UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
CENTRO DE FORMACAO INTERDISCIPLINAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SOCIEDADE, AMBIENTE E
QUALIDADE DE VIDA

DAYLANE RODRIGUES DE SOUSA

INTERCALACAO DO CIPROFLOXACINO EM HIDROXIDO DUPLO
LAMELAR: CARACTERIZACAO E ESTUDO DE LIBERACAO IN
VITRO

Santarém - PA
2018



DAYLANE RODRIGUES DE SOUSA

INTERCALACAO DO CIPROFLOXACINO EM HIDROXIDO DUPLO
LAMELAR: CARACTERIZACAO E ESTUDO DE LIBERACAO IN
VITRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacéo em Sociedade, Ambiente e Qualidade
de Vida da Universidade Federal do Oeste do Para,
na area de concentracdo: Biodiversidade, Salde e
Sustentabilidade, na area de concentragao:
Biodiversidade, Saude e Sustentabilidade, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Bruno Apolo Miranda Figueira
Co-orientadora: Profa. Dra. Gabriela Bianchi dos
Santos

Santarém - PA
2018



DAYLANE RODRIGUES DE SOUSA

INTERCALACAO DO CIPROFLOXACINO EM HIDROXIDO DUPLO
LAMELAR: CARACTERIZACAO E ESTUDO DE LIBERACAO IN
VITRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacéo em Sociedade, Ambiente e Qualidade
de Vida da Universidade Federal do Oeste do Para,
na area de concentracao: Biodiversidade, Saude e
Sustentabilidade, na é&rea de concentracao:
Biodiversidade, Saude e Sustentabilidade, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre.

Santarém, 13 de Novembro de 2018.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr.Bruno Apolo Miranda Figueira, UFOPA
Prof. Dr. Adriano Cesar Rabelo, UFOPA

Prof. Dr.Nelson de Sousa Amorim, UFOPA
Prof. Dr. Luiz Kleber Carvalho de Souza, UFAM

Conceito: Aprovada

Santarém - PA
2018



Dados Internacionais de Catalogacéao-na-Publicacéao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/UFOPA

S725i Sousa, Daylane Rodrigues de
Intercalacé@o do ciprofloxacino em hidréxido duplo lamelar: caracterizacéao

e estudo de liberacéo in vitro./ Daylane Rodrigues de Sousa. — Santarém,
2018.

109 p. il

Inclui bibliografias.

Orientador: Bruno Apolo Miranda Figueira
Coorientador: Gabriela Bianchi dos Santos
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Para, Pro-Reito-

ria de Pesquisa, Pos-Graduacéo e Inovacdo Tecnolégica, Programa de Pés-Gra-
duacdo em Sociedade, Ambiente e Qualidade de Vida.

1. Hidroxido duplo lamelar. 2. Antibidtico. I. Figueira, Bruno Apolo Miranda,
orient. |l. Santos, Gabriela Bianchi dos, coorient. Ill. Titulo.

CDD: 23 ed. 615.7922

Bibliotecaria - Documentalista: Renata Ferreira — CRB/2 1440



Dedico este trabalho a minha filha Maria Julia, que
me acompanhou, desde o ventre, durante todo o
mestrado, dando um sentido especial a minha vida

e me fortalecendo durante esta caminhada.



AGRADECIMENTOS

Quero primeiramente agradecer a Deus por concluir mais esta etapa. Ao meu
orientador Dr. Bruno Apolo, por me conceder a oportunidade de me orientar em um
trabalho de pesquisa, no qual estou muito orgulhosa em ter desenvolvido e ainda estar
desenvolvendo. Mas além disso, pela dedicagdo, paciéncia, apoio, compreensao e
orientacéo ao longo do desenvolvimento do trabalho.

Agradecer a minha familia, que sempre me apoiou, me deu os melhores
ensinamentos para que eu me tornasse a pessoa que sou hoje e pelos esforgcos por
eles realizados para a minha educacao, principalmente minha mae Eliene e em
memoria a minha avo Dalva. Ao meu marido José Jeosafa por todo companheirismo
e por nao ter medido esforcos para que eu concluisse esta pesquisa com éxito.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela bolsa de estudos de Mestrado. Ao programa de poés-graduacdo Sociedade,
Ambiente e Qualidade de Vida.

Agradecer ao Laboratorio de Sintese de Novos Materiais (IEG-UFOPA),
Laboratdrio de Microbiologia (ISCO-UFOPA), Laboratério de Farmacotécnica (ISCO-
UFOPA) e ao departamento de quimica da Universidade Federal do Para, pelo espaco
e material cedido para realizagéo desta pesquisa.

Enfim, a todos que de uma forma ou outra, contribuiram para a realiza¢ado

deste trabalho, muito obrigada!



RESUMO

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL) vém recebendo grande atencdo no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, devido a capacidade que
esses solidos inorganicos apresentam de intercalar na sua regido interlamelar
substéancias biologicamente ativas. Os HDL podem ser sintetizados em laboratério por
rotas simples e de baixo custo, que permitem a sintese de solidos de alta pureza.
Existe uma grande preocupacao com relagdo aos antibiéticos, devido ao aumento da
incidéncia de microrganismos resistentes aos medicamentos disponiveis atualmente
para antibioticoterapia. A liberacdo controlada de farmacos mediada por
nanoparticulas permite melhorar o indice terapéutico, diminuir a dose e a frequéncia
de administracdo, aumentar a entrada do farmaco no meio intracelular, uma melhor
acumulacdo no o6rgao alvo e limitagcdo de efeitos secundarios. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo desenvolvimento de processo de sintese de uma
matriz lamelar para a intercalacdo de um antibacteriano ciprofloxacino (CIP) e testes
de sensibilidade antimicrobiana (TSA) in vitro. Para isso, foi realizado, a sintese por
rota mecanoguimica de Zn?* e AI**, que originou a matriz ZnAIHDL. A intercalacéo do
CIP foi realizada pelo método da reconstrucdo para obter um composto de
intercalacdo (ZnAIHDL/CIP). Os materiais obtidos foram caracterizados pelas técnicas
de difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia no infravermelho (IV) e ramam,
termogravimetrica (TG), anélise térmica diferencial (DTA), microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e transmissdo (HR-TEM). O acompanhamento do processo de
liberac&o do antibiotico, ocorreu através de TSA por Agar-difusdo em discos e pocos,
determinacdo da concentragcdo minima inibitoria (CMI) e realizacdo do ensaio time-
kill. Ao se fazer o estudo da influéncia da razéo para a obtengcéo do HDL, verificou-se
que a razdo de 1,85 apresentou uma estrutura com padrdo DRX caracteristico de
material lamelar, boa cristalinidade e espacamento basal de 7, 57 A. Os espectros de
IV e Raman indicaram as bandas associadas aos constituintes desejados no HDL
sintetizado. A analise térmica demonstrou que ZnAIHDL apresenta 0os quatro eventos
de decomposicao termal que constam na literatura. E os resultados obtidos pelo MEV
e HR-TEM mostraram que 0s compostos apresentaram forte tendéncia a
aglomeracdo. Apos o método de reconstrucdo para intercalagdo do antibidtico,
apresentou aumento do espacamento basal e deslocamento do pico referente ao
plano (003) para angulos mais baixos (20), indicando éxito no processo. Durante a
realizacdo do TSA, ZnAIHDL demonstrou ser um bom carreador do ciprofloxacino. O
nanohibrido apresentou melhor indice terapéutico que o farmaco cloridrato de
ciprofloxacino comercial (ATB/CDC). Os testes de liberacdo do farmaco comprovaram
que o sistema de liberacdo do medicamento pelo ZnAIHDL/CIP é sustentada, com
atividade permanente na difusdo em poco por 96h. Em comparacdo ao ATB/CDC
apresentou taxa especifica de morte bacteriana 0,364 h! (ATB/CIP) e 0,291 h'
(ZnAIHDL/CIP). Tempo de efeito bactericida minimo eficaz de 22'40" e 17'46" de 24-
120h. A contagem direta de células viaveis 0 a 120horas, comprova que houve inibicao
completa do crescimento bacteriano pelas amostras de ZnAIHDL/CIP e ATB/CDC.
Pode- se concluir que o HDL é eficiente como carreador do farmaco.

Palavras — Chave: Hidréxido Duplo Lamelar. Sintese. Antibiético. Liberagéo
controlada.



ABSTRACT

Layered double hydroxides (HDLs) have received great attention in the development
of drug delivery systems because of the ability of these inorganic solids to interleave
biologically active substances in their region. HDL can be synthesized in the laboratory
by simple routes and low cost, which allow the synthesis of high purity solids. There is
great concern about antibiotics due to the increased incidence of drug resistant
microorganisms currently available for antibiotic therapy. Controlled drug delivery
mediated by nanoparticles enables the improvement of therapeutic index, decrease in
dose and frequency of administration, increase drug entry into the intracellular
environment, better target organ accumulation and limitation of side effects. In this
context, the present work aimed to develop the process of synthesis of a lamellar
matrix for the intercalation of an antibacterial ciprofloxacin (CIP) and antimicrobial
susceptibility tests (TSA) in vitro. For this, the synthesis by mechanochemical route of
Zn2 + and AI3 +, which originated the ZnAIHDL matrix, was carried out. Intercalation
of CIP was performed by the reconstruction method to obtain an intercalation
compound (ZnAIHDL / CIP). The materials obtained were characterized by X-ray
diffraction (XRD), infrared (IR) and ramam spectroscopy, thermogravimetric (TG),
differential thermal analysis (DTA), scanning electron microscopy (SEM) HAS). The
follow-up of the antibiotic release process occurred through TSA by agar-diffusion in
disks and wells, minimum inhibitory concentration (MIC) determination and time-Kill
assay. When the study of the influence of the ratio to obtain the HDL, the ratio of 1.85
showed a structure with DRX pattern characteristic of lamellar material, good
crystallinity and basal spacing of 7.57 A. The IR and Raman spectra indicated the
bands associated with the desired constituents in the synthesized HDL. Thermal
analysis showed that ZnAIHDL presents the four thermal decomposition events
reported in the literature. And the results obtained by MEV and HR-TEM showed that
the compounds presented a strong tendency to agglomeration. After the reconstruction
method for antibiotic intercalation, there was an increase in basal spacing and
displacement of the peak referring to plane (003) to lower angles (28), indicating
success in the process. During TSA, ZnAIHDL was shown to be a good carrier of
ciprofloxacin. Nanohybrid had a better therapeutic index than commercial ciprofloxacin
hydrochloride (ATB / CDC). Drug release tests have shown that the drug release
system by ZnAIHDL / CIP is sustained, with permanent activity in well diffusion for 96
hours. Compared to ATB / CDC, it had a specific bacterial death rate of 0.364 h-1 (ATB
/ CIP) and 0.291 h-1 (ZnAIHDL / CIP). Minimum effective bactericidal effect time of
22'40 "and 17'46" of 24-120h. Direct cell count from viable cells 0 to 120 hours, showed
complete inhibition of bacterial growth by the ZnAIHDL / CIP and ATB / CDC samples.
It can be concluded that HDL is efficient as a carrier of the drug.

Keywords: Layered Double Hydroxide. Synthesis. Antibiotic. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais hibridos € um campo de pesquisa que vem
crescendo, 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 aplicacdbes em diversas areas do
conhecimento, tais como na agricultura, meio ambiente, fisica, quimica, biologia,
bioquimica, medicina entre outras. Varios trabalhos tratam da utilizacdo de
nanoparticulas (NPs) na composicdo deste material como capsulas de
armazenamento ou carreadores de espécies, usando diversos sistemas para
liberacdo (AMBROGI et al., 2001; BARAHUIE et al., 2014; GUNAWAN e XU, 2008;
ROMAN et al., 2012; XU et al., 2006; CUNHA et al., 2010; MINGOS, 2006).

A arquitetura especifica dos materiais hibridos proporciona um efeito sinérgico
entre as contrapartes organica e inorganica, que origina compostos com propriedades
fisicas ou quimicas distintas de seus componentes isolados. Estes compostos
representam nao s6 uma alternativa criativa para se pesquisar novos materiais, como
também permitem o desenvolvimento de aplicagcbes industriais inovadoras
(SANCHEZ et al., 2005; MAMMER!I et al., 2005; BENICIO et al., 2015).

Entre os materiais utilizados, os chamados hidroxidos duplos lamelares
(HDL), também conhecidos muitas vezes, de sistemas do tipo hidrotalcite ou argilas
anibnicas, ganham destaque por suas caracteristicas. Uma das vantagens do HDL é
o grande numero de possiveis composi¢cdes e combinacdes metal-anions que podem
ser obtidas (CAVANI et al., 1991; EVANS e SLADE, 2006; KHAN e O'HARE, 2002;
RIVES, 2001b; KUTHATI et al., 2015).

Nos ultimos anos tornou-se crescente os estudos relacionados a areas da
biomédicina, com um enfoque especial na liberacdo controlada de farmacos a partir
do desenvolvimento de materiais hibridos em vista de conferir maior seguranca,
eficacia e minimizando os efeitos colaterais na administracdo de drogas (SOARES-
SOBRINHO et al., 2007; CUNHA et al., 2010; MINGOS, 2006). A liberagéo controlada
de farmacos (drug delivery systems, DDS) € a liberagdo lenta e gradativa de um
farmaco, controlando a absor¢céao deste pelo organismo e aumentando seu tempo de
acao (ALCANTARA et al., 2010; KEVADIYA et al., 2014).

A utilizacdo de NPs inorganicas como carreadores de farmacos visa melhorar

tanto as propriedades biofarmacéuticas (estabilidade, solubilidade e administracao)
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dos compostos intercalados. Aliada a esses fatores, a utilizagdo de novas formulagcoes
que sejam de facil obtencdo e que diminuam os efeitos adversos inerentes as classes
de farmacos mais comumente utilizadas sdo de grande interesse para a comunidade
cientifica e para a populacdo (CUNHA, 2010; XU et al., 2006; SANVICENS e MARCO,
2008).

Existe uma grande preocupacdo com relacdo aos antibidticos, pois seu
espectro de acdo esta ameacado, devido a um crescente aumento de casos de
resisténcia a estes farmacos. Sendo que estes sdo uma classe de farmacos
indispensavel para a saude, pois sem a eficacia terapéutica dos antimicrobianos
haveria decréscimo na expectativa de vida que se conquistou ao longo de décadas.
O agravante a esta situacéo critica é que nao ha novas classes de antibiéticos sendo
introduzidos pela industria farmacéutica para combater as bactérias multirresistentes
ja existentes (BRITO e CORDEIRO, 2012; GUPTA et al., 2016).

O uso da nanotecnologia encontra-se, assim, entre as estratégias mais
promissoras para ultrapassar a resisténcia antimicrobiana, bem como as limitacdes
da terapéutica convencional. Neste contexto, devido as suas caracteristicas Unicas as
NPs podem ser usadas estrategicamente com atividade antimicrobiana ou como
veiculos transportadores de antibidticos (BEYTH et al., 2015; GUPTA et al., 2016;
PELGRIFT e FRIEDMAN, 2013)

1.2 JUSTIFICATIVA

As infegbes bacterianas sédo, ainda, uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade na atualidade, causando cerca de 300 milhdes de casos criticos todos os
anos (BEYTH et al., 2015; GUPTA et al., 2016). Apesar de terem sido desenvolvidas
diversas geracdes de antibidticos, a resisténcia antimicrobiana tem se tornado um
problema de salude publica potencialmente ameacador, devido ao abuso e uso
incorreto de antibidticos. Deste modo, o aumento de bactérias multi-resistentes (MDR)
a antibioticos convencionais e de infe¢des associadas a formagéo de biofilmes, bem
como a diminuicdo de antibidticos aprovados recentemente, tornaram urgente a
necessidade de desenvolver estratégias alternativas para o combate a resisténcias
(BEYTH et al., 2015; GUPTA et al., 2016; ZAZO et al., 2016).

As bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem mutacdo e sdo promiscuas,

podendo trocar material genético entre linhagens de mesma espécie ou de espécies
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diferentes. S&o consideradas microrganismos de alta capacidade de adaptacdo a
diversos fatores, como a exposicao a agentes quimicos potentes. A resisténcia pode
ser considerada um fendmeno ecoldgico que ocorre como resposta da bactéria frente
ao amplo uso de antibiéticos e sua presenca no meio ambiente (GUIMARAES et al.,
2010; FERNANDES et al., 2009).

Adicionalmente, as limitagbes da terapéutica convencional como a
biodisponibilidade limitada, solubilidade reduzida, acumulacdo inespecifica do
farmaco, dificil transporte através da membrana de modo a alcancar micro-
organismos intracelulares e ainda rapida degradacao, requerem que novas solucdes
sejam descobertas (ZHANG et al., 2010; HUH e KWON, 2011). A Tabela 1 descreve
as potenciais vantagens da utilizacdo de ambos os tipos de NPs como agentes

antibacterianos.

Tabela 1 - Descri¢do das vantagens e desvantagens inerentes ao uso de nanoparticulas como agentes
terapéuticos no tratamento de infec¢des bacterianas.

NANOPARTICULAS COMO AGENTES TERAPEUTICOS

Vantagens

Desvantagens

Entrega do farmaco ao local da infecg¢éo

por estimulos (pH, temperatura,
quimicos)

Diminuicdo dos efeitos secundarios
associados ao antibiético
Diminuic&o da resisténcia

antimicrobiana

Acumulacdo de NPs administrados por

via intravenosa

Elevada exposicao ao farmaco no local
de entrega
Citotoxicidade (pulmdes, rins, figado,

cérebro, etc)

Aumento do tempo de semivida do
farmaco
Liberagéo controlada do farmaco
Maior solubilidade
Fonte: (Adaptacdo de HUH e KWON, 2011).

Pode-se concluir que o combate a infecdes e a terapia com o auxilio de NPs
€ vantajosa por estas conseguirem direcionar o farmaco ao local da infecdo com uma
maior biodisponibilidade do que a terapia convencional, o que contribui para uma
diminuicdo dos efeitos secundarios dos antibiéticos e protecdo bactérias que séo
benéficas ao organismo humano (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016; ZAZO et al.,
2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de processo de sintese de uma matriz lamelar para a intercalacéo

de medicamento com atividade antibacteriana.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintese por rota mecanoquimica simples de hidréxido duplo lamelar no sistema
Zn/Al-Cl,

- Intercalacao do antibidtico ciprofloxacino no HDL,;

- Caracterizacdo do produto sintético lamelar por difratometria de raios-X (DRX),
espectroscopia de Infravermelho (IV-FTIR) e Raman, Analise termogravimétrica e
diferencial (TG-DTA), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Transmissao com
alta resolucédo (HR-TEM);

- Caracterizagdo do HDL intercalado com farmaco o ciprofloxacino por DRX;

- Estudo in vitro do processo de liberacéo do ciprofloxacino intercalado no HDL. .
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BREVE HISTORICO

Na busca de novos materiais a partir de matérias-primas naturais, renovaveis
ou nao, desde a antiguidade, a natureza tem sido a fonte de elementos, de onde o
homem retira materiais para colaborar com a sua sobrevivéncia. Diante disso, pode-
se observar a retirada de argilas e argilominerais, que estao presentes na constituicdo
de solos e rochas, podendo encontra-los em toda extensao superficial da terra. Esses
materiais podem ser utilizados com varios propositos e objetivos, sendo que
historicamente ja& eram empregados em olarias para confeccdo de ceramicas
(RIBEIRO, 2008; SACHS, 1993).

O composto HDL também € denominado como “composto do tipo hidrotalcita”
(do inglés: hydrotalcite-like compounds), nome dado as argilas anibnicas naturais
(CARDOSO, 2006; RAJAMATHI et al., 2001). Ressaltando que a hidrotalcita € uma
argila anionica natural, encontrada em depésitos de aguas subterrdneas ou como
intempérie de produto de 6xidos primérios (CREPALDI e VALIM, 1998; GUIMARAES
et al., 2000).

A mineralogia reporta minerais da classe das argilas aniénicas desde o inicio
do século passado. Os principais relatos datam de 1926 (Kurnakov e Chernykh); 1930
(Aminoff e Broome); 1933 (Read e Dixon) e 1941 (Frondell). Porém, o primeiro relato
da existéncia desses materiais ocorreu na Suécia em 1842, com a descoberta de um
mineral branco que podia ser facilmente macerado resultando em um p6 semelhante
ao talco, o que deu origem ao nome hidrotalcita (CAVANI et al., 1991; DE ROY et al.,
1991).

Os HDLs sintéticos foram preparados pela primeira vez por Feitknet em 1933
através de precipitacao controlada de solu¢Bes aquosas contendo cations metalicos
com uma base, técnica que mistura os sais metdlicos diluidos com a solucéo basica,
denominada "Doppelschichtstrukturen”, que significa estrutura de folha dupla.
Entretanto, demorou para ser publicada a estrutura real da hidrotalcita, pelo fato
destes materiais apresentarem propriedade nao estequiométrica e da dificuldade para
a obtencdo de cristais suficientemente grandes para o estudo em monaocristal
(CAVANI et al., 1991; REICHLE, 1997). Apés isto, outros métodos de preparacao

foram descobertos o que fez com que os HDLs passassem a serem produzidos em
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grande escala, possibilitando extensas aplicacoes (BARAHUIE et al., 2014; MINGOS,
2006).

A hidrotalcita € um mineral hidratado contendo Mg, Al e CO3?> em sua féormula
geral. Sua formula, MgsAl2(CO3) (OH)1s .4H20, foi apresentado pela primeira vez por
Manasse, em 1951 (apud WANG, 2012). Esses compostos podem ser sintetizados
em laboratoério, ou até mesmo em escala industrial por inUmeros métodos, podendo
produzir uma grande variedade de compostos (CAVANI et al., 1991; REICHLE, 1986).

A caracterizacdo da estrutura dos HDLs foi elaborada por Allmann (1968) e
Taylor (1969), que estudaram monocristais de piroaurita e esjorgrenita. S&o minerais
similares em suas caracteristicas estruturais, mas que podem ser diferenciadas por
DRX (PALMER et al., 2009; FROST e ERICKSON., 2005). Um dos mais antigos
materiais constituidos de componentes organicos e inorganicos originou-se da
industria de tintas, onde se adicionavam pigmentos inorganicos (TiO2) em misturas
organicas, embora nessa época o termo “hibrido orgénico-inorganico” ainda nao fosse
mencionado (JUDEINSTEIN e SANCHEZ, 1996).

O desenvolvimento cientifico e tecnoldgico que ocorreu durante o século XX
permitiu o entendimento das razfes para o0 uso e das propriedades das argilas e
argilominerais (KIBBE, 2000; CARRETERO, 2002; HOYO, 2007). A primeira patente
mencionada para compostos do tipo hidrotalcita surgiu em 1970. O material produzido
por precipitacdo apresentava boa atividade catalitica para reacdes de hidrogenacéo.
No mesmo periodo a empresa Bayer AG® iniciava a produgdo de MgAI-CO3- HDL
como antiacido e patenteou este material com o nome comercial de Talcid®.
Atualmente outras empresas farmacéuticas produzem este mesmo material com a
mesma finalidade (TRONTO, 2006a).

Um outro exemplo ocorreu em 1987, pesquisadores da Toyota® foram
pioneiros a terem sucesso no desenvolvimento de materiais hibridos formados por
sélidos inorganicos e polimeros para aplicacfes estruturais em veiculos. Obtiveram
um nanocompa@sito combinando o polimero poliamida-6 e a argila montmorilonita
organofilizada que resultou numa patente, sendo este material empregado até os dias
de hoje. Este composito apresenta menor permeabilidade a gases e melhoria nas
propriedades mecanicas e térmicas, além de aumentar a resisténcia a tracdo em cerca
de 55%. Desde entdo, os trabalhos tém-se voltado para a obtengéo e otimizacdo dos
nanocompadsitos, com o objetivo de melhorar as propriedades mecéanicas (BOTAN et
al., 2011; LEBARON et al., 1999; USUKI et al.,1993).
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Outras patentes tém sido registradas fazendo o uso dos HDLs (O'HARE e
ASHLEY 2004; PARK et al., 2015). Patentes relatando o uso dos HDLs para liberagao
sustentada, por exemplo, de bisfosfonatos para o tratamento de osteoporose, dos
HDLs contendo ions Fe(lll) nas lamelas para tratamento de deficiéncia de ferro no
organismo (SLAGHEK et al., 2007) e recentemente HDL para aplicacdo em cosmético
(TRONTO et al., 2013b; STOCKEL, 2006).

Na atualidade existe um crescente interesse pelos HDLs, principalmente
devido a grande versatilidade que estes materiais apresentam depois de intercalados
ou funcionalizados, permitindo assim a aplicagcdo destes em diversos campos da
pesquisa e tecnologia (BOTAN, 2012; NOGUEIRA et al., 2012).

3.2 NOMENCLATURA

Existe uma grande variedade de nomenclaturas utilizadas para designar os
HDLs (naturais ou sintéticos): argilas anidnicas, compostos do tipo hidrotalcita,
compostos do tipo piroaurita, sais duplos lamelares, hidroxidos metalicos mistos,
dentre outros (CREPALDI e VALIM, 1998; TRONTO, 2006; CAVANI et al., 1991).

O termo HDL tem sido mais utilizado nos ultimos anos, e como os HDLs
sintéticos ndo apresentam composicfes bem definidas, fica invidvel a nomeacao
destes como argilominerais naturais (hidrotalcita, piroaurita, manasseita), tornando
HDL o termo mais adequado (TRONTO, 2006).

3.3 ESTRUTURA

Os HDLs sao sélidos lamelares inorganicos utilizados nas ciéncias quimica e
farmacéutica como estabilizadores de farmacos e polimeros (MAI e YU, 2006;
LEROUX et al.,2004), catalisadores (BRITO et al., 2009), moduladores de liberagcao
de substancias biologicamente ativas (GUNAWAN e XU, 2008; AMBROGI et al., 2001,
YANG et al, 2003a), agentes adsorventes (PSHINKO, 2013), entre outras.

Para entender melhor a estrutura dos HDLs, é importante iniciar pela estrutura
da Brucita. A brucita € composta por um mineral de Mg (OH)2, na qual os cations de
magnésio estao localizados no centro dos octaedros, que possuem em seus Vértices
anios hidroxila. Estes octaedros compartilham suas arestas formando camadas planas

e neutras, que sdo mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio. Quando, nesse tipo de
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estrutura, cations bivalentes sdo isomorficamente substituidos por cations trivalentes,
a lamela passa a apresentar uma carga residual positiva. Para que o sistema adquira
a eletroneutralidade € necessaria a presenca de anions entre as lamelas, que
juntamente com moléculas de agua promovem o empilhamento das camadas do
hidroxido duplo com um dominio interlamelar pouco ordenado. Neste caso, as lamelas
sdo mantidas juntas ndo apenas por ligacdes de hidrogénio, como no caso da brucita,
mas pela atracao eletrostatica entre as lamelas positivamente carregadas e 0os anions
interlamelares (CAVANI et al., 1991; VACCARI, 1998).

Os diferentes octaedros compartilham lados para formar uma camada plana
e infinita, como mostrado na Figura 1 (WYPYCH e ARIZAGA, 2005). A estrutura
formada pelo empilhamento de camadas positivamente carregadas com anions
ocupando o dominio interlamelar € comum a todos os HDLs, podendo ser

representada pela seguinte férmula (VACCARI, 1998):
[M2+1-XM3+X (OH)Z]X+ A"ynmH20
Onde M*3 e M*? representam céations metalicos tri e divalentes, respectivamente,

passiveis de ocuparem sitios octaédricos; e A™ representa um anion de compensacao
e x representa a razao molar (CONCEICAO et al., 2007; SUAREZ et al., 2004).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura do HDL.

W+

l—> (M}’ M (OH),]
—» [A7 nH;0]

Basal spacing (d)

Interiamellar space

®H.0 @ Anion A™

Fonte: (BORDONAL, 2016).
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Nos HDLs, o dominio interlamelar corresponde a regido entre as camadas
inorganicas adjacentes. Estudos realizados por Roy et al., (1992), mostram que o
dominio interlamelar apresenta uma natureza desordenada. Isso pode ser
demonstrado pelas caracteristicas fisicas dos HDLs, como propriedades de troca
ibnica, mudancas no estado de hidratacdo e propriedades elétricas. Devido a estas
propriedades, alguns autores consideram o dominio interlamelar como um estado
quase liquido (CREPALDI e VALIM, 1997).

Varias combinacfes de cations di e trivalentes séo utilizadas para a sintese
de HDL, por diferentes autores, variando também os métodos de sintese. Os cations
metélicos utilizados para estas sinteses de HDL devem possuir coordenacgéo
octaédrica e raio ibnico na faixa de 0,50 — 0,74 A, para que ocorra a formacéo da
estrutura, semelhante & hidrotalcita natural (SUAREZ et al., 2004; CONCEICAO et al,
2007). Para fazer parte da estrutura dos HDLs, os cations metalicos M?* e M3* devem
ser acomodados no centro dos octaedros formados pelos grupos hidroxila. Na Tabela
2 estdo listados os valores de raios i6nicos de alguns cétions di e trivalentes (CAVANI
et al., 1991; INTISSAN et al., 2002; MORPURGO et al., 1996).

Tabela 2 - Raio ibnico de alguns cétions (A)

Be Mg Cu Ni Co Zn Fe Mn Cd Ca
M2+ 0,30 0,65 0,69 0,72 0,74 0,74 0,76 0,80 0,97 0,98
M3+ Al Ga Ni Co Fe Mn Cr Vv Ti In

050 062 062 063 064 066 069 074 076 0,81
Fonte: (CARDOSO, 2006).

No caso do cation Be?*, seu raio é muito pequeno para se coordenar
octaedricamente, de forma a resultar em lamelas do tipo da brucita. Ja os cations Ca?*
e o Ca?* apresentam raios i6nicos muito grandes para se acomodar na coordenacéo
octaédrica. Todos os cations metalicos divalentes a partir do Mg?* até o Mn?* podem
formar HDLs com excec¢do do Cu?*, que forma HDLs somente quando outro cation
divalente, contido na Tabela 2, estiver presente. Todos 0s cations trivalentes, exceto
V3t e Ti%*, podem formar HDLs (CAVANI et al.,, 1991; INTISSAN et al., 2002;
MORPURGO et al., 1996).

A razdo entre os cations pode variai numa faixa de 1 a 8, a reducao nesta
razdo implica no aumento da densidade de carga na lamela, uma vez que cada cation

trivalente é responsavel pela carga positiva. Esse aumento da densidade de carga
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resulta em um aumento na quantidade de anion intercalado, sendo que, para cada
cation trivalente, deve ser intercalada uma quantidade equivalente de carga anidnica.
Dessa maneira, uma das propriedades que a reducdo na densidade de carga na
lamela proporciona € a capacidade de troca idnica. De maneira contraria, 0 aumento
da razao resulta na redugéo da densidade de carga e, consequentemente, na reducao
da quantidade de anions intercalados. Nesse caso, 0s anions podem estar
suficientemente espacados (MARTIN e PINNAVAIA, 1986; MARANGONI, 2005a;
MORPUGO et al., 1996).

A partir da formula geral, podem-se prever diversas combinacdes de céations
que podem formar HDL (Figura 2), sendo de extrema importancia associar cations

com valores de raio ibnico préximos (LIU, et al., 2006; SUN, et al., 2008).

Figura 2 - Combinac¢des que formam HDL, relatada em patentes e literatura.

MM

MglFe|Co|NiJCu|Zn |Ca | Sr|Be J]Cd | PoMn| i

Al

M

M*

M | Mo

Fonte: (BASU et al., 2014).

O HDL néao precisa necessariamente ser constituido de apenas dois cations
metalicos. Morpurgo et al., (1996) sintetizaram varios HDLs formados pelos céations
divalentes de cobre, zinco e cobalto, com o aluminio trivalente. Em 1997, Crepaldi e
Valim sintetizaram um HDL contendo uma mistura de magnésio e zinco como cations

divalentes e o aluminio como cétion trivalente (TOKIWA et al., 2009).
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Na preparagdo do HDL, um fator de grande importancia € a capacidade de
estabilizacdo da estrutura lamelar pelo anion interlamelar. Quanto maior a capacidade
de estabilizacdo mais facilmente o HDL se formara. N&o existem limitacfes para a
intercalacdo, inUmeras espécies de natureza anibnica podem compensar as cargas
positivas geradas pela substituicdo dos céations das lamelas. As reacfes de
intercalacdo sdo, usualmente, reversiveis e sdo também transformacdes
pseudomorficas, uma vez que a integridade da estrutura cristalina “hospedeira” é
mantida (COELHO e SANTOS, 2007; LYON et al., 2017).

3.4 COMPOSICAO QUIMICA

A argila pode ser definida como materiais naturais, terrosos, de granulacao
fina (geralmente particulas com diadmetro inferior a 2 ym) e formados por reag¢des
quimicas entre silicatos hidratados de aluminio, ferro e magnésio, esta é a definicdo
generalista e bem aceita por profissionais que trabalham com este material. Estes
produtos naturais geralmente apresentam plasticidade em meio Umido e
endurecimento depois de seco (SANTOS, 1989; MEYER et al., 2010).

Uma argila pode ser composta por um unico argilomineral ou por uma mistura
de vérios deles. Além disso, as argilas podem ainda conter na sua constituicdo matéria
organica, particulas de quartzo, pirita, sais sollveis, calcita, minerais amorfos e
minerais residuais (BARBOSA et al., 2006). Além disso, usa-se o termo “material
hibrido”, quando um desses compostos € inorganico e o outro organico. Esta, no
entanto, é apenas uma das definicbes, sendo que existem definicbes mais
especificas. Uma destas classifica os materiais hibridos em duas classes quanto a
interacdo entre as espécies organicas e inorganicas:

Classe I: materiais hibridos que apresentam interacdes quimicas fracas entre as duas
fases, tais como interagdes de ligacdes de hidrogénio, Van der Waals ou interacdes
eletrostaticas fracas;

Classe II: materiais hibridos que apresentam intera¢cdes quimicas fortes entre os
componentes, tais como ligagdes covalentes e idnicas.

Vale ressaltar, que a fronteira que divide as duas classes é bastante ténue,
ocorrendo materiais que apresentam caracteristicas comuns as duas categorias
(SILVA, 2010; KAUL et al., 2017).



26

Na literatura existem estudos de sintese de HDLs com os mais variados tipos
de anions, dentre eles estdo haletos, tensoativos, carboxilatos e biomoléculas. A

Tabela 3 apresenta alguns anions que ja foram intercalados nos HDLs.

Tabela 3 - Anions intercalados em HDLs.

Anions Tipos
Haletos F, CI, Br, I
Oxo0-anions CO3?, SO42, NOgz, Crs?, silicatos
Anions complexos [Fe(CNe)], [NIiCla4]2, [IrCle]?, [PtCle]?
Polioxo-metalatos Vanadatos, molibidatos, tungstatos
Carboxilatos Tereftalatos e benzoatos
Tensoativos Dodecil-sulfato, octil-sulfato,

dodecilbenzeno-sulfonato

Fosfatos e fosfonatos H2PO4, HPO4?, CeHsPOsH-

Polimeros aniénicos Poli (acrilato) e Poli (estireno-sulfonato)
Macrociclos Ftalocianinas e porfirinas
Biomoléculas Peptideos, ATP e DNA

Compostos lamelares (Mg2Al(OH)6)*[Mg3(OH)2/SizAlO10]

Fonte: (TRONTO, 2006).

Segundo Silva (2010), os anions que podem ser intercalados, compensando
a carga residual positiva das lamelas dos HDL, sdo muito variados e sua natureza é
quase ilimitada. Porém, ndo é facil a obtencdo de tais materiais de forma pura e
cristalina. Principalmente pelo fato de ser dificil evitar a contaminacéo de carbonato
proveniente da atmosfera quando sdo preparados anions diferentes. Isto se deve a
capacidade do anion a ser intercalado de estabilizar a estrutura lamelar. Quanto maior
esta capacidade mais facilmente o HDL se formard (EDENHARTER E BREU, 2015).

3.5 PROPRIEDADES

Devido as diferentes composicdes e a variedade de métodos pelos quais
podem ser produzidos, os HDLs apresentam um grande numero de propriedades.
Dentre as quais pode-se citar: estabilidade térmica, porosidade, area superficial,

capacidade de troca ibnica e efeito memoria.
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3.5.1 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica € uma das principais propriedades dos materiais
sélidos. A decomposicdo térmica dos HDLs pode acontecer em quatro estagios
(CREPALDI e VALIM, 1997; RODRIGUES, 2007):

I. No primeiro estagio de decomposi¢ao térmica, ocorre a eliminagdo das moléculas
de agua adsorvidas. As moléculas de agua adsorvidas séo eliminadas, geralmente,

em uma faixa de temperatura que vai da temperatura ambiente até 100 °C.

II. No segundo estagio de decomposicao térmica, ocorre a eliminacdo da agua de

hidratacdo. As moléculas de agua de hidratacao séo eliminadas entre 100 e 200 °C.

lll. A decomposicédo de grande parte dos grupos hidroxila, presentes nas folhas
inorganicas, e a perda do anion interlamelar correspondem ao terceiro estagio. Os
grupos hidroxila sédo eliminados por condensacao, com a formacédo de moléculas de

agua. Esta etapa ocorre em temperaturas entre 300 e 500 °C.

[ll. Acima de 500 °C ocorre o quarto estagio com o colapso da estrutura lamelar,
geralmente com a formagédo de um 6xido ou um Oxi-hidroxido. A decomposi¢éo de
grupos hidroxila residuais ocorre em temperaturas na faixa de 600 a 700 °C.

A temperatura exata na qual ocorre cada estagio de decomposicao térmica
depende de alguns fatores, como a cristalinidade do HDL, a natureza dos cations M)

e MM a relacdo entre eles e do anion interlamelar.

3.5.2 Porosidade e area superficial

A area superficial esta relacionada aos métodos e condi¢fes de sintese. Na
literatura, os valores de area superficial especifica para HDLs encontram-se na faixa
de 50 a 80 m?/g, raramente ocorrem valores acima de 80m?/g. Nos HDLs intercalados
com anions organicos, geralmente, encontram-se valores de area superficial
especifica menores que o0s observados naqueles intercalados com anions
inorganicos. Isso se deve a adsor¢cdo dos anions organicos nos poros que se
encontram na superficie dos cristalitos do HDL. A porosidade dos HDLs pode variar
da faixa de microporos a de mesoporos (TRONTO, 2006; ANIRUDHAN e
SUCHITHRA, 2008).
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3.5.3 Capacidade de troca ionica

A capacidade de troca ibnica é muito importante, pois possibilita a sintese de
novos compostos. Esta propriedade depende da raz&o entre os cations M()/M(, o
gue determina a densidade de carga da lamela do HDL e da cristalinidade do material.
A capacidade relativa dos anions em estabilizar a estrutura lamelar também deve ser
considerada (TRONTO, 2006; RODRIGUES, 2007).

Quanto mais fraca for a interacdo do anion com a lamela do HDL maior sera
a facilidade de troca idnica. Os HDLs contendo anions carbonatos nao séo eficientes
para a troca ibnica, pois estes tornam as lamelas bastante estaveis, enquanto os que
contem nitrato ou cloreto sdo bem adequados para esta finalidade (HOURI et al., 1999;
PUTTASWAMY e KAMATH, 1997).

3.5.4 Efeito memoaria

Descreve a propriedade de regeneracdo da estrutura lamelar, caracteristica
apenas em HDL dos sistemas Mg-Al e Zn-Al intercalados com &anions que se
decompdem termicamente (PUTTASWAMY e KAMATH, 1997).

O efeito memoria consiste na reconstrucao da estrutura do HDL a partir dos
oxidos mistos de cétions divalentes e trivalentes (obtidos apds calcinacdo do) em agua
ou em uma solucdo contendo o anion que se deseja intercalar. Desde que os Oxidos
duplos lamelares possuam a capacidade de regenerar ou reconstruir a estrutura
lamelar do precursor (RODRIGUES, 2007; VACCARI, 1998).

De forma geral, os HDLs possuem de quatro a cinco ciclos de regeneracéao-
reutilizacdo com niveis de remocdes viaveis e adequadas (ANIRUDHAN e
SUCHITHRA, 2008). Sendo que, apds sucessivos ciclos, ocorre a reducdo do
ordenamento estrutural e consequentemente reducéo da capacidade de adsorcéo e

intercalacdo de anions pelo composto produzido (CREPALDI et al., 2002).
3.6 ROTAS DE OBTENCAO
Os HDLs 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
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coprecipitacao, porém varios aperfeicoamentos deste método ja foram realizados com
objetivo de obter melhores resultados (MINGOS, 2006; WANG, 2012).

Entretanto, quando a sintese é relizada, iniameros fatores devem ser
considerados e controlados para que o produto final (HDL) tenha as propriedades
requeridas. Dentre estes fatores, os mais importantes e com influéncia direta, sdo o
grau de substituicdo de cétions divalentes por trivalentes, o pH da sintese, a natureza
de cétions e anions, a atmosfera utilizada durante a reacdo, concentracdo das
solucbes, velocidade de adicdo das solucdes, pH final da suspensdo obtida e
temperatura utilizada durante a reagdo (MARANGONI, 2009b; RIVES, 2001b).

3.6.1 Sintese por coprecipitacao

De modo geral, o0 método da coprecipitacdo, envolve a mistura de uma
solucdo béasica e uma solucdo de sais de metal misto, iniciando o processo de
nucleacédo, seguida pelo processo de crescimento dos cristais (CREPALDI e VALIM,
1998; WANG, 2012). Para garantir que dois ou mais cations precipitem
simultaneamente, é necessario que esta seja conduzida sob condi¢cdes de
supersaturacéo. Isto pode ser conseguido mantendo um valor de pH superior ou igual
aquela em que as formas dos hidroxidos sdo mais soltveis (CAVANI et al., 1991). Um
procedimento usando tratamento hidrotérmal apds a coprecipitacao é frequentemente
necessario para aumentar o rendimento ou o ordenamento cristalino dos materiais

amorfos ou mal cristalizado (REICHEL et al 1997; KIM et al., 2013).

3.6.2 Sintese por sal-6xido

Este método consiste em fazer reagir uma suspensédo de 6xido do metal
divalente com uma solugéo do sal formado pelo cétion trivalente e uma solug¢édo do
anion a ser intercalado. Este método foi empregado para a sintese de HDL dos
sistemas Zn-Cr-Cl, Zn-Cr-NOs, Zn-Al-Cl, Zn-Al-NOs3, apresentando bons resultados,
porém possui limitagdes, uma vez que o 6xido do cétion divalente necessita sofrer
hidrdlise lenta e o anion que sera intercalado deve formar um sal soltvel com o cation
trivalente e ser estavel em meio acido (CREPALDI e VALIM, 1998; BENICIO et al.,
2015).
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3.6.3 Sintese por sol-gel

Neste método ocorre a reacdo de uma solucdo alcodlica, por exemplo o
etoxido de magnésio, dissolvida em HCI com uma solug¢éo contendo tri-sec-butéxido
de aluminio. A mistura € aquecida sob refluxo e agitada até a formacédo do gel. Os
materiais preparados por este método apresentam tamanho de poros controlados e
elevada area superficial especifica. O método sol-gel apresenta a grande vantagem
de produzir materiais mais puros (TRONTO, 2006a; LOPEZ et al., 1996; MORAIS,
2002).

3.6.4 Sintese hidrotérmica

Esta sintese € sempre realizada em altas pressfes e altas temperaturas e
utiliza os cétions bivalente e trivalente sob a forma dos seus Oxidos. Sao utilizadas as
suspensdes dos 0xidos e uma solucdo do acido, ou anidrido, cuja base conjugada se
quer intercalar. Porém, ndo é muito empregada, devido a maior complexidade de
preparacdo em relagdo a outros métodos (CREPALDI e VALIM, 1998; TRONTO,
2006).

3.6.5 Sintese eletroquimica

Este método baseia-se na reducdo catédica de nitratos de metais, como por
exemplo, solugBes de nitrato de niquel e de nitrato do metal trivalente sdo colocadas
em contato com um eletrodo de niquel metalico, sendo que o nitrato se reduz a nitrito
levando a formacéao de hidroxila e precipitando o hidréxido duplo lamelar na superficie
do eletrodo (CREPALDI e VALIM, 1998; CREPALDI et al., 1998; RIVES et al., 2000).

3.6.6 Sintese por troca ibnica

O método de troca anibnica simples pode ser conduzido de duas formas
distintas. Existe a troca ani6nica em solugéo no qual um HDL precursor, geralmente
contendo anions interlamelares cloretos ou nitratos, € colocado em contato com uma
solucdo concentrada do anion que se quer substituir no HDL. O &nion substituinte

deve ser melhor estabilizante do dominio interlamelar e estar em maior proporc¢ao que
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0 anion do material percursor, deslocando o equilibrio em favor da troca. A principal
desvantagem € a baixa eficiéncia de troca e a existéncia de impurezas resultantes do
anion percursor (REICHLE, 1986; DE ROY, 1992).

A troca anibnica em meio acido se da utilizando o HDL precursor contendo
um anion interlamelar capaz de sofrer um atague acido. Para isto € necessario
suspender o HDL percursor e adicionar sobre esta suspensdo uma solu¢éo do acido
cuja base conjugada se deseja intercalar. O pH da solucdo do acido deve ser
suficientemente baixo para protonar o anion e substitui-lo, mas ndo para destruir a
estrutura das lamelas e o percursor deve ter anions suscetiveis a ataque &cido
(carbonato ou carboxilado). Este método é muito eficiente, entretanto o ataque acido
pode provocar destruicdo parcial das lamelas. Anions organicos também podem ser
intercalados por este método, desde que sejam estaveis em meio acido (CREPALDI

et al., 1998; RIVES et al., 2000; BISH, 1980).

3.6.7 Método por esfoliacéo

Esse método vem sendo utilizado para a intercalagdo de biomoléculas,
producdo de catalisadores especificos, sensores, eletrodos, entre outros. Neste
método, os HDLs sdo delaminados em algumas nanofolhas por tratamento em um
solvente apropriado. Obtendo assim nanofolhas que sdo misturadas com anions
organicos para reempilhar as estruturas dos HDL. Um exemplo encontrado na
literatura é a intercalacao do ibuprofeno por esfoliacdo em HDL de MgAl, como mostra
a Figura 3 (LU et al., 2013; CASTRO, 2009; MA et al., 2006).

Figura 3 - Representacao do método de esfoliagdo na intercalacdo do ibuprofeno em HDL
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Em geral é um método relativamente menos utilizado, porém apresenta
algumas vantagens, por exemplo, a reacédo de hibridagdo ocorre rapidamente e a

intercalacdo de moléculas de tamanho grandes € possivel (KIM et al., 2013).

3.6.8 Sintese por reconstrucao

A sintese por reconstrucéo, esta associada a uma propriedade do HDL, o
efeito memoria. ApOs a calcinacdo relativamente leve, a estrutura em camadas
colapsa, porém, as estruturas dos HDLs podem ser regeneradas ap0s a exposi¢ao a
solucBes aquosas ou a solucdo dos anions organicos, como representado na Figura
4. As temperaturas dependerdo dos metais M" e M" e dos anions presentes na
estrutura do HDL (MEYER et al., 2010; CUNHA, et al., 2010).

Figura 4 - Representac;éo simplificada do método de reconstrucéo.
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Fonte: (VIEIRA, 2009).

A reconstrucdo é atraente, pois € um processo simples e a area superficial
obtida € relativamente alta. A hidrotalcita sofre transformacéo de fase para 6xido
metélico misturado ou Oxido metalico em camadas, via desidratacdo sequencial,
desidroxilacdo e descarbonatacédo, quando calcinada a uma temperatura adequada.
Deformacao cristalina parcial da folha de brucita, produz uma estrutura com aumento
da area superficial especifica. Assim, a reconstrucdo é amplamente explorada, pois
facilita a eliminacdo massiva de anions ou a incorporacado de grandes biomoléculas.
Porém, apesar da ampla utilizacdo desse processo, ainda ndo ha compreensao sobre
quais propriedades fisico-quimicas do HDL afetam a area de superficie especifica e 0
gque acontece com as particulas dentro da estrutura durante a reconstrucao
(TARUTANI et al., 2015; FENG et al., 2014; PAHALAGEDARA et al., 2014).
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3.6.9 Método mecanoquimico

A rota mecanicoquimica costumava ser usada como método de modificacédo
de material para obter particulas altamente dispersas e de alta energia de superficie.
Esta abordagem ofereceu uma alternativa para a sintese e intercalacédo de HDL. Trés
diferentes processos mecanoquimicos foram explorados para sintetizar HDL: 1)
moagem de um Unico passo; 2) mecano-hidrotermal; 3) dois passos moagem
(moagem seca e umida) (SALMONES et al., 2008; BUGATTI et al., 2013; WANG et
al., 2013; KHUSNUTDINOV e ISUPQV, 2008; TONGAMP et al., 2008; IWASAKI et al.,
2012; ZHANG et al., 2013; ZENG et al., 2014).

A intercalacdo mecanoquimica de HDL podem ser fabricados pelas trés
maneiras a seguir: 1) liquido assistido: moagem de HDL com composto de
intercalacdo; 2) moagem da matéria-prima com composto de intercalagdo e, em
seguida, tratamento hidrotermal na fase liquida; 3) moagem de matérias primas
amorfas com composto de intercalacdo e agua, no segundo passo processo de
moagem (KHUSNUTDINOV e ISUPOV, 2008; TONGAMP et al., 2008; IWASAKI et
al., 2012; ZHANG et al., 2013; ZENG et al., 2014).

Esta rota se caracteriza como uma das formas mais simples de obtencéo de
HDL, com a vantagem de reduzir ao maximo o descarte de reagentes poluentes ao
meio ambiente, como por exemplo, hidréxido de sédio. Um dos primeiros relatos desta
rota, foi reportado por Chitrakar et al. (2007), que desenvolveu um processo de sintese
sem o emprego de solvente, pois ao fazer um levantamento constatou que para se
chegar ao HDL os métodos ja existentes utilizavam uma solucdo alcalina para
controlar o pH ou por vezes o material acabava por ser contaminado com CO2. Deste
modo, conseguiu sintetizar Zn-Al-HDL (Cl), misturando mecanoquimicamente em
relagBes molares Zn / Al de 2 e 3, moidas, e autoclavado a 150 °C em vasos de ago
inoxidavel revestidos com teflon (50 cm?) durante 1 dia. Rota que difere das demais,
por se tratar de um procedimento manual.

Essa abordagem demonstra potenciais para superar as dificuldades
relacionado a operacdo da solugdo, como as diferentes taxas de precipitacdo com
regulacédo do pH. Pesquisas recentes sugerem gue a sintese mecanoquimica sera de
grande importancia na fabricagdo de HDL com novo elemento combinacdes e
insercéo de novas espécies de compostos no HDL (IWASAKI et al., 2012; ZHANG et
al., 2012; ZHANG e LI, 2017; ZENG et al., 2014; PAVEL et al., 2017; QU et al., 2017).
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3.8 APLICACOES

Devido a facilidade em sintetizar HDLs a um custo relativamente baixo, um
grande numero de HDLs contendo uma ampla variedade de cétions tem sido
sintetizado e aplicado em diversas é&reas. Na figura 5 constam exemplos de
aplicabilidades (ORTHMAN et al., 2003; AMBROGI et al., 2001).

Figura 5 - Possiveis aplicagcdes do HDL
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Fonte: (adaptacdo de MINGOS, 2006).

Devido sua ampla aplicacao, o HDL é de grande interesse para a ciéncia da
nanotecnologia como: catalise (CAVANI et al.,1991; LEI et al., 2011), fotoquimica
(MUSUMECI et al., 2010), industria farmacéutica (LI et al., 2004; PERIOLI et al., 2011),
como adsorventes (PAVAN et al.,1999), eletrodos modificados (AY et al., 2008; YIN
et al., 2009), 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 como regulador de crescimento vegetal (HUSSEIN et al., 2002), no
tratamento de agua (ELKHATTABI et al., 2013; ZHANG et al., 2012) e com herbicidas
(CARDOSO et al., 2006). Além disso, tém-se aplicagdes como retardadores de chama
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(WANG et al., 2010), agente anticorrosivo (YANG et al., 2013), como sensores e
eletrodos (LU e ZHAO, 2010; ZHANG et al., 2014).

3.8.1 Aplicacado na area da saude

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem impactado nas diferentes areas de
pesquisa. Tal € o caso da biologia e da medicina. A convergéncia da nanotecnologia
com outras disciplinas, como ciéncias dos materiais, biologia molecular, ciéncias
farmacéuticas e medicina, resultou em uma revolucdo tecnolégica que gera
visualmente maior impacto sobre o futuro, devido as aplicagbes potenciais no
diagnéstico e tratamento de enfermidades, a associacdo de muitas areas em busca
do mesmo objetivo, houve entdo a necessidade de identificacdo, classificacdo ou
nomeacao. Nasce entdo o conceito de nanomedicina. Em poucos anos, o termo
"nanomedicina" ganhou grande popularidade, mas também foi acompanhado por um
pouco de confusdo e problemas de interpretacdo, razdo pela qual a organizacéo
European Science Foundation, apds intensos debates, estabeleceu a seguinte
definicdo: nanomedicina é a aplicacéo de nanotecnologia para diagnéstico, prevencao
e tratamento de doencas e, portanto, a compreensdo dos processos fisiopatoldgicos
envolvidos na origem e no curso de uma determinada doencga, esta definicdo abrange
as trés principais areas que a nanotecnologia deve satisfazer para fins médicos
(DUNCAN e GASPAR, 2011; ROJAS-AGUIRRE et al., 2016).

1. Liberacdo de drogas e engenharia de tecidos: esta area se concentra no
desenvolvimento de biomateriais nanoestruturados para construir sistemas que
transportam e distribuem drogas de maneira controlada, ou combinando-se
com a biologia celular, eles podem ser usados no campo da medicina
regenerativa para reparar ou substituir tecidos ou érgaos danificados.

2. Diagnostico: este ramo da nanomedicina, foca no uso de nanodispositivos com
a finalidade de identificar uma patologia a nivel celular ou molecular, por meio
de nanosistemas de imagens ou nanobiosensores, 0S quais contém um
componente biolégico, capaz de detectar em tempo real e com alta
sensibilidade.

3. Terapia e diagndstico: aqui, procura-se projetar e aplicar nanomateriais que
identifiquem a patologia e liberem moléculas terapéuticas simultaneamente e
de maneira controlada (DUNCAN E GASPAR, 2011; AGRAHARI et al., 2017).
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3.8.2 Aplicacéo na industria farmacéutica (liberagdo de drogas)

Estudos do século XX realizados por Paul Ehrlich, bacteridlogo aleméo, pai
da quimioterapia, desenvolveram a “bala magica”, que objetivava o tratamento contra
a sifilis a partir de um preparado a base de arsénico, conhecido como neosalvarsan.
Ideias primordiais sobre a possibilidade da ligagdo de um farmaco a um transportador
gue exibisse sua atividade terapéutica principalmente no tecido-alvo, e desde entéo,
muitas pesquisas se voltaram para essa area (EHRLICH, 1906; ROJAS-AGUIRRE et
al., 2016).

A aplicacdo do HDL na éarea farmacéutica é de grande relevancia, pois a
liberacdo tradicional de farmacos preferida € via oral, uma vez que oferece aos
pacientes menos dor na administracao, melhor conveniéncia, maiores probabilidades
de este aderir ao tratamento. Porém, esta associada a uma série de desvantagens,
relacionada a sua distribuicdo pelo organismo devido as suas propriedades fisicas,
como a solubilidade e coeficiente de particAo e carga, podendo ocasionar uma
atividade indesejada do mesmo, possibilitando que o farmaco possa alcancar zonas
gue ndo pertencam ao seu intervalo terapéutico, que o0 mesmo seja inativado, ou
mesmo que sua acdo seja indesejada ou nociva; resultando em efeitos colaterais
sistémicos (SAEZ, 2003; PESSANHA et al., 2012; BU et al., 2015).

Busca-se modificar de forma eficiente a cinética e o local da liberacdo de um
farmaco, pois nos sistemas de liberacdo convencional, o farmaco € liberado
requerendo a administracdo de varias doses diérias. Isto acarreta altas concentracfes
do farmaco no sangue podendo chegar a niveis toxicos, aumentando os efeitos
colaterais do mesmo no organismo. Ja a liberagcdo controlada de farmacos implica a
liberacdo do principio ativo de forma gradativa no organismo, diminuindo a
administrac@o diaria e minimizando os efeitos colaterais (CUNHA et al., 2010;
GENNARO, 2004; AZEVEDO 2002).

Os sistemas de entrega séo projetados para alterar a farmacocinética e a
biodistribuicdo dos medicamentos associados ou para funcionar como reservatérios
de medicamentos (ou seja, como sistemas de liberacdo sustentada) - ou ambos - e
deve ter a capacidade de aumentar varias propriedades cruciais de drogas "livres”,
como melhorando sua solubilidade, estabilidade e especificidade in vivo, reduzindo ou
eliminando danos nos tecidos, protegendo a droga ou aumentando sua eficacia
(ALLEN e CULLIS, 2004; DE et al., 2008).
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Farmacos de liberagdo controlada sdo todos aqueles que tem como objetivo
fornecer uma dose terapéutica de uma droga para um local do corpo predeterminado,
e manter esta concentracdo desejada, de modo controlado em velocidade e tempo
apropriado, buscando também manter os niveis sanguineos terapéuticos 6timos e
evitar, a niveis plasmaticos, a problematica da toxicidade e/ou doses toxicas. Desta
forma, esse sistema permite que seja liberado gradativamente, a um ritmo ditado pelas
necessidades do corpo, por um periodo especifico de tratamento (CUNHA et al., 2010;
PESSANHA et al., 2012; GENNARO, 2004; AZEVEDO 2002).

Segundo o livro de Vocabulario Controlado de Formas Farmacéuticas, Vias
de Administragéo e Embalagens de Medicamentos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), os tipos de liberacdo podem ser divididas em trés modos:
liberacdo convencional, prolongada ou sustentada, e liberacdo retardada ou adiada
(Figura 6) (BRASIL, 2011).

Figura 6 - Curva hipotética mostrando a concentracao do farmaco em func¢éo do tempo.
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A liberagdo imediata, também chamada de convencional por outros autores,

€ o0 tipo de liberagdo de formas farmacéuticas que nao sao modificadas
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intencionalmente por um desenho de formulacdo especial ou método de fabricacgéo.
Destina-se a liberar o farmaco, de modo que seja absorvido completamente e com
rapidez pelo organismo, caracterizado pela formacédo de um pico plasmatico, estes
sao representados pelos comprimidos (BRASIL, 2011; ANSEL et al., 2007; COLLETT
e MORETON, 2005; VEIGA, 1988).

A liberagcéo prolongada ou sustentada, € o tipo de liberacdo modificada de
formas farmacéuticas que permite pelo menos uma reducédo na frequéncia de dose
guando comparada com o medicamento apresentado na forma de liberacdo imediata.
E obtida por meio de um desenho de formulacéo especial ou método de fabricacao.
Mantem constante a concentracdo plasmatica do farmaco por um periodo,
geralmente, de 8 a 12 horas, intervalo de tempo maior que a forma imediata. Ha uma
prévia liberacdo de farmaco, suficiente para disponibilizar a dose terapéutica logo
apos a administracdo e subseqlente a sustentacao do efeito, através da liberacédo
gradual e continua do farmaco, por um tempo estendido (BRASIL, 2011; COLLETT e
MORETON, 2005; LORDI, 2001).

Liberacdo retardada ou adiada, € o tipo de liberacdo modificada de formas
farmacéuticas que apresenta uma liberacéo retardada do principio ativo. As formas
de liberacado retardada prolongam o periodo de laténcia, ou seja, o intervalo de tempo
entre a administracdo e a deteccdo do farmaco na corrente sanguinea. Dentre os
objetivos da liberacao retardada estao: (1) proteger a mucosa gastrica da acéo irritante
do farmaco; (2) proteger o farmaco da destruicdo pelo suco gastrico; (3) proteger
farmacos melhor absorvidos em regides definidas do intestino. Essas formas, que
podem ser comprimidos ou capsulas, geralmente, apresentam revestimentos gastro-
resistentes, ou seja, revestimentos que permitem a passagem intacta do farmaco pelo
estomago, portanto sdo denominadas de cédpsulas ou comprimidos de “revestimento
entérico” (MARANHO, 2000; BRASIL, 2011; ANSEL et al., 2007; SOARES, 1992).

Para isso a selecao de excipientes apropriados tem uma importancia especial
nas formulacGes farmacéuticas. Excipientes sao substancias auxiliares que estédo
presentes na formulagdo. Essas substancias facilitam a administracdo do principio
ativo, melhoram a eficacia e asseguram um limite de estabilidade no uso pelo
paciente. Em adicdo, devem possuir cheiro, gosto e coloracdo amenos. As argilas e
argilominerais que satisfazem essas caracteristicas foram inclusas no Inactive
Ingredients Guide publicado por Food and Drug Administration dos EUA (WEINER e
KOTKOSKIE, 1999; GIBSON, 2001).
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A hidrotalcita sintética é produzida por diversas industrias em varios paises.
A tabela 4 mostra uma lista das industrias mais conhecidas que mencionam este tipo

de substancia em algum produto de seus catalogos e a quais paises elas pertencem.

Tabela 4 - Lista de algumas indUstrias que utilizam compostos do tipo hidrotalcita, marcas dos
produtos e a que paises elas percentem.

Marca Empresa Pais
Talcid36 Bayer Alemanha
Altacite Plus 37 Peckforton Reino Unido

Pharmaceuticals

Hydrotalcite41 Health Care Lab China
Ultacid42 Sanofi-Aventis Paises Baixos
Actal43 Merck Alemanha

Fonte: Adaptacéo de LIMA, 2017.

Portanto, as variedades de industrias em diferentes paises demonstram o
reconhecimento do uso de hidroxidos duplos lamelares como componentes de seus
produtos fabricados em escala industrial (LIMA, 2017; NALAWADE et al., 2009).

3.8.3 Antibidticos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano (YANG et al., 2018; TENENBAUM et
al., 2014).

Na tabela 5 h& algumas datas de descobertas dos antibiéticos e as bactérias

das quais foram extraidas a substancia.



Tabela 5 - Cronograma do desenvolvimento de antibiéticos, resisténcia e resposta global.

Ano Antibiético

1928 Alexander Fleming descobre penicilina

1930 Prontosil, uma sulfonamida, € o primeiro antibacteriano
comercialmente disponivel

1940 Staphylococcus da penicilina-R identificados

1943 Florey e Chain eficientemente purificam e aumentam a producao
de penicilina

1940-1962 Era de ouro da descoberta e producéo de antibiéticos

1950 Tetraciclina introduzida

1953 Eritromicina introduzida

1955 O uso de penicilina é restrito a prescricdo apenas devido ao uso
indevido generalizado

1959 Tetraciclina-R Shigella identificado

1960 meticilina introduzida

1962 Staphylococcus Methicillin-R identificados

1962 acido nalidixico introduzido (predecessor de fluoroquinolonas)

1965 Penicilina-R pneumococo identificado

1967 Gentamicina introduzida

1968 Streptococcus Eritromicina-R identificado

1972 introduzida vancomicina

1979 Enterococcus Gentamicina-R identificado

1985 Imipenem e ceftazidima introduzidos

1987 Enterobacteriaceae de Ceftazidime-R identificados

1988 Enterococcus Vancomicina-R identificados

1996 Levofloxacina introduzida

1996 pneumococo Levofloxacina-R identificado

1998 Enterobacteriaceae Imipenem-R identificado

2000 Linezolid introduzido

2000 XDR tuberculosis identificados

2001 Staphylococcus linezolid-R identificado

2001 OMS lanca estratégia global para contencdo da resisténcia
antimicrobiana

2002 Staphylococcus Vancomicina-R identificados

2003 Daptomicina introduzida

2004-2005 PDR-Acinetobacter e Pseudomonas identificados

2008 NDM-1, o metalo-carbapenemase de Nova Delhi, observado em
Enterobacteriaceae

2009 Ceftriaxona-R Neisseria gonorrhoeae e PDR-Enterobacteriaceae
identificados

2010 Ceftaroline introduzido

2011 Staphylococcus Ceftaroline-R identificados

2013 Relatério do CDC sobre ameacgas de resisténcia a antibiéticos nos
Estados Unidos

2014 OMS libera resisténcia antimicrobiana: Relatério Global sobre
Vigilancia

2015 WHO libera resisténcia aos antibioticos: pesquisa de
conscientizac&o publica em varios paises

2015 WHO lanca plano de acao global sobre resisténcia antimicrobiana

Fonte: (COSTA e SILVA JUNIOR et al., 2017GUIMARAES et al.,2010; MILANEZ et al., 2011).

40
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Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos no mercado antibiéticos semi-
sintéticos eficazes para o tratamento de patdgenos Gram positivo e Gram negativo,
analogos aos antibiéticos naturais ja existentes. A maioria deles foi obtida a partir de
protétipos naturais microbianos, como derivados b-lactamicos (analogos de penicilina
e cefalosporina, acido clavulanico, aztreonam), analogos da tetraciclina, derivados
aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina). Entre os anos 1980-2000 as
principais ferramentas utilizadas para a busca de novos antibiéticos foram a genémica
e as triagens de colecbes de compostos, em detrimento as triagens de produtos
naturais microbianos. Porém, houve uma reduc¢éo na identificacdo de novos prototipos
antibiéticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento na incidéncia de
resisténcia bacteriana. Este periodo € marcado pela modificacdo do mercado de
antibioticos pela introducéo da classe das fluoroquinolonas sintéticas na metade dos
anos 1980, desenvolvidas a partir do acido nalidixico (GUIMARAES, 2010; FRANCA
et al., 2009).

A partir de 2000, poucos antibioticos foram introduzidos para a terapéutica
antimicrobiana. Em 2001, apenas um antibiético de origem sintética da classe das
oxazolidinonas foi introduzido no mercado farmacéutico, a linezolida. Os programas
de descoberta de antibidticos de fontes naturais tém sido retomados em algumas
industrias farmacéuticas, levando a aprovacdo do lipodepsipeptideo natural
daptomicina pelo Food and Drug Administration(FDA) em 2003. O derivado semi-
sintético glicopeptidico dalbavancina encontra-se em fase Il de triagens clinicas pelo
FDA (ALIPOUR, 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos
compreendem a maioria dos antibiéticos em uso clinico e podem ser classificados em
B-lactdmicos  (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e
monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos
(glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas,
cloranfenicol, rifamicinas etc). Os antibioticos de origem sintética séo classificados em
sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (WALSH, 2003; XIONG et al., 2015).

A descoberta da penicilina por Sir Alexander Fleming em 1928 abriu a era
moderna da inovacao e desenvolvimento de antibioticos. Hoje, os antibidticos ndo séo
usados apenas como remédios para humanos, mas também sao amplamente
utilizados na pecuéria e agricultura. Logo apds a descoberta dos antibiéticos, houve a

identificacéo da resisténcia. Identificou-se a resisténcia do Staphylococcus a penicilina
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mesmo antes da ampla producg&o do primeiro antibiotico em 1943. Pesquisas mostram
que a diversidade genética requerida para este tipo de resisténcia ndo poderia ter
surgido no periodo de tempo desde a introducéo da penicilina. Esta descoberta indica
gue as bactérias provavelmente tém um efeito intrinseco, predilecdo por resisténcia
armazenada dentro de seu genoma que tem avancado milhares de anos. O
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos €, portanto, um processo
natural e existiria com ou sem intervencdo humana (NUNES, 2015; LI et al., 2012).

No entanto, desde a introducao da penicilina, a pressao de selecdo do uso de
antibioticos permite que esses mecanismos adaptativos bacterianos acelerem ainda
mais a selecdo de bactérias naturalmente resistentes ou mais virulentas. O uso
inadequado de antibiéticos em humanos, animais e a agricultura, exacerbou
rapidamente a questdo de resisténcia (NUNES, 2015; OLIVEIRA et al., 2016).

A resisténcia aos antibioticos € uma ameaca para os individuos, sistemas de
saude e veterindrios, e industrias agricolas. O custo econémico total da resisténcia a
antibiéticos pode ser de US $ 20 bilhdes em excesso de custos diretos com planos de
saude, com custos adicionais para perda de produtividade de US $ 35 bilhdes.
Estimativas do projeto do governo do Reino Unido sobre o custo da resisténcia a
medicamentos gera em torno de US $ 100 trilhdes em todo o mundo até 2050, com
um namero de mortos de até 10 milhdes por ano (KADOSAKI, 2012; GUIMARAES,
2010).

Com o surgimento e propagacao da resisténcia bacteriana, nanomateriais tém
sido estudados como novos agentes antimicrobianos. A distribuicdo de farmacos
mediada por nanoparticulas permite melhorar o indice terapéutico. Este sistema de
liberacdo de farmacos permite concentracdes elevadas de farmaco no local de infecéo
e a presenca de antigénios bacterianos induz uma resposta inflamatéria. Este
mecanismo promove significativamente a atividade antibacteriana (OLIVEIRA, 2014;
DUCAN e GASPAR, 2011).

3.8.4 Molécula de ciprofloxacino

A classe das fluoroquinolonas é um grupo constituido por antimicrobianos
sintéticos, ou seja, quimioterapicos, descoberto durante o desenvolvimento de um
agente antimalarico, a partir de um composto chamado quinina. Estes quimioterapicos

possuem acdo bactericida e de amplo espectro, abrangendo tanto Gram positivos
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guanto Gram negativos (ANDERSSON e MACGOWAN, 2003; VAN BAMBEKE et al.,
2005). Séo classificadas baseadas em suas geracdes, entretanto esta classificacdo é
controversa entre diversos autores, mas seguindo a utilizada por LEE e KANATANI
(1999) e BOLON (2011), representantes das quatro geracdes podem ser observados
na Tabela 6.

Tabela 6 - Classificacao de algumas quinolonas de acordo com as suas respectivas geracoes.

Primeira Segunda Terceira Quarta Geragao
Geracao Geracao Geracao
Acido Nalidixico Ciprofloxacina Levofloxacina Moxifloxacina
Acido Norfloxacina Esparfloxacina Trovafloxacina
Pipemidico
Ofloxacina Grepafloxacina Gemifloxacina
Lomefloxacina Gatifloxacian

Fonte: Adaptag&o de LEE e KANATANI (1999) e BOLON (2011)

As fluoroquinolonas foram introduzidas na clinica médica na década de 1980,
assim chamadas devido ao acréscimo de uma molécula de flior, na regido do carbono
-6, na formula quimica destes quimioterapicos. Segundo FALCAQO et al. (2003), as
fluoroquinolonas sdo o terceiro grupo de antimicrobianos mais prescritos no Brasil.
ROTSCHAFER et al. (2011) destacam seu elevado uso e eficiéncia em infecgdes do
trato urinério e gastrointestinais.

Ciprofloxacina (Figura 7, desenvolvida pela Bayer, nome quimico 1- ciclopropil-
6-fluoro-4-oxo-7-  (piperazin-1-i) -1,4- &cido di-hidroguinolino-3-carboxilico)-
C17H18FN3Os, pertence a segunda geracdo de fluoroquinolona e exibe notavel
atividade antimicrobiana, excelente propriedades farmacocinéticas e poucos efeitos
colaterais, foram introduzidos na pratica clinica para o tratamento de varias infec¢ées
bacterianas incluindo infeccbes respiratorias superiores e inferiores, e algumas
infeccdes da pele, dos ossos, dos tecidos moles, bem como da pneumonia em torno
de trés décadas, e tem sido recomendada como os agentes de segunda linha da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o tratamento da tuberculose (TB),
principalmente nos casos de resisténcia ou intolerancia a terapia anti-TB de primeira
linha (QUEIROZ et al., 2012; CUl et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; LI et al., 2012).
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Figura 7 - Estrutura da molécula de ciprofloxacino
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Fonte: ZHANGA et al, 2018.

As fluoroquinolonas agem inibindo a topoisomerase IV de bactérias Gram
positivo e apresentam seletividade 1000 vezes maior para enzimas bacterianas em
relacdo as enzimas correspondentes em células humanas. Em bactérias Gram
negativo, o alvo das fluoroquinolonas é a topoisomerase Il, também conhecida por
DNA-girase, que apresenta as mesmas funcdes da topoisomerase IV. As DNA-
topoisomerases mudam o numero de ligagbes no DNA superenrolado através de
guebras transitorias no DNA, que se torna topologicamente relaxado devido a quebra
temporaria em uma fita (tipo 1) ou em ambas as fitas a0 mesmo tempo (tipo ).
Topoisomerases sdo essenciais para a viabilidade celular em células procaritticas e
eucaridticas (BOLON, 2011; MEYAGUSKU, 2014) (Figura 8).

Figura 8 - Mecanismo de ac¢éo das fluoroquinolonas.
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Fonte: (KOHANSKI el al., 2010).
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As fluoroquinolonas distribuem-se amplamente nos tecidos e liquidos
corporais e nas células. Penetram bem em esputo, fluido de vesiculas experimentais,
fluido pleural e prostatico. As fluoroquinolonas com meia-vida mais longa tém menor
penetracdo tecidual e celular (NEU, 1988). As fluoroquinolonas fluoradas sao
rapidamente absorvidas ap6s a administracdo por via oral, sua absor¢cdo é
intermediaria, sua biodisponibilidade, seguida da administracdo oral, € geralmente
superior a 80%. A presenca de alimentos no estbmago retarda a absorcéo da droga e
0 pico de concentracao sérica aparece mais tardiamente e encontra-se mais baixo. A
absorcéo oral € ainda reduzida pela administracdo concomitante de antiacidos a base
de hidroxido de aluminio ou de magnésio e por outras drogas que decrescem o0
peristaltismo ou retardam o tempo de esvaziamento gastrico (ANDRIOLE, 1990;
MEYAGUSKU, 2014; FRANCA e KUSTER,2009; OLIVEIRA et al., 2016).

As fluoroquinolonas séo eliminadas principalmente pelos rins e pelo figado. A
eliminacéo renal envolve filtracdo glomerular e secrecao tubular ativa. Este ultimo
mecanismo de eliminacdo pode ser bloqueado pela probenecida para a maioria das
quinolonas (BERGAN, 1988; NEU, 1988).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana também tem sido observado
com as fluoroquinolonas mais recentes. A exposicao a concentragdes crescentes das
fluoroquinolonas resulta em cepas altamente resistentes de muitas espécies (NEU,
1988). A resisténcia ao ciprofloxacino é frequente por mutacdo das topoisomerases
bacterianas e se desenvolve lentamente em varias etapas. Que ocorre devido a
mutacdes espontaneas com uma frequéncia entre <10-9 e 10-6 (DIAS et al., 2010;
LOPES, 2009).

A resisténcia bacteriana pode ser atribuida a varios fatores como: uso
excessivo, indiscriminado e abusivo de antimicrobianos; facilidade de acesso ao
composto antimicrobiano; antibioticoterapia empirica inadequada; uso errbneo em
tratamentos néo-infecciosos; entre outros fatores. Assa extensa eficacia e o amplo
espectro de acao das fluoroquinolonas contribuiram para o aumento da sua utilizacao
e recomendacdo médica, e também para o aumento da resisténcia bacteriana
(BOLON, 2011; COSTA e SILVA JUNIOR et al., 2017).

Os efeitos colaterais mais comumente encontrados com o uso terapéutico das
fluoroquinolonas constituem os relacionados com o trato gastrointestinal (3 a 6%) e
incluem nauseas, vomitos, diarréia, dor abdominal, dispepsia e flatuléncia (OUTMAN

& NIGHTNGALE, 1989). Os efeitos colaterais relacionados com o sistema nervoso
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central (SNC) ocorrem em seguida (1 a 4%). Para uma avaliagdo racional da
neurotoxicidade das quinolonas, € importante separar as reacdes leves sobre o SNC
das reacOes consideradas graves ou severas, que requerem a interrupcdo da
terapéutica. Muita precaucdo deve ser tomada com o uso das fluoroquinolonas em
pacientes idosos, especialmente portadores de arteriosclerose, e aqueles com
distarbios neuroldgicos, incluindo: epilepsia, instabilidade mental preexistente,
parkinsonismo, insuficiéncia vascular cerebral e nos pacientes com historia de
episodios psicoticos e de esquizofrenia. As convulsdes tém sido raramente
registradas. Gestantes ndo devem fazer uso durante a amamentagdo e também
pacientes com histéria de hipersensibilidade a um dos quinolénicos (WOLFSON e
HOOPER, 1985; REESE e BETS, 1990).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ROTAS SINTETICAS

4.1.1 Sintese de HDL no sistema ZnAl-Cl pela rota mecanoquimica

O HDL obtido neste trabalho utilizou o método mecanoquimico de modo
analogo ao descrito por Ay et al (2009) com modificacbes (Figura 9). Para isto, 1,92 g
de ZnCl (DINAMICA®) foi adicionado para uma mistura de 2 g de NaOH (DINAMICA®)
e 1,88 g de AICIz*6H20 (LAFAN®) variando a razdo molar (Zn?*/Al**), conforme a
formula do HDL Zn 4,Al; 35(OH),(CO3), 45 -XH20. O produto final foi lavado com 300
mL agua miliQ, secado a temperatura ambiente por 12 horas e codificado de acordo

com a razao investigada. Resultando em ZnAIHDL1.65, ZnAIHDL1.75, ZnAIHDL 1.85,
ZnAIHDL 1.95, ZnAIHDL 2.00, ZnAIHDL 2.10 e ZnAIHDL 2.2.

Figura 9 - Representacdo esquematica da formacgao do ZnAIHDL.
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4.1.2 Sintese de intercalacdo do HDL com ciprofloxacino

Para intercalacdo do antibidtico ciprofloxacino, utilizou-se o método de
reconstrucao descrito por Meyer et al., (2010) com algumas adaptacdes (Figura 10).
Primeiramente realizou-se um estudo sobre o comportamento termal da amostra
ZnAIHDL (item 5.1.4), para que assim fosse possivel gerar o desordenamento da
estrutura do material. Apds esta pesquisa, foi realizado o aquecimento da amostra a
250°C por 1h, em estufa (NOVA ETICA®) e deixada em ar ambiente até esfriar. Em
um erlenmeyer de 500ml, foi adicionada 1g da amostra ZnAIHDL amorfo, 500mg de
ciprofloxacino (PHARMANOSTRA®) e 100ml de agua miliQ, em um agitador
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magnético a 1200 rpm (LUCADEMA®), durante 72 horas. Posteriormente, a amostra
foi centrifugada a 3000g/10min (NOVATECNICA®), descartado sobrenadante, e o
precipitado foi colocado para secar em estufa a 45°C (NOVA ETICA®). A amostra foi
nomeada de ZnAIHDL/CIP.

Figura 10 - llustrag&o do processo de intercalagdo do ZnAIHDL com ciprofloxacino.
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4.2 ESTUDO IN VITRO DO PROCESSO DE LIBERACAO ZnAIHDL-CIP

4.2.1 Teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) - preparo do indéculo
bacteriano

Procedeu-se a triagem da atividade antimicrobiana de acordo com a
recomendacao da National Commitee for Clinical Laboratory Standard (CLSI, 2018).
Foram utilizadas cepas padrdes (Staphylococcus aureus ATCC 14458,
Staphylococcus epidermids ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 19429) mantidas na bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Saude Coletiva (ISCO) da Universidade Federal do Oeste
do Para (UFOPA). Os microrganismos estavam armazenados em disco nutriente agar
inclinado (AN) e mantidos a temperatura de 4° C. Repicaram-se 0S microrganismos
estocados em caldo infusdo de cérebro coracéo (BHI) e procedeu-se a sua incubacao
a 37°C por 24 horas para a reativagdo. Apoés turvacao do caldo BHI, realizou-se novo
repiqgue em AN e incubacado a 37°C por 24 horas para a preparacao das suspensdes
microbianas. As suspensdes foram obtidas pela adi¢cdo do inéculo bacteriano a 2,0
mL de solucao de NaCl (FISCHER CHEMICAL®) 0,85M esterilizada ajustada a 0,5 na

escala de MacFarland, com auxilio de um espectrofotbmetro (SCIENTIFIC® - LGI-VS-
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721N), correspondendo a absorbancia de 0,284 D.O em comprimento de onda de 540
nm equivalente a 1,5x108 UFC/m.

4.2.2 Método de disco-difusao

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito em 1966, por Kirby e Bauer. O
teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de suscetibilidade mais
simples, confiavel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. No método de
disco-difusdo, discos de glass fiber fisters com 6mm impregnado com uma
concentragdo conhecida de um composto antimicrobiano € colocado na placa de agar
Mueller-Hinton (MH). O antimicrobiano se difunde no &gar de acordo com as
propriedades de difusado, solubilidade e peso molecular do composto. Juntos, esses
fatores resultam em valores de inibigcdo Unicos, formando halos de suscetibilidade do
antimicrobiano (CLSI, 2018; SEJAS et al., 2003).

Figura 11 - Crescimento da bactéria na placa e seu halo de inibigao.

Fonte: Adaptacédo CLSI, 2018.

Ao inocular a placa de MH com uma suspensédo do agente patogénico, o
crescimento do microrganismo ocorre simultaneamente com a difusdo do composto
antimicrobiano. O momento em que a bactéria atinge o seu crescimento na placa é
demonstrado por um halo de inibicdo definido em torno do disco. A concentracdo do
antimicrobiano na borda do halo é relacionada a concentragdo da droga no processo
de difuséo a partir do disco e sua interpretacdo leva em consideracdo a concentracao
de droga que define sensibilidade ou resisténcia microbiana, do ponto de vista clinico
(SEJAS et al., 2003).
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No teste de difusdo em disco foram testados100 pg das amostras testes
diluidos em solucéo salina NaCl 0,85M com concentracdo de 10 mg/ml. Em discos de
glass fiber fisters (AXIVA®) 6 mm de diametro foi dispensado 10ul de ZnAIHDL/CIP e
cloridrato de ciprofloxacino (PRATTIDONADUZZI®) - ATB/CDC correspondendo =
33,3 e 65,3 ug de antibidtico, respectivamente. Foram utilizados discos somente com
HDL como controle negativo e como controle positivo discos impregnados com a
concentracdo padrdo de 5 pg de ciprofloxacino (PHARMANOSTRA®). Todas as
amostras foram feitas em triplicata, para e deteccdo da reprodutibilidade dos
resultados. A sensibilidade das bactérias ao antibiético a partir de seu halo de inibicéo
foi avaliada segundo a tabela CLSI e classificado em sensivel, intermediério ou
resistente (Tabela 7) (CLSI, 2018).

Tabela 7 - Sensibilidade das bactérias ao ciprofloxacino — disco-difuséo.

Agente Cddigo Discos Halos de Inibigcdo (mm)
R* I* S*
Ciprofloxacino CIP 5ug <15 16-20 221

R* resistente; I* intermediario; e S* sensivel. Fonte: (CLSI, 2018).

4.2.3 Método de difusdo em poco

Baseia-se na difusé&o do antibiético contido em um cilindro vertical, através de
uma camada de agar solidificado em uma placa de Petri, em uma extenséo tal que o
crescimento do micro-organismo agregado se detenha em uma area circular ou “zona”
ao redor do cilindro que contém a solucéo testada. O método turbidimétrico se baseia
na inibicdo do crescimento microbiano medido através da turbidez (transmitancia ou
absorbancia) da suspensao de micro-organismos adequados ao composto contido em
um meio com a solucao teste, sendo que a resposta do microorganismo é diretamente
proporcional a concentracdo da substancia (ESMERINO et al., 2004; CLSI, 2018;
VIEIRA, 2013).
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Figura 12 - Representacdo esquematica da técnica de difusdo poco.
Placa de 180mm

MHA 40ml
Camada base g

Placa inoculada

e ,4-;,*f,\ Indculo bacteriano
0,5 MacFarland

B

Camada base+2ml do inoculo
bacteriano+18MHA

Recorte dos pogos 6mm, /
- ~

~e”

solugdes testes

S
Q\Q_QI |

Fonte: Adaptacdo GELINSKI et al., 2007.

£

CIR

@)

ATB/CDC
ATB/CDC /

CIP/PADRAO

Em placas de Petri de 180 mm estéreis, verteu-se 40 mL de agar MHA
(SIGMA-ALDRICH®), obtendo-se assim a camada-base. Apos a solidificacao,
adicionou-se 2,0 mL da suspenséo bacteriana a 18,0 mL de MHA aquefecidos a cerca
de 45°C e vertidos sobre a camada-base. Em seguida, confeccionaram-se
pocos/orificios de 6,0 mm de diametro em pontos equidistantes, colocando-se neles
100 pg de ZnAIHDL/CIP e/ou ATB/CDC ou 10 pL da solucéo fisiologica da amostra
de 10mg/ml (Figura 12). Foram realizados controles com pogos contendo solucéo de
HDL na mesma concentracéo teste e CIP/PADRAO na concentracdo teste de 5 ug.
As placas foram pré-incubadas a temperatura ambiente durante duas horas e
posteriormente incubadas a 37°C por 24horas. Decorrido o periodo de incubacéao,

mensuraram-se as zonas de inibicdo com o auxilio de régua milimetrada, no que diz
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respeito ao halo (didmetro da area com auséncia de desenvolvimento microbiano)
(CLSI, 2018).

De acordo com a dimensdo do halo os microrganismos podem ser
classificados como: sensiveis, quando o diametro da zona de inibicdo é maior ou ndo
mais do que 3 mm menos que o controle positivo; moderadamente sensiveis, halo
maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e resistentes,
diametro igual ou menor que 2 mm. Como controle positivo, emprega-se um
quimioterapico padréo, e como controle negativo foi utilizado o HDL em solucéo salina
(Tabela 8) (KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

Tabela 8 - Sensibilidade das bactérias as formas farmacéuticas de CIP — difusédo em pogo.
Agente Halos de Inibicéo

R* [* S
Ciprofloxacino < CIP/PADRAO 2 = CIP/PADRAO = 3+CIP/PADRAO

R* resistente; I* intermediario; e S* sensivel. Fonte: (KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al.,
2003).

4.2.4 Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI)

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, como preconizado pela
CLSI (2018). A determinacdo da CMI, para cada microrganismo, foi realizada frente
em placas de micro diluicdo com 96 pocos (KASVI®), dispostos em 12 colunas (1 a
12) e 8 linhas (A a H). As colunas de 1 a 12 foram destinadas a diluicdo seriada, sendo
as linhas A, B e C para a analise da a¢do do ZnAIHDL/CIP; a linha 4 foi utilizada para
a analise do ZnAIHDL; as linhas 5, 6 e 7 foram utilizadas para o padrdo ATB/CDC
500mg/cp (PRATI DONADUZZI®); e a linha 8 destinada aos controles: viabilidade do
patdgeno, esterilidade do meio, CIP/PADRAO (TSA) (Figura 13).
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Figura 13 - Representacdo esquematica da técnica de microdiluicdo em placa.
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Em cada um dos pocos das placas de microdiluicdo foram inseridos 100puL
das suspencdes bacterianas ajustadas na escala 0,5 de MacFarland em caldo BHI.
Em seguida, inseriu-se 100uL da concentracéo inicial de 10 mg/ mL na primeira coluna
da placa de microdiluicdo. As concentracdes subsequentes foram obtidas apés
diluicdo seriada da ZnAIHDL/CIP, HDL/CDC e ATB/CDC na placa de microdiluicéo,
partindo-se da concentracéo inicial de 500ug (Coluna 1) até 0,24 ug (Coluna 12), pela
transferéncia de 100uL do contetddo ao poc¢o subsequente. Para os poc¢os da coluna
12, foram dispensados 100uL do contetdo, de modo a igualr o volume total de cada
poco. As microdiluicdes foram levadas para incubadora de microplacas termo-shaker
(AGIMAXX AS-MD4AK1138E) por 24horas. Apés o periodo de incubacéo, o método
colorimétrico com resazurina sédica (SIGMA®) 0,01% foi utilizado, aplicando-se 20 uL
da solucdo em cada poco e esperando-se uma hora para realizar a leitura visual dos
resultados. A resazurina facilita verificar a presenca de crescimento microbiano, a
coloragdo azul indica auséncia de crescimento microbiano, tornando possivel
determinar a menor concentracao de cada extrato capaz de inibir o crescimento dos

microrganismos indicadores diluidos. E considerada o indicador mais utilizado em
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condi¢cbes de reducdo em meios de cultura. O mecanismo baseia-se na reducgéo da
resazurina (cor purpura) em resarufina (cor rosea), mostrado. A resazurina tem uma
correlacdo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem
células bacterianas e até células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000; FUKUSHIMA
et al., 2003).

Para a analise da atividade bactericida ou bacteriostatica da CMI, foi realizado
o subcultivo dos pocos em placas de petri contendo MHA, incubadas em estufa a 37°C

com leitura em 24horas.

4.2.5 Teste de liberagcdo controlada

Para observar a atividade antibacteriana do material intercalado com
ciprofloxacino com propriedade de liberag&o controlada, foi utilizado o método descrito
por Ryu et al., (2010), com adaptacBes. O método de difusdo de poco (item 3.2.3)
programado no tempo, 24, 48, 72 e 96 horas, foi realizado em solucdo de NaCl a
0,85M. ZnAIHDL, ATB/CDC e CIP/PADRAO também foram empregados como
controle (Figura 12). O processamento e analise dos dados foram realizados no
software R Core Team (2017) 3.4.2, por meio da plataforma RStudio.

4.2.6 Ensaio time-kill

A técnica foi proposta por Hemmer e colaboradores em 1979. Time-Kill € um
ensaio no qual é avaliada a evolucdo de uma populagéo de microorganismos aerobios
num periodo de tempo especifico, quando testado frente a agentes antimicrobianos
(CLSI, 2018). O ensaio time-Kill in vitro foi realizado de acordo com a metodologia
descrita segundo a norma M26-A do CLSI e avaliado a partir da CMI determinada nos
testes de microdiluicdo e duas vezes a CMI. Adicionalmente, foram feitos o controle
de crescimento do indculo bacteriano (C.V.E.C), controle de esterilidade do meio de
cultura utilizado como branco da amostra e controle positivo com ATB/CDC na mesma
concentracéo que o intercalado ZnAIHDL/CIP para Escherichia coli. Para realizac&o
dos experimentos, o foi padronizada uma suspensao com a escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,0 x 10: UFC/mL).

O ensaio é realizado em tubos de ensaio adicionando-se 950uL de solugéo
fisiologica, acrescidos de 50uL de ZnAIHDL/CIP e/ou ATB/CDC em seguida
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homogeneizados. ApGs este procedimento 50uL desta solugdo (NaCl + substancia-
teste) sdo desprezados, e entdo € adicionado do pré-inéculo padronizado (50uL em
cada tubo). Posteriormente, 100uL desse homogeneizado é adicionado em 900uL de
caldo BHI e incubados em tempos de 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72,
96, 120 e 144 horas e realizada a analise espectrofotométrica da Densidade Optica
(D.0O.) de uma cultura microbiana no comprimento de onda de 600 nm. O controle de
esterilidade do meio foi utilizado 1 mL de BHI puro e dar auto-zero para descontar a
cor do mesmo (branco do teste). Logo que o pré-inéculo foi acrescentado ao meio,
verificou-se a ABS inicial, que corresponde ao tempo zero na curva de crescimento
do C.V.E.C. A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiana constitui um método
rapido, embora indireto, de estimar a concentracao celular. Um feixe de luz focado
numa suspensao microbiana é parcialmente desviado (disperséo da luz) pelas células,
e a percentagem de luz ndo desviada (transmiténcia, T) € medida por recurso a um
espectrofotometro. A quantidade de luz que atravessa a suspenséao celular depende
da concentracdo de células na suspensédo e do tamanho destas, do comprimento de
onda e da intensidade (I0) da luz incidente e do diametro do tubo que contém a
suspensao celular. A D.O da cultura corresponde a Absorvancia, que é determinada
com base na expressdo D.O =log (lo/l), onde lo € a intensiade da luz incidente e | é a
intensidade da luz transmitida através da suspensao de células. Este método é
especialmente utilizado quando se pretende confirmar se uma dada cultura se
encontra em crescimento ou para acompanhar o crescimento microbiano com base
no aumento da D.O. Contudo ndo permite distinguir entre células viaveis e células
mortas.

Para a obtencédo direta dos valores absolutos de concentracdo de células
bacterianas, as amostras foram semeadas em placas de petri por Pour-plate ou
disseminacdo (método em profundidade) em meio de chromocult coliform agar
(MERCK®) ,meio diferencial para Escherichia coli possibilitando detectar uma
contaminagcdo microbiana.Transferiru-se 1 ml da cultura para placa de Petri vazia,
verteu-se 10 — 20 ml do meio fundido (e resfriado a cerca de 45 — 50°C) sobre a cultura
e homogeneizar suavemente com movimentos circulares. O plaqueamento ocorreu
nos tempos pré-determinados para Escherichia coli. As placas foram incubadas por
24 horas a 37°C. Apoés a incubacdo as colbnias foram contadas manualmente,

obtendo-se assim a concentracdo de UFC/mL. O processamento e analise dos dados
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foram realizados no software Excel (2017), utilizando a equag¢des para determinagéo

dos parametros de crescimento, que sao:

N= No.2n
Onde N= numero final de células; No= numero inicial de células; n= nimero de
geracoes.
n=log(N) - log(No0)/0,301
G=t/n

onde G= tempo de geracao t= tempo de crescimento n= determinado acima.

4.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

4.3.1 Difrag&o de raios X (DRX)

O DRX corresponde a uma das principais técnicas de caracterizacdo
microestrutural de matérias cristalinos. A formacédo de materiais cristalinos, assim
como medida das distancias basais dos HDL pode ser determinada por meio da
difracdo de raios X no p6 (DRXP). O padrdo de DRX de um HDL apresenta picos
basais relacionados com a sequéncia de empilhamento das lamelas (CAVANI et al.,
1991; DE ROY et al., 1992; FORANO et al., 2006). Os picos que nao sao basais, ditos
como ndo harménicos, estdo relacionados com a estrutura das lamelas. Para os
HDLs, a indexacdo dos picos de difracdo pode ser realizada por comparagcdo com
difratograma da hidrotalcita, existentes no banco de dados dos equipamentos de
difracdo ou com uma série de outros HDLs descritos na literatura (ABNT, 1987).

As analises deste trabalho, foram realizadas na forma de p6 em um
equipamento da marca Bruker modelo D2 PHASER - disponivel no Laboratério de
Sintese e Caracterizacdo de Novos Materiais (LSCNM) do Instituto de Engenharia e
Geociéncias (IEG - UFOPA) - utilizando radiagéo de Cu (A = 1,54 A), com passo de
0,02 corrente de 10 mA, voltagem de 30 kV, utilizando um detector Lynxeye
(192canais), fenda divergente de 0,2 mm, tempo de 0,3 s, anti- airscatteringscreen
del mm. Os espacamentos basais das amostras foram calculados através da Lei de
Bragg (nA = 2dsenB), sendo n um numero inteiro, A é o comprimento de onda da
radiacado incidente (Cu), d € a distancia entre os planos e 8 € o angulo de incidéncia.

As identificagdes dos minerais foram feitas com auxilio dos softwares X'pert e PDF
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(Powder Diffraction), com banco de dados do ICDD (International Center for
Diffraction Data).

4.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-FTIR)

A IV-FTIR se baseia na observacdo das ligacdes quimicas. Apresentam
frequéncias especificas as quais vibram, a niveis de energia bem definidos. Estas
frequéncias de vibracdo sédo determinadas pela formula das moléculas, pelos seus
niveis de energia e pela massa dos atomos que a constituem. De modo, que cada
frequéncia da vibracdo pode ser associada a um tipo especifico de ligacao quimica,
podendo assim, avaliar as principais interacdes nos mais diferentes materiais. As
amostras deste estudo foram analisadas utilizando-se pastilhas prensadas a vacuo
contendo 0,200 g de KBr e 0,0013 g de amostra pulverizada e um espectrometro de
absorcao molecular na regido IV-FTIR da Bruker, modelo Vertex 70.

4.3.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia de Raman permite a identificacdo de minerais de maneira
rapida e sem preparacao preliminar, bastando que eles possam ser colocados sob a
lente objetiva de um microscopio Optico acoplado a um espectrdbmetro Raman. A
identificacdo dos minerais € baseada em propriedades fisicas intrinsecas a estrutura
cristalografica e a composicdo quimica, que permitem uma identificacado segura, tanto
em amostras de dimensdes de varios centimetros, como em inclusbes de poucos
micrémetros na superficie da gema ou pouco abaixo dela (subsuperficiais).

Os espectros de Raman foram registrados usando um microscépio anexado
a um espectrometo de tripla grelha, o TG4000 de Yvon. A linha de 510,5 Nm de laser
de ion de estado solido foi usada como excitacao e as fendas do espectrometro foram
estabelecidas para uma resolucdo de 2cm™. Nenhum analisador foi usado para
experiéncia de alta pressdo. Entdo para atingir altas pressodes, as amostras foram
carregadas em um diamante célula bigorna II- Scope CAD (S) de Amax easylLab, com
diamante de 0,4mm de culets. Uma gaxeta do aco inoxidavel com uma espessura de
200, foi previamente recuada para 50um, e um furo de 100 foi perfurado no centro do

recuo usando uma maquina de descarga elétrica de Amax easyLab. O Nujol serviu
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com a midia transmissora de pressdo. As pressdes foram medidas com base nas

mudancas de fluorescéncia, nas linhas Ruby ri e R2.

4.3.4 Analise termogravimétrica e diferencial (TG-DTA)

Andlise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacao, é
monitorada em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra,
sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma programacao controlada. Os
resultados sdo obtidos na forma de curvas de decréscimo de massa (%) em funcéo
da temperatura (°C). As curvas de Termogravimetria (TG) e Analise Térmica
Diferencial (DTA) foram obtidas num termoanalisador da Netsch de forno cilindrico
vertical. As analises foram feitas em um cadinho de platina, com aquecimento de

15°C/min, temperatura inicial e final variando de 25°C a 1100°C, respectivamente.

4.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as andlises de MEV, as amostras de HDLs sado dispersas na forma de po
em um porta amostra de Al. Por ndo apresentaram condutividade elétrica suficiente
para gerar boas imagens, antes da realizacdo das medidas, uma cobertura de Au ou
C é aplicada sobre as amostras que sao depositadas no porta amostras. Neste estudo,
foi utilizado um microscopio LEO-Zeiss, 430 Vp, em condi¢cdes de analise utilizando

imagens secundarias obtidas a 20 kV, com distancia de trabalho de 11 mm.

4.3.6 Microscopia Eletrénica de transmiss&o com alta resolu¢éo (HR-TEM)

A HR-TEM foi realizada, no Centro de Microscopia da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), em um equipamento TECNAI G2-20-FEIl, com canhéo
termiodnico de filamento de LaB6, sendo a tenséo aplicada de 200 kV, com resolicéo
de linha de 0,24 nm e de ponto 0,10 nm, aumento de 25x a 1.100.000x. A HR-TEM
permite a andlise de caracteristicas microestruturais dos compostos produzidos,

particularmente morfologia e propriedades estruturais, quando em alta resolucao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. HIDROXIDO DUPLO LAMELAR DE ZNAL-CL

5.1.1 Influéncia da razdo Zn2*/Al3*

O HDL de ZnAl sintetizado, foi caracterizado inicialmente por DRX, afim de
avaliar a obtencdo do material. ZnAl-CI-HDL formou uma nova estrutura com
caracteristicas cristalinas totalmente diferentes dos seus respectivos precursores de
sintese, o cloreto de zinco e cloreto de aluminio. A Figura 14 apresenta os dados
obtidos dos produtos sintéticos estudados inicialmente por DRX narazdo Zn?*:Al** de
1.65a 2.2. Na Figura 14a, apresenta-se o padrdo DRX da amostra ZnAIHDL 1.65, no
qual se observa picos intensos em 31,52; 34,24; 36; 47,33; 62,65° (20) que
correspondem aos planos (100), (002), (100), (102) e (103) de ZnO (PDF 01-079-
0208). Adicionalmente, os picos em 27,19; 45,25; 53,71; 56,28° (26) sdo dos planos
(111), (220), (311) e (222) da fase Al20s (PDF 01-075-0278), enquanto que 0S picos
em 11,49 e 23,32° (260) séo dos planos (003) e (006) da fase de hidroxido duplo
lamelar no sistema Zn-Al (PDF 00-048-1022). Na Figura 14b, que corresponde aos
padro DRX da amostra com razao Zn:Al = 1.75 (ZnAIHDL1.75), identifica-se ainda a
presenca dos picos da fase ZnO. Tambem é possivel observar picos adicionais do em
33,70; 34,55; 37,26; 39; 43,85; 46,65; 52,85; 56,34; 60; 61,45 e 63,53° (20), que sao
referentes aos planos (101), (012), (104), (015), (107), (018), (1 0 10), (0 1 112),
(110), (113) e (1013). A fase lamelar de HDL Zn:Al foi obtida nas razbes 1.85 a
2.2, que estado representadas nas figuras 14c a 14g. Os picos de HDL estao presentes
em 11,58; 23,32;33,86; 39,11; 46,61; 60 e 61,43° (20) que sdo referentes aoss
padroes DRX que exibem as reflexdes caracteristicas de HDL com picos basais
planos para (003) e (006) e ndo basal para (101),(015),(018),(110)e(11
3). Estes resultados corroboram com o trabalho realizado por Ahmed et al. (2012), o
qual utilizou o método de coprecipitacdo para preparar ZnAl-HDL variando a razéo
molar, Zn*? / Al*3= 6, 5, 4, 3 e 2. Os padrées DRX mostraram picos caractaristicos de
Zn/Al-HDL, onde as proporgdes molares mostraram os planos (003), (006), (101),
(110) e (113), demonstrando maior cristalinidade conforme a razdo molar diminui. Qu

etal., (2017), realizou a sintese no sistema Zn/Al-COs3 via rota mecanoquimica, porém
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contou com auxilio do moinho de bolas e um aparelho de agitacdo magnética
(moagem a seco por 2 h para obter
precursor e, em seguida, agitando em agua por mais 4 h com relacdo molar
de Zn/Al fixado em 2/1), que também obteve com éxito a sintese deste material,

apresentando os planos padréo do HDL.

Figura 14 - Padrées de DRX de: (a) ZnAIHDL1.65; (b) ZnAIHDL1.75; (c) ZnAIHDL1.85; (d) ZnAIHDL
1.95; (e) ZnAIHDL2.00; (f) ZnAIHDL 2.10 e (g) ZnAIHDL 2.2.
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Os difratogramas das amostras (ZnAIHDL 1.85, ZnAIHDL1.95, ZnAIHDL2.00,
ZnAIHDL2.10 e ZnAIlHDL2.2) que apresentam reflexdes com maior intensidade,
nitidez e simetria nos angulos mais baixos (menores que 35°) da posicdo 20
correspondentes aos planos (003), (006) e (009) e, nos angulos superiores a 35°
(planos 101, 015, 018, 110, 113), os quais apresentam reflexbes com maior
assimetria, sdo caracteristicos de materiais do tipo hidrotalcita. Na Figura 15 é
mostrado em detalhe o perfil do pico referente ao plano (003), em que se observa uma
maior intensidade e menor alargamento de meia altura a meia largura (FWHM = 0,15)

do HDL sintetizado na razéo 1,85, o que sugere que a fase lamelar obtida nesta razao
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se encontra em maior grau de cristalinidade e pureza de fase (SALCEDO et al., 2008;
RAPHAEL 2010; SANCHES, 2011).

Figura 15 - Padrdes de DRX do espacamento basal de: (a) ZnAIHDL1.65; (b) ZnAIHDL1.75; (c)
ZnAIHDL1.85; (d) ZnAIHDL 1.95; (e) ZnAIHDL2.00; (f) ZnAIHDL 2.10 e (g) ZnAIHDL 2.2.
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Os padrées DRX dos compostos HDL, foram indexados com base em célula
unitaria romboédrica. O empilhamento das camadas HDL corresponde ao tipo 3R, em
gue o parametro ¢ corresponde a trés vezes o espacamento d entre as camadas
consecutivas, ¢ = 3doos. Esta posicdo € comumente utilizada para elucidar a estrutura
dos compostos de HDL sdo os que correspondem a primeira posi¢ao (003). O angulo
de difracgao (208) desta posicdo (003) é usado para calcular, usando a equacédo de
Bragg, o espacamento basal (doos). O doos inclui a contribuicdo das camadas e do
espaco interlamelar para intercalacéo de anions. Outro dado importante que pode ser
obtido de doos se refere espaco interlamelar (E.I), cujo valor pode ser calculado de doos
— 4.8, sendo 4.8 A a altura tedrica das camadas de ZnAl, espessura da folha do tipo
brucita (COMPARELLI et al., 2005; RIVES 2002). Na tabela 9 constam os parametros

das amostras sintetizadas.



62

Tabela 9 - Parametros da amostra sintetizada em diferentes razdes.

Raz&o a(A) c (R doos (A) E.l
ZnZ*/AlI%*

2,2 3,086 23,537 7,84 3,04
2,1 3,077 22,813 7, 60 2,80

2 3,067 22,725 7,58 2,78
1,95 3,064 22,743 7, 60 2,80
1,85 3,062 22,624 7,57 2,77
1,75 3,053 22, 866 7,62 2,82
1,65 3,044 22,916 7, 63 2,83

O valor do espagcamento basal apresentado para a amostra com razdo 1.85 é
caracteristico da intercalacéo do anion cloreto, conforme descrito na literatura (CHIU
et al., 2011; CONSTANTINO et al., 2009). Dessa forma, através desses resultados a
amostra utilizada para prosseguir as seguintes analises e o0 processo de intercalacéo

do farmaco foi a que apresenta razao 1.85, nomeada de ZnAIHDL.

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (IV-FTIR)

A Figura 16 apresenta o espectro de absorcéo IV do ZnAIHDL obtido com
maior grau de cristalinidade (razdo 1.85), na regido de 4000-400 cm™. E possivel
constatar a presenca de 7 bandas de vibracdo no espectro. Em 3400 cm™ observa-se
uma banda larga e forte correspondente a deformacdo axial de ligacdo O-H
pertencente as hidroxilas e moleculas de agua interlamelar. Em 2350 e 1355 cm™,
evidenciou-se vibracBes correspondentes a ions carbonato, que podem ser
provenientes do ar atmosférico residual, no ambiente da sintese. A banda identificada
em 767 cm é resultante de deformacdes axiais entre metais e o oxigénio, ou seja,
aos grupos Al-O e Zn-O. As bandas 610, 550 e 420 cm™ correspodem as ligacées
metalicas (Zn-CI/Al-Cl). O escpectro de absor¢éo 1V de ZnAl-HDL exibiu bandas de
absorcdo caracteristicas a esse tipo de material, correspondendo com dados
previamente publicados na literatura para o0 composto, como no estudo realizado por
Hajibeygi et al., (2015), onde ZnAIl-HDL foi sintetizado por troca ibnica, sendo
observadas 6 bandas, em 3475, 2956, 2926, 2854, 1173 e 1037 cm, que ird
apresentar diferenca quanto ao residuo da atmosfera, pois para sintese se utilizou

ambiente inerte (gas nitrogénio). Outro resultado similar foi descrito por Mahjoubi et
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al., (2017), cujo HDL obtido pelo método da co-precipitacdo, apresentou bandas em
3400, 1630, 112, 790, 550 e 460 cm, confirmando assim que os resultados s&o

caracteristicos de compostos HDL.

Figura 16 - Espectro IV-FTIR de ZnAIHDL (4000-400cm-1).
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Outra faixa espectral foi analisada, de 400 a 60cm™t, como mosta a Figura
17. Existem poucas pesquisas que abordam movimentos atomicos de baixa
freqiiéncia nestes materiais. As bandas identificadas nas regides de 65, 77, 85, 95,
105 e 121 cm, segundo Kalinichev et al., (2010) podem corresponder a ligacGes de
hidrogénio, consistindo em moléculas de agua interlamelar e ions ClI, porém ainda
ndo ha estudos publicados que identifiguem com precisdo a frequéncia de vibracao
destas moléculas.

Figura 17 - Espectro IV-FTIR de ZnAIHDL (400-60cm-1).
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5.1.3 Espectroscopia de Raman

Os espectros de Raman para a amostra ZnAIHDL séo apresentados na Figura
18. Os espectros apresentam bandas na regido de 215, 288 e 379 cm™ que
corresponde as ligacdes de Zn-O/Al-O. Na regido 407 cm™ é atribuida a deformacéo
de Zn-O-Zn/Al-O-Al ou alongamento de Zn-O/Al-O. Na regido 515 cm™ a banda é
referente a ligacdo Zn-O-Al que caracteriza o material HDL. As bandas 696 e 1078
cm? séo atribuidas ao ion ClI' (KLOPROGGE et al., 2004; MAHJOUBI et al., 2015).
Porém, vale ressaltar, que as bandas de Raman dependem da natureza e
concentracédo dos materiais analisados (PALMER et al., 2009; ROSENBERG, 2013).

Figura 18 - Espectro de Ramam de ZnAlHDL
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5.1.4 Andalise térmica

O comportamento térmico da amostra ZnAIHDL é mostrado na Figura 19.
Pode-se observar que o HDL sofre decomposicdo termal em quatro principais
eventos. Segundo Malherbe e Besse (2000) durante a decomposicao térmica dos HDL
acontecem quatro etapas principais: (1) a evaporacdo da &gua adsorvida, (2) a
eliminacdo da agua estrutural, (3) a desidroxilacdo das lamelas, e por ultimo (4) a
perda do anion volatil (Cl). No entanto, a ocorréncia desses quatro eventos bem
definidos depende de fatores como a umidade da amostra, estabilidade do anion

intercalado, e a maneira com que as espécies interlamelares interagem com o0s
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grupamentos hidroxila (PALMER et al., 2009; MALHERBE e BESSE, 1999; PEREJON
et al., 2011).

Figura 19 - Curvas TG e DTA de ZnAIHDL.
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Na curva termogravimétrica, o primeiro evento de decomposi¢ao corresponde
a perda de agua que se encontra adsorvida na superficie do material. Esse evento
ocorre na temperatura de 66°C e corresponde a uma perda de massa de 6,12%. O
segundo evento ocorreu a 180°C, com perde de 12,8% de massa, e corresponde a
perda de agua interlamelar. O terceiro evento se encontra a 250°C e indica a
desidroxilacdo das camadas ZnAIHDL, com perda de 9,9% de massa. E o quarto
evento em 940°C demonstra a distribuicdo dos anions Cl, com perda de 5,8% de
massa.
Foi realizado o estudo do comportamento termal de ZnAIHDL, monitorado por
DRX através do aquecimento da amostra em 50, 100, 150, 200, 250 e 300 °C por 1 h
(Figura 20). Conforme pode ser observado, o material mantém sua estrutura lamelar
até 200 °C através da presenca dos planos (003) e (006) proximos a 11,7 e 23,5 °
(20). Acima desta temperatura, observa-se um desordenamento das folhas como
identificado pela baixa definicdo dos picos referentes aos planos basais nas amostras
aguecidas a 250 e 300 °C.
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Figura 20 - Padr6es DRX da amostra DZNAL1.8 aquecidas a 50 (a), 75 (b), 100 (c), 150 (d), 200 (e),
250 (f) e 300 °C (g).
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A Tabela 10 apresenta os dados dos parametros de rede, espaco interlamelar
e espessura das folhas de ZnAIHDL nas referentes temperaturas. Os resultados
revelaram uma diminuicdo gradativa do espaco interlamelar de 7,57 até um minimo
de 7,51 A. De forma similar, a espessura das folhas também foi reduzida de 2,77 até

2,71 A, revelando que a estrutura possui uma boa estabilidade até 200 °C.

Tabela 10 - Parametros da amostra ZnAIHDL, obtidos a partir dos padrdes DRX, em diferentes
tratamentos térmicos por 1 h.

Temperatura a(A) c (A) doos (A) E.i (A)
25°C 3,062 22,624 7,57 2,77
75°C 3,067 22,674 7,56 2.76
100°C 3,064 22,65 7,55 2,75
125° 3,058 22,59 7,53 2,73
150°C 3,053 22,56 7,52 2,72
200°C 3,044 22,54 7,51 2,71

Onde: folha = doos - 4,8 (A); doos= c/3 (COMPARELLI et al., 2005; RIVES 2002).
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5.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Além das técnicas ja apresentadas, também foi usado para analise o MEV,
com o objetivo de avaliar as caracteristicas morfolégicas da amostra sintetizada
(Figura 21). A imagem mostra a microestrutura e sugere um agregado morfoldgico
como “folha”, o qual é esperado para compostos do tipo hidrotalcita. Pode ser visto
gue todos os tamanhos de particulas de HDL e as laminas de HDL sdo empilhadas
como folhas perpendiculares sobre a superficie com tamanho médio em torno de 1
um (WANG et al., 2010; AMBROGI et al., 2001).

Figura 21 - Fotomicrografia de ZnAIHDL obtida por MEV.

SEMHV:20.0kV | WD:1505mm || (]} VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 15.2kx | Det: SE 2pm
View field: 13.7 pym EData(mId/y): 06/19/17 PPGF / UFPA

5.1.6 Microscopia Eletrénica de transmissdo com alta resolucao (HR-TEM)

No HR-TEM é possivel observar a morfologia ou estrutura do
nanocompoésito e como o HDL esté disperso através das imagens. Na Figura 22a é
possivel observar que as lamelas de HDL, pontos escuros na imagem, estdo
distribuidas aleatoriamente (parte clara da imagem). Nao existe um ordenamento das
lamelas, estas se apresentam delaminadas.

Na Figura 22b é apresentada uma imagem do HR-TEM em alta resolugao.
Nesta imagem € possivel observar claramente a existéncia de varias lamelas de HDL.

Estas lamelas se encontram dispersas na matriz, ndo existe evidéncia destas lamelas
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apresentarem alguma estrutura cristalina (empilhamento), algum tipo de ordenacao,
caracterizando a estrutura de natureza esfoliada deste material (BOTAN et al., 2011;
GUIMARAES et al., 2000).

Figura 22 - Fotomicrografias de ZnAIHDL obtida por HR-TEM
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5.1.7 Composic¢do quimica

A composicao quimica da amostra ZnAIHDL, Figura 23, foi investigada por
microandlise por Espectro de Soma de Mapas (EDS). De acordo com os dados
obtidos, ela é formada basicamente por 11,56 % de Al, 36,61 % de Zn e 3 % de cloro.
Confirmando assim, que a amostra ZnAlHDL apresenta os elementos essenciais a

sua estrutura.

Figura 23 - Composi¢do quimica de ZnAIHDL obtida por EDS.
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5.2 INTERCALACAO DO CIPROFLOXACINO NO ZnAIlHDL PELO METODO DE
RECONSTRUGCAO

5.2.1 Caracterizacdo do material intercalado por DRX

A Figura 24 mostra os padroes de DRX dos produtos envolvidos durante o

estudo de intercalcao do HDL com o Ciprofloxacino.

Figura 24 - (a) Padrdo DRX do ciprofloxacino; (b) HDL-250 °C; (c) HDL-250°C imerso em solucéo
aquosa (método da reconstrucdo) sem o farmaco; (d) HDL intercalado com ciprofloxacino.
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Conforme ilustrado na Figura 24a, o padrdo do farmaco mostrou picos
exclusivos de ciprofloxacina o que indica que o material esta puro. Observa-se que o
farmaco apresenta uma estrutura, com picos de maior intensidade em 26 = 7,1°, 8,5°,
9,3° 13,9° 19,6° e 26,8°. Em relacdo ao material aquecido a 250 °C (Figura 24b), o
perfil DRX revelou a auséncia de picos bem definidos, indicando que o produto esta
amorfo, conforme reportado na literatua (NALAWADE et al., 2009; ZOELLNER et al.,
2015). A figura 24c, demostra que o HDL calcinado, apés ser colocado em solucéo
aguosa, se reconstitui e volta a demonstrar o seu DRX padrao (003), (006), (009),
(101), (015), (018), (110) e (113). Apos a reconstrucdo do HDL na presenca do
ciprofloxacino (Figura 24d) um padréo cristalino e picos com maior intensidade em 26
=5,5° e 11,9° respectivamente, podem ser observados, correspondentes aos planos
(003) e (006). Relatos na literatura podem ser encontrados caracterizando diferengas
nas amostras das misturas com os componentes isolados, como surgimento ou 0
desaparecimento de picos ou mudancas nas intensidades e largura, indicam a
formac&o do complexo hibrido (CUNHA- FILHO e SA-BARRETO, 2007; BUGATTI et
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al., 2013). E possivel observar que o pico referente ao plano (003) se desloca para
angulos mais baixos (26) em comparacéo ao HDL de partida (antes da calcinac&o), o
gue indica que este procedimento da lugar a intercalacéo do farmaco entre as lamelas
do HDL. Na Tabela 11 é possivel observar que o espacamento basal do produto vai
para 15,79 A, bem acima do espacamento basal de 7, 6 A observado na matriz lamelar
inicial, evidenciando um aumento no espacamento basal pela presenca do
ciprofloxacino intercalado. Considerando que a espessura de uma lamina tipo brucita
seja de 4,8 A, se deduz um valor de incremento no espagcamento basal de
aproximadamente de 10,99 A para o hibrido ZnAIHDL/CIP. O plano (003) indica que
0 material sintetizado apresenta simetria romboédrica (3 x 15,79 A = 47,37A). Além
disso, evidenciam-se os planos (110) e (113) na estrutura intercalada, confirmando
que o farmaco foi inserido na estrutura lamelar, pois di1o fornece o valor de “a”, sendo
a = 2di10, de acordo com a literatura. Este parametro deve se manter o mesmo,
independente do anion de intercalacdo utilizado, uma vez que esta associado a
presenca da lamela do tipo brucita, confirmando assim a intercalacdo do antibiético
ciprofloxacino, uma vez que este valor ndo sofreu alteracdo (a= 3,06) (ALEJANDRE
et al., 1999; CAVANI,1991) (Tabela 10).

Tabela 11 - Parametros da amostra ZnAIHDL e ZnAIHDAL/CIP

Amostras a(A) c(A) dos(A) E.I(A)
ZnAIHDL 3,062 22,624 7,57 2,77
ZnAIHDL/CIP 3,062 47,37 15,79 10,99

Foi monitorado o comportamento termal da amostra ZnAIHDL/CIP nas
temperaturas 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175°C, para acompanhar a estabilidade do
composto (Figura 25). Conforme pode ser observado, o material mantém sua estrutura
até 100 °C, podendo ser constatado através da presenca dos planos (003) e (006)
préximos a 5,5° e 11,9° (2 6). Acima desta temperatura, observa-se o inicio da
decomposicdo do ciprofloxacino, devido a reducdo do espacamento basal, que a

principio possuia 15,79 A e ap0s ser aquecida a 125°C passou a apresentar 11,57 A.
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Figura 25 - Padr6es DRX da amostra ZnAIHDL/CIP aquecidas a 25 (a), 50 (b), 75 (c), 100 (d), 125 (e),
150 (f) e 175 °C (g).
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A Tabela 12 apresenta os dados dos parametros de rede, espaco interlamelar
e espessura das folhas de ZnAIHDL/CIP aquecida nas respectivas temperaturas. Os
resultados revelaram uma diminuicdo do espaco interlamelar de 15,79 (25°C) para
15,21 (50°C). De forma similar, o espaco interlamelar também foi reduzido de 10,99 A
para 10,66 A, respectivamente. Porém, a estrutura ao continuar a ser aquecida,
demostra aumentar o espacamento basal novamente, apresentando valores de 15,42
A (75°C) e 15,81 A (100°C). Esta reducéo seguida de um aumento, pode ser explicada
devido a oscilagéo de temperatura que faz com que haja uma diminui¢cado na proporg¢ao
de particulas pequenas e um aumento na proporcdo das particulas maiores do
farmaco (ALLEN, 2010; FLORENCE e ATTWOOD, 2006). Acima de 100°C é possivel
observar uma diminuicdo gradativa do espacamento basal, configurando assim a
degradacédo progressiva do ciprofloxacino e desconfiguracdo da estrutura do material

intercalado.

Tabela 12 - Pardmetros da amostra ZnAIHDL/CIP, obtidos a partir dos padrdes DRX, em diferentes
tratamentos térmicos por 1 h.

Temperatura a(A) ¢ (A) doo3 (A) e.i (A)

25°C 3,06 47,28 15,79 10,99

50 3,06 45,63 15,21 10,41
75°C 3,06 46,26 15,42 10,62
100°C 3,06 47,43 15,81 11,01
125° 3,06 34,71 11,57 6,77
150°C 3,06 34,68 11,56 6,76

175°C 2,90 34,68 11,56 6,76
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Além da temperatura, outro fator analisado foi o pH, pois também é um dos
fatores importantes quando se trata da estabilidade do farmaco. Na figura 26 pode-se
observar o padrdo DRX da amostra ZnAIHDL/CIP em pH acido (pH 4), neutro (pH 7 —
que corresponde ao pH da estrutura) e basico (pH = 10). O padrad DRX da amostra
referente ao tratamento em pH 4 nao apresenta o plano (110), o que sugere uma
desconfiguracdo da lamela octaédrica, pois em pH acido ocorre a destruicdo da
estrutura do HDL, liberando os anions presentes no espaco interlamelar e consumindo
acido. Essa caracteristica resulta na propriedade antiacida dos HDLs, devido a sua
basicidade. Quando ocorre a intercalacdo de medicamentos, a nanoparticula que
deve ser protegida do atague acido do estdmago (pH 1,2), somente a presenca das
lamelas do HDL ndo séo suficientes para que ocorra a sua protecao (CHOY et al.,
1999; AGRAHARI et al., 2017). E possivel observar o deslocamento do plano (003),
indicando a presenca do ciprofloxacino, isso se deve a estabilidade do farmaco em
pH3- 4,5. A intercalacdo apds a reconstrucdo, seguida de agitacdo (troca ibnica)
ocorre em pH neutro ou alcalino, logo foi possivel observar que apenas a estrutura se
manteve em pH10, apresentando diferencas minimas em relacdo ao pH 7,
demonstrando uma reducdo do espaco interlamelar para 10,69 A (AMBROGI et al.,
2003).

Figura 26 - (a) Padrdo DRX ZnAIHDL/CIP — pH4; (b) ZnAIHDL/CIP — pH7; (c) ZnAIHDL/CIP — pH10.
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A influéncia do tempo também foi avaliada, pois de acordo com Del Arco
(2009) a cristalinidade da hidrotalcita aumenta com o decorrer do tempo de agitacao
da solucdo. Na figura 27 é possivel observar a evolucao da formacdo do material
intercalado e com relacéo ao tempo de 24 a 72 horas. Com 12 horas de agitacdo para
intercalagéo a amostra apresentra baixa cristalinidade e com 72 horas observa-se
picos mais intensos. Podendo ser evidenciado através de uma maior intensidade e
menor alargamento de meia altura a meia largura referente ao plano (003), que
respectivamente vai de 0,26 (2 6) para 0,19 (2 8) (FWHM).

Figura 27 - (a) Padrdo DRX ZnAIHDL/CIP — 12h; (b) ZnAIHDL/CIP — 24h; (c) ZnAIHDL/CIP - 48h; (d)
ZnAIHDL/CIP — 72h.
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Na tabela 13 constam os valores dos parametros e do tamanho do cristalito
gue corroboram com a literatura, com um aumento gradativo do espacamento basal
(12,36 A - 15,79 A) e do interlamelar (7,56 A — 10,99 A) (KAUL et al., 2017). Segundo
Haraketi et al., (2017), outro fator que confirma a influéncia do tempo € a diminuicéo
do tamanho do cristalito com maior tempo de agitagéo, que no caso de ZnAlHDL/CIP
foi de 32, 89 A para 15,08 A.



74

Tabela 13 - Parametros da amostra ZnAIHDAL/CIP com variagdo do tempo de sintese.
Tempo (h) a(A) c(A) dosz(A) e.i(d) Tamanho de cristalito

(nm)
12 3,08 37,08 12,36 7,56 32,89
24 3,05 46,74 1558 10,78 29,09
48 3,08 47,04 1568 10,88 17,96
72 3,06 47,28 15,79 10,99 15,08

5.3 ESTUDO IN VITRO DO PROCESSO DE LIBERACAO ZnAIHDL-CIP

Os estudos de liberacdo sao de fundamental importancia para determinacéo
do comportamento do farmaco em relacao ao veiculo, bem como com o sistema no
qual se encontra incorporado, permitindo verificar as possiveis interagces entre o ativo
e 0s componentes da formulacdo. Neste estudo, teve-se como intuito verificar se o
farmaco incorporado a sistemas nanoestruturados apresentava comportamento de

liberacdo modificado, com relacdo ao farmaco livre.

5.3.1 Andlise comparativa dos métodos de disco-difusdo e difusdo em poco

Foram realizados bioensaios pelo método de disco-difuséo e difusdo em poco,
sdo métodos qualitativos e passiveis de uma analise comparativa em relacdo a
atividade das amostras frente as cepas bacterianas utilizadas no estudo. As duas
técnicas apresentaram a formacdo de halo de inibicdo ao redor dos discos e dos
pocos. Verificou-se que, em ambos, ndo houve a formacdo de halo no controle
negativo ZnAIHDL. As amostras ZnAIHDL/CIP, CIP/PADRAO e ATB/CDC inibiram o
crescimento das bactérias, com formacéo de halos de inibicdo ao redor de onde foram

depositadas as solucdes testes (Figura 28).



Figura 28 — Ensaio TSA Disco-difuséo x difusdo em poco.

A) A.1 Staphylococcus aureus; A.2 Staphylococcus epidermids; A.3 Escherichia coli; A.4 Pseudomonas aeruginosa; B.1 Staphylococcus
aureus B.2 Staphylococcus epidermids; B.3 Escherichia coli; B.4 Pseudomonas aeruginosa.
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Para a técnica de disco-difusdo a amostra ZnAIHDL/CIP apresentou halos de
inibicdo com didmetro médio de 18.7, 19.3, 21.3 e 31.0 mm, inferiores aos halos do
ATB/CDC que apresentou diametros de 25.0, 24.0, 24.7 e 38.7 mm, para
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermeids, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. Essa diferenca de diametro, pode ser
explicada, devido ZnAIHDL/CIP possuir aproximadamente metade do principio ativo
do ciprofloxacino, o que pode ser confirmado com a determinacédo da CMI. E apesar
do intercalado ter difundido satisfatoriamente no meio de cultura, observou-se uma
acdo menor que o CIP/PADRAO frente as bactérias de interesse clinico
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermids que n&o ocorreu com a
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os tamanhos dos halos de inibicao
formados permitem classificar o microorganismo para ciprofloxacino 5 pg resistente
<15mm, intermediario 10-20mm e sensivel 221mm (CLSI, 2018). As cepas possuem
sensibilidade intermediaria ao ciprofloxacino (CIP/PADRAOQ), apresentando halos de
20,3+0,6mm. Exceto Pseudomonas aeruginosa que se mostrou sensivel, com halo
27,7+£0,6mm (Tabela 14).

Tabela 14 - Comparacao estatistica entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano (mm) obtidas pelas técnicas de disco-difuséo e difusdo em poco.

Disco-difuséo Difusdo em poco
Cepas ZnAIHDL/ ATB/CDC CIP/ ZnAIlHDL/  ATB/CDC  CIP/PADRA
cIp PADRAO CIP o)
Staphylococcus 18,7+0,6 25,0+0,0  20,3+0,6 20,7+0,6 25+1,0 19,3+0,6
aureus cv=3,09% cv=3,09% cv=3,09% cv=2,79% cv=2,79% cv=2,79%
b b b a a a
Staphylococcus 19,3+0,6 24,0+0,0 20,3+0,6 21,0+£1,0 26,0+1,0 18+0,0
epidermids cv=2,99% cv=2,99% cv=2,99% cv=4,96% cv=4,96% cv=4,96%
a a a a a a

Escherichia coli 21,3+1,2 24,7+0,6 20,3+0,6  25,0x0,0 31,3+0,6 22,0+0,0
cv=5,41% cv=5,41% cv=5,41% cv=0,00% cv=0,00% cv=0,00%

b b b a a a
Pseudomonas 31,0£0,0  38,7£1,2 27,7¢0,6 30,7#1,2 39,3x1,2 21,0+0,0
aeruginosa cv=0,00% cv=0,00% cv=0,00% cv=3,77% cv=3,77% cv=3,77%
a a a a a a

letras distintas indicam diferenca significativa entre as técnicas, de acordo com o teste de Tukey
(a =0,05); cv = coeficiente de variagédo
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A técnica de difusdo em poco apresentou, para ZnAIHDL/CIP, halos de
inibicdo com didmetro médio de 20.7, 21.0, 25.0 e 30.7 mm, inferiores aos halos do
ATB/CDC que apresentou diametros de 25.0, 26.0, 31.3 e 39.3 mm, para
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermeids, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa respectivamente.

Os resultados obtidos apds a realizagdo dos ensaios de disco-difusdo e
difusdo em poco indicam que a solucéo testada foi capaz de causar a morte das
bactérias cultivadas no meio e que quanto maior o tamanho do halo formado, maior a
acdo do principio ativo sobre o microrganismo (RADAELLI et al., 2018; SANTOS et
al., 2011; SOARES et al., 2008).

Com o objetivo de identificar qual método apresentou melhores resultados,
realizaram-se analises estatisticas de variancia seguindo o modelo ANOVA, a fim de
avaliar se cada método possuia uma precisdo adequada, foram calculados os
coeficientes de variacdo de cada amostra e seu respectivo patdgeno, a partir das
medidas dos halos de inibicdo (Tabela 13). Para a técnica de difusdo em poco,
observou- se que em 100% das medidas dos halos de inibicdo, utilizando os
coeficientes de variacdo, ficaram abaixo de 5%, enquanto que a de difusdo em disco
apresentou apenas 75%. Isso indica que houve uma precisao significativa da difusao
em poco entre as medidas dos halos de inibicdo (ESMERINO et al., 2004; CHERN et
al.,, 2015). Os resultados da analise estatistica seguindo o modelo ANOVA
(probabilidade de 95%), ndo apresentaram diferenca dos métodos estatisticamente
para Staphylococcus epidermids e Pseudomonas aeruginosa. E para Staphylococcus
aureus e Escherichia coli demonstraram diferenca com melhor resultado para difusao
em poco. Porém, essa diferenca pode estar relacionada ao fato de que o teste de
difusdo em poco tem eficiéncia para substancias que sao sollUveis em &agua,
possibilitando difusdo destas através do meio de cultura, ndo sendo esta diferenca,
necessariamente, em virtude da substéncia, mas da metodologia aplicada, pois o
resultado inverso acontece com a amostra CIP/PADRAO, que apresentou diferenca
estatistica com o melhor resultado para disco-difusao, ja que o ciprofloxacino puro é
pouco soluvel em agua (BANDEIRA et al., 1998; VANDEN BERGHE e VLIETINCK,
1991).
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5.3.2 Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida
(CMB)

A CMI foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2018). E
as concentracdes superiores a CMI demonstram o efeito bactericida, visto que o efeito
bacteriostatico € determinado pelo crescimento das bactérias apds o cultivo dos pogos
em placas contendo MHA, determinando assim a CMB (POZZATTI et al., 2009;
FREIRE et al., 2014) (Figura 29).

A andlise dos niveis de CMI fornece informacfes importantes sobre
sensibilidade microbiana as substancias ativas, principalmente em termos de
concentracfes que causam mortalidade ou vitalidade das espécies testadas, que é
essencial quando se seleciona a antibioticoterapia apropriada. Esse método ja esta
padronizado, possui detalhamento técnico bem definido e fornece bons resultados
quantitativos. Além disso, através desse método € possivel confirmar se 0s ensaios
realizados, para determinar a eficiéncia da intercalacdo, estdo coerentes, se apds este
processo o antibiotico esta ou ndo ativo na nanoparticula e se ocorre sua liberacéao
(BRITO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2012;).
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Figura 29 - Microplacas seriada para determinac¢éo da CMI.

LW . VN, S
PLOCPVTS
g A A A

0,4ug

1,9 ug 0,9 g 0,4ug 0,2ug

A) Staphylococcus aureus: A.1- CBM — ZnAIHDL/CIP; A.2- CMI — ZnAIHDL/CIP; A.3- CMB — ATB/CDC/CIP; A.4- CMI — ATB/CDCI/CIP; B)
Staphylococcus epidermids: B.1- CBM — ZnAIHDL/CIP; B.2- CMI — ZnAIHDL/CIP; B.2- CMB — ATB/CDC/CIP; B.4- CMI — ATB/CDC/CIP; C) Escherichia
coli: C.1- CBM — ZnAIHDL/CIP; C.2- CMI — ZnAIHDL/CIP; C.3- CMB — ATB/CDC/CIP; C.4- CMI — ATB/CDC/CIP; D) Pseudomonas aeruginosa: D.1- CBM
— ZnAIHDL/CIP; D.2- CMI — ZnAIHDL/CIP; D.3- CMB — ATB/CDC/CIP; D.4- CMI — ATB/CDC/CIP;
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Na figura 29A pode-se observar uma significativa atividade inibitoria da cepa
do Staphylococcus aureus da amostra ZnAIHDL/CIP (Linhas — A, B e C) nas
concentracfes de 500 ug (Coluna 1) a 0,4 ug (Coluna 11), observando que sua CMB
€ 0,9 ug (Figura 29A.1) e CMI é 0,4 pg (Figura 29A.2). A amostra ZnAIHDL (Linha D
— controle negativo) ndo apresentou nenhuma atividade, como o esperado. A amostra
ATB/CDC (Linhas E, F e G) apresentou atividade bactericida nas concentracdes de
500 pg (Coluna 1) a 0,2 pg (Coluna 12), sua CMB € 0,4 ug (Figura 29A.3) e CMI 0,2
ug (Figura 29A.4).

Na figura 29B ha atividade inibitoria da cepa do Staphylococcus epidermids
da amostra ZnAIHDL/CIP (Linhas — A, B e C) nas concentragdes de 500 pg (Coluna
1) a 0,9 pg (Coluna 10), observando que sua CMB ¢é 1,9 ug (Figura 29B.1) e CMI é
0,9 pg (Figura 29B.2). A amostra ZnAIHDL (Linha D — controle negativo) nao
apresentou nenhuma atividade, como o esperado. A amostra ATB/CDC (Linhas E, F
e G) apresentou atividade bactericida nas concentragdes de 500 ug (Coluna 1) a 0,2
ug (Coluna 12), sua CMB € 0,4 ug (Figura 29B.3) e CMI 0,2 ug (Figura 29B.4).

Na figura 29C pode-se constatar atividade inibitéria da cepa do Escherichia
coli da amostra ZnAIHDL/CIP (Linhas — A, B e C) nas concentracdes de 500 pug
(Coluna 1) a 1,9 ug (Coluna 9), observando que sua CMB é 3,9 ug (Figura 29C.1) e
CMI é 1,9 ug (Figura 29C.2). A amostra ZnAIHDL (Linha D — controle negativo) ndo
apresentou nenhuma atividade, como o esperado. A amostra ATB/CDC (Linhas E, F
e G) apresentou atividade bactericida nas concentracdes de 500 pg (Coluna 1) a 0,9
Hg (Coluna 10), sua CMB é 1,9 ug (Figura 29C.3) e CMI 0,9 ug (Figura 29C.4).

Na figura 28D pode-se constatar atividade inibitoria da cepa do Pseudomonas
aeruginosa da amostra ZnAIHDL/CIP (Linhas — A, B e C) nas concentracdes de 500
ug (Coluna 1) a 0,2 pg (Coluna 12), observando que sua CMB € 0,4 ug (Figura 29D.1)
e CMI é 0,2 ug (Figura 29D.2). A amostra ZnAIHDL (Linha D — controle negativo) ndo
apresentou nenhuma atividade, como o esperado. A amostra ATB/CDC (Linhas E, F
e G) apresentou atividade bactericida nas concentracdes de 500 ug (Coluna 1) a 0,2
ug (Coluna 12), sua CMB € 0,4 ug (Figura 29D.3) e CMI 0,2 ug (Figura 29D.4).

De maneira geral, a linha 8, que foi destinada aos controles, pode-se
identificar que a viabilidade do patégeno (Coluna 2, 3 e 4) demonstrou que todas as
cepas utilizadas estavam viaveis. A esterilidade do meio (Coluna 6,7 e 8) estava sem
contaminacéo. E o CIP/PADRAO na concentrac¢éo de 5 pg (Coluna 10, 11 e 12) inibiu

0 crescimento dos microrganismos, exceto Staphylococcus aureus. Novamente 0s
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resultados do ATB/CDC, demonstraram mais atividade que ZnAIHDL/CIP devido
apresentar o dobro do principio ativo.

Os resultados apresentados neste estudo, sdo considerados satisfatorios,
pois a CMB nao excedeu a CMI em mais que o dobro, resultados que corroboram com
a literatura. Concluindo que a amostra ZnAIHDL/CIP possui atividade antimicrobiana
tanto em bactéria Gram-positiva quanto em Gram-negativa, mostrando que também
possue um amplo espectro de acdo comparando-se ao ATB/CDC (OLIVEIRA et al.,
2012; MARANHO, 2000).

5.3.3 Liberacao Controlada de ZnAIHDL/CIP pelo método de difusdo em poco

Devido a técnica de difusdo em poco ter apresentando diferenca estatistica
(ANOVA) em duas cepas bacterianas, foi realizado o acompanhamento do
crescimento/reducdo do halo de inibicdo, durante 24, 48, 72 e 96h, para verificar se
ZnAIHDL/CIP realiza liberagéo controlada do farmaco (Tabela 14).

Com o intuito de avaliar qual amostra apresentou melhores resultados,
realizaram-se andlises estatisticas de variancia seguindo o teste de Tukey, com
probabilidade de 95%, foram calculados os coeficientes de variacdo de cada amostra
e seu respectivo patdgeno/tempo, a partir das medidas dos halos de inibicdo, fazendo
uma associacdo do tamanho do halo com a agdo do farmaco (RYU et al., 2010).
Observou-se que as medidas do halo de inibicdo de ZnAIHDL/CIP utilizando o
coeficiente de variacdo, s6 apresentaram tamanhos acima de 5% para
Staphylococcus epidermids, em 48, 72 e 96 horas. ATB/CDC apresentou apenas no
tempo de 72 horas para Pseudomonas aeruginosa. E para CIP/PADRAO, foram as
cepas de Staphylococcus aureus, no tempo de 72 e 96 horas e Escherichia coli em
48 e 72 horas. Isso indica que houve uma precisao significativa da difusdo em poco
entre as medidas dos halos de inibicdo com relagdo ao tempo (ESMERINO et al.,
2004; CHERN et al., 2015).

Dessa forma, foi possivel constatar que o comportamento da amostra
ZnAIHDL/CIP em relacdo ao Staphylococcus aureus ndo apresenta diferenca
estatistica, ou seja, os halos de inibicdo se mantiveram. Para o Staphylococcus
epidermids houve uma constante em 24, 48 e 72 horas e diferenga somente quando

se atingiu 96 horas, indicando uma diminuicdo no halo de inibicdo e uma possivel
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reducdo da acdo do farmaco. Na Escherichia coli apresenta um “pico de ag¢ao” do
farmaco entre 24 e 48 horas, apés isso demonstra uma diminuicdo do halo, porém
nao apresenta diferenca estatistica em 72 e 96 horas, mantendo a mesma ag¢ao em
relacdo a bactéria. E a Pseudomonas aeruginosa ndo apresenta diferenca estatistica.
Diante desses dados € possivel classificar que a amostra ZnAIHDL, possui um sistema
de liberacdo de droga sustentada, pois mantem seus halos de inibicdo ou apenas
apresenta uma pequena reducao, porém continua a agir de forma constante (BRASIL,
2011; COLLETT e MORETON, 2005; LORD, 2001).

A acdo da amostra ATB/CDC para Staphylococcus aureus nao apresentou
nenhuma diferenca. Para o Staphylococcus epidermids a amostra apresenta melhor
resposta entre 24 e 48 horas, ap6s isso demonstra uma diminuicdo do halo, porém
nao apresenta diferenca estatistica em 72 e 96 horas, mantendo os niveis de acao do
farmaco. A acéo diante da Escherichia coli se caracteriza por entrega imediata, pois
apresenta diferenca estatistica decrescente em relacdo ao tempo (BRASIL, 2011;
ANSEL et al, 2007; COLLETT e MORETON, 2005; VEIGA, 1988). E para
Pseudomonas aeruginosa nao apresenta diferenca estatistica.

O CIP/PADRAO para o Staphylococcus aureus ndo apresentou nenhuma
diferenca. Para Staphylococcus epidermids e Escherichia coli apresenta diferenca
estatistica decrescente em relacdo ao tempo. E Pseudomonas aeruginosa nao
apresenta diferenca estatistica.

A diferenca entre o tratamento convencional e a utilizacdo de nanoestruturas
esta basicamente em como o medicamento € conduzido no organismo. Em tese, nada
muda em relac@o ao antibiético, mas no seu transporte até as células. O antibiotico
intercalado em uma nanoparticula menor do que a célula, o que possibilita sua
atuacao tanto extra como intracelular (CASTRO, 2009; ANSEL, 2007)



Tabela 15 - Comparacéo estatistica entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (mm) x tempo obtidas pelas técnicas

dedifusdo em poco

ZnAIHDL,/TIP ATB,CDC [:IP,.-"PﬁDHﬁI]
Microrganismos 2dH 48H T2H 96H 2JH 48H T2H 96H 2dH 48H T2H 9sH
20,670,558 2067059 2067060 2067+0,61 20,00+0,57 25,330,557 2467+115 24,3535+057 19,533+0,57 18,33+0,57 16,67+l 52 1633+01,52
Satophylococeus
[ e o [2,79%) o (2,79%) o (279%) o (2,79%) ov (227%) ov (227%) o (4,68%) o (37 o (2,98%)  ov(314%) o (9.1e%) oy (9,35%)
a a a a a a a a a a a a
21,0041,00 22,33x1,52 22a7+1 52 22674152 26,00+100 2500000 24,00+0,00 24.00£0,00 15,00£0,00 1500+000 1367+057 13,67+057
Siophylococcus
epidermidis oy (4,76%) o (6,83%)  ov(B,73%) o (6,73%) o/ (385%) o (000%) o (D00%) o0 (000%) o (0,00%) o (000%) o (4,22%)  ovid,22%)
a a a b a ab b b a b C C
26,00£1,00  25,00+0,00 2400000 24 o000 31,533%057  30,00#0,00 27,00+0,00 25,000,000 21,00+1,73 1767230 14674152 13,00+0,00
Escherichio cali
oy [3,85%) oo (0,00%)  ow(000%) o (000%) o (154%) o (000%) o (000%) o0 (000%) o (5,24%) o (13,07%) o (10, 41%) ov(0,00%)
a ahb b b a a b C a b C d
30,67+1,15 51,00+1,00 31,00£1,00 51,00+1,75 39,33£115 3900£100 35500+2,00 S6,67+152 21,00£0,00 2100£000 2033057 1967+057
Prewdamonas
CEFsFina ST oy [3,76%) o (3,22%) ov(322%) o (558%) o (293%) o (2,00%)  ov(5,56%) ov(4,16%) o (0,00%) o/ (000%) o (2,83%)  ovi(2,93%)
a a a a a a a a a a ab b

letras distintas indicam diferenca significativa entre as técnicas, de acordo com o teste de Tukey (a = 0,05); cv = coeficiente de variagao
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5.3.4 Ensaio time-kill

Dentre os métodos descritos para avaliar a sinergia in vitro entre o antibiotico
e a nanoparticula, o teste de time-kill tem sido amplamente utilizado e validado. O
time-kill avalia a atividade bactericida, a partir dos resultados podem ser obtidos dados
de poténcia em funcdo do tempo de interacdo da combinagcdo antibacteriana
(BONAPACE et al., 2000; SOPIRALA 2010).

A partir da analise comparativa dos testes de disco-difusdo e difusdo em poco,
conclui-se que Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentaram melhor
resultado para difusdo em poco. Dessa forma, para o teste time-Kkill foi utilizado apenas
a cepa de Escherichia coli, pois € o agente mais frequiente envolvido em infec¢cbes
urinarias, sendo responsavel por 90% ou mais das infec¢cdes adquiridas na
comunidade. O ciprofloxacino é um dos antibi6ticos mais prescritos empiricamente
nas infec¢des urinarias, devido ao amplo espectro de acdo em gram-negativos e
gram-positivos, e também pela comodidade terapéutica que ele apresenta (via
injetavel e oral) (DINIZ e SANTOS, 2015; HOOTON, 2012).

O ensaio time-Kill foi realizado com a cepa da Escherichia coli para determinar
em quanto tempo o ZnAIHDL/CIP em comparacdo ao ATB/CDC age inibindo o seu
crescimento. Estes resultados estdo apresentados na Figura 30. Onde h& a relacdo
do crescimento bacteriano e a atividade de ciprofloxacino incorporado na
nanoparticula e o antibiético padréo.

Na Figura 30 é possivel acompanhar o ciclo de crescimento Escherichia coli
(C.V. E. C) que apresenta quatro fases principais. A primeira corresponde fase
lag onde ocorre intensa atividade metabdlica. Contudo, as células ndao se dividem.
Essa fase pode durar alguns minutos, como no caso da Escherichia coli que leva em
média de 20 a 30 minutos, que corrobora com o resultado apresentado de 40 minutos.
A segunda fase é a log (logaritmica) onde a partir de um determinado momento, as
células iniciam seu processo de divisao entrando no periodo de crescimento. Durante
esse periodo, a reproducdo celular encontra-se extremamente ativa, e o tempo de
geragao atinge um valor constante, é o periodo de maior atividade metabdlica da
célula que ocorreu a partir de 40 minutos até 8 horas. A terceira fase € a estacionaria
em que ocorre a deplecdo de nutrientes ou 0s produtos tOxicos provocam uma
diminuicdo no crescimento até que o numero de células novas produzidas equilibra-

se com o numero de células que morrem, resultando em um steady state (estado de
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equilibrio), que ocorreu de 8 a 10 horas. E a quarta fase € a da morte, caracterizando-
se por um declinio no nimero de células bacterianas viaveis que no caso aconteceu
de 12 a 144 horas (WHO, 2

018; VALERO e GINER, 2006).

Figura 30 — Ensaio time-kill

Abs, 600nm D.O = log (10/1)

Tempo (MIN) Tempo (HORAS)
@ CVEC( ZNAIHDL/CIF ATBICD( ® CVE JNAIHDLICIP ATBICD

Densidade Optica (D.O.) da cultura corresponde a Absorvancia, que é determinada com
base na expressédo D.O = log (lo/l), ondel, é a intensiade da luz incidente e | é a intensidade
da luz transmitida através da suspenséo de células.

As amostras ZnAIHDL/CIP e ATB/CDC diferem no inicio de liberacdo do
principio ativo, demonstrando uma liberacdo mais lenta do ZnAIHDL e uma liberagéo
imediata de ATB/CDC, no periodo de 0 a 24 horas, atingindo atividade bactericida
méaxima em 24horas e a partir desse intervalo um declinio da atividade antimicrobiana.
Porém, comparando a perda gradativa dessa atividade antimicrobiana a partir do
periodo de 48 horas do nanohibrido e ATB/CDC mostra um tempo de acao prolongada
da nanohibrido em relacao a formulacdo comercial.

Na Tabela 16 o constam os valores do tempo de duplicacédo e a taxa de
crescimento especifico é Gtil para selecionar as condi¢cdes de cultura 6timas para o
microrganismo e estudar o efeito que uma determinada alteracdo das condicdes
ambientais exerce sobre o seu crescimento. Sendo assim, a Taxa de crescimento
exponencial do microrganismo de 0,257 "™ e o tempo duplicacdo celular 15'42",
demonstra que o C.V.E.C estava em excelentes condi¢cdes de crescimento para a
realizacdo do teste de time-kill, apresentando um periodo de geracgao inferior a 20’ que

€ o tempo de referéncia da Escherichia coli.
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Tabela 16 - Avaliagdo do crescimento e morte bacteriana.

CV.E.C ZnAIHDL/CIP ATB/CDC

Taxa de 0,257h1 - =
crescimento
exponencial do
microrganismo

Coeficiente - -0,159 ht -0,135 ht
bactericida

Taxa especificade - 0,291 h1 0,364 h?
morte bacteriana

Tempo duplicacéo 15'42" - -
celular

Tempo para uma - 9'54" 8'10"
geracao morrer

Tempo de efeito - 17'46" 22'40"
bactericida minimo
eficaz

Os valores do tempo de duplicacdo e a taxa de crescimento especifico
também foram utilizados para avaliar o método time-Kill, tempo em que a substancia-
teste leva para matar as células microbianas. Verificou-se que ATB/CDC possui 0
coeficiente bactericida de -0,135M"! e Tempo para uma geracdo morrer de 8'10", frente
a -0,159"1 e 9'54" do ZnAIHDL/CIP, possui uma liberagdo imediata do ciprofloxacino.

Ao ser compar a taxa especifica de morte bacteriana 0,364 h'' de ATB/CIP e
0,291 h-1 ZnAIHDL/CIP e tempo de efeito bactericida minimo eficaz de 22'40" e 17'46",
respectivamente, nota-se que a velocidade da perda de ac¢édo do farmaco ocorre de
forma mais rapida do que a do nanohibrido, notando-se uma acao mais prolongada
em cada tempo que foi analisado, podendo observar que o antibiético comercial tem
0 mecanismo de a¢do mais rapido, reduzindo com maior rapidez suas concentracdes
na suspensao teste. ZnAIHDL/CIP, apesar de também apresentar uma diminui¢ao
gradativa, a velocidade em relacéo ao tempo € menor, mantendo sua agao por mais

tempo na suspencao teste, apresentando uma liberacdo diaria melhor do que o
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ATB/CDC, ele fornece a dinamica da acéo da substancia-teste e sua interacdo com o

tempo (Tabela 17).

Tabela 17 - Valores absolutos de concentragao de células bacterianas de Escherichia coli.

Horas x10"® UFC/ml
Tempo CV.E.C ZnAIHDL/CIP ATB/CDC
0 1,5 6 6
0,33 1,5 7,2 4,65
0,66 3 6,15 4,05
1 3 5,85 4,05
15 4,5 5,55 3,75
2 4,5 54 3,6
3 6 5,25 3,45
4 9 3,6 2,55
6 12 2,7 1,95
8 13,5 2,4 1,95
12 6 2,25 1,95
24 4,5 1,2 0,9
48 3 1,65 2,1
72 3 1,95 2,7
96 3 2,1 2,7
120 3 3,15 3,9
144 1,5 6,15 7,95

Time-Kill fornece a dindmica da a¢&o da substancia-teste e sua interagdo com o tempo

Placas de petri por Pour-plate ou disseminacédo (método em profundidade) em
meio de chromocult coliform agar (Figura 31). O modo usual de realizar uma contagem
de células viaveis permitiu determinar o nimero de células capazes de formar colonias
UFC num meio de cultura sélido com composicdo adequada ao crescimento do
microrganismo em causa. Assim foi possivel obter os valores absolutos de
concentracdo de células por ml de suspensdo. O resultado deste teste validou o
acompanhamento da curva de crescimento da Escherichia coli. E confirmou que de 0
a 120horas houve inibicdo completa do crescimento bacteriano pelas amostras de
ZnAIHDL/CIP e ATB/CDC.



Figura 31 - Contagem de células viaveis
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6 CONCLUSAO

Por rota mecanoquimica, foi possivel realizar a sintese de materiais hibridos
em seis variacoes de razdo de Zn?*/APR*, para encontrar a razdo adequada. Apos
encontrar o de 1,85, como demonstrou o padrao de DRX, a amostra foi nomeada de
ZnAIHDL para que assim fosse realizado IV-FTIR e Ramam que apresentaram
resultados confirmando a formagcdo do HDL, com espectros caracteristicos deste
material. Com os resultados obtidos através das técnicas de caracterizacdo, é
possivel concluir que, efetivamente, foi sintetizado o HDL com os &anions
interlamelares selecionados e morfologia adequada. Este HDL apresentam uma
expansao nos seus espacos interlamelares, possibilitando a sintese para intercalacéo,
possuindo 7, 57 A de espacamento basal e 2, 77 A de espaco interamelar, que sdo
valores similares encontrados na literatura. Assim, foi possivel constatar que a
amostra ZnAlHDL apresentou caracteristicas (estruturais e quimicas) que a torna um
material potencial para ser utilizada com matriz de armazenado de liberacéo.

Para o processo de intercalacdo do antibidtico na nanoparticula, usou-se o
método de reconstrucdo que pode ser confirmado através do padrao DRX, o qual
mostrou deslocamento do plano (003), relacionado ao HDL, para angulos menores de
20, evidenciando que houve uma fase intercalada, com aumento do espagcamento
basal para 15,79 A e espaco interlamelar para 10,99 A. E o valor de “a” ndo sofreu
alteracdo, mantendo a identidade do HDL. Para que ocorresse a incorporacao
completa do antibiético, foi constatado que sdo necessarias 72horas, tempo que
apresentou perfil DRX com boa cristalinidade, picos de difracdo estreitos e bem
definidos. O nanohibrido (ZnAIHDL/CIP) formado apresentou instabilidade em pH
acido, devido a caracteristica de basicidade do HDL, sendo uma limitacdo comum a
utilizac@o da argila aniénica devido esta possuir sensibilidade aos pHs acidos como o
do estdbmago, entretanto utiliza-la incorporada em matrizes poliméricas ou biohibridas
pode ser uma alternativa eficiente para que protejam o farmaco durante a passagem
gastrica.

Durante a realizacdo do TSA, ZnAIHDL demonstrou ser um bom carreador do
ciprofloxacino. Com halos de inibicdo com diametro médio de 20.7, 21.0, 25.0 e 30.7
mm. Também apresentou melhor indice terapéutico, comparado ao farmaco
comercial, mesmo com concentracdo inferior, em relacdo a quantidade do principio
ativo = 33,3 (ZnAIHDL/CIP) e 65,3 ug (ATB/CDC). Sendo necessario para causar um
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efeito terapéutico de CMB 0,9 pg, 1,9 ug, 3,9 pg e 0,4 ug com reducéao dos efeitos
toxicos resultantes da proporcao da dose terapéutica para Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermeids, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Que
possuem sensibilidade intermediaria ao ciprofloxacino, apresentando halos de
20,3+0,6mm, com excecdo da Pseudomonas aeruginosa que se mostrou sensivel,
com halo 27,7+0,6mm. Os testes de liberac&o do farmaco comprovaram que o sistema
de entrega da droga € de liberacdo sustentada através do hibrido ZnAIHDL/CIP que
apresentou atividade permanente na difusdo em poco por 96h. Taxa especifica de
morte bacteriana de 0,364 "1 (ATB/CIP) e 0,291 "1 (ZnAIHDL/CIP). Tempo de efeito
bactericida minimo eficaz de 22'40" e 17'46" de 24-120h, sendo comprovado pela
contagem direta de células viaveis, que de 0 a 120horas houve inibicdo completa do
crescimento bacteriano pelas amostras de ZnAIHDL/CIP e ATB/CDC.

Os resultados obtidos mostraram que a liberacao é mais lenta do CIP quando
intercalado em HDL. Podendo concluir que o material desenvolvido neste trabalho é
grande promissor para carreador de farmacos, pois potencializa sua atividade com
novas caracteristicas aos farmacos convencionais, € em sua maioria, CoOmo
encontrado na literatura, é capaz de melhorar a eficiéncia terapéutica. Com a
intercalacdo do antibidtico foi possivel observar que seu mecanismo de acdo sofreu
alteracdo, através do teste in vitro, podendo assim ser uma possivel saida para

combater a resisténcia aos antibidticos.
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