6 ilustra bem a

diferenca entre os trés politipos descritos (Crepaldi; Valim, 1998).

W55 7

c/2=d ) ]c=d

Lamela Lamela

[T

Anion ®OH

@ cCation (MZ*/M3%)

HDL Politipo 3R o:u HDL Politipo 2H o:u HDL Politipo 1H

Figura 6. Esquema representando 0s possiveis politipos dos HDL. Adaptado de
Crepaldi e Valim (1998).

A diferenca essencial entre a sequéncia romboédrica 3R e a sequéncia
hexagonal 2H é que a ordem do empilhamento resulta em orienta¢gdes diferentes das
camadas de hidroxido e, por conseguinte, diferentes topologias (Wang, 2012). Por
exemplo, se os simbolos mailsculos A, B e C representam as posi¢cdes de ions
hidroxil, e os simbolos m e a representam uma das posi¢cdes para os ions metalicos
e cdtions interlamelares, a sequéncia de empilhamento rbmbohedral pode ser

expresso como AmMB a BmC a CmA a AmB ..., enquanto que a sequéncia de
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empilhamento hexagonal € AmB a BmA a AmB ..., como ilustrado na Figura 7
(Wang, 2012).

Hexagonal Romboédrica

et A Y ©
. AR ; | .
B A

VA VA VA VaWR A A B .

A Y

AAAAAAA B

B B

VTN, | A AT AR

(a) (b)

Figure 7. Estrutura esquematica dos HDL de Mg/Al. (a) uma sequéncia hexagonal.
(b) uma sequéncia romboédrica, exemplo de hidrotalcita, onde em vermelho sdo AI**
octaédrico centrado, azul s&o Mg®* centrado. Adaptado de Wang (2012).

1.3. SINTESES DE NANOPARTICULAS — UMA VISAO GERAL

Nas ultimas duas décadas os estudos e desenvolvimento de nanomaterias
tém apresentado um progresso impressionante, especialmente na obtencdo de
materiais como nanofibras, as nanoparticulas encontradas em filtro solar a
medicamentos para tratamento do céncer. Existe ainda um interesse crescente na
sintese de diferentes nanomateriais, com desenho e controle das suas
caracteristicas. Em geral, os meios para a sintese de nanoparticulas sdo tao
numerosos quanto diferentes. Isso inclui técnicas do estado sdlido, sinteses de fase
em solucéo, incluindo coprecipitacdo, sonoquimica, pirdlise, sintese solvotérmico

entre outras (Tyrsted, 2013). Contudo, os Varios processos que tém sido propostos
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para obtencado de nanomateriais segue duas abordagens principais, a de cima para

baixo e a de baixo para cima (Reverchon; Adami, 2006), como ilustrado na Figura 8.

De cima
para baixo

S
~ B q <<=°%%%
@ @ De baixo P

para cima
Figura 8. Abordagem de cima para baixo e de baixo para cima para a preparacéo de
nanomateriais inorganicos. Adaptado de Reverchon e Adami (2006).

A abordagem de cima para baixo € caracterizada pela producdo de
nanoprodutos que partem de materiais de tamanho normal, onde faz-se a reducéo
desse material de partida em dimensdes reduzidas, por exemplo, através da rota do
estado solido via moagem do material, porém essa técnica apresenta algumas
desvantagens, como pouco controle sobre as propriedades do material final, tais
como tamanho e distribuicdo (Reverchon; Adami, 2006; Tyrsted, 2013). J& a
abordagem de baixo para cima, esta relacionada com a sintese de materiais
nanometricos, a partir de escala molecular, como a formacao de particulas atraves
de precipitacdo a partir de uma fase liquida (Reverchon; Adami, 2006). Essa rota
tém apresentado bons resultados, como maior rendimento e controle sobre as
caracteristicas do material, tais como tamanho e estrutura do produto final. Neste
contexto, sédo consideradas duas propriedades importantes, a teoria da nucleacéo e
0 mecanismo de crescimento (Leite; Ribeiro, 2012), que de forma didatica pode ser
dividido em cinco passos ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Diagrama esquematico do processo de nucleacdo e crescimento
mostrando os cincos passos e a dependéncia da energia livre de Gibbs (G) com o
tamanho do cristal. Adaptado de Leite e Ribeiro (2012).

O primeiro passo consiste da reacdo adequada dos percusores (mondémeros)
0 qual resulta em um composto desejado, por exemplos, um semicondutor ou um
composto oOxido. Este composto pode interagir resultando em um processo de
crescimento em um grupo ou mondémero (passo Il). Se o0 mecanismo que promove 0
crescimento ndo é estabelecido, os passos | e |l tornam-se reversiveis. Quando o
crescimento do grupo torna-se um ponto critico (passo lll), o processo torna-se
irreversivel e o tamanho do cristal pode ser controlado com ajuda do equilibrio
(passo 1V). Na primeira aproximacdo, a formacdo do cristal € controlada pela
discussdo energética, uma condicdo termodinamica, por exemplo, uma solucao
ibnica de espécies metdlicas dissolvidas, onde o volume de uma maior densidade de
espécies podem crescer em tamanho ou re-dispersar dependendo desta estar ou

nao associada com a reducao da energia livre dada na Equacéo 3.

AG, = —VsAGy + AgLys,  (Eq.3)
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Na equacédo 3, V; € o volume de nucleacdo do sélido e A, € a area da
superficie solido-liquido, que esta associada com a diferenca da energia livre de
Gibbs, AGy = G} — G§. Se a energia livre de Gibbs dos nucleos dos soélidos (G§) for
inferior & do liquido G%, um aumento no volume pode ser favorecido. Porém, se (GY)
for superior a do liquido G%, o aumento no volume nao sera favorecido. Isto ocorre
pelo aumento na area da interface associada com a energia de interface, ygi,
(Tyrsted, 2013). De fato, o grupo pode crescer em uma disposi¢cdo geométrica para
minimizar a superficie energética (Leite; Ribeiro, 2012). O ultimo passo (passo V)
consiste da interagao dos nanocristais formado no passo IV em ordem para produzir
estruturas grandes. Esses nanocristais sdo baseados no processo de autouniao
governado pela interacdo particula-particula e particula-solvente (Leite; Ribeiro,
2012).

1.3.1. Sintese de HDL

Os HDL foram inicialmente descobertos como minerais existentes
naturalmente, porém existem varias técnicas de sintese capaz de produzir HDL em
laboratorio a baixo custo (Mingos, 2006). O método mais utilizado é o de
coprecipitacdo, porém varios aperfeicoamentos deste método ja foram realizados
com objetivos de obter melhores resultados. Além disso, métodos como sintese de
sal-0xido e sal-hidroxido, método de sol-gel, troca-ibnica entre outros ja foram
descritos (Mingos, 2006; Wang, 2012). Recentemente o controle do tamanho e
morfologia dos HDL tem sido estudada, pois sugere-se que essas propriedades sao
interessantes em aplicacbes especificas. Aqui, sera descrito a sintese por
coprecipitacao, troca ibnica, reconstrugéo e esfoliacdo, porém para maiores detalhes

sobre os demais métodos, recomenda-se as referéncias citadas no texto.

1.3.2. Método de coprecipitacao

A coprecipitacdo € o método mais utilizado para preparar os materiais de HDL

(Mingos, 2006). De modo geral, envolve a mistura de uma solugdo basica e uma



33

solugcédo de sais de metal misto, iniciando o processo de nucleagao, seguida pelo
processo de crescimento dos cristais (Crepaldi, Valim, 1998; Wang, 2012). Para
garantir que dois ou mais cétions precipitem simultaneamente, € necessario que
esta seja conduzida sob condi¢cbes de supersaturagdo. Isto pode ser conseguido
mantendo um valor de pH superior ou igual aquela em que as formas dos hidréxido
sdo mais solaveis (Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991). Um diagrama do balanco de
massa dos cations para sintese de HDL via coprecipitacédo foi proposto por Ruby e

colaboradores (Ruby et al., 2006) e é€ ilustrado na Figure 10.
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Figura 10. Diagrama do balanco de massa MM mostrando a coprecipitacdo e
rota de sintese de oxidacdo. Adaptado de Ruby et al. (2006).

Um procedimento usando tratamento hidrotérmal apdés a coprecipitacdo €
frequentemente necessario para aumentar o rendimento ou o ordenamento cristalino

dos materiais amorfos ou mal cristalizado (Sipiczki, 2013). O procedimento de
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envelhecimento convencional é realizado pelo aguecimento da suspensdao do HDL
em temperaturas variando de 0-100 °C durante varias horas ou até mesmos dias
(Sipiczki, 2013). Dois principais métodos de coprecipitacdo tém sido comumente
empregado, a coprecipitacdo em alta supersaturacdo (pH variavel) e a
coprecipitacdo em baixa supersaturacao (pH constante) (Reichle; Kang; Everhardt,
1986).

1.3.2.1. Coprecipitacdo em alta supersaturacao

A mistura em alta supersaturacdo envolve a adicdo da solucdo dos sais de
metais diretamente na solucdo de base a uma taxa constante e lenta, em que a
variacdo do pH ao longo do processo é referido como o método de pH variavel.
Neste método, os cations metalicos sao liberados sob alta supersaturacédo e formam
nucleos facilmente, o que resulta em produtos menos cristalinos. Devido a constante
mudanca de pH e concentracgdo de ions, a razdo M**/M*" e os cétions interlamelares
pode muitas vezes ser incontrolavel. Um efeito secundario adicional é a formacao de
impurezas tais como M(OH), ou M(OH)3, como ilustra a Figura 10. Um tratamento
térmico secundario € geralmente realizado para melhorar o ordenamento cristalino

do produto (Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991).

1.3.2.2. Coprecipitagcdo em baixa supersaturacao

Mistura a baixa supersaturacdo ou método de coprecipitacdo a pH constante
envolve a adicdo do sal de metal e solucdo basica separadamente, mas
simultaneamente a uma terceira solu¢do contendo uma alta concentracdo do anion
interlamelar pretendido em pH constante. Este método oferece um meio reacional
relativamente estavel, de modo que a relacdo M**/M** pode ser controlado com mais
precisdo (Radha et al., 2003). Assim, possibilita obter produtos mais cristalinos com
taxa de crescimento do cristal mais elevada do que a taxa de nucleacdo, além de
uma maior versatilidade quanto ao controle das condi¢cGes de sintese. Porém, exige
um aparato experimental mais oneroso (Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991). Uma

representacdo esquematica para a sintese por coprecipitacdo € ilustrado nas
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Figuras 11 e 25 para a intercalacédo do ibuprofeno em HDL de Mg/Al (Barkhordari;
Yadollahi; Namazi, 2014).

‘ ‘ Ibuprofeno (IBU) . S ;, I Et
Cations Titulagao > ‘

Metalicos Ajuste do pH IBU-HDL nanohibrido

Figura 11. Representacdo esquematica da formacédo de Farmaco-HDL nanohibrido
via método de coprecipitagdo. Adaptado de Barkhordari et al. (2014).

1.3.3. Método de troca ibnica

Este método baseia-se nas propriedades de troca anidnica de HDL. O
processo geral para esse método pode ser representado de acordo com a seguinte

reacao:
HDL.A™ 4+ X"~ 2 HDL. (X" )/ + A™"

Baseando-se na lei de acdo de massas e trabalhando com excesso de anions
de entrada, X", favorecera a reacdo de troca ibnica, resultando na formacdo do
complexo HDL.(X"")y,/n € gerando o anion (A™~) como produto da troca (Feng,
2006).

Uma ordem de seletividade ibnica a partir de calculos das constantes de
equilibrio de vérias reacdes de troca ibnica entre os anions monovalente e divalente
foi elaborada por Miyata (1983): OH™> F> CI>Br> NO3z> | e CO3%> C1oH4N,0gS*
(Amarelo naftol S) > SO,%. Assim, HDL contendo cloreto (CI') e nitrato (NO3) sdo
muitas vezes utilizados como precursores para as reacdes de troca anionica, devido
a facilidade ndo s6 da preparacao destes materiais como da substituicdo dos anions

cloreto (CI") e nitrato (NO3") por anions pretendidos, como ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Reag0Oes de intercalacdo competitividade de argilas aniénicas.

Em geral, o0 método de troca anibnica € uma forma simples de preparar HDL
contendo uma variedade de anions organicos ou inorganicos. Contudo, ele é
submetido a influéncia de alguns fatores tais como o valor do pH, do solvente,
temperatura e carbonato (COs%) que dificulta a substituicdo pelo anion desejado.
Por exemplo, o valor do pH desempenha um papel importante, uma vez que
determina a estabilidade da camada dos hidréxidos e as propriedades dos anions
recebidos. Em geral, as reacdes de troca ibnica sdo efetuadas simplesmente por
dispersdo do HDL precursor numa solugdo contendo excesso do anion a ser
intercalado. Este anion tem de ser estavel ao pH a que se processa a troca, assim
como as lamelas do HDL, especialmente se for pretendido manter a razdo M?*/M3*

do precursor no material final (Monteiro, 2009).

1.3.4. Método de reconstrucéao

A sintese por reconstrucao, também chamado de efeito memdria, € uma outra
propriedade interessante dos hidroxidos duplo lamelares (HDL). Apds uma
calcinacdo relativamente leve, a estrutura em camadas colapsa gerando os Oxidos
de metal (as vezes referenciados como oOxido duplo lamelar — ODL), porém as
estruturas dos HDL podem ser regeneradas apds a exposicdo a solu¢cdes aquosas
ou a solugcdo dos anions organicos (Meyer et al.,, 2010). Veja a ilustracéo
apresentada na Figura 13.



37

L

HDL+A Oxido misto HDL+B

Figura 13. Representacdo esquematica simplificada do processo de reconstrucao
de um HDL (Vieira, 2009).

1.3.5. Método por esfoliacéo

Um processo muito importante que vem sendo usado na area da
nanotecnologia, por exemplo, na intercalacdo de biomoléculas, producdo de
catalisadores especificos, sensores, eletrodos, entre outros (Castro, 2009) é o
método por esfoliagdo de compostos lamelares. Neste método, os HDL s&o primeiro
delaminados em algumas nanofolhas por tratamento em um solvente apropriado (Ma
et al., 2006). Assim, as nanofolhas obtidas sdo misturadas com anions organicos
para reempilhar as estruturas dos HDL. Um exemplo apresentado na literatura é a
intercalagdo do ibuprofeno por esfoliagdo em HDL de Mg/Al (Lu et al., 2013), tal

como ilustrado na Figura 14.

Delaminagao :'
e —

Formamida

Remontagem
—_—

Ibuprofeno

Figura 14. Representacao esquematica de intercalacao por esfoliagdo do ibuprofeno
em HDL, complexo Ibuprofeno-HDL. Adaptado de Lu et al. (2013).

Em geral, os dois métodos, reconstrucdo e “esfoliacdo-remontagem” sao
relativamente menos utilizados convencionalmente, porém apresentam algumas

vantagens, por exemplo, a reacéo de hibridacdo ocorre rapidamente e a intercalagéo
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de moléculas de tamanho grandes é possivel (Kim et al., 2013). As reagfes de troca
ibnica é regulada pela seletividade do hospedeiro por varios contraions, a
concentracdo e temperatura (Miyata, 1983). J4 a sintese por coprecipitacdo € uma

das mais descrita e utilizada na literatura (Mingos, 2006).

1.4. PROPRIEDADES IMPORTANTES PARA SINTESE DE HDL

Dependendo das condi¢Bes de sintese, existe a possibilidade de obtenc¢éo de
HDL com fase bem cristalizada ou materiais amorfos. Para isto, algumas influéncias
nos parametros experimentais sdo importantes, as quais serdo descritas de forma

resumida a seguir.

1.4.1. Faixa do pH

Os hidréxidos de metais precipitam a pH diferente, o pH da solu¢céo de base é
escolhido de acordo com a combinacdo do metal. Bravo-Suarez et al. (2004)
utilizaram calculos termodinamicos para relatar a faixa de pH (Tabela 4) durante a
gual alguns HDL podem ser estaveis em uma sintese (Bravo-suarez; Paez-Mozo;
Oyama, 2004a).

Tabela 4. Faixa de pH sobre o qual os HDL selecionados sdo estaveis com
suspensao em agua. Adaptado de Bravo-suarez et al. (2004a).

Faixa de pH
HDL . - . - . .
Limite Minimo Limite Maximo
[ZNn1_xCry(OH)2](CINyn 4.5 10,0
[Niz_Al(OH)2](CO3*)wn 5,0 10,0
[Ni1_xCry(OH)21(CINyn 5,5 11,5
[ZNn1_Alx(OH)](CI)wn 6,0 10,0
[COl_XFex(OH)Z](Cl_)X/n 7,5 10,5

[Mg1-xAlx(OH)2](CIM)xn 8,0 10,5
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Bravo-Suarez et al. (2004) descreveram a reagdo quimica que ocorre na
sintese de HDL pelo método de coprecipitacdo, quando se utiliza metais bivalentes e
trivalente com mesmo anion monovalente, Equacédo 4 (Bravo-suarez; Paez-Mozo;
Oyama, 2004b).

(1-3x)M"(OH), + xM"(OH)3 + (X/2)M"(A™)yn < [M"1L M (OH)J(AM)wn  (Eq. 4)

A partir da Equacdo 4, esses autores classificaram cinco contribuicbes
diferentes para a energia livre de Gibbs na sintese de HDL por coprecipitacdo
(Bravo-suarez; Paez-Mozo; Oyama, 2004b): Contribuicdo devido a diferenca dos
anions do metal bivalente a partir do hidréxido de metal bivalente (M?*); contribuicdo
devido a diferenca dos anions do metal trivalente a partir do hidréxido de metal
trivalente (M**); contribuicdo devido aos anions do (M** + M®*") no HDL final;
contribuicdo devido aos anions livres remanescentes na solucdo de metal bivalente
(M**) e contribuicdo devido aos anions livres remanescentes na solucdo de metal
trivalente (M®").

1.4.2. Velocidade de adicéo dos reagentes

A velocidade de adicdo é um fator que deve ser controlado. Normalmente a
adicdo é feita lentamente, acompanhada de forte agitacdo e em temperatura
ambiente (inferior a 35 °C) para prevenir a formacéao de impurezas como M(OH), ou
M(OH)s; (Wang, 2012) (ver Figura 10).

1.4.3. Fatores relacionados com os cations

Diferenca entre os raios idnicos dos cations (veja os exemplos na Tabela 1),
energia de reticulo, nUmero de coordenacdo e tamanho da esfera de coordenacéo
sdo aspectos importantes para prever se um dado par de cations pode formar um
HDL. Para formar o hidréxido duplo, o nimero de coordenacéo dos céations em seus
hidroxidos deve ser o mesmo, assim como o0s tamanhos dos cations mais as

hidroxilas. Este tamanho € influenciado pelo raio ibnico, carga e orbitais disponiveis
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dos cations. Além disso, as energias reticulares para os hidroxidos dos dois cations

devem ser préximas (Crepaldi, Valim, 1998).

1.4.4. Estabilizagéao da estrutura lamelar pelo &nion intersticial

Uma ampla variedade de anions pode ser utilizada, por exemplo, cloreto,
nitrato ou &nions organicos, porém deve-se evitar usar sulfato e fosfato devido a
formacao imediata de sais insoluveis (Wang, 2012).

Em 1983 Miyata classificou alguns anions em ordem de capacidade de
estabilizacédo da estrutura lamelar na seguinte ordem: COs*> OH™> F> CI'> SO,
>Br'> NO3z> I' (Miyata, 1983). Esta série € efetiva para o tratamento termodinadmico
da substituicdo, porém para a cinética de substituicdo, ou uma série de instabilidade
dos anions, faz-se necessario uma analise individual para cada caso. Em termos de
cinética, a substituicdo depende do tamanho, da carga e da geometria, tanto do

anion a ser substituido como daquele a ser intercalado (Crepaldi, Valim, 1998).

1.4.5. Ordenamento cristalino

Além da otimizacdo do valor de pH e da velocidade de adicdo, também um
tratamento hidrotérmico, apés a adi¢cdo, muitas vezes acompanhado de um aumento
na pressao, pode produzir materiais mais cristalinos (Crepaldi, Valim, 1998). Por
exemplo, Reichle mostrou que houve um aumento na cristalinidade do sistema Mg-
Al-CO3; (HDL) conforme o aumento da temperatura no tratamento hidrotérmico
(Reichle; Kang; Everhardt, 1986).

1.4.6. Controle do tamanho da particula

Junto com as crescentes aplicacdes de material HDL nas areas de farmécia,
medicina e biologia, atendendo a demanda para as nanoparticulas de HDL com
tamanho controlado esta se tornou um novo desafio para os cientistas (Wang, 2012).

Por exemplo, sinteses de HDL intercalados com ibuprofeno demostraram que o
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tratamento hidrotermal influencia diretamente no tamanho das particulas e
consequentemente no tempo de liberacdo do farmaco (Gu et al., 2014; Gunawan;
Xu, 2008; Huang; Zhang; Pan, 2011; Zhang et al., 2014).

1.4.7. Controle da morfologia

Particulas de HDL normalmente mostram um crescimento perperdicular
preferencial em direcdo ao eixo (c¢) e uma morfologia de plaquetas hexagonais. No
entanto, muitos esfor¢cos tém sido feitos para sintetizar HDL com nanoestruturas
incomuns, tais como flores, varetas e esferas (Wang, 2012). Existem dois esquemas
principais para sintese de HDL nanovaretas ou nanofios, pelo ajuste da temperatura
e pelo tempo de envelhecimento. Exemplos de HDL nanovaretas ja sé&o
apresentados, como HDL de Zn-Al (Sun et al., 2009) e HDL de Cu-Co (Liu et al.,
2010). Outros controles de sinteses tém sido explorados, tais como um método de
secagem por pulverizagdo para obter HDL de microesferas (Wang et al., 2008),
delaminacdo para obter HDL nanocompositos (Qiu; Qu, 2006), e um método de

micro-ondas para sintetizar HDL em formato de nanocones (Liu et al., 2010).

1.5. MECANISMO DE INTERCALACAO

Neste contexto, Bene$ e colaboradores classificaram alguns possiveis
mecanismos de intercalacao (Bene$; Melanova; Zima, 1998), tais como ilustrado na
Figura 15. A situacéo 1 (S1) mostra um processo de intercalacdo nao verdadeira, ou
seja, um processo de dispersao/floculacdo tipico para processos quimicos de
coloides. Ja as estruturas S2, S3 e S3/2, de acordo com Lerf (2014), sao diferentes
conformacdes devido as diferentes interacdes hospedeiros-hGspedes, as quais
tendem a um ordenamento cristalino, porém dependendo das condi¢des de reacao,
como temperatura e pressao, podem alterar essas estruturas. Neste contexto, com
objetivo de complementar os esbocos propostos por Benes et al. (1998), Lerf (2014)
sugere alguns modelos de intercalacdo, como os ilustrados na Figura 16, onde ha

possiveis variacdes nos diferentes processos de intercalagéao.
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Portanto, deve-se mencionar que, para uma interpretacdo mais conclusiva
dos diferentes processos de intercalacdo ndo pode ser obtida utilizando apenas um
método de investigacdo, por exemplo, andlise por difracdo de raios X, mas sim,

deve-se buscar complementar com outras analises, como a simulagdo matematica.

1 |
2
00 0
H G 00 0
o © 00 0
OOOO Q0O 0
+ 90 9030 290
OOOOO 500 290 =20 088
00% — DToo 900 000
900 o0 200 To0o
_— > ™ 000 9090
3 900 200 00 0
Soo @ =222 500 S1
S3 S2 S3/2
000
000
000
000 yt

Q0990

Figura 15. Representacdes esquemdtica do mecanismo de intercalagdo. H =
hospedeiro, G = hoéspede, | = fase de interagdo, EH = lamelas esfoliada do
hospedeiro, APB = fronteira de fase avancada, Sn = fases de teste/preparacéo e HT
= Hendricks-Teller é a intercalacdo de composto desordenado. Adaptado de Benes
et a. (1998).



43

o 0 000 0 00

(a) > —

(b) = > — > —
00 000 00000 ®
[ [
s oo e ooe
0 00000000 S s e eeeeee
(c) T T ST e s s s ees T T Seeeeeeees >
00 000 00 000
0 o o 00 00
(d) > T Seee S ees & T TTesssesess T ™
o o (X0
)
) [ B ] o 0 0 o @ ...--=
) 0
() T e oo'oo ° o oo:»
X0 ® -
o0 o0 ° 00

(f)

(g).... ..oo_> CHCEO) — o000 00

\ 7

Figura 16. Visao esquematicas dos diferentes tipos de intercalacdo: (a) movimento
rapido dos intercalados nas galerias interlamelares abertas; (b) intercalacdo lamela
por lamela; (c) interestratificacdo aleatoria, (d) fases; (e) abrandamento do
movimento do intercalado e abertura simultdnea das galerias interlamelares; (f)
movimento muito lento do intercalado, com clara formacao de um limite de fase um
"perfil cinzeiro - ashtray profile"; (g) superacdo de defeitos tipo Daumas—Hérold.
Adaptado de Lerf (2014).
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1.6. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS HDL

Uma ampla variedade de técnicas analiticas tem sido utilizada para
caracterizar os HDL (Abdolmohammad-Zadeh, 2013), entre essas estao a difracéo
de raios X (DRX), espectroscopia na regidao do infravermelho (IR), Raman e
ultravioleta e visivel (UV-Vis), termogravimetria (TG), calorimetria de varredura
diferencial (CVD), analise térmica diferencial (ATD), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), microscopia eletronica de transmissao (MET), ressonéancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN H?) (Sideris et al., 2008), absorcdo extendida
de raios X de estrutura fina (extended X-ray absorption fine structure (EXAFS),
absorcdo de raios X perto da borda da estrutura (X-ray absorption near adge
structure (XANES), espectrometria de massa acoplada ao plasma indutivo (ICP-MS,
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) e espectrometria de emisséo optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES, ICP Optical Emission Spectrometry)
para quantificar metais presente nas amostras, CHN (analise quimica dos elementos
carbono, hidrogénio e nitrogénio), espalhamento de néutrons, e recentemente
andlise da Funcao de Distribuicdo do Par (Pair Distribution Function, PDF) (Aimoz et
al., 2012; Neilson et al., 2010). Essas técnicas podem apresentar informacdes de

diferentes regides da estrutura dos HDL, como representado na Figura 17.
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L
Figure 17. Possiveis informacfes estruturais obtidos por diferentes técnicas de
caracterizagdo. Adaptado de Prevot 1999, Apud Feng (2006).
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A difracdo de raios X pelo método do pé é o método mais rapido para a
identificacdo de estruturas de um HDL (Wang, 2012). Os dados gerados por essa
técnica sdo normalmente obtidos utilizando amostras em pd orientado
aleatoriamente (Abdolmohammad-Zadeh, 2013). A Figura 18a ilustra um
difratograma de DRX caracteristico de HDL, obtidos a partir de informacgfes geradas
pela lei de Bragg (Equacéo 5). As reflexfes intensas do espacamento basal (003) a
angulos 26 baixo correspondente as sucessivas ordens do espacamento basal (d),
relativamente dependente da sequéncia de empilhamento da camada lamelar
(Abdolmohammad-Zadeh, 2013). Os materiais de HDL adotam principalmente um
sistema cristalino romboédrico ou hexagonal (Figura 18b), onde os politipos
romboédricos podem ser considerados com base numa célula unitaria hexagonal
(Wang, 2012).

0 Difracao de Raios X
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“i C = 3(dgo3 *+ 2dgo6 - Ndgo3n) C
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Figura 18. (a) Difratograma de DRX tipico de HDL e as relagdes entre a célula
primitiva romboédrica, a célula hexagonal e as respectivas equacdes para 0S
célculos dos parametros de rede (a, b, ¢). Fonte: elaborado pelo autor.
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nA = 2dsin® (Eq. 5)

Na equacéo 5, A representa o comprimento de onda da radiacéo incidente, n é
um numero inteiro (ordem de difracdo), d é a distancia interplanar para o conjunto de
planos (hkl), também conhecidos como indice de Miller da estrutura cristalina e (8) &
0 angulo de incidéncia dos raios X, medido entre o feixe incidente e os planos
cristalinos (Waseda; Matsubara; Shinoda, 2011). De modo geral, os compostos
sintéticos possuem simetria romboédrica pertencendo ao grupo espacial 3R.
Considerando o empilhamento 3R das camadas com reflexdes 003, 006 e 110, €
possivel calcular o espacamento interlamelar usando a Equacdo 6 (Tronto et al.,
2013; Waseda; Matsubara; Shinoda, 2011), assim como os parametros de rede a e c
da célula unitéria (Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991; Wang, 2012), usando as Equacdes
7e8:

(dpi)? ~3 * cz (Ea.6)

1 4 (h? + hk + k?\ 12
a2
Rearranjando para os calculos das propriedade de rede, a, b e c, temos:

da = b = Zd(llo) (Eq 7)

= 3(dgo3 + 2dgos + 3dgoz + - ndgo3n)
n

(Eq.8)

O parametro da célula unitaria a corresponde a distancia média entre dois
ions metdlicos situados nas camadas (veja a Figura 1C), sendo funcado do raio dos
céations metalicos utilizados (exemplos na Tabela 1). Ja o parametro c € igual a trés
vezes 0 espacamento basal d para diferentes anions inorganicos (veja a Figura 2B)
e é diretamente influenciado pela carga dos cations, a natureza do anion interlamelar
e a quantidade de agua presente na estrutura (Vieira, 2009; Zhao et al., 2002). Para
um valor médio do espacamento basal 003 das trés reflexdes de raios X 003, 006 e
009 usa-se a equacao 9 (Gerds et al., 2012; Gu et al., 2014; Tronto et al., 2013):
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(d(oo3) + d(ooe) + d(009))
d(003) == 3 (Eq 9)

Para obtencdo do tamanho da particula normalmente usa-se a equacéao de
Scherrer (Equacédo 10) (Waseda; Matsubara; Shinoda, 2011) e também, usando a

equacao 11 é possivel saber o numero de camada.

A

- B1/2.cosE)B (4)  (Eq. 10)

t (A)

NC = z
d(003) do (HDL (A))

(Eq. 11)

Onde, (t) € o tamanho da particula, B1/2é a largura a meia-altura ( °, FWHM, Full-

width at half maximum), 6z é o valor radiano da posicdo de picos (001) e (NC) é o

namero de camada (lamelas) no HDL.

1.6.1. Estudos de modelagem molecular

Técnica de simulacdo atomistica tal como simulagcdo computacional (Thyveetil
et al., 2007) ao estudo de argilas catidnicas e anibnicas tornou-se um aliado
importante para as técnicas instrumentais comumente usadas na caracterizagdo dos
HDL. A quantidade de informagdo que pode ser obtida por simulacdo continua
crescendo e o0s estudos de mecanica quantica prometem revelar novos e
importantes fendmenos (Cunha et al., 2010). Neste contexto, foi reportado o uso de
simulacdes de dinamica molecular (SDM) para analisar o arranjo, orientacdo e
geometria da estrutura interlamelar de trés AINEs, o ibuprofeno, diclofenaco e a
indometacina intercalados no HDL-NO3z; (Mohanambe; Vasudevan, 2005). Os
resultados tedricos indicaram que apenas a estrutura do ibuprofeno intercalado se
manteve a mesma da molécula livre, mas a imobilizacdo do diclofenaco e da
indometacina sofrem modificacbes em suas estruturas quando na regido
interlamelar. Gu et al. (2014) mostraram por meio de célculos de DFT (Teoria do

Funcional de Densidade, Density Functional Theory) baseado em simulacéo



48

computacional que os anions ibuprofeno intercalam no HDL em uma forma vertical
em camada como a da brucita com os seus angulos diedral igual a 41° 6.

Também Kumar e colaboradores usaram (SDM) para descrever a estabilidade
interlamelar de acidos monocarboxilados em HDL de Mg-Al (Kumar et al., 2007). Ja
Tran et al. mostrou através de (SDM) mudancas nos parametros de célula a e b para
o0 complexo HDL-DNA (Tran et al., 2008). Foi comprovado por (SDM) que o
espagamento basal e a disposi¢cdo dos anions benzocarbazole intercalado na matriz
de HDL é influenciado pela densidade de carga lamelar (Yan et al.,, 2010a). Da
mesma forma foi demonstrado as propriedades energética dos céations desordenado
em HDL (MgAI-Cl), incluindo composigéo, ordem e tendéncia do empilhamento na
lamela (Yan et al., 2010b). Estes mesmos autores demostraram a influéncia dos
orbitais HOMO e LUMO a partir dos orbitais 3s do Magnésio (M) e 3p do Aluminio
(Al). Também orbitais dos atomos de Oxigénio (O) e Clloro (Cl) na interacao
héspede-hospedeiro (Yan et al., 2010b). De acordo com Tronto et al. (2013)
programa computacional como o “VASP” (Vienna Ab-initio Simulation Package) pode
ser usado para determinar o tamanho do anion e comparar com os valores do
espacamento interlamelar ou basal obtidos a partir dos dados de DRX (Tronto et al.,
2013).

1.6.2. Aplicacbes das argilas ani6nicas

Os HDL sé&o de grande interesse para a ciéncia de nanomaterial e tecnologia
devido a sua estrutura particular e ampla aplicagéo, tais como em catalise (Cavani;
Trifiro; Vacarri, 1991; Lei et al., 2011), farmacéutica (Li et al., 2004; Perioli et al.,
2011), eletrodos modificados (Ai et al., 2008; Yin et al., 2010), na fotoquimica
(Musumeci et al.,, 2010), como adsorventes (Pavan; Gomes; Valim, 1998),
trocadores i6nicos (Lv et al. 2006), pigmentos (Laguna et al., 2007) e aplicacdo no
tratamento bucal (Perioli et al.,, 2013). Para o uso no meio ambiente, estudos
apresentam os HDL intercalados com: regulador de crescimento vegetal (Hussein et
al., 2002), com herbicidas (Cardoso et al., 2006) e no tratamento de agua (Elkhattabi
et al.,, 2013; Zhang et al., 2012). Além disso, tém-se aplicacbes como agente
anticorrosivo (Yang et al., 2013), retardadores de chama (Wang et al., 2010), como

sensores e eletrodos (Lu; Zhao, 2010; Zhang et al., 2014). Portanto, os HDL tém
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apresentado uma ampla e diversificada aplicagdo, abrangendo diversas areas do
conhecimento, como ilustra a Figura 19, (Abdolmohammad-Zadeh, 2013; Barahuie
et al., 2014; Mingos, 2006).

[ Catalise ]
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Figura 19. Possiveis aplicacdes dos HDL. Adaptado de Mingos (2006).

Em 2001, foi publicado um artigo com o ibuprofeno, um farmaco de interesse
farmacoldgico intercalado em HDL (Ambrogi et al., 2001). Desde entéo, observa-se
um aumento no nuamero de trabalhos publicados em &rea de medicina,
especialmente em formulagcdes farmacéuticas, concentrando-se na intercalacdo e
liberagcdo controlada de compostos farmacologicamente ativos, mediado por
alteracdes no pH (Ambrogi et al., 2001) e aumento da solubilidade de substancias
pouco sollveis em agua (Ambrogi et al., 2003). Esses objetivos sao possiveis devido
as regides interlamelar dos HDL serem consideradas como um “microvaso ou uma
capa” protetora (Cunha et al., 2010) capaz de aumentar a estabilidade quimica das

substancias frente a luz, calor, umidade e oxigénio molecular (Wei et al., 2004). A
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liberacdo sustentada pode manter a concentracdo plasmatica do farmaco em niveis
desejados por um periodo maior de tempo (Li et al., 2004). A superficie do HDL
pode ser modificada para atingir células ou tecidos especificos e assim diminuir
riscos de toxicidade (Li et al., 2004). A passagem através da membrana celular via
fagocitose, atingindo alvos especificos (Choy et al., 2004b) diminuicdo de efeitos
colaterais de anti-inflamatorios, com lesfes gastrointestinais (Del Arco et al., 2004).
Além disso, os HDL ndo apresentam toxicidade quando ingeridos oralmente ou
guando administrados na forma parenteral (Park et al., 2006). Com base nessas
caracteristicas € que os HDL tém sido usados na intercalacdo de diversas
substancias as quais apresentam diferentes aplicacdes, tais como o0s anticancer
(Choy et al., 2004a; Liu et al., 2014; Yin et al., 2009), anti-tumor (Su et al., 2011),
anti-hipertensivo (Ali et al., 2012; Xia et al., 2008), anti-inflamatério (Ambrogi et al.,
2001; Del Arco et al.,, 2004; Ramli; Hussein; Yusoff, 2013) os blogqueadores solar
(Biswick; Park; Choy, 2012), vitaminas (Qin et al., 2008), antibiético (Frunza et al.,
2008; Roman et al., 2012), aminoacidos (Nakayama; Wada; Tsuhako, 2004),
molécula de DNA em trabalho de terapia genética (Choy et al., 2004b; Kwak et al.,
2002) e também na terapia fotodindmica com o uso da porfirina (Kantonis;
Trikeriotis; Ghanotakis, 2007). A aplicacédo do HDL como, por exemplo, excipiente no
tratamento de Ulcera e em terapia de desordens digestivas ja € descrita ha mais
tempo (Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991). Em 2007 foi relatado a intercalacdo em HDL
de uma espécie organica neutra, um antibiético (Kantonis; Trikeriotis; Ghanotakis,
2007).
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivo geral

v' Estudar o processo de intercalacdo do ibuprofeno nos hidréxidos duplos

lamelares e seu efeito em testes in vivo para atividade analgésica.

1.7.2. Objetivos especificos

v Intercalar o ibuprofeno nos HDL-Mg/AI-NO3; através do método da
coprecipitacdo, variando as condi¢cbes experimentais, tais como: a razdo molar dos
cations Mg?*/AI** = 2,0, 2,5 e 3,0, a massa dos sais de nitrato e a razdo de massa do

ibuprofeno para obtencéo dos complexos hibrido IBU-HDL;

v Caracterizar os materiais hibridos por diferentes técnicas instrumentais, tais
como: difratometria de raios X (DRX), espectroscopia vibracional no infravermelho
(IR), no Raman e no ultravioleta visivel (UV-vis). Analise termogravimétrica e por
calorimetria exploratoria diferencial (TG/DSC). Espectrometria de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV);

v' Realizar simulagcdes matematica dos difratogramas de DRX dos materiais

hibridos IBU-HDL e comparar com os perfis experimetal;

v' Avaliar os materiais contendo os anions do ibuprofeno através de teste

biolégicos in vivo em camundongos.
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CAPITULO 2. Revis&o da literatura sobre a molécula de Ibuprofeno

2.1. INTRODUCAO

O ibuprofeno ((RS)-2-(4-(2-metilpropil) fenil) &acido propandico), nomeado
neste trabalho como IBU, é uma farmaco quiral (Figura 20) derivado do &acido
propibnico e pertence ao grupo dos anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES)
(Shankland et al., 1997). Foi sintetizado pela primeira vez em 1961, no Reino Unido,
pela equipa liderada por Stewart Adams da Compania Boots, e comecou a ser
comercializado nesse pais em 1969, para o tratamento da artrite reumatdide e em
1974, nos EUA (Hao; Wang; Sun, 2005). Porém, a utilizacdo deste farmaco foi
impulsionada a partir de 1983, quando comegou a ser vendido sem receita nas

farmacias no Reino Unido (Almeida, 2009).

COOH COOH
‘“\\\\Me Me
H ,’H
(R)-(-)-lbuprofeno (S)-(+)-lbuprofeno

Figura 20. Estruturas quimicas dos enantibmeros R e S do ibuprofeno, (RS)-2-(4-(2-
metilpropil) fenil) a&cido propandico.

O enantidmero (S)-(+) € o que apresenta maior afinidade pelas proteinas
plasméaticas e, como consequéncia, melhor acdo farmacolégica (Romero et al.,
2012). O IBU é comercializado como mistura racémica ha aproximadamente 30
anos, devido ao alto custo que envolve a sintese de um enantidmero puro. Além
disso, no organismo humano existe a presenc¢a de uma enzima do tipo isomerase (2-
arilpropionil-CoA epimerase) que, de acordo com testes bioldgicos realizados in vivo
mostram que essa enzima € capaz de converter uma fragcdo substancial de R-(-)-
ibuprofeno (50% a 60%) (Evans, 2001) no seu enantibmero mais ativo (S)-(+)
(Reichel et al., 1997), Figura 21.
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Figura 21. Mecanismo proposto da inversdo quiral do ibuprofeno. Adaptado de
Reichel et al. (1997).

Nos ultimos 20 anos houve um grande avanc¢o no estudo terapéutico dos anti-
inflamatérios devido a contribuicdo da descoberta de duas isoformas da enzima
cicloxigenase (COX), a COX-1 e a COX-2, Figura 22, que apesar da semelhanca
estrutural entre elas apresentam fungdes distintas (Antman; Mets; Loscalzo, 2005). A
COX-1 esta presente em quase todos os tecidos, e esta associada a producéo de
prostaglandinas e consequentemente a diversos efeitos fisioldgicos, como protecéo
gastrica, agregacdo plaquetéaria, heméstase vascular e manutencdo do fluxo
sanguineo renal, sendo denominada de enzima constitutiva (Hilario; Terreri; Len,
2006). A COX-2 estd presente nos locais de inflamagdo sendo expressa
principalmente por células envolvidas no processo inflamatério, como macrofagos,
monadcitos e sinoviocitos, por isso é denominada de enzima induziva. A sua
expressao no sistema nervoso central permite, por exemplo, a mediacdo da dor
(Chandrasekharan et al., 2002).
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Figura 22. Locais determinantes das isoformas da COX. Adaptado de Antman
(2005).

O uso dos AINEs resulta na inibicdo competitiva com o0 acido araquidénico
pelo centro ativo das enzimas COX e consequentemente na diminuicdo da producao
de prostaglandinas, combatendo, por exemplo, a inflamagéo, a dor e a febre
(Seabra, 2015), uma vez que a diminuicdo destas diminui a sensibilizacdo dos
impulsos nervosos da dor quando da acdo de mediadores inflamatorios. Neste
contexto, o IBU, um AINEs, € um inibidor ndo seletivo da COX-2, ou seja, inibe
simultaneamente a COX-1 e a COX-2 (Grosser; Fries; FitzGerald, 2006), Figura 23,

evitando assim a formacdo de mediadores pro-inflamatorios.
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Figura 23. Representacdo esquematica das diferencas estruturais entre os sitios de ligacdo do substrato a COX-1 e COX-2, que
permitiram o desenvolvimento de inibidores seletivos. Adaptado de Grosser et al. (2006).
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O IBU apresenta também uma acao anticoagulante (Ay et al., 2009), uma vez
gue diminui a formacéo de coagulos sanguineos como consequéncia da diminuicao
dos tromboxanos quando da inibicdo da COX-1.

Pesquisas mostram que pessoas que consomem regularmente ibuprofeno, o
risco de desenvolver Doenca de Parkinson é inferior a 38% comparado a pessoas
gue nao tomam o farmaco (Chen et al., 2007), e baixo risco para alguns tipos de
cancer (Sivak-Sears et al., 2004). Outro estudo mostra que o0 uso prolongado do IBU
diminui a probabilidade de desenvolver a doenca de Alzheimer (Ossvald, 2006).
Entretanto, o uso deste farmaco deve ser dado de forma cuidadosa devido aos seus
efeitos colaterais, tais como irritabilidade gastrica e também por afetar o sistema
nervoso central. Porém, a intercalacdo do ibuprofeno em sistema carregador, como
os hidréxidos duplos lamelares (HDL) pode ter uma acdo diminuindo esses efeitos
colaterais, prolongando o tempo de acdo do farmaco e consequentemente seu efeito
analgésico (Ambrogi et al., 2001).

Neste contexto, encontra-se na literatura varios trabalhos com diferentes
substancias intercaladas em HDL, alguns relatando teste in vivo com esse tipo
material (Del Arco et al., 2004; Choi et al., 2008; Cunha et al., 2016; Qin et al., 2010,
2014; Silion et al., 2010), porém nao ha relatos na literatura sobre testes in vivo com
o ibuprofeno intercalado em HDL. Além disso, a formulagéo de liberacdo controlada
para o ibuprofeno precisa ser melhor estudada, especialmente em relagdo os efeitos
colaterais e ao tempo de meia vida curto (Qiu et al., 2001), por exemplo, 3,7 h para o
S-ibuprofeno (Johnson et al., 2007). Assim, extensos esfor¢cos tém sido despendido
para a intercalacdo desse farmaco em HDL, com varios métodos descritos na
literatura (Alcantara et al., 2010; Ay et al., 2009; Gordijo et al., 2005; Huang et al.,
2011; Lu et al., 2013; Wang et al., 2010). Porém, nao ha estudos sobre a correlacédo
entre a melhor razdo molar dos cations metalico Mg®*/A** e a quantidade de IBU a
ser intercalado, assim como suas influéncias nas propriedades fisicas e quimicas e
avaliacdo analgésica. Neste contexto, o presente trabalho, propds realizar as
sinteses de HDL em diferentes razées molares dos cations metalico (Mg /Al** = 2,0,
2,5 e 3,0) e também a intercalacdo da molécula do IBU nesse material inorganico via
método da coprecipitacdo, com objetivo de analisar qual o processo de intercalagcéo
do ibuprofeno nos HDL, além dos seus efeitos como atividade analgésica em teste in
vivo. Todos os materiais obtidos foram caracterizados por diferentes técnicas, os

guais serdo apresentados em topicos a seguir.
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2.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.2.1. Materiais

Todos os reagentes utilizados nos experimentos do presente trabalho
apresentavam grau de pureza analitica e foram usados sem purificacdo prévia. O
ibuprofeno (98% de pureza) foi comprado da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Os
reagentes usados, Mg(NO3)..6H,O (Sigma-Aldrich, 98%), AI(NO3)3;.9H,O (Sigma-
Aldrich, 98%), NaOH (Sigma-Aldrich, 98%), CH3CH,OH (Alfa Aesar, 94-96%) e
tampéo fosfato pH = 7,00 + 0,002 (Sigma-Aldrich, 98%), foram de grau analitico.
Para a realizacao das sinteses, foi usado dgua destilada ou purificada.

2.2.2. Procedimentos experimentais de sintese das amostras

Para a sintese por coprecipitacdo, foi adaptado do trabalho de Gordijo et al.
(2005), porém fazendo alguns ajustes para a obtencdo dos HDL puros e também
para a intercalacdo do ibuprofeno nos HDL, complexo IBU-HDL. Para cada sintese,
a razdo molar dos cations [AIF)/([AI] + [Mg?]) foi variada. Uma quantidade variada
de ibuprofeno foi adicionado para obter treze (13) diferentes materiais, com
diferentes razdes de massa de ibuprofeno nas amostras de IBU-HDL, como
representado na Tabela 5. Uma mistura de solucdo aquosa contendo X mL dos sais
de Mg(NOs3),.6H,0 e Al(NO3)3.9H,O foi levemente gotejado a um frasco de trés
bocas contendo X mL de uma solucdo de etanol e agua 50% (v/v) contendo o
ibuprofeno dissolvido com o pH previamente ajustado a 10 com solugéo de NaOH 2
mol L. A adic&o foi realizada sob vigorosa agitacdo e fluxo de gas nitrogénio (N.)
para diminuir a contaminacao por CO,. Durante o processo de adi¢cdo dos sais sobre
a solucdo contendo o farmaco, o pH foi mantido aproximadamente constante pela
adicdo continua de solucdo de NaOH 2 mol L™. O “gel” formado permaneceu sobe
forte agitacdo e fluxo de N, a 80 °C por 24 h. O produto (sélido branco) formado foi
isolado por centrifugacdo, seguido por filtracdo e lavado cuidadosamente com
porcdes de solucdo hidroalcoolica (razdo do volume 1:1) a 60 °C e posteriormente

transferida para uma estufa para secar a 60 °C por 12 h, veja 0 esquema da sintese



58

na Figura 24. O mesmo procedimento foi adotado para sintetizar os HDL puros sem
a presenca do ibuprofeno (Tabela 5). A rota de sintese foi otimizada pela variacédo
da raz&o de massa do ibuprofeno e dos sais de nitrato (M** = Mg(NO3),.6H,0 e M**
= AI(NO3)3.9H,0) com objetivo de verificar a quantidade de farmaco intercalado e
gual a sua influéncia nas caracteristicas fisica e quimica do produto formado. Para
isto a massa total dos reagentes (ibuprofeno ou massa dos sais de nitrato de
magnésio e aluminio) foramfixadas em aproximadamente quatro gramas e meio (4,5
g) para cada amostra, as quais foram nomeadas de acordo com a Tabela 5. As
amostras marcadas com um asteristico (*) apresentados na Tabela 5 foram
sintetizadas no laboratorio LPDF em Belém do Pard no Brasil, as demais amostras

foram sintetizadas no laboratorio SPCTS em Limoges na Franca pelo autor da tese.
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Solucédo A Solugio B Solucéo A
[ A% + Mg?* ] [NaOH] 2 mol/L [ AP* + Mg®*]
- _/ Mistura em Solugio B AI%* = AI(NO;);.9H,0

A Temperatura ambiente [NaOH] 2 moliL Mg2* = Mg(NOs),.6H,0

[ Gel Formado ]
A —>Envelhecimento | T =80 +2°C

T=24H
[Gel Cristalizadca Centrifugagao / Filtragdo / Lavagem

A ——> Secagem T=60°C
T=12H

[Amostra Seca J

l
[Caracterizagées] E—n) ‘

(@) pHmetro N, (g)

Solugao
contendo o
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Figura 24. Esquema experimental para obtencdo dos materiais de HDL pelo método de coprecipitacdo. (a) obtencédo de HDL, (b)
intercalacdo de farmaco nos HDL de Mg/Al. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5. Condi¢cBes de sintese para os HDL puros e para os complexos de IBU-HDL preparados pelo método de coprecipitacdo a

pH ~ 10.
Amostras m (Mg (g) m (AI°Y) (@) V(Mg+A)mL m (IBU)(g) V(BU)YmML *mia T(°C) t(h)
IBU-HDL2 2:1* 1,455 1,057 25,00 5,00 100,00 7,520 65,00 24,00
IBU-HDL2 1:1* 2,905 2,102 25,00 5,00 100,00 10,00 65,00 24,00
IBU-HDL?2 1:2* 5,870 4,200 25,00 5,00 100,00 15,07 65,00 24,00
HDL2 (Mg-Al-NO3) 2,615 1,891 10,00 0,00 30,00 4,506 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:2 (A) 1,749 1,262 10,00 1,505 30,00 4516 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:2 (B) 1,746 1,276 10,00 1,514 30,00 4536 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:4 2,090 1,518 10,00 0,901 30,00 4,509 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:6 2,255 1,624 10,00 0,644 30,00 4,523 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:8 2,327 1,684 10,00 0,501 30,00 4512 80,00 24,00
IBU-HDL2 1:10 2,386 1,732 10,00 0,418 30,00 4536 80,00 24,00
HDL2,5 (Mg2,sAI-NO3) 2,852 1,658 10,00 0,00 30,00 4510 80,00 24,00
IBU-HDL2,5 1:2 1,905 1,107 10,00 1,503 30,00 4,515 80,00 24,00
HDL3 (MgsAl-NO3) 3,063 1,465 10,00 0,00 30,00 4,528 80,00 24,00
IBU-HDL3 1:2 2,047 0,975 10,00 1,500 30,00 4,522 80,00 24,00
IBU-HDL3 1:4 2,453 1,172 10,00 0,901 30,00 4,526 80,00 24,00
IBU-HDL3 1:6 2,622 1,256 10,00 0,658 30,00 4,536 80,00 24,00

*Massa total em gramas (g). *Amostras sintetizadas no laboratério LDPF em Belém do Para, Brasil. As demais amostras foram sintetizadas no laboratdrio
SPCTS em Limoges na Franca pelo autor da Tese. T = temperatura (°C), t = tempo em horas. Os numeros (1:X, x =1, 2, 4, 6, 8 e 10) sédo as razdes de
massa em grama dos sais de nitrato de Mg/Al em relagdo a massa do ibuprofeno (IBU) usado. HDL em razéo dos céations metdlicos de Mg/Al = 2 HDL2,

Mg/Al = 2,5 HDL2,5 e Mg/Al = 3 HDL3, veja os célculos no Apéndice II.



61

2.2.3. Técnicas de caracterizagdo usada

Todas as amostras preparadas neste trabalho (Tabela 5) foram granuladas a
pés finos e usados para caracterizacdo fisico e quimica no laboratério SPCTS-
Franca. As técnicas utilizadas foram: DRX, Infravermelho, Raman, UV-vis, TG/DSC,
ICP-OES e MEV.

Os padrbes de drx dos pds foram registados com radiacdo CuKal 26 em uma
faixa de 2° a 80° (A = 1,54184) em angulo 6/26 com difratémetro advancado D8
(Bruker, Alemanha), com um passo de 0,04° e tempo de exposi¢cdo de 2,8 s por
passo. Além disso, as amostras foram analisadas com o uso do programa Peakoc
(Masson, 2012) usando a funcdo de divisdo pseudo-Voigt (Thompson; Cox;
Hastings, 1987) para ajustar os perfis experimentais. As caracterizacOes estruturais
dos materiais hibridos IBU-HDL foram realizadas através da analise da forma e perfil
das posicdes das reflexdes basais usando o programa PyLDHLineProfile (Masson,
2014), um programa escrito em linguagem Python (ver se¢do 2.3.6.).

Os espectros infravermelhos foram coletados em um espectrofotometro
Nicolet 6700. Pastilhas de KBr foram preparadas apdés a mistura da amostra com
KBr seco e prensadas a uma pressao de 8 t por cerca de 30 s. As analises foram
realizadas no modo de absorbancia na faixa de 4000-400 cm™, onde todas as
medi¢Oes foram feitas em temperatura ambiente.

Os espectros Raman foi registrada em um espectrometro Raman T64000 no
comprimento de onda de 514,532 nm. Na configuracdo de retro espalhamento,
usando objetiva 50x, longa distancia de trabalho, com um tempo de aquisi¢céo de 5s.

As anadlises térmicas (TG/DSC) foram realizadas em um aparelho Netzsch
(modelo STA 449F3), utilizando cadinhos de platina, sob fluxo de gas argbnio (20
mL min™?), em intervalo de aquecimento de 25 °C a 1000 °C na taxa de 10 °C por
minuto. Para a quantificacdo dos metais por ICP-OES, as medidas foram realizadas
utilizando o equipamento Perkin Elmer Optima 8300 para determinar a quantidade
relativa de [A**]/[Mg?‘] na amostra de p6 célcinado a 1000 °C por 30 minutos.

Para as analises morfolégica por MEV foi utilizado um microscopio eletrénico
de varredura com emissao de campo (FE-SEM) modelo JEOL-JEM-6700 em 5.0 kV.
As amostras foram preparadas depositando p6 em uma fita de carbono dupla face

aderida ao porta amostra de aluminio.
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A quantificacdo das moléculas de IBU intercaladas no HDL foi feita por UV-
vis. Para isso, foi obtido uma curva analitica do IBU puro de uma solucdo tampéao
(pH 7,00), preparada a partir de uma solucdo estoque (concentracdo = 1,0 g L™).
Diluicbes seriadas a partir desta foram realizadas para obter solugbes de
concentragdes variadas (Tabela 8). Apds esse passo, foram adicionados 3 mL de
cada solucdo em uma cubeta de quartzo e a leitura das amostras foi realizada por
um espectrofotdmetro UV-vis (modelo Shimadzu UV2600, no laboratério LPDF no
Brasil) em um comprimento de onda A,,,x = 264 nm. De pose dos dados coletados
nas analises, foi plotado um gréfico relacionando as concentracdes com os valores
das absorbancias do IBU, onde, por regressao linear, foi obtido a equacao da reta, a
gual foi usada para quantificar o farmaco intercalado no HDL. Para isto, foi pesado 5
mg de cada amostra (HDL ou IBU-HDL) e diluidas a 10 mL, sendo 2 mL de EtOH
puro e 1 mL de HCI 0,1 M, e aferido em um baldo volumétrico de 10 mL com solucéo
tampao fosfato (pH 7,00 £ 0,02). Os espectros de absor¢cdo dessas amostras foram

medidos em A« = 264 nm entre 200-400 nm.

2.2.4. Teste in vivo

Foram usados camundongos do sexo masculino, albino pesando entre 20-25
g. Esses animais foram obtidos a partir de colénias mantidas no IEC (Instituto
Evandro Chagas, Belém-Para-Brasil). Os animais foram alojado em grupo de cinco
(5) sob condi¢cbes ambiental controlada com livre acesso a agua e alimento padréo.
O alimento foi retido durante a noite antes das experiéncias enquanto que a agua
ainda foi fornecida. A manipulacdo e uso dos animais foi em conformidade com a
diretriz institucional, e os protocolos experimentais aprovados pelo comité de ética
em experimentacdo animal da UFPA (Universidade Federal do Para, CEPAE-
UFPA:124-13).

Os testes in vivo foram realizados no LNMC do ICB-UFPA (Laboratério de
Neuroquimica Molecular e Celular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFPA-

Belém-PA-Brasil), pelo grupo da Prof2. Dr2. Gilmara de Nazareth Tavares Bastos.
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2.2.4.2. Contorcdo induzida por &cido acético em camundongos

Para avaliar os possiveis efeitos periféricos das amostras IBU-HDL, os testes
de contor¢cdo por &cido acético foram realizados em camundongos, usando a
metodologia descrita na literatura (Koster; Anderso; Beer, 1959; Lima et al., 2009),
onde grupos de 5 camundongos foram mantidos em jejum durante a noite antes do
inicio da experiéncia, porém com livre acesso a agua. 200 mg/kg das amostras de
IBU-HDL2 1:4, 1:6 e 1:10 (g/g), IBU puro (200 mg kg™) ou amostras de volumes
equivalentes de veiculo (0,9% de solucdo salina) foram injetados via peritoneal em
camundongos 24 horas antes da injecdo de acido acético (0,6%). O IBU € um
medicamento bem conhecido como analgésico periférico e foi utilizado como
controle positivo. Além disso, ap6s a injecao do &cido acético, os camundongos
foram colocados numa caixa de observacdo e o numero de contor¢des foi contado
durante 30 minutos. Os resultados foram expressos como média = S.E.M, e as
avaliacoes estatistica foi feita utilizando o método ANOVA seguido Student-
Newman-Keuls (Abdi; Williams, 2010), onde os valores foram considerados

significativamente diferentes para p < 0,05.

2.2.5. Analise de hemodlises

As andlise hemoliticas dos materiais hibridos IBU-HDL2 1:10, 1:6 e 1:4 foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por (Dobrovolskaia et al., 2008),
para a qual 2% de células vermelhas do sangue (RBC, glébulos vermelhos) foram
tratadas com suspensao das solu¢gbes das amostras, com concentragdo de 250 ug
mL™, o qual foi incubado durante 2 horas a 37 °C com suave agitacéo. A suspensao
RBCs incubados com soro fisiolégico usando o mesmo procedimento, considerado
como controle para posterior comparacao. Os controles foram preparados da mesma
maneira que as amostras de eritrocitos, com excec¢ao da adi¢cao de Triton-X (controle
positivo) e DMSO (controle negativo). Duas horas depois, as amostras foram
visualizadas com auxilio de um microscépio de luz com uma ampliacdo de 100x. Em
seguida, a suspensao de glébulos vermelhos (RBCs) foram centrifugadas com 1000
rpm durante 10 minutos, onde os sobrenadantes foram testados pela absorbancia a

540 nm da hemoglobina liberada.



2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

64

= |BU-HDL
m—— HDL D) \\
IBU ‘ ==
pHmetro
N2 (g)

a = Solucado de NaOH
b = Solucédo de IBU

¢ = Solucdes dos nitratos

DRX

't P

Sintese de IBU-HDL

Hibrido

® o M2H/M3+ oOH

IBU-HDL

Caracterizagoes

Raman UV-Vis

U\_LJ\ LJ

=" - \‘_/J \_l

Carregador
de farmaco

TG

\
\ \mm.,
v

Testes In Vivo

BU

HDL

IBU-HDL




65

As amostras foram sintetizadas pelo método da coprecipitacdo em diferentes
condicOes (veja a Tabela 5), por exemplo, variando as massas dos reagentes e
também as razdes dos cations metalicos Mg®*/Al** = 2,0, 2,5 e 3,0, representadas
respectivamente como HDL2, HDL2,5 e HDL3. Para facilitar a leitura e compreenséo
dos resultados apresentados neste trabalho, é resumido na Figura 25 as principais

etapas e amostras sintetizadas.

(Mg/Al-No3 (Mg/Al = 2; HDLZ)J

Ibuprofeno (IBU)

Y Y

[ IBU-HDL2 ) [IBU-HDLZ ]
®» ® @

Primeira Etapa

@Mg/Al = 2; HDL2)—{(Mg/Al = 2,5; HDLZ,S)HMQIAI =3; HDL3ﬂ

IBU IBU IBU

Y

Y Y
IBU-HDL2 I IBU-HDL2,5 l IBU-HDL3

Segunda Etapa

(MglAI-NO3 (Mg/Al = 2; HDLZ)J

Ibuprofeno (IBU)

\ \ \
IBU-HDL2 IBU HDL2 (IBU HDLZJ IBU HDL2 IBU HDL2

OO ®

Terceira Etapa

Figura 25. Amostras sintetizadas por coprecipitacdo usando ibuprofeno (IBU) e HDL
nas razées molares de Mg/Al = 2,0, 2,5 e 3,0. As proporcdes entre IBU-HDL foram
1:X, com X variando de 1 a 10 e massa total igual a 4,5 gramas.
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A primeira etapa foi realizar a intercalagédo do ibuprofeno (IBU) no HDL de
razdo molar dos céations metélicos Mg**/A”** = 2,0, mas variando a proporcdo de
massa do farmaco (IBU) em relacdo & massa dos sais dos metais (Mg?*/AI**)-NOs,
ou seja, usando o dobro de massa de farmaco 2:1 (massa/massa, em gramas) ou/e
0 dobro de massa dos sais dos metais 1:2 (g/g). Isto foi realizado para verificar se
haveria diferenca na quantidade de substancia organica (IBU) intercalada. Os
resultados obtidos mostraram nao haver grande diferenca na quantidade de farmaco
intercalado. Neste caso, usando duas vezes menos massa de farmaco em relacdo a
massa dos sais dos metais, amostras IBU-HDL2 1:2, obtém-se amostras parecidas
guando se usa o0 dobro de massa de farmaco em relacdo a massa dos sais,
amostras IBU-HDL2 na razdo 2:1 (g/g). Assim, por questbes econdmicas optou-se
por fazer as sinteses usando a menor quantidade de massa de farmaco, ou seja,
nas proporc¢des IBU-HDL2 1:2.

A segunda etapa foi intercalar o farmaco nas propor¢cdes observadas na
primeira etapa, fixando a massa total em aproximadamente quatro gramas e meio
(4,5 g) para todas as amostras (ver Tabela 5), porém variando a raz6es molares dos
metais, os quais foram Mg®*/AI** = 2,0, 2,5 e 3,0, representados respectivamente
como HDL2, HDL2,5 e HDLS. Isto foi feito, pois, a pesar de haver varios trabalhos na
literatura sobre a intercalacdo do IBU em HDL por diferentes métodos e usando essa
faixa de razdo dos metais, ndo ha relatos sobre quais as principais consequéncias.
Assim, os resultados obtidos mostram que, usando as mesmas condi¢cdes de
sintese, o rendimento de intercalagdo é melhor quando se usa a razdo IBU-HDLZ2,
pois a quantidade de farmaco intercalado foi 16,1% maior, ou seja, 46,5% para
amostras IBU-HDL2 1:2 comparado a 30,4% para amostras IBU-HDL3 1:2.

A terceira etapa foi usar a mesma razdo dos cations metalicos (Mg/Al = 2),
mas variando a propor¢cédo de massa do ibuprofeno em relacdo a massa dos sais de
nitrato dos metais (Mg?*/AI**)-NO3;, amostras representadas como IBU-HDL2 1:2,
1:4, 1:6, 1:8 e 1:10, porém manteve-se fixo a massa total entre IBU-HDL2 em quatro
gramas e meio (4,5 g), veja a Tabela 5. Este procedimento foi realizado com objetivo
de estudar quais as influéncias da quantidade de farmaco intercalado no HDL
(material hibrido IBU-HDL), qual o processo de intercalacdo do IBU e suas

influéncias nos teste in vivo. Assim, esses pontos serdo abordados a seguir.
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2.3.1. Anélises de difratometria de raios X

A Figura 26 confirma a formacdo de compostos em HDL de estrutura como a
da hidrotalcita, onde dois picos intensos e simétricos sdo observados em angulos 26
baixo, em uma faixa de 9° a 22° correspondendo ao espagamento basal d3) €
doos), OS quais sdo caracteristicos para os HDL de nitrato (Mg-Al-NO3) (Wang;
Wang, 2007; Xu; Zeng., 2001a, 2001b). Além disso, picos largos e assimétricos sdo
observados em 26 em uma faixa de 30° a 80° 20. Os picos entre 60° a 61° 20
correspondem ao plano cristalino dg10). Os picos grau 20 de maior intensidade
correspondente ao plano 003 representa o valor de d referente a soma da espessura
da lamela e altura da regido interlamelar, o qual é dependente do grau de hidratacéo

do material (Rodrigues, 2007) e dos anions interlamelares (Vieira, 2009).
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Figura 26. Difratogramas de raios X do IBU (lbuprofeno) livre, HDL2 (Mg.,AI-NO3)
puro e dos hibridos IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10.
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Os padrbes de DRX do p6 para as amostras hibridas IBU-HDL2 também sédo
ilustrados na Figura 26, onde o ibuprofeno (IBU) puro foi intercalado em diferentes
raz0es de massa entre o farmaco e o HDL2, gerando varias amostras hibridas de
IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10 (g/g), confirmado por uma série de difracdes
basais a angulo 20 baixo, por exemplo, do3), dos) © dooey, OS quais sao
caracteristicos da intercalacdo do IBU em HDL (Ambrogi et al., 2001; Ay et al., 2009;
Gu et al.,, 2014; Gunawan, Xu, 2008; Huang; Zhang; Pan, 2011; Parello; Rojas;
Giacomelli, 2010).

Os planos das difracbes (003), (006) e (009) indicam que o material
sintetizado apresenta simetria romboédrica, pois o valor obtido para o parametro c é
trés vezes o espacamento basal (3 x 8,89 A = 26,67A). Também, através da
intensidade e largura dos picos € possivel observar que as amostras 1:2, 1:4 e 1:6
apresentam bom ordenamento cristalino quanto ao empilhamento das lamelas. Em
geral, para essas trés amostras ndo houve uma variacdo significativa nos
parametros da célula unitaria a e ¢, porém mudangas significativas ocorre no
parametro ¢ para as amostras 1:8 e 1:10, observado pelo aumenta na razéo de

massa total entre o farmaco e o HDL representados na Tabela 6.

Tabela 6. Informacdes cristalograficas extraidas a partir do drx das amostras. *d e *t
sao valores médios.

Amostras *dozy(d) @A) c@ a@) d.(e/nm?)
HDL2 (MgAI-NO3) 8,89 137,29 26,67 3,048 4,102
IBU-HDL2 1:10 27,06 68,65 81,19 3,048 4,102
IBU-HDL2 1:8 25,19 48,38 75,58 3,046 4,107
IBU-HDL2 1:6 22,25 103,96 66,75 3,044 4,112
IBU-HDL2 1:4 2223 159,24 66,71 3,042 4,117

IBU-HDL2 1:2 22,25 98,47 66,75 3,038 4,128
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Fatores que podem causar diminuicdo nos parametros da célula unitéria sdo
as interacOes eletrostaticas entre os cations, os quais possuem densidades
eletrénicas diferentes e interagem com os ions hidroxilicos dentro de uma mesma
regido lamelar octaédrica (Han et al., 1998).

Os parametros de rede a e ¢ foram obtidos usando as equacdes 7 e 8
(Cavani; Trifiro; Vacarri, 1991; Wang, 2012), para o espacamento basal médio (dyg3)
foi usado a equacédo 9 (Gerds et al., 2012; Gu et al. 2014; Tronto et al., 2013), e 0
tamanho e nimero de camada foram obtidos usando as equacdes 10 e 11 (Waseda;
Matsubara; Shinoda, 2011). Os resultados desses célculos estao representados na
Tabela 6 (ver Tabela All2 no apéndice), onde é observado que as amostras 1:2, 1:4
e 1:6 apresentam valores médios de do3 entre 22,23 A a 22,25 A. Para as

amostras 1:8 e 1:10 os valores foram 25,19 A e 27,06 A, respectivamente. Os

valores do espacamento basal médio d3) das amostras 1:2, 1:4 e 1.6 estdo dentro

de uma faixa de valores apresentados na literatura para complexo de IBU-HDL
(Alcantara et al., 2010; Ambrogi et al., 2001; Ay et al., 2009; Gunawan; Xu, 2008;
Huang; Zhang; Pan, 2011; Lu et al., 2013; Parello; Rojas; Giacomelli, 2010; Rojas et
al., 2012).

Para Conterosito e colaboradores a intercalacdo do IBU é mais complicada,
uma vez que prossegue em duas etapas (Conterosito et al., 2013). Para material de
fase Unica, considerado produto formado, seria estavel e apresentaria baixo valor de
espacamento basal, tais como 2,22 nm das amostras 1:2, 1:4 e 1:6, 0os quais estado
em concordancia com 2,17 nm reportado na literatura (Ambrogi et al., 2001,
Conterosito et al., 2013). J&4 materiais com fase intermediaria apresenta elevado
valor de espacamento basal e picos com angulos baixos, exemplo da amostra 1:10,

com dgo3y Mmedio de 2,70 nm e angulo baixo, 2,360° (ver Tabela All2 no apéndice).

Essas caracteristicas também foram observadas por Williams e O’Hare (2006) para
a intercalagéo do ibuprofeno em Ni/Al-LDH-CI. HDL com fase intermediaria consiste
de varias situacdes, como diferente grau de intercalacdo (Conterosito et al., 2013;
Williams; O’Hare, 2006), deformacéao das lamelas (Li et al., 2008) e inclinacdo das
moléculas organicas (Mohanambe; Vasudevan, 2005; Rojas et al., 2012), indicando
gue estas estruturas sdo metaestaveis (Williams; O’Hare, 2006) e defeituosas, e
podem provocar a destruicdo final dos cristalitos observado no final da reacao,
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confirmado com aumento no espacamento basal e, consequentemente baixa
cristalinidade (Conterosito et al., 2013).

Outra possivel explicagcdo também sugerida (Conterosito et al., 2013) é devido
a hidrofobicidade do IBU, o qual apresenta baixa solubilidade em 4gua (< 1 mg mL’
1), com possibilidade de formac&o de IBU dimeros que ndo s&o anions e ndo podem
ligar-se nas lamelas, provocando assim uma maior desestabilizacdo e perda de
cristalinidade por desfolhiacdo das lamelas inorganicas, indicado pela reducédo das
intensidades e alargamento dos picos (Conterosito et al., 2013).

Usando o método de troca idnica, Alcantara e colaboradores demonstraram
gue até trés dias ha intercalacdo do IBU no HDL de Mg e Al com fase intermediaria,
porém a completa intercalacédo é alcancanda apdés sete dias de reacao, confirmada
pelo baixo valor do espacamento basal, 2,25 nm (Alcantara et al., 2010). Ja lyi e
colaboradores apresentaram a intercalacéo de derivados do azobenzeno em HDL de
Mg e Al nas razbes 2 e 3 (AzZAA/LDH2 e AzAA/LDH3), e também mostraram que
esses HDL com elevados valores do espacameno basal, por exemplo, 3,3 nm como
produto intermediario (lyi; Kurashima; Fujita, 2002). Portanto, os resultados deste
trabalho esté@o corroborando aos dados apresentados na literatura, porém para uma
conclusdo mais plausiva sobre que tipo de produto de intercal¢do foi obtido nas
sinteses sera discutido na secao 2.3.6.

A altura média das galerias para as amostras IBU-HDL2 1:2, 1:4 e 1:6 foi 17,4
A, foi obtido subtraindo o valor do espacamento basal médio d(oo3)= ~ 22,2 A menos

o valor do empilhamento da lamela octaédrica que é 4,8 A (Arizaga; Satyanarayana;
Wypych, 2007; Newman; Jones, 1998). Considerando que as interacdes hospedeiro-
héspede sdo maximizadas na regido interlamelar, € provavel que os anions IBU"
intercalem com grupos hidrofobicos préximos uns dos outros e 0s grupos carboxilato
ligados nas galerias adjacentes do HDL em um modo em bicamada, tal como
proposto na literatura (Alcantara et al., 2010; Ay et al., 2009; Gu et al., 2014; Khan et
al., 2009; Lu et al., 2013) e ilustrado na Figura 41. Além disso, foi usado a equacao 2
para calcular a densidade de carga lamelar (d.) dos metais (M?**/M®*"). Os dados
obtidos mostram que a (d.) aumenta suavemente de 4,102 e/nm? para 4,128 e/nm?
a partir da amostra IBU-HDL2 1:10 para amostra 1:2 (Tabela 6). Isso pode ser um
indicativo da influéncia do maior nimero de moléculas de IBU presente no dominio

interlamelar do HDL. Consequentemente, os valores obtidos para o parametro de
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rede (a) foi inversamente proporcional a densidade de carga (d.) (Tabela 6), ou

seja, maior valor de (d.) menor valor de (a), como esperando a partir da equacao 2.

2.3.2. Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho

A presenca do anion nitrato (NOg3) foi confirmada pelo espectro no
infravermelho do HDL2 (Mg,AI-NO3’) puro (Figura 27), onde um pico intenso a 1.385
cm~! é atribuido ao modo vibracional v; do nitrato com simetria Dj;, (Xu; Zeng,
2001a, 2001b). Xu e Zeng demonstraram que esses dois modos de vibragdes para o
anion nitrato ndo sao influenciados pela sua quantidade nas camadas dos HDL (Xu;
Zeng, 2001b). Ja o estiramento vibracional da hidroxila v(O — H) foi observado em
3554 cm™!. De acordo com o modelo bastdo deitado proposto por (Xu; Zeng, 2001a,
2001b) (ver Figura 5 do HDL de Mg/Al =2), os grupos de hidroxilas ligados aos
anions NO3 irdo apresentar baixo nimero de onda, por exemplo, em 3.452 cm™!
devido a reducdo na densidade de elétrons na ligacdo (O —H) (Labajos; Rives;
Ulibarri, 1992) emquanto que as hidroxilas ndo ligadas apresentam valores
elevados, por exemplo, em 3.554 cm™! o que também pode ser atribuido as
moléculas de agua fisicamente adsorvidas (Xu; Zeng, 2001a, 2001b). J& os grupos
(0 — H) muda para 678 cm™! com um ponto de transicdo em 625 cm™! (Xu; Zeng,
2001b). O pico em 1.614 cm™! é atribuido as moléculas de agua (do modo 8y0y)
entre as lamelas dos HDL, o que corroboram com os dados da literatura (Labajos;
Rives; Ulibarri, 1992; Rey; Fornes; Rojo, 1992; Xu et al. 2001b). Além disso, foram
observados vibracGes de rede para as ligagcGes metal-oxigénio em 447 cm™! e 678
cm™!, as quais sdo caracteristicas de HDL (Kannan et al., 1995; Labajos; Rives;
Ulibarri, 1992).



72

1711 (C=0)

2868

2923

2955

IBU (Ibuprofeno)

IBU-HDL2 (1:2)

IBU-HDL2 (1:4) A
IBU-HDL2 (1:6) J“‘/\\

__1BU-HDL2 (1:8)

Intensidade (unid. arb.)
AI-OH - -
Mg-OH
Se— ;385 NO3"
¢ O
o}
Q

IBU-HDL2 (1:10) j_/\

447
3459
3554

678
1614 &

HDL2 (MgAI-NO3)

T T T T g | T T 1
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Nuimero de onda (cm'1)

Figura 27. Espectros vibracionais na regido do infravermelho para o IBU
(ibuprofeno) livre, HDL2 (Mg/Al-NO3") puro e amostras hibridas IBU-HDL2 1:2, 1:4,
1:6, 1:8 e 1:10.

Também na Figura 27 é possivel observar que o espectro na regidao do
infravermelho mostra uma banda acentuada em 1.711 cm™? atribuido ao estiramento
v(C = 0) do IBU livre. Essa vibracdo muda apés a intercalacdo do IBU nas lamelas
do HDL para um modo assimétrico §,,(C = 0) entre 1.550 cm™! e 1.554 cm™! e um
modo simétrico 8§,(C = 0) em 1.400 cm™!. Esses modos vibracionais de frequéncia
mais baixo em comparac&o a banda correspondente do IBU livre (em 1.711 cm™1) é
devido as fortes interacdes eletrostaticas entre os grupos COO~ do farmaco e as
lamelas do HDL (Gu et al.,, 2014; Lu et al.,, 2013), confirmando que a espécie
intercalada nas lamelas do HDL é o ibuprofeno na sua forma aniénica (IBU’), que

esta de acordo com a literatura (Conterosito et al., 2013; Gordijo et al., 2005). Além
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disso, fracas bandas em 1.514 cm™! e 1465 cm™~! podem ser atribuidas as vibracGes
do anel aromético da molécula organica (Andrade et al., 2000; Etcheverry et al.,
2002), assim como os modos de vibracdes assimeétricas v,s(CH;3) e simétrica vs(CHj3)
observados entre 2.868-2.870, 2.923-2.929 e 2.955 cm™! respectivamente. Na
Tabela 7 sdo resumidos todos os valores dos modos vibracionais obtidos pela
analise no infravermelho das amostras.

A partir das informagfes obtidas da andlise no infravermelho, foi usada a

Equacéo 12 para calcular a substituicdo dos anions nitrato (NO3’) pelos anions IBU".

N

IF =
(N + COO + CH)

(Eq.12)

Na equacgdo 12 o IF é a razdo de intensidade do farmaco (IBU"), N representa
a area de vibracao do nitrato (NO3) em 1.385 cm™! e a area em torno de 1.550(4)
cm?® e 1.400 cm™, os quais correspondem as vibracBes assimétricas do grupo
carboxilato -CO, e a area em torno de 1.514 cm™! e 1.465 cm™! atribuidas as
vibracdes do anel aromético, todos pertencendo ao ibuprofeno. A partir dos dados
da equacdo 12, foi plotado um gréfico (Figura 28) que correlaciona a substituicdo
dos anions nitrato pelos anions IBU. A partir desses dados podemos observar
claramente que a substituicdo anibnica segue uma evolucédo a partir da amostra IBU-
HDL2 1:10 para a amostra IBU-HDL2 1:4, a qual é equivalente a amostra IBU-HDL?2
1:2. Isto indica uma saturacdo das moléculas de IBU dentro das galerias
interlamelares do HDL. Neste caso, a presenca do farmaco (IBU) na solugdo “méae”
durante o processo de envelhecimento, neste caso, 24 horas, € importante para
assegurar um grau maximo da sua intercalacdo em competicdo com 0s anions

inorganicos (Gunawan; Xu, 2008), neste caso 0s anions nitrato (NO3).
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Figura 28. Evolucdo da intensidade dos anions nitrato (em u. a.) versus quantidade
de IBU (em mol).

2.3.3. Espectroscopia vibracional Raman

A espectroscopia Raman € uma importante técnica no estudo de materiais
hibridos, farmaco-HDL (Aisawa et al., 2006; Wu et al., 2014; Zhang; Pan; Duan,
2009), onde informacdes entre hospedeiro-hdspede pode ser obtido (Zhang et al.,
2006). Assim, usamos essa técnica para descrever as caracteristicas quimicas dos
HDL sintetizados pelo método de coprecipitacdo e sustentar os dados obtidos pela
analise no infravermelho.

As andlises revelaram simetrias D3, do nitrato observado nos espectros de
Raman (Figura 29) em 1.060 cm™ (Frost; Weier; Kloprogge, 2003; Kloprogge;
Hickey; Frost, 2004). Modos vibracionais para ligagdo metal-oxigénio 6(M —0) é
observado, por exemplo, em 720 cm™?! atribuido ao Al-OH e em 560 cm™ ao Mg—OH

(Kloprogge; Hickey; Frost, 2004). Ja as bandas entre 3.470-3.670 cm™! sé&o
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atribuidas ao estiramento O-H. Estudo mais preciso sobre os modos de vibragdes
para moléculas de agua em HDL recomenda-se andlise por espectroscopia no
infravermelho (Frost; Weier; Kloprogge, 2003; Kloprogge; Hickey; Frost, 2004).

Também na Figura 29 é ilustrado espectroscopia Raman dos materiais
hibridos, onde modos vibracionais entre 2.800-3.100 cm™ s&o atribuidos aos grupos
metilas (CH3) do IBU. Vibracdes simétricas em 2.867 cm™ e assimétricas em 2.912
cm™e 2.955 cm™ confirmam a presenca do IBU nas lamelas do HDL.

Além disso, a regido entre 1.300 e 1.700 cm™ mostra a presenca do farmaco
sem interferéncia de banda relacionado ao anion nitrato (Gordijo et al., 2005). Uma
banda acentuada em 1.608 cm™ é atribuida ao estiramento de vibracdo do anel
benzénico do IBU livre. Estiramento assimétrico do grupo COOH a 1.655 cm™ muda
para 1.462 cm™, correspondendo ao C=0 do estiramento assimétrico do COO'. Isto
significa que o IBU esta intercalado na forma bésica (IBU’, C;3H;170,) no HDL
(Mohanambe; Vasudevan, 2005). Outras bandas relacionadas a intercalacao do I1BU
sdo0 1450 cm™ e 1344 cm™ que corresponde as vibracdes de alongamento dos

grupos CH, e C-H, respectivamente (Mohanambe; Vasudevan, 2005).
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Figura 29. Espectros vibracionais Raman para o IBU (ibuprofeno) livre, HDL2 (MgAl-

NO3) puro e dos materiais hibridos IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10.

A partir da Figura 29 observa-se claramente que a intensidade dos anions

nitrato (NOj3’, vibracdo em 1062 cm™) diminui com o aumento da razdo de massa do

farmaco intercalado, mostrando a substituicdo dos anions nitrato pelos anions IBU

nas lamelas do HDL. Essas observacdes corroboram com os dados de DRX (Figura

26) e infravermelho (Figuras 28 e 29). Portanto, a analise por espectroscopia

Raman foi uma importante ferramenta que corroborou nas interpretacdes dos dados

e confirmou a intercalagdo bem sucedida do farmaco nas lamelas do HDL2. Todos

os valores das vibracGes encontrados nas amostras estao resumidos na Tabela 7.



77

Tabela 7. Espectros vibracionais de Raman e Infravermelho atribuido ao Ibuprofeno (IBU) livre, dos HDL puros e aos hibridos IBU-

HDL.
Raman (cm™) Infravermelho (cm™) Estiramentos
IBU livre HDL IBU-HDL IBU livre HDL IBU-HDL
2.953 2.955 2.955 2.955 Estiramento assimétrico CH3
2.912 2.912 2.923 2.929 Estiramento assimétrico CH,
2.865 2.867 2.868 2.868 Estiramento simétrico CHs
1.608; 1.575 1.575;1.615 1.462; 1.508 1.464; 1.514 Estiramento do anel benzénico C=C
1655 1711 Estiramento assimétrico C=0 do
COOH
1.462 1.550(4) Estiramento assimétrico C=0 do COO"
1.452 1.450 Estiramento CH»
1.340 1.344 Estiramento C-H
562: 722 564: 644 447 678 447 678 Estiramento Metal-OH da lamela do
HDL
1.060 1.060 1.385 1.385 Estiramento NO3
3.464; 3.608 3.445 3.455; 3.554 3.454 Estiramento O-H

1.614

Estiramento H-O-H
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2.3.4. Andlises termogravimétricas

Vérios trabalhos na literatura tém usado a analise termogravimétrica (TG)
como técnica para analisar o comportamento térmico das substancias antes e apos
a intercalacdo nos HDL, uma vez que esses materiais inorganicos proporcionam
maior estabilidade térmica as moléculas organicas apos a intercalacdo. Assim,
usamos a analise termogravimétrica para o ibuprofeno (IBU) livre, onde o perfil de
TG/DSC obtido exibiu um pico endotérmico em 74,5 °C na curva de DSC, a qual
aparece a partir do processo de fusdo da molécula de IBU e a completa
decomposicdo térmica, ou seja, cem por cento (100%) da perda de massa foi
alcancado em 258,4 °C, com um pico exotérmico em 170,8 °C ilustrado na Figura
30. Nestas andlises, os perfis e valores obtidos para o IBU livre corroboram com os
dados apresentados na literatura para essa molécula (Ay et al., 2009; Wang et al.,
2010).
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Figura 30. Curvas TG/DSC do Ibuprofeno (IBU) livre.
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A decomposicao térmica para o HDL2 (Mg,Al-NO3’) puro geralmente procede
através de trés passos tipicos (Xu; Zeng, 2001b): (i) dessorcdo das moléculas de
agua fisicamente adsorvidas e agua parcial intercalada em temperatura entre 50 °C
e 150 °C, (i) desidroxilacado das lamelas entre 300 °C e 380 °C e (iii) remoc¢ao dos

ions nitratos interlamelares entre 360 °C e 540 °C, como ilustrado na Figura 31.

50-150 °C

Mg+ xAlx(OH)2(NO3),.nH,0 > Mgy Al(OH)>(NO3), + nHyO (i)
300-380 °C .
Mg 1.Al(OH)>(NO3), > Mg Al (OH)2(NO3), + H0 (i)
360-540 °C
Mg 1.xAlx(OH)2(NO3), > Mg ,AlO14x2) + XNO2 + (x/4)O; (iii)

Figura 31. Esquema da via de decomposicao térmica do HDL de nitrato, HDL-NOg3".
Adaptado de Xu (2001b).

Esses eventos sédo observados, por exemplo, para a decomposi¢cao térmica
do HDL2 (MgAI-NO3), no qual a degradacédo ocorre em varias etapas, tais como as
descritas na Figura 31, onde a destruicdo lamelar do HDL é alcancada em
aproximadamente 483,7 °C, com 48,81% de perda de massa e formacao dos éxidos
dos metais Mg e Al, onde o intervalo de temperatura para estas etapas inicia-se a
partir da temperatura ambiente até aproximadamente 600 °C, como ilustrado na

Figura 32 nas curvas de analises térmicas TG/DSC desse HDL.
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Figura 32. Curvas TG/DSC do HDL2 (Mg,Al-NOs3) puro.

Para os materiais hibridos (IBU-HDL) ilustrados na Figura 33a-f, o valor médio
da perda de massa foi 7,5% em temperatura entre 20 °C e 150 °C, com largos picos
endotérmicos que foram relacionados a perda de agua (H.O). A perda de peso com
valores entre 33,5% e 39% na temperatura entre 150 °C e 300 °C, com picos
exotérmicos entre 248 °C e 253 °C foi induzida principalmente pela decomposicao
do anel aromatico da molécula organica (ibuprofeno), como descrito na literatura (Ay
et al., 2009). Dois intensos picos exotérmicos entre 330 °C e 540 °C séo
correspondentes a decomposicdo das espécies derivadas do IBU (Gordijo et al.,
2005). Comparando com a temperatura de decomposi¢céo de 195 °C do IBU livre
(Figura 30), podemos concluir que a estabilidade térmica da molécula de IBU
intercalada € significativamente aumentada, o que corrobora com dados da literatura
(Ay et al., 2009). Além disso, os intensos picos exotérmicos exibidos em um intervalo
de temperatura de 500,0 °C a 540,0 °C confirma a completa decomposicao térmica.
Esses resultados mostram que o HDL promove um aumento na estabilidade térmica

para as moléculas organicas, como ilustrado na Figura 34.
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Figura 33. Curvas TG/DSC dos materiais hibridos. IBU-HDL2 1:2 (a), 1:4 (b), 1:6 (c),
1:8 (d), 1:10 (e) e (f) curvas DSC para todas as amostras.
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Figura 34. Curvas TG/DSC das amostras. IBU (ibuprofeno) livre, HDL2 (MgAI-NO3)
puro, dos materiais hibridos IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1.8 e 1:10.

As perdas de massa das amostras IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10 foram
obtidas, considerando as medidas de temperatura de 25 °C a 900 °C e os valores
s&o dados na Tabela 9. E possivel observar que o aumento em perda de massa €é
proporcional a quantidade de massa do IBU intercalado no HDL, onde os valores
maximo obtidos foram 66,96% e 67,34% para as amostras IBU-HDL2 1:2 e 1:4,
respectivamente. Isso indica um provavel limite de substituicAo dos anions nitrato
pelos anions IBU nas galerias do HDL. Além disso, a maior estabilidade térmica
observado para o material hibrido foi na amostra IBU-HDL2 1:10 (ver Figura 34),
talvez seja devido as efetivas ligacbes de hidrogénio dos anions NO3 que podem
interagir com as lamelas do HDL (Ay et al., 2009).

A partir dos dados da analise termogravimétrica, foi usado a equacéo 13 para
obter uma aproximagdo semi-quantitativa da quantidade do IBU presente nas
lamelas dos HDL e, junto com os dados da quantificagdo dos metais (Mg e Al)
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obtidos via analises de ICP, foi possivel propor a composi¢cdo quimica das amostras
IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10.

Nossa hipotese parte da seguinte ideia, se a substituicdo dos ions NO3 pelos
ions IBU” fosse completa, teriamos como produto da reagdo, um complexo hibrido
[Mg,_,Al,(OH),](IBU™),, tal como representado pela equacao reacdo a seguir.

[Mgl—xAlx(OH)x] (NO3)x- nHZO + zIBU™ - [Mgl—XAlx(OH)x] (IBU_)X + NOE

Entretanto, baseando-se nos resultados da difracdo de raios X (DRX),
espectros vibracionais no infravermelho (IR) e Raman, a substituicdo dos ions nitrato
(NO3) pelos ions ibuprofeno (IBU) ndo ocorre via completa substituicdo, ou seja,
cem por cento (100%) da troca anidnica. Neste caso, o produto formado seria um
complexo com formula quimica, tal como representado a seguir, o qual esta em

plena concordancia com dados da literatura (Lu et al., 2013).
[Mgl—xAlx(OH)x] (IBU)Z(NO3)X—Z' nHZO

Onde o z representa a quantidade de ions IBU", x a fracdo molar dos cations
(AP*/Mg®") e n a quantidade de &gua presente no produto formado. O valor de n
para as amostras foram considerados aproximados, pois de 25 °C até 150 °C foi
considerado que houve apenas a remocao de moléculas de agua (veja o detalhe na
Figura 34).

A quantidade de ibuprofeno (z) foi obtido usando a Equacéo 14, baseando-se
nos produtos, (x —z)NO, + zIBU™ + @02, da decomposicdo do complexo IBU-

HDL representado na Equacao 13, considerando o intervalo de temperatura entre
200 °C a 900 °C.

200 °c—900°C
[Mgl—xAlx(OH)Z](IBU_)z(NOE)X—Z- nH,0 —— Mgl—xA1X01+x/2 + (1 + Y)HZO

(x—2z2) o

+ (x—2z)NO, + zIBU™ + 2 2

(Eq.13)

_ 6 ((1 —_ X)MMg + XMAI + ZMOH) —_ (1 + (1 —_ S)Y)MHZO —_ (1 —_ S)X)MNOZ —_ XMO(6 —_ 0,5)
‘= (1—6).(Mjgy — Mo,) (Eq-14)
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Na Equacdo 14, 6 representa a fracdo em perda de massa para cada
amostra, M a massa atOmica (em unidade de massa atOmica, u.a.) para: Mg =
24,305, Al = 26,981539, N = 14,0067, O = 15,9994, H = 1,00794 e massa molecular
(em g mol™?) do ibuprofeno (IBU) = 206,28. A equacdo 14 foi obtida ap6s alguns
rearranjos matematicos e os valores dos anions nitrato (NO3z) e ibuprofeno (IBU)
obtidos, sdo apresentados na Tabela 8.

Com base nas andlises termogravimétricas (TG/DSC) e espectroscopia de
massa atdomica (ICP), assumindo que os ions ibuprofeno (IBU") substituem os ions
nitrato (NO3) nos compostos intercalados e considerando a composi¢cao catidnica
obtido por ICP, a hidratacdo e os rendimentos dos compostos intercalados puderam
ser calculados. Como pode ser observado na Tabela 8, o rendimento de hidratacao
€ aproximadamente 0,5 moléculas de agua por unidade de férmula, com ligeiras
variacfes de uma amostra para outra. A quantidade de moléculas de IBU intercalado
no HDL para os hibridos IBU-HDL 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10, foram 0,31, 0,32, 0,24,
0,17, 0,13, respectivamente, destacando os valores obtidos para as amostras 1:2 e
1:4 as quais s&o equivalentes ao resultado apresentado por Lu e colaboradores para
o complexo IBU-HDL-Mg/Al (Lu et al., 2013). Esses autores usaram outro método de
sintese, porém uma razdo de massa entre farmaco-HDL foi 1:1 (g/g), e aqui foram
usadas as razdes farmaco-HDL 1:2 e 1:4 (g/g), ou seja, menor, porém os resultados

obtidos foram melhores, considerando as propor¢des de massa usada.
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Tabela 8. Propriedades e composi¢cao quimica das amostras sintetizadas pelo método de coprecipitacao.

Razao Razéo dos Perda de

Amostras Nominal Cétions Massa I\/IlgtilJlao/o)I(e Composicao Quimica média
de IBU [AIF]/[Mg?]* Total* (%) 0

HDL2 (Mg/Al-NOs) 0 0,48 48,81 0,0 [Mgo,68Alo 32(OH)2]>*# [(NO3)0 32,0,36H,0]°**
IBU-HDL2 (1:10) 0,15 0,47 59,11 23,8 [MdoesAlo 32(OH)2]>*# [(NO3)0 10IBUg 13,0,48H,0]%3%
IBU-HDL2 (1:8) 0,18 0,47 61,34 27,7 [MgoesAlo 32(OH)2]>**[(NO3)0 15IBUg 17,0,54H,0]%%*
IBU-HDL2 (1:6) 0,24 0,48 64,87 350  [MdoesAlo32(OH)2] %2 [(NO3)o 0IBUq 24,0,62H,0]°*
IBU-HDL2 (1:4) 0,36 0,49 67,34 472  [Mdoe7Alp 33(OH)2]>***[(NO3)o 011BUq 32,0,52H,0]°>*
IBU-HDL2 (1:2) 0,72 0,47 66,96 46,5  [MgoesAlo32(OH)2]°#*[(NO3)o,011BUg 31,0,49H,0]%%*

" Razéo dos cations obtido por ICP. *Perda de massa baseado nas andlises de TG. * porcentagem de IBU obtido através das andlises de UV-Vis.
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2.3.5. Anélises no ultravioleta-visivel

Os valores de absorbancia e os desvios padrdoes correspondentes a cada
concentracdo da curva analitica de calibragcdo do IBU livre sdo apresentados na
Tabela 9, os quais foram obtidos por um espectrofotdmetro na regido do UV-visivel

em um comprimento de onda fixo em 264 nm.

Tabela 9. Valores das absorbancias do IBU obtidos por espectrofotometria. ~ Valor
médio e *Desvio padrao obtidos em triplicata.

Concentracdo (g L")” Absorbancia (a. u.)*

0,1003 + 0,0005
0,2010 = 0,0010
0,3013 = 0,0015
0,4020 = 0,0020
0,5023 + 0,0025
0,6026 + 0,0031
0,7033 = 0,0035
0,8036 *+ 0,0040
0,9043 + 0,0045
1,0046 + 0,0050

0,1915 + 0,015
0,3740 = 0,018
0,5541 + 0,022
0,7400 * 0,049
0,9271 + 0,014
1,0878 + 0,045
1,2631 + 0,059
1,4355 + 0,063
1,6015 * 0,057
1,8823 +£ 0,115

A partir dos espectros obtidos para cada amostra do IBU em diferentes
concentracdes, € observado que o método foi especifico, demonstrando ndo haver
interferéncia dos solventes, como ilustrado na Figura 35. Além disso, a curva
analitica meédia foi calculada por regressao linear, baseando-se na equacéo da reta,
y = a + bx, onde o coeficiente de correlacdo de Pearson, r> = 0,9981, mostrou boa
linearidade (Figura 35). A partir da curva analitica obtida, podemos inferir que o
resultado foi diretamente proporcional a concentracdo do analito, assim, pode ser

utilizado na quantificacdo do farmaco presente nas lamelas dos HDL.



87

2,0 2,00
r y =1,7931x + 0,0169 e
| __0,16{r?=0,9981 °
Al < .
A \ 5
I/ 20,12 ,
fi " P 8 o
1,5 ainll “ 2 °
N g 08 '
M "‘|| "‘ 3 o
N: 'f" “l g 0,4 P )
3 .‘l(‘ W |‘|[
S /‘,‘ || 0,0
2 [ 00 02 04 06 08 10 1.2
1.0 | Concentracao (g/L)
2 7 ALY
(o] r 4 r‘ \ |
-g f‘," | ‘<' | Al
< |" / / N ‘«’l, ’| i
\ I‘ ."‘l L
Wi \
| Al ." f
050, // -
v‘v’, “'
A
0,0 N S A B A e e L i s e i
240 250 300 350 4000

Comprimento de onda, A (nm)

Figure 35. Espectros de absorcéo e representacao grafica do IBU livre.

Na Figura 36 séo ilustrados os espectros de absor¢do obtidos pelo método
espectrofotométrico por UV-vis do ibuprofeno (IBU) livre e HDL2 (Mg,AIl-NO3") puro.
Ap6s a acidificacdo das amostras IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10, como descrito
secao 2.2.3, foi possivel representar graficamente as absorcGes das moléculas de
IBU presente nessas amostras (Figura 36). Nessa figura é possivel observar, por
exemplo, que na auséncia do farmaco, a estrutura do HDL2 nao apresenta nenhum
processo de absorcao, porém mudancas ocorrem na faixa de comprimento de onda
entre 245 a 280 nm devido a presenca do farmaco (IBU) desintercalado das lamelas
inorganica dos HDL. Tanto na andlise qualitativa (espectro) quanto na analise
guantitativa (absorcdo), observa-se que a quantidade de farmaco intercalado
aumenta proporcionalmente com o aumento na razdo farmaco-HDL. Neste caso,
23,8% de moléculas de IBU intercalado na amostra IBU-HDL2 1:10 e 46,5% e 47,2%
para as amostra IBU-HDL2 1:2 e 1;4, respectivamente, mostrando que tais valores
sdo equivalentes. Esses resultados corroboram com os dados apresentados por
Ambrogi e colaboradores, onde 50% (g/g) de IBU foi intercalado no HDL de Mg e Al
Mg.Al-IBU (Ambrogi et al., 2001), aos 31% (g/g) na matriz (Mg2Alo.9sEUg 05)re-(IBU)
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mostrado no trabalho de Wang et al. (2010) e também esta na faixa, por exemplo, de
41,9% a 46,5% do IBU intercalado no Mg,Al-LDH-IBU descrito por Huang et al.
(2010). Neste contexto, os dados das amostras IBU-HDL2 1:2 e 1:4 apresentam as
condic¢fes ideais de razdo de massa entre o farmaco e os sais de nitrato de Mg/Al,
assim como a raz&o dos cations (Mg*/AI**-NO5™ = 2) obtidos pelo método simples de
coprecipitacdo, confirmado por diferentes técnicas de caracterizacdo, tais como
padrbes de drx, analise térmica por termogravimetria, espectroscopia vibracional no

infravermelho e Raman e ultravioleta visivel, Figura 36 e Tabela 9.
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Figura 36. Espectros de absorcédo e representacdo grafica das amostras. Ibuprofeno
(IBU) livre, (a) HDL2 (Mg2AIl-NO3) e dos materiais hibridos IBU-HDL2 1:2 (b), 1:4 (c),
1:6 (d), 1:8 (e) e 1:10 (f).
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Utilizando os dados obtidos por ICP, TG e UV-vis, assumindo que os ions
ibuprofeno IBU™ substituem os ions nitrato NOj3’, foi possivel relacionar a evolucéo do
rendimento de IBU intercalado em funcéo da razdo nominal determinado por essas
técnicas. Os dados obtidos exibem uma variagdo de rendimento de intercalagdo (em
%) como uma funcdo da razdo nominal (em mol) do IBU. Estes resultados s&o

representados na Figura 37.

100 1:4 1:2
%0 FH e

,

Rendimento de intercalagao (%)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Composicao nominal de IBU (mol)

Figura 37. Evolucao do rendimento de IBU intercalado em funcao da raz&o nominal
determinado por ICP, TG e UV-vis.

Podemos observar claramente dois dominios de evolucdo. De 0,00 até cerca
de 0,33, a quantidade de IBU intercalado aumenta linearmente, enquanto que acima
de 0,33, é constante e igual a um valor maximo de aproximadamente 94%,
indicando a saturacdo das moléculas de IBU nas galerias interlamelar do HDL foi
atingido. Assim, estes resultados demonstram que a via de sintese utilizado neste
trabalho permite adaptar a quantidade de IBU intercalado dentro de uma

composicao de estrutura de HDL quase constante.
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2.3.6. Processo de intercalacao

Como discutido na secéo anterior, as mudancas nos padrdes experimentais
observado nas amostras com aumento da quantidade de IBU intercalado nao
corresponde a um aumento continuo do espagcamento basal. Eles, em vez de disso,
existem apenas um numero limitado de espacamentos interlamelar definido,
correspondendo a galeria preenchida tanto pelos anions intercalantes NO3™ ou IBU
ou por ambos (a galeria sendo parcialmente ou totalmente preenchido), os quais sao
misturados e distribuidos com alguns graus de aleatoriedade. Este fenbmeno é
conhecido como interestratificacdo (interlayering) e pode prosseguir através de
varios esquemas (Lerf, 2014), incluindo: interestratificacdo aleatoria (random
interstratification) (esquema Hendricks-Telle), ordenag&o parcial (partial ordering),
fases (staging), isto é, alternancia regular das interlamelas e separagéo
(segregation), ver os exemplos na Figura 16. Por exemplo, os anions intercalantes
estdo agrupados em dominios completamente discretos. Isto ja tem sido observado
ha bastante tempo em materiais ceramicos (Brindley; Brown, 1980; Lerf, 2014),
incluindo HDL (Pisson et al., 2003), mas a sua caracterizagdo no presente caso dos
compostos de IBU-HDL tem recebido atencédo limitada, com apenas uma referéncia
nos ultimos anos (Conterosito et al., 2013). A fim de esclarecer este ponto e acessar
as proporgOes das lamelas preenchidas por ions IBU ou NO3 e sua sequéncia de
ordenagéo, analisamos as reflexdes basais dos padroes de DRX em termos de
posi¢cdes, larguras e formas dos perfies. Diferentes métodos para solucionar este
problema podem ser encontrado na literatura (Brindley; Brown, 1980; Brigatti;
Mottana, 2011). Aqui, consideramos o0 seguinte modelo simplificado. Os cristalitos
do IBU-HDL foram modelados como um empilhamento de lamelas idénticas, isto €,
com fator de estrutura idéntica, separadas por apenas dois possiveis espacamentos
interlamelar. Foi assumido que os anions IBU™ ndo provocam distor¢gdes significativas
das lamelas da brucita que € relativamente rigida. Como cada lamela da brucita
consiste de duas matrizes hexagonal adjacente de empacotamento fechado de ions
hidréxidos com céations Mg**/Al** preenchendo todos os espacos octaédricos entre
eles, onde foram modelados por 3 camadas lamelas, tal com ilustrado na Figura 3,
equidistantes de densidade eletrdnica idéntica. Além disso, a estrutura das camadas
interlamelares n&o sendo bem conhecido e a densidade eletronica sendo baixo,

seus fatores estruturais foram simplesmente negligenciado. Esta simplificacdo afeta
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apenas as intensidades relativas dos picos, mas ndo as posi¢cdes e formas dos
picos. Finalmente, flutuacdes estatisticas do espacamento interlamelares e os
nameros de lamelas por cristalitos foram considerados. Para este dltimo, a
distribuicdo de Poisson bem adequada foi usada. De acordo com esse modelo
simplificado, a intensidade dispersa correspondente as reflexdes basais pode ser
escrito como exclusiva da polarizacdo de Lorentz e outros efeitos geométricos ou

instrumentais (Warren, 1990) de acordo com a Equacao 15:

Nmax_l NmaX
I(s) = F?x{N+2 x Z Z p(m)(N —n) | x e~2™n85 x (cos[2md(n)s]) (Eq.15)

n=1 N=n+1

Na equacédo 15, s = 2sin(0) /A é o vetor comprimento de espalhamento com
comprimento de onda A e angulo de espalhamento 26, F é o fator estrutura lamelar,
N e Np.x S40 respectivamente os nimeros médio e maximo de lamelas por
cristalitos, p(n) a fungdo massa de probabilidade de Poisson, § é a variancia das
flutuacbes estatisticas do espacamento interlamelar, d(n) a distancia entre duas
enésimo lamelas vizinhas mais proximas. Os termos de fase média entre parénteses
foi avaliada utilizando o algoritmo recursivo para fatores de frequéncia de calculo
proposto por Bethke e Reynolds (1986) para dois tipos de interlamelas e correlacdes
de vizinhos mais préximos, isto €, parametros de Reichweite igual a 1.

Os calculos foram realizados utilizando um programa escrito em linguagem
Python (Masson, 2014). Os parametros de entrada foram N, §, os dois
espacamentos interlamelares, d, e dg, para o preenchimento interlamelar com os
respectivos ions NO3 e IBU", a percentagem, Pg, de completo preenchimento com
ions IBU’, e a probabilidade de juncdo, Pgg, de completo preenchimento com ions
IBU’, assim como o seguinte preenchimento intrelamelar com ions IBU".

Foram testados varios modelos para simular os possiveis modos de
intercalacdo do IBU nas lamelas do HDL, por exemplo, processo de intercalagao por
interestratificacdo, de forma aleatoria e também a forma ordenada. Entretanto, as
melhores concordancias entre os dados calculados e o experimental foram
sistematicamente obtidos para o modelo de intercalagcdo por interestratificacéo
aleatoria, onde os mesmos séo plotados nas Figuras 38a-d para as amostras IBU-
HDL2 1:4, 1:6, 1:8 e 1,10, respectivamente.
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Todos os célculos foram realizados utilizando os seguintes parametros: N = 8,
§=0,34A% d, =854, dg =22,04A, o qual corresponde as particulas de IBU-HDL
gue apressentam valores médios de empilhamento entre 10-15 nm. Estes valores
usados nos calculos matematicos (simulacédo) foram extraidos a partir dos dados
experimentais das analises de difracdes de raios X das amostras, onde apenas as
propor¢cdes das lamelas preenchidas com IBU" foram avaliadas, assim como as

adequadamente probabilidades de juncao.
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Figura 38. Comparacéo entre os padrdes experimentais das amostras IBU-HDL2 1:4
(@), 1.6 (b), 1:8 (c) e 1:10 (d) e os padroes calculados com o modelo de
interestratificacdo aleatoria. Para a amostra IBU-HDL2 1:8 (c), os calculos obtidos
com modelo de estagio secundario é também plotado para comparacdo, onde as
linhas pontilhas representa o estagio secundario e a linha sélida em negrito a
interestratificacao aleatoria.

Os resultados apresentados na Figura 38a-d exibem os perfis dos dados
experimental (linhas de cor cinza) e os dados calculados (linhas sélida de cor preto),

onde existe concordancia entre as posicdes dos perfis das difracdes de raios X das
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amostras experimental e calculadas, assim como os perfis das reflexbes basais das
guatro amostras, as quais sao razoavelmente boas. Além disso, as proporcdes
obtidas das lamelas preenchidas pelos anions IBU" no HDL2 foram 90%, 70%, 40%
e 25% para as amostras IBU-HDL2 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10, respectivamente.
Comparados com os rendimentos de intercalagao experimental de 94%, 66%, 48% e
37% para essas mesmas amostras determinados na secdo 2.3.5, sdo, no geral,
consistentes, embora observado algumas discordancia com os valores mais baixos,
por exemplo, para a amostras IBU-HDL2 1:8 (Figura 38c), onde é comparado os
resultados dos célculos, os quais foram considerados dois processo de intercalacdo
na simulacdo, um como estagio segundario - intercalacdo perfeitamente ordenado, e
a intercalacdo por interestratificacdo aleatdria. As simulacdes mostraram que a
intercalacdo como estagio secundario apresenta um rendimento de intercalacéo de
aproximadamente 50%, porém o perfil de drx simulado ndo descreve o experimental.
Para a interestratificacdo aleatéria, intercalacdo aleatéria, o resultado foi de
aproximadamente 40%, apresentando um perfil do espectro de drx bem mais
ajustado ao valor experimental, ou seja, uma melhor concordancia.

A Tabela 10 resume os valores dos rendimentos de intercalagdo do
ibuprofeno no HDL2, onde esses resultados sugerem que o método de sintese
utilizado neste trabalho descreve um enchimento aleatorio desse farmaco nas

galerias do HDL estudado.

Tabela 10. Quantidade de ibuprofeno intercalado no HDL de Mg/Al = 2, IBU-HDL2.
Valores experimental e tedrico.

Quantidade de IBU Intercalado (%)

Amostras : )
Experimental Tedrico
IBU-HDL2
(1:4) 94 90
IBU-HDL2
(1:6) 66 70
IBU-HDL2
(1:8) 48 40
IBU-HDL2 37 o5

(1:10)
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2.3.7. Andlises do IBU-HDL por microscopia eletrénica de varredura

Além das técnicas ja apresentadas nas secfes anteriores, também foi usado
andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV), com objetivo de avaliar as
caracteristicas morfologicas das amostras sintetizadas. Neste caso, o HDL2 puro e
as amostras hibrida IBU-HDL2 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10, onde os resultados desta
analise sao ilustradas na Figura 39, mostrando que as amostras Sao muito
semelhantes, independentemente da quantidade nominal de IBU na mistura
reacional inicial. A imagem sugere um agregado morfolégico como “folha”, o qual é
esperado para compostos do tipo hidrotalcita (Ambrogi et al., 2001). Esse aspecto
de agregado € induzido pela introducéo do IBU nas galerias do HDL (Ay et al., 2009;
Lu et al., 2013). Além disso, esses materiais hibridos sédo caracterizados por um
tamanho de particula de aproximadamente 100 nm e uma espessura de alguns
nanémetros.

Uma maneira de obter HDL com plaquetas uniformes e menos aglomeradas é
usar etilenoglicol como solvente (Gunawan; Xu, 2008; Jiang et al., 2004) ou fazer um
tratamento hidrotermal no processo de envelhecimento da amostra (Gu et al. 2014,
Gunawan; Xu, 2008; Huang; Zhang; Pan, 2011; Zhang et al., 2014), porém néo foi a

estratégia deste trabalho.

Figura 39. Imagem da microscopia eletrénica de varredura para (a) HDL2 puro e dos
materiais hibridos IBU-HDL2 1:2 (b), 1:4 (c), 1:6 (d), 1:8 (e) e 1:10 (f).
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Com base nas informacdes obtidas da literatura (Gu et al. 2014; Lu et al.,
2013; Mohanambe; Vasudevan, 2005) e nas diferentes técnicas de caracterizacao
(DRX, Infravermelho, Raman, UV-vis, TG, ICP e MEV) utilizada no presente
trabalho, é ilustrado na Figura 40 um esquema de como seria o produto da sintese

via coprecipitacéo do ibuprofeno intercalado no HDL nas amostras deste trabalho.
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Figura 40. Esquema construido a partir de informacdes da literatura e dos dados de
DRX, IR, Raman, TG, ICP e UV-vis para o complexo IBU-HDL deste trabalho.

2.3.8. Ensaios in vivo

Os ensaios in vivo foram conduzidos usando as amostras hibridas IBU-HDL2
1:4, 1:6 e 1:10, contendo, respectivamente, 90%, 70% e 40% de farmaco
intercalado. Veja a diferenga nos difratogramas dessas amostras na Figura 41.

Como critério de comparacdo, o estudo também foi realizado com as
amostras de IBU (ibuprofeno) e HDL2 (Mg/Al-NO3), ambas puras, com objetivo de

checar se os efeitos farmacoldgicos é uma resposta do farmaco dentro ou fora do



96

espaco interlamelar dos HDL, tal como sugerido na literatura (Del Arco et al., 2004)
Os ensaios foram conduzidos usando modelo de atividade antinoceptivo in vivo

descrito na literatura (Koster; Anderson; Beer, 1959; Lima et al., 2009).
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Figura 41. Difratogramas das amostras IBU-HDL2 1:4, 1:6 e 1:10 usadas nos teste
in vivo sobre atividade antinoceptiva.

Os resultados dos testes in vivo da atividade analgésica sao apresentados na
Figura 42. A partir dessa figura podemos ver claramente que apenas a amostras do
hibrido IBU-HDL presente atividade antinociceptiva apés 24 horas. Porém, o numero
de contorgcbes medido para os camundongos tratados com IBU livre é
estatisticamente igual ao medido com veiculo ou apenas com o HDL, indicando que

IBU livre, sem intercalacdo ndo tem efeito depois de 24 horas.
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Figura 42. Efeito de contor¢cdes induzida em camundongos apés 24 horas para o
ibuprofeno (IBU) livre, HDL2 (Mg,AI-NO3) puro, amostras hibridas IBU-HDL2 1:10,
1:6 e 1:4 e o veiculo puro (salina 0,9%). O grafico de barras representa o niumero de
contorgbes, expressos como média + S.E.M. Os numeros acima das barras
correspondem a percentagem de diminuicdo do numero de contor¢cdes em relagéo
ao obtido com o veiculo sozinho.

A diminuicdo das contor¢cbes observadas para os camundongos tratados com
as amostras de IBU-HDL é significativa, sendo maior do que 60%, mesmo para a
amostra com menor rendimento de intercalacdo. Isto mostra claramente que a
intercalagdo do IBU dentro do HDL tem um grande efeito “retardador’ na sua
liberagdo dentro do corpo dos camundongos e que o IBU ainda esta eficientemente
presente nos camundongos apos 24 horas.

Mais surpreendentemente ndo ha diferenca estatistica significativa entre os
efeitos analgésicos das trés amostras de IBU-HDL (Figura 42) apesar de seus
rendimentos de intercalacdo muito diferente (ver Tabela 9). Em particular, os 40%
intercalados na amostra IBU-HDL 1:10 é quase tdo eficaz quanto os 90% para a
amostra IBU-HDL2 1:4 ‘“totalmente” intercalado ap6s 24 horas. Este fato é
particularmente interessante, uma vez que sugere que a obtencdo de uma atividade
antinociceptiva de longa duracdo nao necessariamente exigem uma grande
guantidade de farmaco intercalado e que a baixa quantidade de IBU intercalado no
HDL também pode proporcionar uma atividade biolégica eficiente, a qual certamente

esta relacionada com a diferenca da cinética de liberacéo do IBU entre as amostras
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totalmente e nado totalmente intercaladas, em particular no curto periodo de tempo
apos a administracdo do hibrido IBU-HDL2. Seu entendimento preciso exige,
portanto, uma investigacdo mais aprofundada sobre o comportamento cinético das
amostras. Este, por sua vez, esta provavelmente relacionada com a estrutura dos
compostos intercalados, em particular a sua interestratificacdo aleatoria, tal como
este ultimo pode afetar a estabilidade, por exemplo, com relacdo a desfoliagdo dos
cristalitos do material IBU-HDL dentro do corpo do animal.

Em geral, ainda que esses resultados sejam preliminares, necessitando, por
exemplo, de um estudo mais detalhado sobre a cinética de liberagdo do farmaco no
sangue do animal, esses resultados sdo muito importante, pois possibilita estudos

futuros mais detalhado da acéo do farmaco no corpo do animal.

2.3.7. Teste hemolitico

A hemodlise é a destruicdo de células vermelhas do sangue in vivo e pode
levar a anemia, por exemplo, a pigmentacdo amarelada da pele, e outras condi¢des
patolégicas, por conseguinte, o potencial hemolitico de todos os farmacos
administrados por via intravenosa deve ser avaliado. Dispositivos derivados da
nanotecnologia e carregadores de famacos estdo surgindo como alternativas as
drogas de pequenas moléculas convencionais e avaliacdo in vitro de sua
biocompatibilidade com componentes do sangue. Assim, a analise hemolitica torna-
se uma etapa importante para no desenvolvimento pré-clinico (Dobrovolskaia et al.,
2009). Devido a maioria destes nanomateriais entrarem na circulagdo sanguinea, em
certa quantidade, junto com o farmaco administrado, eles ndo devem ser hemolitico
(Zhou et al., 2015).

Neste contexto, as avaliagbes hemoliticas para as amostras IBU-HDL2 1:4,
1:6 e 1:10, mostraram que o aprisionamento dos anions IBU em nanoparticulas de
HDL diminui o efeito hemolitico, como observado com a densidade Optica do
controle positivo Triton X-100 (Figura 43). Estes resultados sdo muito importantes,
pois até o presente momento, ndo ha relatos na literatura sobre a atividade
hemolitica para o complexo IBU-HDL in vito. Esses dados foram obtidos usando

solucdo salina fisiologica, ou 10% de Triton X-100 sob microscopia de luz. Os
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glébulos vermelhos (RBCs) tratados com soro fisiologico foram normal e em forma

de disco. Ja o tratamento de RBC com 10% de Triton X-100 provocou hemolise

completa.

""" Vehicle

DMSO
TRITON-X
HDL2

22 |BU-HDL2 (1:4)
N\ IBU-HDL2 (1:6)
IBU-HDL2 (1:10)

BANBOOA

Densidade 6tica

Figura 43. Grafico da hemdlise RBCs ap06s o tratamento de véarias concentracdes
das amostras hibridas IBU-HDL2 1:4, 1:6 e 1:10 por 2 horas. A hemoglobina no
sobrenadante vermelho indica o dano do RBCs. Triton-X foi utilizado como controle
positivo. O HDL2 e DMSO foram usados como controles negativos. As misturas
foram centrifugadas para detectar a presenca de hemoglobina (vermelho) por
absorcéao a 540 nm.
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2.4. CONCLUSOES

O método da co-precipitacdo apresentado neste estudo permite a obtencéo
de compostos puros de ibuprofeno (IBU) intercalado em hidroxidos duplos
lamelares, hibrido IBU-HDL, com composi¢éo estrutural do HDL quase constante, e
a quantidade de IBU intercalado precisamente controlavel.

O rendimento maximo de intercalacdo foi aproximadamente 94% para
material hibrido IBU-HDL na razdo de Mg/Al = 2 e propor¢cdo de massa/massa do
IBU-HDL 1:4.

A intercalacdo do ibuprofeno nos HDL de Mg/Al procede via interestratificacédo
aleatéria, ou seja, sem os fenbmenos de fases.

Os ensaios in vivo realizados em camundongos albinos machos utilizando o
método de contorcao induzida por acido acético mostram claramente um aumento
significativo do efeito antinociceptivo das amostras IBU-HDL apds 24 horas em
relacdo ao ibuprofeno bruto. Mais importante ainda, os testes também revelaram que
0s compostos intercalados com IBU em menor quantidade séo quase tao eficazes
guanto as amostras totalmente intercaladas.

Além disso, as avaliagbes hemoliticas mostraram que os materiais hibridos,
IBU-HDL, ndo apresentaram danos as células vermelhas do sangue, glébulos
vermelhos, o que pode contribuir em futuros estudos sobre a cinética de liberacdo do
farmaco no sangue dos camundongos.

Portanto, estes resultados podem ter impacto ndo negligenciavel sobre a
melhor maneira de usar o HDL como um carregador de farmaco, possibilitando, por

exemplo, um estudo de possivel aplicacdo deste composto como um biomaterial.
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2.5. APENDICES

Mg/Al-NO; (Mg/Al = 2; HDL2)

Ibuprofeno (IBU) >

Y Y Y
IBU-HDL2 IBU-HDL2 IBU-HDL2

@) 01 (2

2.5.1. Apéndice I. Andlises do IBU intercalado no HDL2 (Mg,AI-NO3’) com razdes de
massa total 2:1, 1:1 e 1:2 (g/g) entre o farmaco e o HDL2, IBU-HDL2.

A intercalacdo do IBU no HDL de Mg/Al de razdo molar = 2 foi realizado para
verificar se haveria grandes diferencas entre IBU-HDL2 2:1, 1:1 e 1:2 (g/g). Os
resultados de DRX, IR, e teste in vivo mostram que nao houve grandes diferencas.
Assim, foi selecionado a amostra IBU-HDL2 1:2 por ser usado menor quantidade de
farmaco e obter amostra similar a IBU-HDL2 2:1 (vejas as informacdes

cristalograficas na Tabela All2).
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2.5.2. Apéndice I. Analises de difracdes dos raios x

30000 8 v r L 1 L ' v ‘ L)
— |[BU-HDL2 2:1
— |BU-HDL2 1:1 1
25000 - — |BU-HDL2 1:2
—~ . J
@ 20000
3| :
% 15000 - ]
<
o i -
2 10000
m -
— L
£
5000 -
- -
0 T " a a

L) ) L) ) 1 L | L) 1 - L] L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
26 (°)
Figura All. Difratogramas de raios X das amostras hibridas IBU-HDL2 2:1, 1:1 e 1:2
sintetizadas por coprecipitacdo. O simbolo (*) € devido a presenca de IBU livre. Esse

resultado mostra que ndo € necessario usar um excesso de farmaco para se obter
materiais parecido em relacdo a intensidade e posi¢éo do espagamento basal (dyq)-
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35000 v T v T T T

r v

IBU-HDL2 (1:2)-A

~——— |BU-HDL2 (1:2)-B ]
- IBU-HDL2 (1:2)-C |

—(003)

30000 -
250004 ]
200004 )
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10000 4 J‘
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5000 4

(006)
1

(009)
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Figura Al2. Difratogramas de raios X da triplicata de IBU-HDL2 1:2. Amostra A
sintetizada no laboratorio LPDF em Belém-Brasil e as amostras B e C sintetizadas
no laboratdério SPCTS na Limoges-Franca (ver Tabela 5), mostrando que houve
reprodutibilidade do material sintetizado interlaboratorial pela mesma pessoa.

(110)

0

2.5.3. Apéndice I. Analises na regido do infravermelho

) IBU-HDL2 (1:2)
Ko
—
©
©
c
51 *
[«}]
g IBU-HDL2 (1:1)
8
7]
 —
S
£
IBU-HDL2 (2:1)
454l

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Numero de onda (cm'1)

Figura Al3. Espectros vibracionais na regidao no infravermelho das amostras hibridas
IBU-HDL2 2:1, 1:1 e 1:2. O simbolo (*) € devido a presenca de IBU livre na amostra
IBU-HDL2 1:1 em vermelho (veja o drx na Figura All).
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2.5.4. Apéndice I. Contorc¢des induzidas com &cido acético em camundongos

(B)
3 Veiculo B Triton-X 3 IBU-HDL
Veiculo CapmMso [ HDL
DMSO ul z
] 0,6‘
, o
Triton-X & 2% =
[}]
©
3
HDL 2
c
[}]
[m]
IBU-HDL

Figura Al4. (A) Fotografias da hemdlise RBC apds o tratamento com as amostras
HDL e IBU-HDL em 1 h. A hemoglobina no sobrenadante vermelho indicou o dano
de RBCs. Triton-x e DMSO sdo usadas como controles positivos e negativos,
respectivamente. (B) As misturas foram centrifugadas para detectar a presenca de
hemoglobina (vermelho) por absor¢do a 541 nm. Média £ SEM *, significativamente
diferente do veiculo (p <0,05, teste t de ANOVA, Student-Newman-Keuls).
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IBU-HDL2 2:1; t = 24h IBU-HDL2 2:1; t = 48h
&3 Controle ol : *
& HOL § — I =
E3 Ibuprofeno 200mg/kg g E ;’w %
[ Ibuprofeno/HDL 200mg/kg ¢ = - =
é E g ¢ =

IBU-HDL2 1:1; t=24h IBU-HDL2 1:1; t=48h
- 80+ - 80-
N P E
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(=]
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Figura Al5. Efeito das contor¢des induzida em camundongos em até 48 horas para
o ibuprofeno (IBU) livre, HDL2 puro e dos materiais hibridos IBU-HDL2 2:1, 1:1 e
1:2. Ordenada, o numero de contor¢des. Média + SEM *, significativamente diferente
do veiculo (p <0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls, t-teste).
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2.5.5. Apéndice Il. Andlises do IBU intercalado em diferentes HDL (MgxAl-NOg3’, X =
2; 2,5 e 3) e mesma razdo de massa total entre o farmaco e o HDL, IBU-HDL 1:2

(9/9).

(Mg/Al = 2; HDL2) (Mg/Al = 2,5; HDL2,5) (Mg/Al = 3; HDL3)

IBU — IBU — IBU —
Y Y Y

IBU-HDL2 IBU-HDL2,5 IBU-HDL3

& t:2) t:2)

Este procedimento foi adotado, pois na literatura ndo ha uma clareza de qual
razdo de metais seria a melhor para intercalar o IBU no HDL de Mg/Al. Entéo,
usando as mesmas condi¢cdes de sintese (ver Tabela 5) mostrou-se que os metais
na razdo 2 intercala maior quantidade de farmaco, confirmada por diferentes
técnicas de caracterizacao, tais como DRX, IR, Raman, TG/DSC e UV-vis, como

ilustrado na Tabela All1l.

2.5.5. Apéndice Il. Analises de difragbes dos raios x

1000 y 1 (a) Y Y 35000 v r ' -
2 g (b)
= HOL2 (Mg,AI-NO3) woond T !BU-HDLZ (1:2)
8000 4
—~ 25000
- £
2 4 o
oy B 200004 Y 1BU-HDL2,S (1:2)
= l |—— HDL2,5 (Mgy gAI-NO4) I} e
5 ' 2
; A g 15000 - 1
2000 - 3
-1 HDL3 (Mg3AI-NO3) s IBU-HDL3 (1:2)
= {008) @ o0
c oy
) ) =) -]
= 2000 ~ 5 E c e
£ NE - it = - | .
. 5z & J{i ol |28 _
1 ¥V \ = = 12 S
- \....‘.,J\I‘*‘-I\ e s \AV‘A_ = ; =
vvvvvvvvvvvvvvv L Gy mem R R A I L v o A i T R P,
10 5 240 & 55 80 85 70 75 &0 | 30 35 40 45 50 55 60 B 70 VS 8O
20 (*) 20 (")

Figura All6. Difratogramas de raios X para. (a) HDL puro nas razbes de Mg/Al = 2,
2,5 e 3. (b) amostras hibridas IBU-HDL 1:2. O asteristico (*) na amostra HDL3 indica
a presenca do sal nitrato de soédio (NaNO3) que néo foi removido na lavagem do
material.
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Um dos fatores que pode influenciar na quantidade de farmaco a ser
intercalado nas galerias do HDL é a densidade de carga, como demostrado neste

trabalho. Observe a Figura All7 e as Tabelas 5 e All1.

IBU-HDL2 1:2
4,10 - ®
N’\
g 3.53 4 ® |IBU-HDL2,5 1:2
)
Q
©
3,02 - ®
IBU-HDL3 1:2

0.25 0.28 0.33
Razao molar (AIP*/AI3* + Mg2*)

Figura All7. Razdo molar dos cations versus densidade de carga (d;) das amostras
IBU-HDL2 1:2, IBU-HDL2,5 1:2 e IBU-HDL3 1:2.
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2.5.5. Apéndice Il. Andlises vibracional na regido do infravermelho

(a) 3 (b)

HDL2 (Mg, Al-NO4) 1BU-HDL2 (1:2)

z = 3
g3 3 S &
- z 2 3
~¥ % : L -
8 T HDL3(MgsAIlNOy) _~ ~_ | &
5 5 IBU-HDL3 (1:2)
bl -
H H Q
=/
g HOL2S Mz gAlNOy) " N\ g 5 IBU-HDLZ5 (1:2)
< <

Ll L h Ll L L) L L Al
1200 1600 2000 2800 2800 3200 3600 4000 400 B00 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3500 4000
Namero de onda (cm™') Numero de onda (cm'1)

400

w
8

Figura All8. Espectros vibracionais na regiao do infravermelho para. (a) HDL puro
nas razdes de Mg/Al = 2, 2,5 e 3. (b) amostras hibridas IBU-HDL 1:2.

2.5.5. Apéndice Il. Analises por espectroscopia Raman

8 (a) (b)

o
3 g
HDL3 (MgqAI-NO4) //L

IBU-HOL3 (1:2)

562
122

\ HDL2,5 (Mg, gAI-NO)

\ g  HDL2 Mg AINO,)

L L) v 1) \J L T L3 L Ll L
400 800 1200 1800 2000 2400 2300 3200 3800 4000 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 2200 3600 4000
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Intensidade Relativa (unid. arb. )
481
3616

Intensidade Relativa (unid. arb. )

IBU-HDL2 (1:2)

3464 3
g 3508

Figura All9. Espectros vibracionais Raman para. (a) HDL puros nas razdes de Mg/Al
=2, 2,5 e 3. (b) amostras hibridas IBU-HDL 1:2.
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2.5.5. Apéndice Il. Analises termogravimétricas

TG (%) DSC (V) TG (%) DSC (uV) TG (%) DSC (uVv)
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Figura All10. Curvas TG/DSC das amostras. (a) HDL2 (Mg.AI-NOg3). (b) HDL2,5 (Mg2,5AI-NO3’). (c) HDL3 (MgsAI-NO3).
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Figura All12. Curvas TG/DSC. (a) HDL puros. (b) amostras hibridas IBU-HDL 1:2 e os produtos das reacdes da degradacao
térmica.
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2.5.5. Apéndice Il. Espectroscopia no ultravioleta-visivel
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Figura All13. Espectros de absorcdo e representacdo grafica para as amostras
hibridas, IBU-HL2 (1:2), IBU-HL2,5 (1:2), IBU-HL3 (1:2), e IBU (lbuprofeno) livre.

Tabela Alll. Propriedades e composicdo quimica das amostras sintetizadas pelo

método de coprecipitacado.

Amostras PM (%)* IBU (%) Composicdo Quimica

HDL2 48,81 0,0 [Mdo,68Al0 32(0H)2]*** [(NO3 )0 52.0,35H,0] %
IBU-HDL2 (1:2) 66,96 46,5 Mg 6sAl0.32(OH)2]>** [(NO3 )0, 01(IBU )0 51.0,49H,0]*%*
HDL2,5 46,86 - Mg 72Al0.26(0H) 2] ** [(NO3)g 26.0,4H,0] %
IBU-HDL2,5 (1:2) 65,61 39,1 [Mdo.72Al0.26(0H)2]* 2 [(NO3 )0 04(1BU ).24.0,4H,0]°?*
HDL3 45,63 - [Mdo 76Al0.24(OH)2]°** [(NO3 )0 24.0,4H,0]***
IBU-HDL3 (1:2) 61,41 30,4 Mg 76Al0,24(OH)2]** [(NO3 )0 02.(IBU)g.22.0,4H,0]>**

*Perda de massa baseado nas analises de TG. *Porcentagem de IBU obtido por UV-Vis.
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2.5.5. Apéndice Il. Equacbes usadas para obter as caracteristicas fisicas a partir
das informac®es cristalograficas de drx das amostras, HDL e IBU-HDL.

xe
== E ao 2

de a%sin 60 (Equagdo 2)

a=b = 2d(10) (Equacgao 7)

o= 3(dgo3 + 2dgoe + 3dgo3 + - ndgozn)
n

(Equacao 8)

A

t=———
B1/2.coseB

(4) (Equagio 10)

B t(A)
~ do03) do (HDL (A))

NC (Equacao 11)

2.5.5. Apéndice Il. Célculos experimentais para a relagdo dos cations metélicos.

2.5.5.1. Célculo para a razdo dos cations Mg®*/AI** no HDL2 (Mg,Al-NO3)

m (Mg(NO5),.6H,0) = 2,6147 g

(Mg(NO3),.6H,0) = 261478 _ 0,0101946 mol
BN )2 DY) = 956,41 g/mol mo
m (AI(NO3);.9H,0) = 1,8913 g
(AI(NO3)5.9H,0) = 189138 = 0,00504171887 mol
" 3/3- 2028 = 395 13 g/mol o
Mg?2* B 0,0101946 mol 06690886
Mg2+ + AB*+/ ~ (0,0101946 + 0,00504171887) mol
AR+ B 0,00504171887 mol 03309013
X\ AP+ + Mg?* ) ~ (0,00504171887 + 0,0101946) mol _

Mg?* 0,6690886
= 2,02

A3+ | T 03309013



Ou de forma simplificada:

Massa de (Mg(NO3),.6H,0)pesada 2,6147 g

Massa molar de (Mg(NO3),.6H,0) 256,41 g/mol

Massa de (Al(NO3)3.9H,0)pesada = | " 18o13g |~ 2,02
Massa molar de (AI(NO3)3.9H,0) 375,13 g/mol

2.5.5.2. Célculo para a razdo dos cations Mg®*/Al** no HDL2,5 (Mg, sAI-NO3)

m (Mg(NO,),.6H,0) = 2,8516 g

(Mg(NO3),.6H,0) = 285168  _ 0,01112125 mol
HAEN s 2 DY) = 956,41 g/mol o
m (AI(NO3);.9H,0) = 1,6585 g
(AI(NO). 9H,0) = —228°8 (004421134 mol
" 3/3- 2028 = 395 13 g/mol o
Mg?* B 0,01112125 mol 07155433812
X \Mg?* + AB*) T 0,01112125 + 0,004421134 mol
AR+ B 0,004421134 mol 02844566191
X\ A+ + Mg2* ) ~ 0,004421134 + 0,01112125 mol _

51

Mg®*\  0,7155433812 )
A3+ | 0,2844566191

Ou de forma simplificada:

Massa de (Mg(NO3),.6H,0)pesada 2,8516 g

Massa molar de (Mg(NO3),.6H,0) 256,41 g/mol

Massa de (AI(NO3)3.9H,0)pesada = 1,6585 g =251
Massa molar de (AI(NO3)3.9H,0) 375,13 g/mol

2.5.5.3. Célculo para a razdo dos cations Mg?*/AlI** no HDL3 (Mg3AI-NO3)

m (Mg(NO,),.6H,0) = 3,0631 g

3,0631 g
n (Mg(NO3)2. 6H20) = Z%Tg/rnol = 0,01194610195 mol

114
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(AI(NO,)3. 9H,0) = ——2228 _ _ 10390664569 mol
" 3/3- 7028 = 395 13 g/mol o

Mg+ _ 0,01194610195 mol
X \Mg2* + AB* ] ~ (0,01194610195 + 0,00390664569 mol)

AB* ~ 0,00390664569 mol
X\ AB+ + Mg2* ] ~ (0,00390664569 + 0,01194610195) mol

<Mg2+> _ 07535666511

= 0,7535666511

= 0,2464333492

A3+ | 7 0,2464333492 3,05

Ou de forma simplificada:

Massa de (Mg(NO3),.6H,0)pesada 3,0631g

Massa molar de (Mg(NO3),.6H,0) 256,41 g/mol

Massa de (Al(NO3)3.9H,0)pesada = 1,4655 g = 3,05
Massa molar de (AI(NO3)3.9H,0) 375,13 g/mol

2.5.5.4. Exemplo 1. Calculos dos parametros a, d., c, t € NL usando as equacdes 2,
7, 8, 10 e 11 para a amostra IBU-HDL2 (1:2). Dados: x(AI3*/AI3* + Mg?t) =

0,33, do3) = 22,834 A, d(110) = 1,519A, A1=154064, HDL2 =83894, By, =
2
FWHM = 0,826°, 20 = 60,935 °, 6 = 3,860°.

a=b=2dg0 (Eq.7), a=b=2(15194) = 3,038 A = 0,3038 nm,

0,33e

_ xe _ _ )
de = aZsin 60° (Eq.2), dc = (0,3038 nm)2sin (60,935°) 4,0906 e/nm
¢ = 3(dgos) (Eq.8), c = 3x(22,8344) = 68,5024
A R A=1,5406 A _ o
t= By .cosfp (A) (Bq.10), t= FWHM=0,826 x (=) x cos(22%%) ~ 106,52494

t (A) =106,9249 &

_ td)
NC d(003) do (HDL (A))=8,89 A

"~ d(o03) do (HDL (A))

(Eq.11), NC = = 12,0275

Essas equacdes e formas de célculos foram usadas para todas as amostras e

os valores obtidos sé@o apresentados na Tabela All2.
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Amostras Parametros de Célula

IBU-HDL2 (2:1)* IM 20(° d (A) FWHM (°) t (A) NL c (A) a(A) dc(e/nm?)
(003) 3,852 22,922 1,358 65,036 7,315 68,766
(006) 8,119 10,881 1,572 65,163 7,329 65,286
(009) 12,013 7,361 1,155 76,846 8,644 66,252
(110) 60,953 1,518 1,159 88,369 9,940 3,037 4,005
X 22,255 73,853 8,307 66,768

IBU-HDL2 (1:1)*
(003) 4,002 22,061 0,915 96,528 10,858 66,183
(006) 8,081 10,932 0,702 126,053 14,179 65,592
(009) 12,082 7,319 0,799 111,092 12,496 65,871
(110) 61,041 1,5168 1,027 99,773 11,223 3,034  4,1016
X 21,961 108,362 12,189 65,882

IBU-HDL2 (1:2)* a(A) d.(e/nm?)
(6o3) 3861 22,867 0,833 106,013 11,926 68,601 - -
(006) 8,058 10,963 0,991 89,292 10,044 65,778 - -
(009) 11,949 7,401 0,953 93,129 10,475 66,609
(110) 61,011 15175 0,974 105,158 10,495 3,034 4,09
X 22,332 98,398 10,735 66,996
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HDL2 (Mg,AI-NO3) IM 20 (°) d (A) FWHM (°) t (A) NL c (A a(A) d.(e/nm?)
(003) 9,959 8,895 0,536 165,306 18,630 26,685
(006) 19,892 4,459 0,820 109,288 12,316 26,754
(110) 60,678 1,524 0,267 393,057 44,298 3,048  4,1016
X 8,895 137,297 15,473 26,686
IBU-HDL2 (1:2)
(003) 3,860 22,834 0,826 106,873 12,048 68,502
(006) 8,090 10,907 0,884 101,102 12,317 65,442
(009) 12,004 7,366 1,015 87,444 9,852 66,294
(110) 60,935 1,519 1,115 91,848 10,349 3,038  4,1286
X 22,248 98,473 11,4056 66,746
IBU-HDL2 (1:4)
(003) 3,909 22,580 0,618 142,914 16,106 67,74
(006) 8,037 10,991 0,548 161,473 18,198 65,946
(009) 11,979 7,381 0,512 173,348 19,612 66,429
(110) 60,831 1,521 0,720 142,161 16,021 3,042  4,1178
X 22,235 159,245 17,972 66,705
IBU-HDL2 (1:6)
(003) 3,864 22,847 1,192 74,094 8,350 68,541
(006) 8,159 10,827 0,781 113,308 12,769 64,962
(009) 11,920 7,418 0,713 124,473 14,028 66,762
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(110) 60,794 1,522 0,746 137,181 15,460 3,044  4,1124
X 22,251 103,958 11,725 66,755
IBU-HDL2 (1:8)
(003) 2,742 32,194 1,748 50,512 5,692 96,582
(006) 8,728 10,122 1,868 47391 5341 60,732
(009) 11,460 7,714 1,878 47,238 5323 69,426
(110) 60,782 1,523 0,411 248,980 28,060 3,046  4,1269
X 25,193 48380 5452 75,580
IBU-HDL2 (1:10)
(003) 2,305 38,290 1,268 69,627 7,847 114,870
(006) 9,896 8,930 1,336 66,317 7,474 53,580
(009) 10,587 8,349 1,268 69,911 7,879 75,141
(110) 60,714 1,524 0,706 144,894 16,329 3,048  4,1016
X 27,065 68,618 7,733 81,197
HDL2,5 (Mg25AI-NO3)
(003) 9,935 8,896 0,935 94,752 10,651 26,687
(006) 19,892 4,459 1,159 77,302 8,689 26,758
(009) 60,601 1,526 0,797 128,164 14,407 3,053  3,5297
X 8,905 86,027 9,670 26,723

IBU-HDL2,5 (1:2)
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(003) 3,753 23,522 1,307 67,572 7,595 70,566

(006) 8,311 10,629 1,421 62,281 7,001 63,777

(009) 12,134 7,288 1,523 58,284 6,551 65,590

(110) 60,672 1,525 1,514 67,551 7,593 3,050  3,5371

X 22,215 62,712 7,049 66,642
HDL3 (MgsAl-NO3)

(003) 10,669 8,285 1,263 70,360 8,492 24,855

(006) 21,116 4,203 2,518 35,680 4,306 25,218

(110) 60,289 1,533 0,811 125,918 15,198 3,066  3,0217

X 8,345 53,020 6,399 25,037
IBU-HDL3 (1:2)

(003) 3,547 24,887 1,526 57,871 6,985 74,661

(110) 60,834 1521 1,094 93,563 11,293 3,042  3,0696
IBU-HDL3 (1:2)

(003) 3,547 24,887 1,526 57,871 6,985 74,661

(110) 60,834 1521 1,094 93,563 11,293 3,042  3,0696
IBU-HDL3 (1:4)

(003) 2,742 32,184 1,524 57,936 6,992 96,552

(110) 60,306  1,5335 0,844 120,951 14,598 - 3.067  3,01979

IBU-HDL3 (1:6)
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(003) 2,734 32,282 0,75 117,726 14,2095
(110) 60,301 1,5336 0,652 156,565 18,672 98,84 3,067 3,01939

A legenda das siglas é: IM é o indice de Miller, 2 6 (°) é a posicdo angular na coordenada x no difratograma, d é o espacamento
basal (A), FWHM é a largura & meia-altura (°) do inglés Full-width at half maximum, t é o tamanho da particula (A), NL é o nimero
de lamelas e X representa o valor médio, a e ¢ sdo os parametros de célula (A), e dc é densidade de carga lamelar (e/nm?), vejas

equacdes 2, 7, 8, 9, 10 e 11 dada acima. *Informacées na Tabela 5.
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