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RESUMO

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos exibem inimeras vantagens em relacdo aos de
liberacdo tradicionais, como permitir o uso do farmaco em menores concentragcdes, maior
eficiéncia e a minimizagdo de efeitos colaterais. A melhora no desenvolvimento de liberagao
controlada de farmacos depende principalmente da escolha de um suporte adequado capaz de
controlar a liberacdo da droga de forma eficaz. Desta forma, o0 uso de determinados materiais
hibridos inorganicos, tal como os hidréxidos duplos lamelares (HDL), sdo de grande interesse
devido as suas propriedades. O Acido caféico (AC), proveniente de diversas fontes naturais,
apresenta diferentes atividades bioldgicas, dentre as quais, destaca-se a leishmanicida. No
entanto, o AC apresenta baixa estabilidade fisica e quimica, e seu efeito biologico esta
relacionado a altas concentragcfes, por isso, torna-se um promissor candidato para sistemas de
liberacdo controlada de farmacos. Neste trabalho, a metodologia de troca iénica foi utilizada para
a intercalacdo de moléculas de acido caféico (AC) entre as camadas de HDL/MgAI. Isto,
objetivando a obtencdo de formulacdes de AC mais estaveis em relacdo ao farmaco livre.
Caracterizacdes fisico-quimicas foram usadas para andlise da estrutura e morfologia dos
compostos hibridos obtidos, tais como DRX, FT-1V e MEV.

Palavras-chave: Carreadores. HDL. Acido caféico. Caracterizagdes fisico-quimicas.



ABSTRACT

The drug delivery systems shows several advantages when compared with traditional release
systems, such as allowing the employment of lower concentrations of drug, having greater
efficiency, and minimizing side effects. The improvement of drug delivery depends strictly on the
choice of and adequate support allowing to effectively controlling the drug release. Thus, the use
of inorganic hybrid materials, such as layered doubles hydroxides (LDH) is of great interest
because of their properties. Caffeic acid (CA), coming from several natural sources, exhibits
different biological activities with featured for the leishmanicidal activity. In this work, the ion
exchange methodology was used for the intercalation of Caffeic acid (CA) molecules between the
LDH/MgAI layers. This, in order to obtain more stable AC formulations compared to free drug.
Physico-chemical characterizations were used for analysis of the structure and morphology of the
hybrid compounds obtained, such as XRD, FT-IR and SEM.

Keywords: Carriers. LDH. Caffeic acid. Physico-chemical characterization.
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1. INTRODUCAO

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. Com base nisso, 0s
farmacos intercalados em nanoparticulas tém-se mostrado como potenciais estratégias para o
tratamento de doencas como a leishmaniose (RAY et al., 2017; SHAFIEI et al., 2008).

A leishmaniose é uma doenca parasitaria e endémica para 0s paises americanos, africanos,
asiaticos e europeu (KEDZIERSKI, 2011), onde mais de 350 milhdes de pessoas em mais 88
paises estdo em risco de infeccdo por esta doenca tropical negligenciada, especialmente nos
paises em desenvolvimento, como na Ameérica Latina, onde 11 espécies dermotrdpicas diferentes
que podem afetar os seres humanos sdo conhecidos (DESJEUX, 2001). Entre essas espécies,
destaca-se a leishmania amazonensis, espécie responsavel por causar a forma mais grave de
leishmaniose (CARVALHO et al., 2012), especialmente na regido amazonica no Brasil, devido a
presenca de sete diferentes espécies enzodticas de Leishmania (GIUDICE et al., 2007),
envolvendo hospedeiros e vetores de moscas diferentes que sdo comumente encontrados nesta
regido (LAINSON, 2010).

As doencas endémicas ainda afetam fortemente a América latina e outras regides do
globo, estima-se que cerca 1000 pacientes morram todos 0s anos por causa de doengas como a
Leishmaniose (BRAZIL, 2016). A disseminacdo desta doenca é principalmente atribuida aos
insetos que através de sua saliva ou fezes, atingem inUmeras pessoas em poucas horas
(KEDZIERSKI, 2011), além disso, em muitos casos o animal pode ser o reservatério do
protozoario, e com isto também se tornar um disseminador. A grande problematica sobre esta
doenca é que a maioria dos tratamentos disponiveis como quimioterapicos, e outras substancias
gue possuem um alto custo, além de serem altamente tdéxicas (BARATA et al.,, 2000;
KEDZIERSKI, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o uso da quimioterapia como um dos
tratamentos mais eficazes para esta doenca. No entanto, estes farmacos tém demostrado falha
devido a sua limitada eficacia, como a resisténcia do parasita torna-se mais predominante. Neste

contexto, 0 uso de compostos isolados a partir de microorganismos (KEDZIERSKI, 2011a) e



plantas medicinais (AL-SOKARI et al., 2015; BRENZAN et al., 2007), demostraram atividade
leishmanicida, demostram ser uma alternativa ao tratamanto dessa inferminada. Entre estes
compostos, destaca-se o acido Cafeico (AC) que tem demostrado ser uma substancia com
potencial atividade anti-leishmanicida (BELKHELFA-SLIMANI; DJERDJOURI, 2017).

Atualmente, inumeras classes de compostos com atividade farmacéutica variada tém sido
estudadas em sistemas de liberagdo controlada formados a partir de hidroxidos duplos lamelares
(HDL) (MARTI, 2004; MARTI; ARCO; FERNA, 2010), a exemplo do &cido Cafeico (AC) (WEI
et al., 2010). Os HDL apresentam biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade,
alta capacidade de insercdo de espécies ibnicas entre suas camadas e possibilidade de
funcionalizagdo de sua superficie (FARAJI; WIPF, 2009), além de exibem propriedades
semelhantes ao muco gastrico, diminuindo ou até eliminando os efeitos colaterais causados pelo
farmaco livre (GRUBEL et al., 1997).

Neste contexto, o presente trabalho propde a intercalacdo do AC em hidréxidos duplos
lamelares (HDL/MgAI = 2) via método de troca ibnica, a fim de obter um carreador a partir de
HDL biocompativel com o AC, que possibilite a liberacdo controlada e o aumento da estabilidade
quimica deste farmaco. Técnicas de caracterizac@es fisico-quimicas foram usadas para analise da
estrutura e morfologia dos compostos hibridos obtidos, tais como, difragdo dos raios X (DRX) e
Raman e infravermelho (V) espectroscopia.

1.1. Acido Caféico (AC)

Os éacidos fenodlicos apresentam um grupo funcional carboxila e sdo divididos em duas
classes: os acidos hidroxibenzoicos e os hidroxicinamicos (DE OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Os
acidos hidroxicinamicos (Figura 1 a) estdo presentes em varios alimentos e bebidas de origem
vegetal, tais como, café, ervas, ameixa e outros frutos (MILENE ANGELO; JORGE, 2007). Um
interessante composto dessa classe € o acido caféico (Figura 1 b), que neutraliza radicais livres
gue possam causar danos oxidativos nas membranas celulares e DNA. Este composto € um dos
hidroxicinamatos mais amplamente distribuidos e pode ser encontrado em diversas formas como
ésteres e amidas (CHEN; HO, 1997). Esse acido ajuda prevenir danos as nossas celulas causados

pela luz ultravioleta e também apresenta muitas outras atividades bioldgicas além do poder



antioxidante, como por exemplo, anti-hipertensiva, anti-fibrética, antiviral, antitumorigénica
(RAJENDRA PRASAD et al., 2011).

Figura 1. Estrutura quimica dos hidroxicinamatos (a) e 2D do acido caféico (b).

CH=CHCOOH

R
(A) (B)
R4 = OH: Acido p-cumérico
R4 = R, = OH: Acido caféico
R4 = OH, Ry = OCH3: Acido ferulico

Alguns autores observaram o efeito hipoglicemiante deste acido, demonstrando que este
composto fenolico pode reduzir os niveis de glicose no sangue (CHEN et al., 2003; JUNG, 2006).
Acidos fendlicos tém sido reportados como importantes antioxidantes, com capacidade

“scavenging” de radicais livres e poder quelante de metais como ferro.

Conhecidamente absorvido pela corrente sanguinea, o acido caféico apresenta capacidade
de proteger in vitro a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, além de apresentar um
grande poder inibidor de dano no DNA dependente de ferro (BENEVIDES BAHIENSE et al.,
2017; CHAO; HSU; YIN, 2009). Além disso, o acido caféico (3,4-dihidroxi &cido cinamico) é
um dos compostos fenolicos mais importantes, apresentando diversas propriedades
farmacoldgicas. Esta molécula tem sido relatado por sua grande variedade de atividades
bioldgicas, incluindo antioxidante (MASEK, 2016), antitrombose (LU et al.,, 2015), anti-
hipertensiva (JIANG et al., 2005), anti-fibrética (HONG et al., 2016).

Um estudo realizado por Kuenzing et al. (1984), demonstrou que o &cido caféico e o acido
fertlico podem desempenhar um papel na defesa do organismo contra a carcinogénese, inibindo
a formacéo de compostos N-nitrosos (KUENZING et al, 1984).



Estéres de cidos fendlicos podem apresentar uma maior lipofilicidade com células eucaridticas,
0 que resulta em uma melhor interacdo com as mesmas e, no caso dos neutréfilos, essa interagcdo
possivelmente resultaria em uma maior efetividade antioxidante (GOMES et al., 2001).Destaca-

se atividade leishmanicida.

Apesar das inumeras atividades biologicas descritas para o acido caféico, esta
biomolécula apresenta pontos negativos em relacdo a sua solubilidade e estabilidade ao estresse
ambiental, tal como, fotossensibilidade, variacdo de temperatura e dificil controle da oxidacéo
quimica em solucdo (esquema 1) (PINHO; SOARES; HENRIQUES, 2015). Portanto, grandes
quantidades de AC sdo administradas para a obtencdo do efeito farmacolégico desejado, o que
acarreta o aparecimento de toxidade decorrente da acdo do farmaco em outros sitios. Alteracoes
na estrutura quimica molecular do farmaco por estratégias sintéticas, visando aumentar a
afinidade do farmaco pelo tecido em disfuncéo, sdo algumas vezes propostas para minimizar esse
problema. No entanto, o desenvolvimento de novos protétipos pode ser laborioso. Logo, o
processo de carreamento do AC torna-se uma interessante estratégia, uma vez que apresenta

baixo custo e resultados promissores.

pH 2.0-3,5 5,0-7,9 8,0-12,4 8,0-12,4
Os_ OH Oy O Oy O o o
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“H -H -H
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OH OH o} o
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h v g '
Produto de interesse Produtos Instaveis

Figura 2. Equilibrio do acido caféico em solucéo
Fonte: (PINHO; SOARES; HENRIQUES, 2015).

Atualmente, o desenvolvimento de novas formulagfes de AC a partir de sistemas de

carreamento controlado de farmacos (SCCF), tal como os HDL e polimeros, tém-se mostrado



uma estratégia segura e eficiénte, isto porque agrega ao AC estabilidade quimica (PINHO;
SOARES; HENRIQUES, 2015; WEI et al., 2010b). Os SCCF tém contribuido para controlar as
velocidades de liberacdo no organismo de diversas moléculas bioativas (SILION; HRITCU;
JABA, 2010; ZHANG et al., 2006), modulando a velocidade com que essas substancias
atravessam as barreiras bioldgicas, penetram na circulagdo e atingem o alvo farmacoldgico,
evitando assim, seu acimulo em tecidos ndo especificos, onde pode ser potencialmente toxico e
elevando sua concentracdo no local onde deve exercer seu efeito farmacoldgico (SILION;
HRITCU; JABA, 2010).

1.2. Estrutura dos Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL)

As estruturas dos HDL sdo modificacBes da estrutura como a da brucita, onde sua
estrutura pode sofrer alteracGes de composicdo com ligeiras modifica¢fes parciais isomorfica dos
cations bivalentes M?* da brucita por cations trivalente (M**) (CREPALDI; VALIM, 1998),
resultando em um excesso de carga nas lamelas que devem ser neutralizadas por &anions
interlamelares. O resultado € uma serie de compostos chamados hidréxidos duplo lamelares
(HDL), Figura 2. Para que o sistema adquira a eletroneutralidade é necessario a presenca de
anions entre as lamelas que, juntamente com as moléculas de d&gua promovem o empilhamento
das camadas do hidroxido duplo com um dominio interlamelar pouco ordenado. Nesse caso, as
lamelas sdo mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio e por atracdo eletrostatica entre as lamelas
positivamente carregadas e os anions interlamelares, como a da Equacdo 1 (CUNHA et al.,
2010).

MY MM (OH),] (A™ )y -mH,0 (Eq. 1)

Na equacdo 1, M** e M?®* so respectivamente os cations bivalente e trivalente, A"~
repesenta a compensacdo dos anions interlamelar para as cargas positivas das lamelas dos
hidroxidos, x refere-se a fracdo molar dos metais M3* /(M3 + M**) normalmente em um
intervalo entre 2 e 4 (GU et al., 2014), e m = 1 — 3x/2 representa a quantidade de moléculas de
4gua de hidratacdo (CAVANI F, TRIFIRO F, 1991; EVANS; DUAN, 2006).

Figura 3. Representacdo esquematica: (esqueda) da estrutura dos HDLs, (direita) de um octaedro

formado por um céation metalico coordenado com anions hidroxilas nas arestas.
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De modo geral, as camadas dos HDL podem ser empilhadas de acordo com duas
simetrias: romboédrica (grupo espacial chamado 3Rm) ou hexagonal (grupo espacial chamado
P63mmc) (PAUSCH, 1986). Na simetria romboédrica o parametro ¢ da célula unitaria
corresponde a trés vezes o espacamento basal (c=3d). Na simetria hexagonal o parametro c
corresponde a duas vezes 0 espacamento basal (c=2d). Para a estrutura da hidrotalcita
denominando as camadas como ABC, obtemos a simetria romboédrica com a sequéncia BC-CA-
AB-BC, e para a simetria hexagonal a sequéncia BC-CB-BC (PAUSCH, 1986). Simplificando, 0s
politipos que correspondem a estas sequéncias de empilhamento também sdo denominados 3R,
2H e 1H, sendo o ultimo extremante raro, pertencendo ao sistema hexagonal e tendo distancia
interlamelar igual a c. O politipo 3R é 0 mais encontrado nos HDL naturais e sintéticos (RIVES,
2001), o politipo 2H esta associado a sintese de HDL em condigdes de elevadas temperatura e
pressdo e o politipo 1H é raro e esta associado a HDL com elevada hidratacdo (HE et al., 2006a).

A Figura 3 ilustra a diferenca entre os politipos 3R, 2H e 1H.

Figura 4. llustracdo dos possiveis politipos para os HDL.
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Neste contexto, adotando o empilhamento 3R das camadas com reflexdes (003), (006) e
(110), é possivel calcular os pardmetros de rede a e ¢ da célula unitaria. O parametro a da célula
unitaria corresponde a média da distancia entre dois ions metalicos, d(M-M), situados nas
camadas. J& o parametro c € igual a trés vezes o espacamento basal d para diferentes anions
inorganicos, e é diretamente influenciado pela carga dos cations, tipo de &nion interlamelar e pela
quantidade de agua presente na estrutura dos HDL (HESSE et al., 2013; KHAN; O’HARE,
2002). Na tabela 1 estdo listadas varias argilas anibnicas naturais, com as respectivas

composicdes, nome dado ao mineral e de simetrias.

Tabela 1. Algumas argilas aniénicas naturais, com sistema cristalino e o grupo espacial a que
pertencem especificados.

Composicéo Mineral

m" M A™ Romboédrica (3R), R3m Hexagonal (2H),
P6smmc

Mg Al COy” Hidrotalcita Manasseita

Mg Cr COo” Estictita Barbetonita

Mg Fe COs” Piroaurita Esjogrenita

Ca Al OH" - Hidrocalumita

Ni Al COs” - Tacovita

Em adicdo, na sintese de HDL contendo mais de um cétion di- e/ou trivalente também é
possivel, 0 que amplia ainda mais as possibilidades de variacdo na composicao quimica dos HDL
(KAMEDA; YOSHIOKA, 2011). Os cétions divalentes podem ser: Mg®" zn*"" Ni**, Fe®*, Cu®,
Co?*, Ca**, Cd**, Pd®* e Pt**; ja os cations trivalentes podem ser AI**, Cr¥*, Fe**, Ni**, Mn**,
Co*, Sc®, Ga**, La**, V¥, Sb*, Y* e In®". Outros cations, além dos citados, podem fazer parte
da composicdo de um HDL. Nos ultimos anos vérios trabalhos (CHISEM; JONES, 1994;
KRIVOVICHEV et al., 2010b; NAYAK et al., 1997) tém mostrado a sintese de HDL contendo
Li*! combinado ao Al*3. Além do Li** foram mostradas na literatura sinteses de HDL contendo
Si*" e Ti** combinados com C°* (TAYLOR, 1984). A Tabela 2 mostra diversas combinacdes de
cations di- e trivalentes que ja foram estudados e produzidos (TRIFIRO; VACCARI, 1996;
VACCARI, 1998).



Tabela 2. Combinages de cations di- e trivalentes estudados e produzidos.

Cétion m™
m" Al | Fe | Cr | Co | Mn | Ni | Sc | Ga | Ti*
Mg
Ni
Zn
Cu
Co
Mn
Fe
Ca

Li**

*Tetravalente, **Monovalente

1.3 Propriedades dos Hidroxidos Duplos Lamelares (HDL)

Os HDL possuem propriedades que permitem inGmeras aplicacGes, tais como,
estabilidade térmica, capacidade de troca ibnica, efeito memoria, elevada area de superficie e
porosidade (MINGOS, 2006; PENG et al., 2015; RIVES, 2001). Em seguida abordaremos um
pouco cada uma dessas propriedades.

1.3.1 Estabilidade Térmica

A hidrotalcita e seus sintéticos ([Mg-Al-COs]) sdo os HDLs mais estudados quanto a
estabilidade térmica (LABAJOS; RIVES; ULIBARRI, 1992; NYAMBO; WILKIE, 2009; WEI et
al., 2004). Observa-se, tanto para o mineral natural quanto para materiais sintéticos, que existem
faixas de temperatura onde certas espécies sdo decompostas. Estas faixas variam pouco de um
material para outro. Em atmosfera inerte, tem-se a perda de agua de hidratacdo em uma faixa que
vai da temperatura ambiente até cerca de 200°C. De 200°C até cerca de 450°C nota-se a
decomposicéo de parte das hidroxilas e do carbonato intercalado, formando um 6xido-hidréxido
duplo. De 450°C até cerca de 600°C observa-se a decomposicdo do restante das hidroxilas
formando um 6xido duplo de magnésio, com colapso da estrutura lamelar. Esta sequéncia pode
sofrer variagGes conforme a razdo entre os cations (CREPALDI; VALIM, 1998; XU; ZENG,
2001).



A estabilidade térmica dos anions interlamelares é pouco influenciada pelas espécies
constituintes da camada lamelar (tipo de cétions). Entretanto, a densidade de carga da camada
lamelar pode influenciar na decomposicéo, devido ao aumento da interacdo eletrostatica entre as
camadas e o referido anion. Segundo Vaccari (VACCARI, 1998), a temperatura de eliminacao do
anion interlamelar pode variar desde a temperatura de 200°C para o bromato, até 1200-1240°C
para o sulfato. Nas equacOes abaixo é presentado as etapas de decomposi¢do para o HDL

intercalado com nitrato.

Mg xAl(OH)2(NO3),.nH20 % Mgy Al (OH)2(NO3), + nH,O0  (Eq. 2)

Mg1xAl(OH)2(NO3)y ***C) Mg, ALO(NO3) + H,0 (Eq. 2.1)
Mg1-xALO(NOs), %6 Mgy ,AlO1.+(g2) + XNO; + (x/4)O;, (Eq. 2.2)

Lal e Howe (LAL; HOWE, 1980) estudaram a decomposicdo térmica de uma serie de
HDLs do sistema [Zn-Cr-A™]. Estes HDL apresentaram uma sequéncia de decomposi¢do muito
similar a descrita para o sistema [Mg-Al-COs]. Os resultados mostraram que, para 0 caso dos
anions carbonato e nitrato interlamelares, a decomposicdo ocorreu em quatro faixas distintas,
com o anion interlamelar se decompondo em temperatura préxima a 300°C. Para os HDLs
contendo haletos, foi observado que a decomposicdo ocorre em trés faixas distintas, com 0s
anions se decompondo em faixa de temperatura mais elevada que a anteriormente citada,
coincidindo com a segunda regido de decomposi¢do das hidroxilas. A grande estabilidade térmica
destes anions intercalados torna estes materiais de grande interesse, especialmente como
catalisadores (LEI et al., 2011; SONG; HU, 2014).

1.3.2 Capacidade de Troca I6nica

A capacidade de troca i6nica do HDL é uma propriedade importante uma vez que
possibilita a sinteses de novos compostos (BARAHUIE et al., 2014; CUNHA et al., 2010). Esta
propriedade depende da razdo dos cations M*’M**, que determina a densidade de carga na lamela
do HDL, e da cristalinidade do material. Em geral, a capacidade total de troca idnica é maior
quanto maior for a densidade de carga e melhor for a cristalinidade do HDL (MINGOS, 2006).
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A capacidade relativa dos anions de estabilizar a estrutura lamelar também deve ser
levada em consideracdo, pois quanto mais fraca a interacdo do anion com a camada do HDL
maior sera a facilidade de troca ibnica, mas este ndo € o unico fator que deve ser levado em conta

para avaliar esta facilidade. Anions inorganicos seguem a seguinte sequéncia de interacgo:
CO;*>OH >F >CI >S0,>Br>NOz > I

Entdo seguindo a ordem, observa-se que os HDL contendo anions carbonato ndo séo
eficientes para a troca i6nica, uma vez que estes tornam as lamelas bastante estaveis, enquanto
que os HDLs intercalados com nitratos ou mesmo com cloreto, sdo mais adequados para esta
finalidade (MINGOS, 2006). A eficiéncia na utilizagdo de HDL intercalado com nitratos j& foi
demostrada para remogéo de anions inorganicos, em solucdo aquosa, com Cr(VI), na forma de
cromato e dicromato (HOURI et al., 1998). A capacidade total de troca foi de 2 e 1,2 mmol g™,
respectivamente, ambos em concentracao de 300 ppm. Em alguns casos, a capacidade maxima de
troca pode ser excedida, quando, além da ocupacdo dos sitios internos do HDL, os &nions

ocupam os sitios externos por adsorgao.

1.3.3 Efeito de Memoria

Os métodos de adsorcdo apesar de serem eficientes no tratamento de efluentes,
apresentam a desvantagem de causar uma poluicdo secundéaria devido a transferéncia do poluente
para o sélido, sendo necessaria a eliminagdo da substancia adsorvida e a regeneracdo do material
adsorvente. Em muitos casos, estes processos tornam-se inviaveis, pois sao dificeis de serem

realizados e podem elevar os custos do tratamento do efluente.

No caso de materiais como 0 HDL, a regeneracao do adsorvente pode ser realizada devido
a uma propriedade chamada “Efeito de Memoria” (EL GAINI et al., 2009; GUO et al., 2013; LV
et al., 2006), que refere-se a capacidade de regeneracdo da estrutura original destes materiais apos
decomposicdo térmica, pela simples adi¢do de &gua ao produto final. Quando a hidrotalcita é
calcinada acima de 450 °C, temperatura em que ocorre a desidroxilacdo e decomposi¢do do anion
carbonato, a auséncia dos picos de difracdo correspondentes aos planos (003), (006) e (012)
caracteristicos deste tipo de material (Figura 7a), revelam que a sua estrutura lamelar foi

destruida.
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A andlise de difracdo de raios X apos a calcinacdo do material, revela entdo o surgimento
de dois novos picos correspondentes aos planos (111) e (200) que correspondem a formacéo de
uma fase de 6xido misto com estrutura do tipo MgO, chamado periclésio (Figura 7b). O oxido
formado tem a capacidade de recuperar a estrutura da hidrotalcita até mesmo se exposto ao ar,
através da regeneracdo de carbonato e 4gua (HE et al., 2006a; LV et al., 2006; MINGOS, 2006).

Entre as varias propriedades interessantes dos HDL ainda destaca-se a sua boa
biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, alta capacidade de insercdo de
especies ionicas, possibilidade de funcionalizacdo da superficie, aumento da estabilidade das
espécies inseridas (FARAJI; WIPF, 2009), promovendo a liberagdo sustentada e possibilidade de
controle do alvo celular através da morfologia e tamanho das particulas inorganicas (BARAHUIE
ET AL., 2014; CUNHA, 2012). Além de, propriedades alcalina e lenta degradacdo em meio
(Cunha et al., 2010). Desta forma, este sistema inorganico se destaca como potencial candidato

para ser usado como veiculo carreador de substancias com potencial atividade bioldgica.

1.4 Quimica Preparacdo dos Hidroxidos Duplos Lamelares

A quimica de preparagdo dos HDL e simples e baratos para sintetizar tanto em laboratorio
qguanto na indastria. Muitos métodos permitem a preparacdo de materiais com diversas
propriedades fisicas e quimicas adequados para inumeras aplicacfes, tais como: a co-precipitacao
(GERDS et al., 2012), troca idnica (PRASANNA; KAMATH, 2009), reconstrucdo (DEL ARCO
et al., 2004), exfoliacdo (SONG; HU, 2014), sol-gel (AKOLEKAR; BHARGAVA, 2005) e
sintese hidrotermal, Figura 4 (GU et al., 2014).

Figura 5. Esquema dos métodos empregados para obtencdo dos HDL.
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1.5 Caracterizacdo Fisico-quimica de Materiais Hibridos Inorganicos

Vérias técnicas sdo usadas para caracterizar a estrutura dos HDL (Figure 5), como anélise
térmica diferencial, microscopia eletrénica de varredura (MEV), ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN H1) (SIDERIS et al., 2008), absorcao 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), ICP (Inductively Coupled Plasma)
para quantificar a relacdo de metais, CHN (analise quimica dos elementos carbono, hidrogénio e
nitrogénio), espalhamento de néutrons, recentemente através da analise da Funcdo de
Distribuicdo do Par (Pair Distribution Function, PDF) (AIMOZ, 2012; NEILSON et al., 2010)
dentre outras. No presente estudo, a caracterizacdo foi feita através de difracdo dos raios X
(DRX), analise térmica, microscopia eletronica de varredura (MEV), ultravioleta e visivel (UV-

Vis), espectroscopia na regido do infravermelho (IR) e Raman

Figura 6. Esquema da estrutura do HDL e as técnicas que caracterizagdo de cada regido.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Intercalacdo e Caracterizacdo Fisico-Quimica do Farmaco Antileishmanicida Acido

Caféico em hidroxidos duplos lamelares (HDL).

2.2 Objetivos Especificos

v Usar o método de troca iénica com razdo molar dos cations M**/M* igual a 2, para a
obtencdo de nanohibridos de HDL-AC;

v Identificar propriedades fisico-quimicas através das andlises de difracdo de raios X
(DRX), espectroscopia vibracional no infravermelho (IV) e microscopia eletronica de varredura
(MEV);

v Quantificar o acido cafeico intercalado na estrutura nanohibrida HDL-AC usando

espectrofotdmetria —visivel (UV-vis).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O farmaco AC foi obtido a partir da empresa Sigma-Aldrich Brazil Ltds. Os seguintes
reagentes foram usados:
v" Mg(NOs),.6H,0 (Sigma-Aldrich, 98%);
v Al(NO3)3.9H,0 (Sigma-Aldrich, 98%);
v" NaOH (Sigma-Aldrich, 98%);
v CH3OH todos de grau analitico;
v" A 4agua utilizada em todas as etapas de sinteses foi purificada com um ELGA Purelab

Option labwater e descabonizada.

3.2 Procedimentos Experimentais de Sintese das Amostras

Inicialmente 0 método de coprecipitacdo foi usado para sintetizar os HDL puro
(GORDNO et al., 2005). A estrutura do HDL de Mg-Al-NOs (razdo molar de Mg®*/AI** = 2) foi
preparada via co-precipitacdo através da adicdo gota a gota da solucdo aquosa de Mg(NOs), e Al
(NO3)3 . O pH da mistura foi mantido constante (pH 10) por adicdo simultanea de NaOH, sob
atmosfera de N, e agitacdo magnética em temperatura ambiente. A suspensdo resultante foi
agitada durante 24 h a 80° C. O produto foi centrifugado a 5000 rpm durante 5 min trés vezes, e 0
solido obtido foi lavado vérias vezes com agua descarbonatada até o pH atingir 7. Por fim, o

solido foi secado & 60°C durante 24h na estufa (esquema 2).

Cerca de 1 g da matrix precursora (Mg-Al-NO3) foi adiciona em 50ml de agua deionizada
e descarbonatada com agitacdo constante de 1000 rpm a 25°C. Em seguida, uma solucdo
contendo 2 g de &cido caféico com o pH 5,5, previamente ajustado com solucdo de NaOH 0,1 a

0,5 mol/L, foi rapidamnete transferido para a solugdo de metais.

O “gel” formado permaneceu sob agitagao e fluxo de N, por 12h. O produto formado foi
isolado por centrifugacdo, seguido por filtracdo, lavagem e posteriormente transferida para uma
estufa para secar a 45°C por 2 h. Por fim, a amostra foi mantindo em um dessecador com SiO,

por 24 h (esquema 2).
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Esquema 1. Fluxograma da Sintese.
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3.3 CaracterizagOes Fisico-quimicas

Todas as amostras foram preparadas para caracterizacdo fisica e quimica e analisadas

usado os equipamentos e as metodologias abaixo :

J

ifratd Espectrofotdmetro UV-vis Espectrofotometro
Difratdbmetro Advence p Nicolet 6700

D8 (Bruker, Alemanha) (Shimadzu UV2600)

MEV JEOL- Netzsch
JEM-6700 (STA 449F3)

3.3.1 Difracdo de Raios X (DRX)

Os padrdes de DRX dos p6s foram registados com radiacdo CuKal 26 em uma faixa de
20-80° A = 1,5418 A em um angulo 6/20 difratémetro advancado D8 (Bruker, Alemanha), com
um passo de 0,04° e tempo de exposicdo de 2,8 s por passo. Além disso, as amostras foram
analisadas com o uso do programa Peakoc (MASSON, 2010) usando a funcdo de divisdo pseudo-
Voigt (THOMPSON, P.; COX, D. E.; HASTINGS, 1987) para ajustar os perfis experimentais.



17

3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram coletados em um espectrofotometro Nicolet 6700.
As anélises foram realizadas no modo de absorbancia na faixa de 4000-400 cm™. Todas as

medicdes foram feitas em temperatura ambiente.
3.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) para analise da morfologia das amostras
foram realizadas utilizando um microscépio eletrdnico de varredura com emissdao de campo
(MEV) JEOL modelo JEOL-JEM-6700 em 5.0 kV. As amostras foram preparadas depositando o

p6 em uma fita de carbono dupla face aderida a porta amostra de aluminio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1 Analise de Difragdo de Raios X (DRX)

Os padroes de DRX obtidos para os dois materiais HDL e HDL-AC sintetizados exibem
caracteristicas tipicas de materiais do tipo hidrotalcita, mostrando reflexes simétricas (00l),
figura 6 (TRIFIRO; VACCARI, 1996). A indexacdo destas duas estruturas é baseada na simetria
romboédrica (politipo 3R1) (CAVANI F, TRIFIRO F, 1991; TRIFIRO; VACCARI, 1996). Para o
HDL as reflexbes basais (003) e (006) sdo facilmente identificadas como uma série de
equidistantes picos simétricos em angulos inferiores a 32° em 26. As reflexBes assimétricas para
os planos nao basais (012), (015) e (018) também sdo observadas entre 35° ¢ 50° em 260 (Figura
7). Assim, usando o plano (003) foi possivel estimar o valor do espagamento basal (d) para o
HDL sintetizado correspondendo a 8,69 A, o qual é caracteristico de HDL intercalado com anions
de nitrato (TRIFIRO; VACCARI, 1996), apresentando uma camada lamelar com espessura de

4,80 A, consequentemente, com altura da galeria interlamelar de 4,3 A.
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Figura 7. Espectros de difracdo de raios-X para o HDL e HDL-AC.
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A intercalacdo de AC em HDL ¢é confirmada com o aumento do espacamento basal
alcancando o valor de 14.74 A, e o deslocamento dos planos basais (003) e (006) a menores
angulos (5,5 e 11,65° em 260, respectivamente), isto quando comparado com o HDL (10.16° e
20.08°, 20). Desta forma, pode-se destacar que o processo de intercalagdo do AC em HDL foi
bem sucedido, o qual provocou bruscas alteragdes na estrutura do HDL principalmente no plano
(003) referente a regido interlamelar (Figura 7). Além disso, pode ser observado um largo e
assimetrico pico para o plano (003) referente a presenca excessiva de anions OH™ na regido
intercalmelar. Tal fato, também pode indicar uma substituicdo parcial dos anions NOjs pelos
anions do AC.

4. 2 Analise de Infravermelho (1V)

As medidas espectroscopicas desempenham um papel importante no entendimento das
estruturas dos HDL, neste estudo teremos como principal foco a medida na regido do
infravermelho médio de 400 a 4000 cm™, estando relacionado com as vibracdes dos fons das
camadas lamelares e anions interlamelares (WANG et al., 1999). Os espectros de IV do HDL-

MgAl e AC intercalados sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8. Espectros de IV HDL-MgAl e HDL-AC.
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Os espectros das amostras apresentados na figura 6 sdo mostradas bandas em torno de
447, 557, 675 E 771 cm™, caracteristicas de ligagdes dos grupos O-M-O e M-O (M = Mg, Al)
localizados nas camadas dos HDLs (DEL ARCO et al., 2004; KANNAN et al., 1995; RIVES;
ARCO; MARTIN, 2014; ROMAN et al., 2012). Para 0 HDL também é observado duas bandas
uma a 1359 cm™ e outra a 1400 cm™, o que pode indicar a presenca de CO5™ tanto no espago
interlamelar quanto adsorvido nas camadas do HDL, isto devido a uma possivel contaminagdo
durante o processo de sintese. Para ambas amostras, em torno de 3500 cm™ observa-se uma larga
banda, correspondente aos estiramentos da ligacdo O-H das moléculas de agua existentes nos
espacos interlamelares ou adsorvidas na superficie das camadas lamelares (Figura 8). Além disso,
somente no espectro do HDL é observado uma banda em torno de 1629 cm™ do modo (HOH)
atribuido as moléculas de agua entre as suas camadas, que também corresponde aos modos de
vibragdes dos grupos hidroxidos das camadas lamelares M-OH (M = Mg, Al), mostrado na figura
6 (ANDRADE et al., 2000; KANNAN et al., 1995; VALCHEVA-TRAYKOVA; DAVIDOVA;
WEISS, 1993). Para amostra intercalada observa-se suveis bandas em 1386 cm™ e 1575 cm™
(Figura 7, em amarelo), indicando a formacao de fortes ligacdes de hidrogénio entre os grupos de
COO' dos anions do AC intercalado e as hidroxilas das camadas dos HDLs (ZHANG et al.,

2006). Em adicdo, essa regido sobrepde-se as bandas 1447, 1521 e 1617 cm™ referente ao
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estiramento C=C do anel aroméatico (WEI et al., 2010b). Esses resultados indicam que o &cido
caféico foi intercalado em HDL-Mg-Al.

4.3 Andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A fim de confirmar que a intercalacdo foi bem-sucedida, as amostras foram ainda
estudadas através de microscopia eletrnica de varredura (MEV). As imagens do MEV mostram
que a morfologia do HDL é uniforme com particulas de formato hexagonal e bordas
arredondadas, como mostra a Fig. 8 (A), além de ser possivel observar claramente as estruturas
lamelares da amostra mesmo com a menor ampliacdo. Por outro lado, apos a intercalacdo, a
estrutura do HDL sofre drasticas mudangas, com menor uniformidade e maior grau de agregacéo
das particulas, possivelmente devido a inser¢do do farmaco AC entre as camadas do HDL, Figura
9 (B) (AISAWA et al., 2001).

Figura 9. MEV do HDL (A) e hibrido composto (B) da intercalacao.
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5. CONCLUSAO

Por meio dos padrfes de DRX foi possivel identificar a estrutura cristalina do HDL e do
material hibrido, HDL-AC, onde o valor do espacamento basal foi usado como um indicativo de
intercalacdo do AC entre as camadas interlamelares do HDL, uma vez que, ocorreu um aumento
significativo do HDL para 0 HDL-AC (8.69A e 14.74 A, respectivamente). J& a espectroscopia
no infravermelho confirmou a intercalacdo do AC na estrutura hibrida através das vibragdes
1386, 1575, 1447, 1521 e 1617 cm™. Desta forma, através do processo de sintese estipulado foi
possivel obter uma matriz inorganica bem definida e uma amostra hibrida promissora para

diversas aplicagoes.

6. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Por fim, melhorar o processo de encapsulamento através das informacdes a partir da rota
de sintese usada neste trabalho. Realizar o processo de quantificacdo e liberacdo do farmaco das
novas formulagdes obtidas a partir da rota de sintese estipulada neste estudo. Isto, com o objetivo
de se obter estruturas hibridas melhoras (HDL-AC), a fim de propor para possiveis avaliacdes da

atividade antileishmania.
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