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RESUMO

A intercalacdo de espécies com atividade farmacoldgica em Hidroxidos Duplos
Lamelares (HDLs) € um crescente campo na pesquisa académica e industrial, estes
compostos sdo capazes de promover a liberacdo controlada de farmacos. Neste
trabalho buscamos intercalar o acido kéjico em nanoparticulas de HDL de Mg?*/AIR*
pelo método de coprecipitacdo. Esta substancia possui diversas aplicacbes nos mais
variados campos de pesquisa, entretanto apresenta a foto-oxidagdo o que ocasiona
modificagdes organolépticas e quimicas de sua estrutura. Recentemente o &cido
kéjico foi apresentado como um potente inibidor em culturas de leishmania,
acreditamos que as propriedades particulares do HDL, como por exemplo a
fotoprotecéo,e a estabilizacdo do intercalado favorecam a producdo de um material
resistente com possiveis aplicacbes para a saude. Todas as amostras foram
preparadas pelo método de coprecipitacdo, posteriormente foram caracterizadas por
difracdo de raio-X, Raman, Infravermelho, Espectroscopia de UV-vis e
Termogravimetria, além de avaliacdes bioldgicas sobre culturas de leishmania.
Nossos resultados demonstram que o HDL-AK possui 53,018% de acido kdjico
intercalado e é capaz de resistir a altas temperaturas, além de possuir um potencial

anti-leishmania.

Palavras-chave: hidroxidos duplos lamelares, nanoparticulas, acido kojico, anti-

leishmania.
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ABSTRACT

Intercalation of species with pharmacological activity in layered double hydroxides
(LDHSs) is a growing field in academic and industrial research, these compounds are
capable of promoting the controlled release of drugs. In this work we merge the kojic
acid in LDH nanoparticles of Mg?*/AI** by co-precipitation method. This substance has
many applications in various fields of research, however it is easily susceptibile to
photo-oxidation which causes organoleptic and chemical modifications of its structure.
Recently kojic acid was introduced as a potent inhibitor of Leishmania cultures, we
believe that the particular properties of HDL, such as photoprotection, and stabilization
of the interleaved facilitate the production of a material resistant to possible
applications for health. All samples were prepared by the co-precipitation method, were
further characterized by X-ray diffraction, Raman, IR, UV-vis spectroscopy,
thermogravimetry, and biological evaluations of Leishmania cultures. Our results
demonstrate that HDL has 53.018% AK intercalated kojic acid and is able to withstand

high temperatures, in addition to having an anti-leishmania potential.

Keywords: layered double hydroxides nanopatrticles, kojic acid, anti-leishmania.
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1- INTRODUCAO

O uso da nanotecnologia nos ultimos anos tem desempenhado um papel
importante em diferentes &reas, e principalmente na salude. A capacidade de
direcionar e dosar a quantidade de farmaco a ser entregue no alvo-especifico
proporciona uma alta especificidade para biomoléculas ou componentes celulares.
Em aplicacdes biomédicas as nanoparticulas desempenham importantes funcdes,
como: capsulas de armazenamento e carreadores de espécies bioldgicas de interesse
farmacoldgico (CHEN et al., 2017; BARAHUIE et al., 2014 ; CUNHA et al., 2010), estas
caracteristicas apontam as nanoparticulas como excelentes estruturas para
desempenhar este papel inovador para saude.

As principais vantagens conhecidas para o uso de nanoparticulas como
nanocarreadores sdo: manipulacdo do tamanho e da superficie da particula e sua
ativacdo através de marcadores; administrar a liberacdo e manutencdo da droga
durante o transporte o que pode alterar a distribuicdo da droga e aumentar a eficacia
e ainda reduzir os efeitos colaterais. Além destas vantagens, o controle da
degradacdo de particula, bem como modelagem dos constituintes de sua matriz, sao
interessantes por norteiam a capacidade de adequagao ao meio desejado.(YU et al.,
2017; MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Dentre as diversas estruturas nan
oparticuladas descritas na literatura, este trabalho destaca o uso dos hidréxidos
duplos lamelares (HDLs), nanocompostos lamelares que apresentam propriedades
interessantes para aplicacbes biomédicas e biotecnolégicas como: alta
biocompatibilidade, bons trocadores anibnicos, alta estabilidade quimica para a
substancia intercalada e dependéncia da variacdo de pH para a liberacdo da
substancia intercalada (LIANG et al., 2014 ; KUTHATI; KANKALA; LEE, 2015). Estes
compostos sdo formados pela insercdo de um &nion na regido interlamelar da
estrutura inorganica, sem alteracdes na estrutura lamelar, este processo é chamado
de intercalacdo (CREPALDI; VALIM, 1998).

Diante do exposto, este trabalho visou a intercalagdo da molécula de acido
kéjico (AK), o 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP), metabdlito secundario
produzida por espécies de Aspergillus e Penicillium (BENICIO et al., 2014), em
trabalhos recentes este metabdlito demonstrou um alto potencial como agente anti-
leishmanial, no trabalho de (RODRIGUES et al., 2014), o acido kdjico inibiu o
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crescimento de L. amazonensis, em 62% (IC50 34mg/ml) para a forma promastigota
e de 79% (IC50 27,84 mg/ml) para a forma amastigota.

Por se tratar de uma molécula sensivel a luz, e por facilmente sofrer foto-
oxidacao, esta molécula necessita de um mecanismo de protecdo a fim de evitar as
modificagdes organolépticas. Diante disto, propomos a intercalacdo do KA em
hidréxidos duplos lamelares (HDLs), a fim de proteger esta molécula, da foto-
sensibilidade, aumentar sua durabilidade em sitio e ainda propor uma nova alternativa
terapéutica para o tratamento de leishmanioses.

Portanto, para este estudo, a molécula de acido kéjico (AK) foi intercalada em
MgAI-HDL-NOg3', através do método de coprecipitacdo, em pH constante igual a 10. O
material obtido foi caracterizado por diferentes técnicas analiticas, tais como difracdo
de raio-X em po, analise termogravimétrica, espectroscopia UV-visivel, infravermelho
e Raman. Além destes, foram realizados ensaios in vitro sobre a Leishmania

amazonensis, para avaliar o potencial do material intercalado de HDL-AK.
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2- OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Estudo de nanomaterial hibrido de Hidréxido Duplo Lamelar (HDL)
intercalado com acido kgjico (AK), a fim de contribuir com o planejamento de

um novo farmaco para a terapia de leishmanioses.

2.2- Objetivos Especificos

¢ Sintetizar o hidréxido duplo lamelar (HDL) e promover a intercalacao do
farmaco acido kojico (AK) através do método de coprecipitacao,
utilizando os sais Mg(NO3)2.6H20 e AI(NO3)3.9H20, razdo molar
Mg?*/AIR* igual a 2;

e Caracterizar os materiais por Difratometria de raio X em po (DRXP),
espectroscopia vibracional no infravermelho (IV) e FT-Raman e UV-

Visivel e andlise térmica por termogravimetria (TGA/DTA);

e Avaliar in vitro o potencial anti-leishmanial do composto intercalado de

HDL-AK, sob as formas evolutivas de amastigota e promastigota.
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3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 — Hidroxidos Duplos Lamelares (HDLS)

Os minerais pertencentes ao grupo das argilas aniénicas sao relatados por
mineralogistas, desde o inicio do século XX (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991;
BOTT, 1992;CREPALDI; VALIM, 1998). Nos ultimos anos o termo hidroxido duplo
lamelar tem sido mais utilizado, referindo-se a uma ampla classe de compostos
inorganicos lamelares de carater basico, com alta capacidade de intercalar &nions
com as caracteristicas estruturais similares a argila aniénica natural, hidrotalcita
(RIVES; DEL ARCO; MARTIN, 2014;BENICIO et al., 2015).

Descrita pela primeira vez na Suécia em 1842, como um hidroxicarbonato de
magneésio e aluminio que ocorre na natureza em placas folheadas e torcidas
(BARAHUIE et al., 2014). Simultaneamente, a descoberta da hidrotalcita, uma outra
mistura de hidroxicarbonato magnésio e ferro foi encontrada, a qual foi chamado
piroaurita, devida a semelhangca ao ouro aquecido, sendo reconhecido como
isoestrutural a hidrotalcita e outros minerais contendo diferentes elementos e
caracteristicas semelhantes (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991; CREPALDI;
VALIM, 1998)

A primeira féormula exata para hidrotalcita MgsAl2(OH)16C0O3.4H20 e outros
materiais isomorfos foi apresentada por E. Manasse, professor de mineralogia da
Universidade de Florencga (Italia), que também foi o primeiro a reconhecer que os
jons carbonato foram essenciais para este tipo de estrutura (CAVANI; TRIFIRO;
VACCARI, 1991). Posteriormente Aminoff e Broome realizaram investigagdes de
difracado de raios - X e identificaram dois politipos de hidrotalcite, o primeiro tendo
uma simetria romboétrica e o segundo contendo simetria hexagonal, o qual foi
chamado manasseite em homenagem ao professor Manassés (CAVANI; TRIFIRO;
VACCARI, 1991).

Em 1933 Feitknecht sintetizou um grande numero de compostos do tipo
hidrotalcita a que deu o nome "Doppelschichtstrukturen " (estruturas de folha dupla),
por meio de uma reagao de precipitagao controlada de sais metalicos em solugao
aquosa com meio basico, a ideia de Feitknecht era que os compostos sintetizados
seriam constituidos por uma camada de hidroxidos de um tipo de cation,

intercalados com uma camada de hidréxidos de um outro tipo de cations, propondo
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a seguinte estrutura (Figura 1) (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991).

Figura 1. Representagcdo esquematica da estrutura da brucita. Fonte: CUNHA, 2007.

Estudos mais recentes apontam a biocompatibilidade de compostos duplo
lamelares com a composicao da hidrotalcita, como um importante aliado nas areas
medicinal, farmacoldgica, ambiental e como novos materiais (LADEWIG et al.,
2010), pois a intercalacdo de espécies organicas em HDL tem recebido atencgéo
expressiva devido as diversas aplicagdes possiveis para esses materiais hibridos
organico-inorganicos, devido propriedades dos HDL como trocadores de anions,
catalisadores, precursores ou suporte para catalisadores, adsorventes, na sintese
de materiais ceramicos avangados, na preparacdo de eletrodos modificados e
também em aplicagdes medicinais, como antiacidos (DEL HOYO, 2007; GOH; LIM;
DONG, 2008; (ET AL., CUNHA, 2016; YU et al., 2017).

3.1.1- Estrutura dos Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLS)

O HDL mais investigado é a hidrotalcita, constituida principalmente de
hidréxido duplo lamelar de magnésio e aluminio intercalado por carbonato, e seus
similares sintéticos, sendo resultante do agrupamento de camadas do tipo brucita
B-M(OHz2) (Figura 2) (KOVANDA et al., 2005; DEL HOYO, 2007). As lamelas da
brucita sdo neutras, os cations M?* localizam-se em coordenacao octaédrica e no
vértice de cada octaedro encontra-se uma hidroxila, as quais s&o mantidas
empilhadas através de ligagdes de hidrogénio (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991;
(CREPALDI; VALIM, 1998).
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Quando os cations divalentes sao substituidos por cations trivalentes, a
lamela torna-se positivamente carregada, permanecendo com estrutura analoga a
da lamela da brucita, para que o sistema se estabilize o espacgo interlamelar é
ocupado por um anion de compensacao, sendo o ion carbonato CO3 o mais
comum, conjuntamente com moléculas de agua, promovendo um dominio
interlamelar pouco ordenado (Figura 3) (PAUSCH, 1986; MILLS ET AL., 2012).

Figura 2. Representagéo esquematica da estrutura da Brucita (Mg(OH)2). (Fonte:
Benicio et al., 2015).

As lamelas passam a ser mantidas juntas ndo apenas por pontes de
hidrogénio, mas também por ligagbes eletrostaticas entre as lamelas positivamente
carregadas e os anions interlamelares (LAL; HOWE, 1980; RIVES; ANGELES
ULIBARRI, 1999;LADEWIG et al., 2010), essa forte ligagao eletrostatica faz com
que o HDL, diferentemente das argilas catiénicas, nao apresente propriedades de
expansao para intercalar moléculas neutras e grandes quantidades de agua
(CUNHA et al., 2010b; MILLS ET AL., 2012). As caracteristicas fisicas do HDL,
como propriedades de troca idnica, mudangas no estado de hidratacdo e
propriedades elétricas apontam para seu estado desordenado, levando alguns
autores a considerar o dominio interlamelar como um estado ‘quase liquido’ (LAL,;
HOWE, 1980).

A formula geral do HDL e expressa como
[M?*1.x M3 (OH)2] *[Axm™ . nH20]. Onde M?* e M3* , sdo cations de metais
bivalentes e trivalentes, o A™ é um anion e x é a [M3*] / ([M?*] + [M3*]) fracdo molar
(CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991).
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Lamelas
de HDLs I

Regido
interlamelar

Espagamento
Basal

A"™ anions

e V[2tou)\3t O OH- anion

Figura 3. Estrutura do HDL. Adaptado de: Bi et al., 2014.

Estruturalmente, os HDL podem ser constituidos pela mistura entre dois
cations metalicos divalentes e um trivalente, contudo, estes cations devem
apresentar coordenagdo octaédrica e raio idnico na faixa de 0,5 - 0,74 A (ROY et
al., 1992). A razéo entre os cations di e trivalentes (M2*/M3*), pode variar em uma
faixa de 1 a 8, o que corresponde a uma faixa de x (na férmula geral) de 0,5> x >
0,141 (CREPALDI; VALIM, 1998). O valor de x correspondente a faixa de 0,20 < x <
0,33 influéncia diretamente a propriedades do material de cristalinidade e troca
idbnica (MIYATA, 1983). Através da formula geral, pode-se prever infinitas
combinagdes de cations que poderiam originar HDL. A Tabela 1 mostra varias

combinagdes de cations, que ja foram estudadas e produziram argilas anibnicas.
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Tabela 1. Combinagdes de cations divalentes com trivalentes que produziram
HDL (Fonte: CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991).

Céations Divalentes

Trivalentes | Mg Ni Zn Cu Co Mn Fe Ca Li*
Al X X X X X X X X X
Fe X X X

Cr X X X X

Co X X

Mn X

Ni X

Sc X

Ga X

Tix* X

*monovalente ** tetravalentes

“Na- preparacdo do nanomateiral um fator de grande importancia é a
capacidade de estabilizacdo da estrutura lamelar pelo arion intersticial, isto-¢é, a
capacidade de estabilizagcao propiciara a formagao do HDL (BOTAN et al., 2011).
Outro fator importante, é a ocorréncia de troca ibnica, o que possibilita a formacao
de novos compostos através da troca do anion interlamelar, portanto, os anions
intercalados do material percursor devem apresentar interagdes eletrostaticas
fracas com as camadas, considerando essa necessidade, os anions inorganicos
possuem uma sequéncia de interagdo com a camada lamelar e, portanto, facilidade
de intercalagdo (MIYATA, 1983) COs > OH> F > Cl >Br >NOs > |. Na literatura
encontra-se a intercalacdo de inumeras espécies anidnicas, entre as quais estao

listadas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Anions intercalados em HDL (Fonte: TRONTO, 2006).

Anios Exemplos
Haletos F-, CI, Br, I
Oxo-anions CO?%3, SO%4, NO3, CrO?%4, silicatos
Anions complexos [Fe(CN)g]*, [NIiClyJ%, [IrClg]?, [PtCle)*
Polioxo-metalatos Vanadatos, molibidatos, tungstatos
Carboxilatos Tereftalato, benzoato
Tensoativos Dodecil-sulfato, octil-sulfato, dodecilbenzeno-sulfonato
Fosfatos e Fosfonatos H2PO 4, HPO%4, CeHsPO3H-
Polimeros anidnicos Poli(acrilato), poli(estireno-sulfonato)
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3.1.2 - Método de sintese sal-base ou Coprecipitagao

O método de coprecipitacdo a pH variavel consiste na adicao de uma solugao
contendo os sais dos cations divalente e trivalente sobre uma solugdo contendo
hidroxido e o anion a ser intercalado, a precipitacido deve ocorrer em temperatura
relativamente baixa para evitar a precipitagao de hidroxidos simples. Para o pH ser
mantido constante, uma solugéo alcalina e adicionada de maneira controlada, sob
forte agitacdo a temperatura ambiente, realiza-se a sintese de coprecipitagao
adicionando uma solugéo contendo os sais dos cations sobre a solugédo contendo o
anion a ser intercalado (CREPALDI; VALIM, 1998).

3.2— Propriedades dos HDLs como carreadores de moléculas bioativas

As nanoparticulas inorganicas sdo as principais apostas da nanotecnologia
no campo da medicina, estes compostos estdo sendo utilizados como vetores para a
entrega de drogas devido as suas propriedades fisicas particulares, tais como:
elevada éarea superficial por unidade de volume, as suas singularidades oOpticas,
magnéticas e a capacidade de serem funcionalizadas através de ligantes que
aumentam a sua afinidade com moléculas alvo (OJEA-JIMENEZ et al., 2012). O uso
de nanoparticulas inorganicas para a entrega de farmacos é capaz de disponibilizar
concentracfes mais elevadas no local alvo do que quando comparadas a outros
métodos de entrega de droga (NAAHIDI et al., 2013), o que aumenta a eficiéncia
global do farmaco utilizado, pois existe uma maior biodisponibilidade. Estas
nanoparticulas podem ser definidas como particulas de Oxido de metal ou de
composicdo metalica, mostrando uma forte intersecao entre a quimica a fisica e a
biologia (SAFARI; ZARNEGAR, 2014). E nos ultimos anos as nanoparticulas
inorgancas aparecem como uma nova estratégia terapéutica, como por exemplo, a
entrega de drogas anticancer, peptideos, proteinas e mais recentemente (PARVEEN;
MISRA; SAHOO, 2012).

As nanoparticulas utilizadas como carreadoras de farmacos, séo particulas
gue variam de 100-1000 nm, sendo projetadas por meio de metodologias que

controlam os atributos fisicos e quimicos e ainda podem ser combinados para
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formarem estruturas maiores (THE NATIONAL NANOTECHNOLOGY, 2001). Estas
caracteristicas estdo diretamente ligadas a administracdo sistematica destas
estruturas in vivo. Particulas com diametros menores que 10 nm sao rapidamente
removidos através do processo de extravazamento e depuragdo renal
(VINOGRADOV; BRONICH; KABANOQV, 2002), particulas com diametros entre 10 a
70 nm, podem penetrar até capilares muito pequenos (HAWLEY; DAVIS; ILLUM,
1995), particulas com diametros que variam entre 70 a 200 nm apresentam um maior
tempo de circulagéo (ISHIDA et al., 1999), e particulas com didmetros superiores a
200 nm sdo normalmente sequestrado para baco e, eventualmente, removido por
fagocitos (STOLNIK; ILLUM; DAVIS, 2012). Existe uma ampla variedade de

tamanhos, formas e composi¢cdes de nanoparticulas.

Tabela 3- Comparacao das propriedades de véarias nanoparticulas inorganicas. Fonte:
CUNHA et al., 2010.

Tipo Tamanho (Nm) Forma Citotoxicidade Biodegradac&do Eliminagdo®
(mg/mL)
Au 1-100 esférica/bastao >0,05 Nao A, CouM
Cn 1-10 tubular >0,05 N&o A, CouM
(nanotubos)

Ce0,70,80 ~1 esférica ~500®) Nao A, CouM
HDL 30-200 lamelar ~1 Sim Dissolucao
SiO2 5-100 esférica ~1 Nao A, CouM
FesO4 1-50 esférica 0,5-2,0 N&o A, CouM

(a) A = acumulagéo; C = circulagdo; M = metabolizacéo; (b) em unidades de mg/kg de camundongos.

Estes nanocompostos podem receber moléculas em sua regido interlamelar,
este processo € chamado de “intercalacao”, preferencialmente estas moléculas
intercaladas devem conter grupos funcionais com regides de alta densidade
eletrbnica, a fim de alcancar a eletroneutralidade do sistema hibrido, visto que as
lamelas do HDL sé&o carregados positivamente (Bl; ZHANG; DOU, 2014). Os HDLs
sd0 materiais inorganicos que podem ser utilizados como nanocarreadores para a
construcdo de nanocompostos  organico-inorganico com  nanocamadas
bidimensionais e oferecem aplicacbes em diversas areas como: trocadores de anions,
catalisadores, adsorventes, antiacidos entre outros (CUNHA et al., 2010; BARAHUIE
et al., 2014).
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Figura 04 — Vantagens dos HDLs para sistemas biolégicos. BARAHUIE et al., 2014.

Os HDLs apresentam propriedades importantes para o seu uso em diferentes

areas, em sistemas bioldgicos, estes se apresentam como excelentes reservatorios e

carreadores de farmacos, genes e outros tipos de moléculas que podem ser bio-

funcionalizadas, devido as suas propriedades particulares. (OH et al.,, 2012). A

composicdo de HDLs com ions metélicos de baixa toxicidade como por exemplo o

Mg?*, corrobora com a sua capacidade de dissolucdo em ambientes acidos, tornando-

os facilmente biodegradaveis a nivel sistémico (OH et al., 2012).

3.2.1- Estabilidade Térmica

A caracterizagdo térmica do HDL geralmente é feita através da analise

termogravimétrica e analise térmica diferencial. A decomposicéo térmica do HDL pode

ocorrer em trés etapas: 1) a primeira etapa de decomposicao térmica corresponde a
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eliminacdo de moléculas de agua adsorvidas e agua de hidratagdo. Esta eliminacao
ocorre geralmente em uma faixa 50-100°C para moléculas de agua adsorvidas e acima
desta temperatura até aproximadamente 200°C séo eliminadas as moléculas de agua
de hidratacao, 2) a segunda corresponde a eliminacdo de grande parte dos grupos
hidroxila presentes nas folhas inorganicas e também a perda do anion interlamelar.
Os grupos hidroxila sdo decompostos por condensacao com formacéao de moléculas
de agua. Esta etapa pode ocorrer entre temperaturas de 300°C a 500°C, 3) ocorre a
temperaturas superior a 500°C, corresponde ao colapso da estrutura lamelar,
geralmente com a formacé&o de um 6xido ou 6xi-hidroxido. A decomposicdo de grupos
hidroxila residuais ocorrera até cerca de 600°C & 700°C ( TRONTO, 2006; BENICIO et
al., 2015; DOMINGUINI et al. 2015).

3.2.2- Area superficial especifica e Porosidade

A area superficial e a porosidade séo propriedades associadas a capacidade
do HDL em atuar como absorventes e catalisadores (PAVAN; GOMES; VALIM,

1998). Dados na literatura indicam os valores de area superficial para os HDL na

faixa de 50 a 80 ng'1 (CREPALDI; VALIM, 1998), entretanto, Reichle (1986)
reportou a obtengdo de um HDL do tipo Mg-Al-CO3 com area superficial de 200

m29'1, o qual foi tratado hidrotermicamente a 65°C, mesmo com a maior area
superficial para o composto tratado hidrotermicamente (RAJAMATHI et al., 2000)

observou que o tratamento hidrotérmico aumenta a cristalinidade do material.

Outros fatores, tais como velocidade de adigao (coprecipitagao e sal- 6xido)
e a concentragcbes das solugdes utilizadas também influenciam na forma e na
porosidade do composto, e consequentemente, a area superficial do produto
(BENICIO et al., 2015).

O desenvolvimento de materiais porosos com alta capacidade de adsorgao e
que possam ser reutilizados ou reciclados vem se tornando um grande desafio,
principalmente quando os conceitos envolvidos na Quimica Verde sao levados em
conta. Assim, havera economia de matérias-primas e energia e, ainda, redugao da
quantidade de residuos gerados (FERREIRA et al., 2007).
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3.2.3- Efeito Memoria

As argilas anidnicas constituem uma das principais classes de trocadores
anibénicos devido ao seu efeito memoéria (FERREIRA et al., 2007). O efeito memoaria
refere-se a capacidade de reconstru¢cao lamelar dos compostos a partir do percursor
calcinado, ocorre quando um HDL perde seu anion interlamelar por decomposicao

térmica.

O material calcinado é colocado em um solugdo aquosa, contendo os anions
passiveis de serem intercalados, sendo os mesmo originalmente presentes no HDL
ird regenerar a mesma estrutura, ou a intercalagdo de ions distintos através da
adicdo do material calcinado em uma solugdo contento os ions de (TICHIT; COQ,
2003). A reconstrugao também pode ocorrer pelo contato do material calcinado com
agua, ocorrendo intercalagao de grupos hidroxila (VACARRI, 1998) o pela exposigéo
ao CO2 atmosférico onde o ion carbonato € intercalado (VACARRI, 1998;
RAJAMATHI et al., 2000). De acordo com Rajamathi et al. (2000) HDLs com

composi¢cao Mg-Al e Zn-Al sdo os unicos que apresentem esse efeito.

4- Acido Kéjico

O acido kojico (AK), um dos agentes clareadores de pele mais utilizados,
guimicamente conhecido como 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona, € um derivado
fungico hidrofilico obtido dos géneros Aspergillus e Penicillium, popularmente
empregado para o tratamento de melasma (DRAELOS, 2007), devido a sua forte
capacidade quelante de metais, o acido kojico tem sido considerado como um inibidor
potente da tirosinase e aplicado amplamente nas industrias de cosméticos e alimentos
(BURNETT et al., 2010). O acido kéjico € um cristal incolor, prismatico que sublima no
vacuo, sem nenhuma alteracdo em sua morfologia, este acido € solavel em agua,
etanol e acetato de etila (CIMERMAN, 1995). Seu peso molecular 142,1, e é
determinado pelo método crioscopico através da fomula C6H604 (BEARD; WALTON,
1969), para analises no ultravioleta os espectros maximos de absorcdo sao
detectados em 280 nm — 284 nm (KANG et al., 2009).

Considerando as aplicagdes terapéuticas, o AK é amplamente utilizado em

preparagdes cosmeéticas como agente clareador (LIM, 1999), por possuir uma
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atividade inibitéria na formagao da melanina e por sua atividade protetora contra os
raios ultravioleta. Sendo o principio ativo de diversos cosméticos para o tratamento de
sardas, manchas de pele decorrentes da idade, e ainda para produtos odontolégicos
para o clareamento dentario (ROSFARIZAN et al., 2010).

A fim de avaliar a seguranga com relacdo a toxicidade e genotoxicidade na
utilizacao do AK, o trabalho de (NOHYNEK et al., 2004) concluiu que a utilizacdo de
AK pela via topica nao oferece riscos aos individuos usuarios deste composto em
formulagdes cosméticas. E ainda, que o AK possui atividade antioxidante contra as
espécies reativas de oxigénio liberados no meio extracelular (NIWA; AKAMATSU,
1991). Outras atividade do AK também sao relatadas na literatura: cicatrizante em
feridas (MOHAMMADPOUR et al., 2013), antitumoral (MOTO et al., 2006), agente
radioprotetor (EMAMI et al., 2007), acdo microbicida em Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Trichophyton rubrum, considerados importantes
patégenos humanos (CIZEIKIENE et al., 2013) e agente leishmanicida (RODRIGUES
et al., 2014)

(A) OH (B) OH

HO o)
0 0

Figura 05 — Representacao esquematica das duas formas utilizadas para o AK:

(A) Forma reduzida (B) Forma oxidada.

5 - Potencial anti-leishmania do HDL-KA

A busca por novos alvos terapéuticos € um campo crescente na pesquisa
académica e na industria farmacéutica, existindo a necessidade de compostos
farmaco-especificos capazes de atuar em células ou em componentes celulares de

forma precisa e eficaz, diminuir e toxicidade e custos também sao parte do objetivo
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na producdo de novos farmacos, com base nisso os farmacos intercalados em
nanoparticulas se mostram como potenciais veiculos para o tratamento de diversas
doencas como a leishmaniose.

Doencas endémicas ainda afetam fortemente a América latina e outras regifes
do globo, estima-se que cerca 1000 pacientes morram todos 0s anos por causa de
doencas como a Leishmaniose (LACERDA et al.,, 2016). A disseminacdo desta
doenca é principalmente atribuida aos insetos que através de sua saliva ou fezes,
atingem inlmeras pessoas em poucas horas (MORAES et al., 2015), além disso, em
muitos casos o animal pode ser o reservatorio do protozoario, e com isto também se
tornar um disseminador. A grande problematica sobre esta doenca € que a maioria
dos tratamentos disponiveis como quimioterapicos, e outras substancias que
possuem um alto custo, além de serem altamente toxicas (MONTRIEUX et al., 2014;
MORAES et al., 2015).

Recentemente, um estudo demonstrou que o acido kéjico € um potente inibidor
de leishmania, este metabdlito secundario fangico, foi utilizado em culturas de L.
amazonensis, e demonstrou uma eficacia de 62% na diminuicdo de culturas de
promastigota e uma eficacia maior de 79% em culturas de amastigotas, ambas formas
evolutivas de leishmania (RODRIGUES et al., 2014). Em outros trabalhos, o acido
kdjico € indicado como um estimulador de macréfagos, aumentando a atividade
fagocitaria e a organizacao do citoesqueleto (RODRIGUES et al., 2011), isto é um
indicio para o seu uso no combate a leishmania, visto que ha um estimulo da atividade

fagocitica o que pode favorecer o combate ao parasita.
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6- MATERIAL E METODOS

6.1- Material

Todos os reagentes utilizados neste trabalho de dissertacdo apresentavam
grau de pureza analitica e foram empregados sem purificacdo antecedente. Os
reagentes higroscopicos foram previamente secos em presenca de silica gel ativada.
Em geral, toda a &gua utilizada neste trabalho foi destilada, mas sempre que

necessario utilizou-se agua deionizada.

6.2- Sintese e Intercalacdo do Acido Kdjico

Para a sintese de HDL (Mg/Al-NOs) intercalado com acido kdjico (AK),
utilizamos o método de coprecipitacdo, a fim de obtermos o complexo AK-HDL. De
inicio, foram utilizados 10 ml de agua deionizada descarbonatada para a solubilizacao
de 0,90141g dos nitratos metalicos Mg/Al, na razdo molar estabelecida de 2:1. Para a
solubilizacdo do AK, preparamos outra solu¢do de EtOH/DMSO (4:1 v/v) contendo
26,3464 mmol de sddio metalico (EtOH/DMSO/Na). Desta solugéo retiramos 25 mL
para a solubilizacdo de10,57026 mmol de AK puro.

Posteriormente, 10mL da solugcdo aquosa dos sais de Mg/Al foram gotejados
lentamente num baldo de trés bocas contendo 25mL da solugcdo contendo AK
dissolvido em solucédo de (EtOH/DMSO/Na). Este gotejamento foi realizado sob
vigorosa agitacdo e um continuo fluxo de gas nitrogénio (N2) com o intuito de diminuir
a contaminagao por CO2. Durante este processo de adi¢do dos sais sobre a solucéo
contendo o farmaco, controlamos o pH constante através da adicdo continua de
solugcdo de NaOH 2mol/L. O material resultante deste processo se assemelha a um
“gel”, o mesmo permaneceu sob forte agitacdo e um fluxo constante de N2 a 40 £2°C
por 24h. O material formado foi isolado por centrifugacéo, e posteriormente filtrado e
lavado cuidadosamente com solucdo de EtOH/DMSO, em seguida o material foi
transferido para estufa a 70 °C por 24 h. Na sequéncia, este material foi pulverizado

para a realizacdo de posteriores analises.
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Figura 06- Esquema de sintese de HDLs intercalados com &cido kéjico. Método

de coprecipitacao.

6.3- Caracterizacédo dos HDLs

Andlises fisico-quimicas foram realizadas para caracterizar e ratificar as
propriedades inerentes as estruturas dos HDIs. A partir desses resultados podemos
constatar a existéncia de um hidréxido duplo lamelar, e assim prosseguirmos com 0s

testes in vitro.

6.3.1- Difratometria de Raio-X

A determinacdo das propriedades estruturais dos materiais lamelares e a
determinacao das fases cristalinas foram identificadas pelas analises de difratometria
de raio-x. A partir dos difratogramas obtidos, caracterizamos a intercalacdo do
farmaco no HDL, o grau de cristalinidade, os espacamentos basais e tamanho das
particulas. As condi¢Bes utilizadas foram: radiacdo Cu (Ka1=1,540598 A), faixa
angular (°26) = 1.5-80°, voltagem do tubo = 40 kV, corrente do tubo = 40 mA, fenda
divergente = 0,6mm, fenda soller = 2,5°, filtro KB de Ni, a coleta dos difratogramas foi

realizada com passo angular de 0,01° e o tempo por passo 1 segundo, hum tempo
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total de coleta = 7975s, essas analises foram realizadas no difretometro D8 Advance
da Bruker, estas analises foram realizadas no Laboratério de Nanociéncia e
Nanotecnologia da Amazoénia (LABNANO-AMAZON) — UFPA.

6.3.2- Espectroscopia no Ultravioleta-visivel

As curvas analiticas de &cido kojico em solu¢do tampédo (pH=7,00 +0,002)
foram obtidas através da preparagédo de uma solucao estoque na concentracao de 1,0
g.L't num volume de 50mL. Foram realizadas diluicées seriadas a partir da solucédo
estoque nas seguintes concentragées: 0,1 g.Lt, 0,29.L%, 0,3 9.L %, 0,4 9.L%, 0,5¢9.L
1,06 9.L% 0,79.L.1,0,89g.L1e0,9g.Lt. Um volume de 3 mL de cada solugéo foram
adicionados em uma cubeta de quartzo, sendo estas submetidas a leitura no
espectrofotdometro UV-vis (modelo Shimadzu UV2600, pertencente ao LPDF-
UFPA/Brasil), o comprimento de onda utilizado (A) foi de 265 nm. A partir das analises
do equipamento, plotamos um grafico relacionando as concentracées com os valores
de absorbancia do &cido kojico no pH= pH=7,00 £0,002. Assim, utilizando os valores
experimentais, obtivemos a equacado da reta através da regresséo linear dos dados,
com isto foi possivel realizar a quantificacdo do farmaco intercalado em HDL. Para
fins de comparagéo, analisamos o HDL puro, bem como o HDL-AK, para ambos
pesamos 1 mg de cada amostra e estas foram diluidas num volume final de 10 mL,
sendo submetidas ao seguinte tratamento obedecendo a ordem: 2mL de EtOH puro
e 1 mL de HCL 0,1 M, para completar o volume final adicionamos 7mLde solucao
tampéo pH 7,00. O objetivo de submeter as amostras de HDL ao EtOH e HCL é
exclusivamente para os fins de desestruturacdo da matriz de HDL e assim, liberar o
farmaco intercalado no meio. Os espectros de absor¢cdo das amostras de HDL-AK

foram medidos sob um comprimento de onda de A 265 nm na faixa de 200-400 nm.

3.3.3- Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram registrados em um

aparelho BURKER, modelo VERTEX 70v. Os espectros foram obtidos na regiédo entre
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4000-400 cm, com uma resolucdo de 4 cm™. Estas andlises foram realizadas no

Laboratério de Espectroscopia vibracional e altas pressées (PPGF/ UFPA).

3.3.4- Analise Térmica

As analises termogravimétricas (TG) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foram executadas no equipamento TG/DSC modelo STA PCLux, marca
Netzsch, acoplado a um espectrébmetro de massas QMS 403 Aelos e um injetor de
gases PulseTA, ambos também da marca Netzsch. As curvas TG/DSC e os espectros
de massas dos principais gases formados (H20 e CO2) foram registrados em
atmosfera de ar sintético ou nitrogénio (20 mL/min) com uma taxa de aquecimento de
10 °C min até a temperatura de 1000 °C. As massas das amostras (~ 5 mg) foram

pesadas em cadinho de alumina (Instituto de Geologia - UFPA).

6.4- Testes in vitro

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/26361) foram
obtidas em meio NNN provenientes do Programa de Leishmanioses do Instituto
Evandro Chagas, e mantidas em meio RPMI 1640, suplementado com Soro Bovino
Fetal (SBF) em estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) a 27°C.

6.4.1- Atividade Antipromastigota

As promastigotes de Leishmania amazonensis (MHOM / BR / 26361) foram
obtidas do Instituto Evandro Chagas do Setor de Leishmaniose e mantidos em RPMI
1640 meédio suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (FBS) a 27 °C. Para
ensaios antipromastigotas, foram cultivadas as promastigotas de Leishmania
amazonensis em fase de crescimento exponencial e foram tratadas com diferentes
concentrac6es de HDL-KA (10-100 pg / mL) por 96 horas e incubadas a 25 ° C. A
cada 24 h, as aliquotas foram colhidas e as promastigotas foram incubadas durante 4
horas com 20 yL de brometo de MTT (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio)

(solucdo-mée de 2 mg / mL). Apbs a incubacdo, a solubilizacdo dos cristais de



31

formazan foi adicionada a 20 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). A solugao resultante foi
lida em um leitor de microplacas (Leitor de Microplacas BIO-RAD Modelo 450) a um
comprimento de onda de 570 nm. Promostigotas tratadas com AMP-B (0,5 pug / mL)
foram utilizados como controle positivo. Foi utilizado o controle dos promastigotas
guando comparado ao controle nao tratado.

6.4.2- Ensaio Antiamastigota

Os macro6fagos (células 5x102 por placa) foram infectados com promastigotas
de Leishmania amazonensis em fase de crescimento estacionario (sete dias), relacédo
hospedeiro-parasita de 1:10 durante 3 horas a uma temperatura de 37 ° C em
atmosfera de 5% de CO2. As células infectadas foram tratadas por 72 horas com 20,
50 e 100 pg / mL de LDH-KA. Apés o tratamento, as células foram fixadas em 4% de
paraformaldeido / PBS pH 7,2 durante 30 minutos. As células foram coradas com
Giemsa (Sigma®), montadas em laminas de vidro e contadas no microscopio Axio
Scope.Al- Zeiss como descrito por Da Silva et al. 18. O indice endocitico foi realizado
com contagem de 200 células por laminula conforme relatado por da Silva et al. 18. A
concentracdo inibitéria (IC50) de formas de promastigotas e amastigotas foi
determinada usando SigmaPlot (versdo 12). Foi utilizado o controle dos amastigotas
tratados com DMSO e/ ou LDH por 96 horas e néo foi observado reducéo de parasitas
guando comparado ao controle nao tratado.

6.4.3 — Teste de Viabilidade

A linhagem celular de macro6fagos de rato, J774 foi cultivada em placas de 96
pocos (células 5x10° para placas) e tratadas com diferentes concentracées de HDL-
AK (20-400 pg / mL). Apos o tratamento, as células foram lavadas 2 vezes com PBS
pH 7,2 e incubadas com MTT 0,5 mg / mL durante 3 horas a 37 ° C, 5% de CO..
Posteriormente, os cristais de formazan formados pelas células viaveis foram
solubilizados em DMSO e lidas em um leitor de microplacas (BIO-RAD Modelo 450
Microplate Reader, Cidade de Pais) sobre a absorvancia a 570 nm. A concentragdo
de citotoxidade (CC50) foi determinada usando SigmaPIlot (versdo 12) e o indice de

seletividade (SI) foi determinado pela razdo CC50 e IC50.
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7- RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1- Analises de Difratometria de Raio-X

A partir da andlise de difracao de raios-X no po, podemos avaliar o potencial das
amostras sintetizadas, pois em posse dos dados obtidos € possivel determinar
informacdes Unicas e precisas do material submetido a analise, como por exemplo:
espacamentos basais (d), grau de cristalinidade, organizacdao do material no que se
refere ao empilhamento das lamelas, nimero de camadas (NC), tamanho da particula
(t) e os parametros de rede (a e c), todos estes dados sdo obtidos através de
andalises matematicas correspondentes a intensidade e largura dos picos obtidos
por difracdo de raio x no pé.

A Figura 7 mostra os padrdes de difragao de raios X das amostras sintetizadas
pelo do método de coprecipitacdo. O espacamento basal d (003) e d (006) do HDL
(Mg / AI-NO3), correspondente ao espacamento basal da camada intercalar de 0,90
nm e 0,45 nm, que sao caracteristicos de produtos bem cristalizados, tipicos da
estrutura de hidrotalcita com ¢ = 2,7 nm correspondente ao empilhamento de 3
camadas de brucita (MILLS ET AL., 2012). A reflexdo d (003) 0,9 nm corresponde ao
valor tipico encontrado para o HDL intercalado com anions de nitrato (XU; ZENG,
2001;XU; ZENG, 2001). Além disso, a AK intercalado na galeria de HDL & claramente
diferente. Por exemplo, o seu primeiro e mais alto pico esta localizado em angulos
inferiores (~ 7,71 ° 20), indicando um espacamento basal muito maior de cerca de
1,15 nm, cerca de 1,29 nm relatado em estudo prévio para o acido kéjico intercalado
em ZnAl-HTlc-KOJ (AMBROGI et al., 2012).

Considerando que o tamanho da camada de HDL do tipo brucita é de cerca de
0,48 nm (23), a altura da galeria (1,15 nm) do hibrido LDH-KA é de cerca de 0,67 nm.
Com base nessa informacao, acreditamos que as moléculas de AK se entrelacam na
regido de camada intermediaria de HDL como monocamada, com os anions de AK
intercalados apontam os grupos 2-hidroximetil em direcdo as camadas de hidrotalcita,
com imobilizacéo atraveés de ligagBes de hidrogénio, como sugerido anteriormente por
(AMBROGI et al., 2012).
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Figura 7 — Difratograma de raio x (A) HDL (MgAI-NO3) e (B) HDL-AK.
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Tabela 4- Dados obtidos através dos padrfes de DRX das amostras obtidas.

AMOSTRAS  INDICEDE 20 (°) Dspacne  FWHM T(A) Ne C@A AR
MILLER A ©) CAMADAS
003 9.930 8.899 0.427 207.04 23.26 26.697
HDL (MA-
NO3)
006 19.884 4.461 0.503
110 60.719 1.524 0.730 3.0481
113 61.700 1.502 0.844
HDL- 003 7.7112 11.45560 0.39873 222.487 19.421 34.366
AK
006
110

7.2- Andlises de Espectroscopia no Ultravioleta-visivel

Os valores de absorbancia e os desvios padrdes correspondentes a cada

concentracéo da curva analitica de calibracdo do AK livre sdo apresentados na Tabela

05, estes resultados foram obtidos através do espectrofotdmetro na regido do UV-

visivel com o comprimento de onda fixo em 265 nm.

Tabela 05- Valor médio e *Desvio padrdo das medidas em triplicata.

Amostras  Conc. (mg L)t Abs. (a. u.)*
C1 4,099 + 0,1143 0,269 +0,114
C2 8,198 + 0,2286 0,423 + 0,228
C3 12,297 + 0,3429 0,749 + 0,342
C4 16,396 + 0,4572 0,926 + 0,457
C5 20,495 £ 0,5715 1,121 + 0,700
C6 24,594 + 0,6853 1,427 + 0,685
C7 28,693 + 0,7996 1,720 + 0,979
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C8 32,792 +0,9139 1,912 £ 0,913
C9 36,891 + 1,0282 2,096 + 1,028
C10 40,990 + 1,1425 2,312 +£1,399

Diante dos espectros obtidos para cada amostra de AK em diferentes
concentracbes, observamos que o método foi preciso, visto que n&o houve
interferéncia dos solventes (Figura 08). A curva analitica também foi calculada por
regressao linear, baseando-se na equacédo da reta sendo: y= a + bx, onde o
coeficiente de correlagdo de Pearson, r2 = 0,9963, mostrando uma boa linearidade
(Figura 08). Com as quantificacdes realizadas para a amostra V, podemos acreditar
que V possui (53,018 + 1,081) % de farmaco intercalado em suas lamelas, o que
supera o trabalho realizado por (AMBROGI et al., 2012), onde o HDL de Zn2-Al-NO3
possui aproximadamente 25% de AK intercalado em suas lamelas.

A partir da curva obtida podemos inferir que o resultado foi diretamente
proporcional a concentracdo do analito, com isto quantificamos o farmaco presente

nas lamelas de HDL.

¥ =0,0571x + 0,0088
R*=0,9963

4000 i

3.000

2.000

1.000

0.100C '

200.00 250.00 200.00 250,00 270.00

Figura 08- Espectros de absorcéo e rep_r_esenta(;éo gréfica para acido kdgjico livre e

coeficiente de relacao



36

7.3- Analises de Espectroscopia no Infravermelho

Os modos vibracionais para as amostras de HDL (MgAI-NO3) e HDL-AK foram
analisados por espectroscopia de infravermelho Figura 09 . Os resultados obtidos
estdo de acordo com os dados da literatura para esses tipos de materiais (HUSSEIN-
AL-ALI ET AL., 2014). Por exemplo, na Figura 09 podemos ver o modelo vibracional
correspondente ao HDL, onde a absorcdo a 1650 cm-1 é originaria da vibracdo de
flexdo O-H de grupos hidroxilo (XU AND ZENG, 2001). Da mesma forma, a presenca
de NO3 anions evidenciado por um pico caracteristico afiado a 1355 cm-1 atribuido
ao seu modo vibratorio (XU AND ZENG, 2001). O desaparecimento da banda de
anions NO3 é garantido gracas a troca anidnica obtida através do método de co-
precipitagéo, confirmando por novos modos de vibrag&o, tais como, as bandas a 1610
cm-1C =0, 1541 cm-1e 1585cm-1 C=C e 1149 cm "1 e 1158 cm" 1 refere-se as
moléculas de COC de KA no hibrido LDH-KA. Esses modos de vibracdo foram
decorrentes de que o farmaco é intercalado na estrutura do hospedeiro de HDL, talvez
estabilizado através de ligagcbes de hidrogénio conforme proposto anteriormente.
Além disso, bandas a 445 cm-1 e 552 cm-1 sdo atribuidas aos modos de vibracao da
rede atribuidos a M-OH (KLOPROGGE ET AL., 2004).
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7.6- Analises de Termogravimétricas
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Figure 10. (A) TG and (B) DSC curvas de acido kgjico livre (KA), HDL (MgAI-NO3) e
LDH — AK (amostra hibrida).

A estabilidade térmica das amostras foi analisada por termogravimetria e o

resultado € mostrado na Figura 10a e 10b que exibem a perda de peso em funcéo da
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temperatura para AK puro, HDL (Mg / AI-NO3) e HDL-AK obtidas por TG / DSC
curvas. Para KA livre, um pico endotérmico a 156 ° C na sua curva DSC, surgiu do
processo de fusdo da substancia cristalina pura (AMBROGI et al., 2012) e a
decomposicao térmica completa foi alcancada em torno de 253 ° C. Para HDL (MgAl-
NO3), a decomposicao térmica passou por duas etapas (XU AND ZENG, 2001). Em
primeiro lugar, um pico endotérmico a 128 ° C € devido a remocao da agua intercalada
parcialmente. O segundo entre 200 ° C e 600 ° C € atribuido a desidratacdo das
camadas semelhantes a brucita e a decomposicédo dos anions de nitrato, com dois
picos endotérmicos a 342 ° C e 386 ° C.

Para a amostra de HDL-AK, a perda de peso provém de 200 ° C a 1000 ° C,
gue séo atribuiveis a decomposicao de moléculas de KA, anions de nitrato e perda de
agua provenientes de camadas inorganicas de diidroxilacdo (AMBROGI et al., 2012),
enquanto o padrdo da amostra aquecida a 1000 ° C é caracteristico da presenca de
MgO e Mgl-xAIxO1 + (x / 2) 20,21. Também na Figura 10a e 10b, observamos que o
KA complexado na LDH é mais termicamente estavel do que na sua forma livre, o que

demonstra a propriedade protetora do material inorganico para 0 composto organico.

7.7- Andlises dos Testes in vitro

No presente estudo, mostramos pela primeira vez que LDH-KA apresenta acéo
bioldgica contra L. (L.) amazonensis in vitro. A atividade antipromastigota pelo método
MTT foi realizada para verificar se HDL-AK apresenta ac&o contra L. (L.) amazonensis
promastigotes. A HDL-AK promoveu uma diminui¢do de 19,6% (10 pg / mL), 24,9%
(20 pg / mL), 27,1% (50 pg / mL) e 35,7% (100 ug / mL) de L. (L.) amazonensis
promastigotas (IC50 = 140 ug / mL) apds o tratamento durante 96 horas (Figura 11A).
Em contraste, o indice de sobrevivéncia mostrou que HDL-AK parece ser mais eficaz
contra amastigotas de L. (L.) amazonensis (forma intracelular encontrada em lesbes
de leishmaniose cuténea) (IC50 = 54,80 ug / mL). Observou-se reducgéo de 29,4% (20
Mg / mL), 58,6% (50 ug / mL) e 78,7% (100 pug / mL) de amastigotas de L. (L.)
amazonensis apoés tratamento por 72 horas com LDH-KA ( Figura 11B). O AMP-B foi
utilizado como controle positivo e promoveu reducdo de 100% para L. (L.)
amazonensis promastigotas e de 81% para L. (L.) amazonensis amastigotas. Além
disso, LDH-KA né&o causou efeito citotoxico (CC50 = 2246,98 ug / mL) (Figura 11C)
para macréfagos peritoneais e apresentou um Sl de 15,8 para promastigotas de L.

(L.) amazonensis e de 41,0 para amastigotas de L. ( L.) amazonensis.
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Figura 11 - Atividade de HDL-AK contra espécies de L. (L.) amazonensis in vitro. A)
atividade antipromastigota de HDL-AK contra L. (L.) amazonensis. Promastigotas de
L. (L.) amazonensis foram tratados com diferentes concentra¢cdes de HDL-AK (10-100
Mg / mL). B) Efeito HDL-AK em amastigotas de L. (L.) amazonensis. O tratamento de
macroéfagos infectados com L. (L.) amazonensis foi realizado por 72 horas com
diferentes concentragdes de HDL-AK (20-50 pug / mL). C) Ensaio de viabilidade. HDL-
AK nao apresentou efeito citotéxico para macrofagos peritoneais apés 72 horas de
tratamento. ANOVA, seguido do teste de Tukey, * p <0,001, * p <0,05, *** p <0,001.

Rodrigues et al. (2014) mostraram o efeito do acido kojico no protozoario L. (L.)
amazonensis in vitro e in vivo. Foi demonstrado que a AK promoveu uma reducéo de
62% das formas promastigotas e 79% das formas amastigotas de L. (L.) amazonensis.
No presente estudo, observou-se que a HDL-AK é ligeiramente ativo contra a acado
leishmanicida quando comparada a substancia KA pura. No entanto, as substancias
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intercaladas tém inimeras vantagens quando comparadas as néo intercaladas, como
baixa toxicidade, distribuicdo seletiva e liberacéo controlada dos compostos (KURA et
al., 2014). Além disso, as nanoparticulas HDL interagem facilmente com a membrana
plasmatica, facilitando sua internalizacdo (XU et al., 2008). Em compartimentos com
pH acido, como a vacuola parasitofora, os HDLs séo facilmente desintegrados e
liberam seus conteudos para esse compartimento (COSTANTINO et al., 2008).
Acredita-se que o HDL liberte o AK dentro da vacuola parasitéfora e promova a morte
de Leishmania sem causar a célula hospedeira.

O uso de nanoparticulas é atraente e tem sido utilizado para o desenvolvimento de
medicamentos contra o protozoario Leishmania (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). A
nanotecnologia apresenta uma nova metodologia para o tratamento da leishmaniose,
um sistema de administracdo de drogas que direciona a droga para uma regiao alvo,
promovendo a reducdo de possiveis efeitos adversos. Com base nos resultados
observados no presente estudo, o HDL-AK apresentou atividade bioldgica contra as
formas amastigotas de L. (L.) amazonensis sem causar danos aos macrofagos,
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento de um agente leishmanicida. Além
disso, sera importante realizar estudos in vivo no modelo de leishmaniose cutanea
usando HDL-AK como uma formulacao topica para confirmar a agédo leishmanicida

observada neste estudo.
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8- CONCLUSAO

O método de coprecipitacao foi utilizado para o acido kogjico intercalado (AK)
em hidréxidos duplos em camadas contendo Mg e Al (HDL-MgAl) por Unico passo de
sintese. Os ions KA incorporados no espaco de intercalacdo HDL (HDL-AK) foram
analisados através de diferentes técnicas analiticas, como por exemplo, a difracao de
raio X, que confirmou o aspecto estrutural do material hibrido, bem como os modos
vibracionais dos compostos foram avaliados por infravermelho e Raman. A andlise de
UV-vis mostra que 53% do acido kdjico foi intercalado em camadas de LDH, o que é
um resultado muito encorajador em comparacdo com os resultados da literatura.
Também a analise térmica revelou maior estabilidade do composto organico quando
complexada com o material inorganico.

Além disso, também foi demonstrado que o hibrido HDL-KA pode ser usado
como um biomaterial Leishmanicida eficiente contra formas amastigotas de
Leishmania (L. (L.) amazonensis).

Assim, HDL-AK poderia ser util para o tratamento seletivo da leishmaniose
cutanea e pode ter um grande potencial como agente anti-leishmania. Para 0 nosso
melhor conhecimento, este trabalho demonstra, pela primeira vez, a agédo de HDL-AK

em L. (L.) amazonensis in vitro.
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