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LAYERED DOUBLE HYDROXIDES: INORGANIC NANOPARTICLES FOR STORAGE AND RELEASE OF SPECIES OF
BIOLOGICAL AND THERAPEUTIC INTEREST. Studies about the inorganic nanoparticles applying for non-viral release of
biological and therapeutic species have been intensified nowadays. This work reviews the preparation strategies and application of

layered double hydroxides (LDH) as carriers for storing, carrying and control delivery of intercalated species as drugs and DNA

for gene therapy. LDH show low toxicity, biocompatibility, high anion exchange capacity, surface sites for functionalization, and a
suitable equilibrium between chemical stability and biodegradability. LDH can increase the intercalated species stability and promote
its sub-cellular uptake for biomedical purposes. Concerning the healthy field, LDH have been evaluated for clinical diagnosis as a

biosensor component.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais hibridos € um campo de pesquisa
que vem apresentando um desenvolvimento considerdvel nos dltimos
anos, devido principalmente ao fato de combinar o conhecimento
tradicional com as novas abordagens e as modernas tecnologias. Esse
desenvolvimento tem como objetivo atender a crescente demanda
por novos materiais multifuncionais, com variadas aplicacdes em
Fisica, Quimica, Biologia, Agricultura e Medicina. Particularmente,
merece destaque o nimero de trabalhos que tratam da utilizacio de
nanoparticulas como cdpsulas de armazenamento ou carregadores de
espécies de interesse bioldgico e terapéutico.'”

Diversos sistemas para liberagao controlada de drogas tém
sido engendrados e descritos, com suas vantagens e desvantagens
comparadas, podendo ser classificados em quatro grupos principais:
carregadores virais, compostos catidnicos organicos, proteinas
recombinantes e nanoparticulas inorganicas. Exemplos recentes
incluem: pontos quanticos (quantum dots) ou nanocompositos
magnético-fluorescentes;** géis poliméricos;*” nanotubos de carbono
ou silica funcionalizados;? cdpsulas multilamelares de polieletrdlitos;’
nanoparticulas de ouro'®!" e hidréxidos duplos lamelares (HDL).'?
A Figura 1 mostra alguns exemplos de espécies nanoparticuladas de
interesse na drea médica.

Particularmente, a busca por terapias antitumorais novas e racio-
nais, aliadas as técnicas de diagndstico mais seguras, envolve o pla-
nejamento e a obtencdo de drogas ou farmacos alvo-especificos, isto
é, que tenham alta especificidade para determinada biomolécula ou
componente celular, podendo entdo serem transportados e liberados
apenas em sitios escolhidos ou apropriados, aumentando sua eficicia
terapéutica e diminuindo seus efeitos colaterais. Uma estratégia cria-
tiva € utilizar nanoparticulas multifuncionais, capazes de carregar o
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Figura 1. Alguns tipos de nanoparticulas empregadas em estudos de transpor-
te de espécies de interesse na drea médica: (A) lipossomas; (B) nanoparticulas
de ouro ou silica funcionalizadas; (C) particulas lamelares passiveis de sofrer
intercalagdo e (D) nanotubos de carbono funcionalizados

farmaco e que, adicionalmente, contenham um composto (proteina,
anticorpo ou ligante) reconhecido apenas por proteinas ou receptores
associados a células tumorais (biomarcadores). Dessa forma, com
engenhosidade e combinando conhecimento de diferentes dreas,
consegue-se aprimorar a estratégia de drogas alvo-especificas.!>1¢
Os carregadores virais tém sido reportados como os mais eficien-
tes, mas apresentam muitos efeitos colaterais, tais como respostas
imunes e mutacdo dos genes. Os carregadores catidonicos (lipidios e
polimeros) podem evitar tais problemas, porém usualmente s3o muito
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Tabela 1. Comparagdo das propriedades de varias nanoparticulas inorganicas'

Tipo Tamanho (nm) Forma Citotoxicidade (mg/mL) Biodegradacao Eliminac¢ao®

Au 1-100 esférica/bastio > 0,05 Nao A,CouM

C“ (nanotubos) 1-10 tubular > 0,05 Nio A,CouM

Cyo00 ~1 esférica ~500® Nio A,CouM

HDL 30-200 lamelar ~1 Sim Dissolugdo

SiO2 5-100 esférica ~1 Nio A, CouM

F13304 1-50 esférica 0,5-2,0 Nao A,CouM

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

téxicos para a célula. Em contraste, os materiais inorganicos geral-
mente apresentam propriedades promissoras para serem utilizados
como carregadores, tais como boa biodisponibilidade,'” baixa toxici-
dade, alta biocompatibilidade, alta capacidade de insercao de espécies
ionicas, possibilidade de funcionalizagdo da superficie, aumento
da estabilidade das espécies inseridas e promocdo de sua liberacio
sustentada. Mais recentemente, também foi descrita a possibilidade
de controle do alvo celular através da morfologia e tamanho das par-
ticulas inorgénicas. Isso explica o crescente interesse na pesquisa e
desenvolvimento desses materiais para serem utilizados como novos
carregadores ndo-virais de drogas. Alguns sistemas nanoestruturados
organicos ja se encontram aprovados para uso terapéutico (por exem-
plo, sistemas a base de lipossomas, albumina e proteinas ligadas ao
PEG, (polietilenoglicol) ou em estdgio de testes clinicos (micelas
poliméricas e compdsitos de polimeros biodegraddveis). Entretanto, a
utilizacdo de nanoparticulas inorganicas se encontra em fase de testes
clinicos (nanoestruturas a base de ouro) e de testes pré-clinicos (por
exemplo, nanotubos de carbono e particulas de silica).'®

NANOPARTICULAS INORGANICAS

A Tabela 1 mostra algumas propriedades de particulas inorga-
nicas de interesse na drea médica.! Convém ressaltar que os dados
reportados sobre toxicidade de um material em particular nem
sempre concordam entre si, uma vez que esse pardmetro pode variar
com a morfologia da particula, com as substancias que recobrem a
nanoparticula etc.>?

Apesar das vantagens apresentadas pelos carregadores inorgéni-
cos, a estabilidade quimica das nanoparticulas inorgénicas (exceto
HDL), inicialmente uma propriedade excelente para manter a in-
tegridade do material durante o processo de liberacdo do farmaco,
faz com que sua biodegradacdo no plasma e citoplasma do corpo
humano seja comprometida.'* Como resultado, essas particulas ou
serdo acumuladas nas células, ou circulardo pelo plasma, ou serdo
metabolizadas. Isso ocorre devido a dificuldade que essas particulas
encontram para sofrer exocitose. O HDL ¢ a tinica excecdo devido
a sua alcalinidade e capacidade de lenta degradacéo em meio acido,
como o do citoplasma (pH = 4-6), resultando em fons como Mg?,
AT, CO*, CI, que podem deixar a célula através dos canais idnicos
competentes ou disponiveis. Assim, o HDL parece apresentar um
equilibrio favoravel entre estabilidade quimica e biodegradabilidade e,
por isso, ser altamente promissor para promover a liberagio sustentada
de anions organicos na célula.

HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

Os hidréxidos duplos lamelares, também conhecidos como com-
postos do tipo hidrotalcita ou como argilas anidnicas, apresentam
estruturas bidimensionalmente organizadas e poros flexiveis como
os argilominerais. Esses materiais sdo capazes de incorporar espécies

negativas na regifo interlamelar de modo a neutralizar as cargas po-
sitivas das lamelas.!*>* Deste modo, espécies inseridas nos espagos
interlamelares podem adquirir estabilidade extra através de interacdes
eletrostaticas. Os HDL possuem ocorréncia natural e também podem
ser sintetizados em laboratério por rotas simples e de baixo custo,
que permitem o isolamento de sé6lidos de alta pureza.

Os HDL apresentam férmula geral [MZ"(I_X)M“X(OH)Z](A“')X/".
zH,0 (M = fon metélico e A™ = &nion interlamelar) e uma estrutura
derivada da brucita, um mineral de férmula minima Mg(OH),, no
qual os cdtions magnésio estao localizados no centro de octaedros,
que possuem anions hidroxila em seus vértices. Esses octaedros
compartilham suas arestas formando camadas planas e neutras,
que s@o mantidas juntas por ligagdes de hidrogénio. Quando, na
estrutura do tipo da brucita, cdtions bivalentes sdo isomorficamente
substituidos por cdtions trivalentes, a lamela passa a apresentar uma
carga residual positiva. Para que o sistema adquira a eletroneu-
tralidade, € necessdria a presenca de anions entre as lamelas, que
juntamente com moléculas de 4gua promovem o empilhamento das
camadas do hidréxido duplo com um dominio interlamelar pouco
ordenado. Nesse caso, as lamelas sdo mantidas juntas ndo apenas por
ligacdes de hidrogénio, como no caso da brucita, mas pela atracio
eletrostdtica entre as lamelas positivamente carregadas e os dnions
interlamelares. A representagio esquematica da estrutura dos HDL
¢é apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquemdtica da estrutura dos HDL (se A™ ¢ o fon
carbonato e M?*/M?* é Mg e Al (3:1), o HDL é a hidrotalcita)

As camadas inorganicas dos HDL podem ser empilhadas de
acordo com duas simetrias diferentes, resultando em celas unitdrias
romboédrica ou hexagonal. A maioria dos HDL sintéticos apresenta
cela unitaria romboédrica e, com muito menor frequéncia, cela
hexagonal; apenas os HDL com propor¢do M(II)/M(III) igual a
1 apresentam cela unitdria ortorrdmbica. Maiores detalhes sobre
a estrutura dos HDL e, também, sobre os métodos de preparacdo
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desses materiais sdo encontrados em artigos de revisao® !> ¢ em
capitulos de livros.?62

A intercalacdo de espécies organicas em HDL tem recebido
atencdo expressiva devido as diversas aplicagdes possiveis para esses
materiais hibridos orgnico-inorganicos. As propriedades dos HDL
permitem empregd-los como trocadores de anions, catalisadores,
precursores ou suporte para catalisadores, adsorventes, na sintese de
materiais cerdmicos avancados, na preparagdo de eletrodos modifica-
dos e também em aplica¢des medicinais, como antidcidos.?2223:26-40

A biocompatibilidade do HDL com a composicdo da hidrotalcita
o torna um interessante aliado nas dreas medicinal e farmacoldgica,
nas quais suas propriedades como antiacido sdo estudadas ja hd algum
tempo.** O HDL de magnésio-aluminio e carbonato é encontrado
comercialmente com o nome Talcid®, um antidcido patenteado pela
empresa Bayer AG.*#% Os antidcidos sdo administrados quando
identificados problemas de azia, refluxo gastroesofdgico e dispepsia
funcional. Um bom antidcido deve ser caracterizado pelas seguintes
propriedades: rapido efeito de neutralizagdo e agdo de longa dura-
¢do; alta capacidade tamponante na faixa de pH 3-5, evitando assim
que o pH do suco géstrico se torne muito alcalino; atividade estdvel
mesmo na presenga de outros componentes do suco géstrico.47 A
Figura 3 mostra o desempenho in vitro da hidrotalcita (abreviada
como Mg, AlCO,-HDL) e de outros compostos utilizados como an-
tidcidos. Pelo gréfico, pode-se notar que a hidrotalcita € o composto
que melhor se adapta as caracteristicas de um bom antiacido. Outros
testes mostram também que, entre vdrios antidcidos comerciais, a
hidrotalcita € a que apresenta a maior capacidade de ligacdo com
0 4cido taurodesoxicélico, um 4cido biliar téxico para a célula e a
mucosa gastrica.*’
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Figura 3. Curvas de medida de pH em fungdo do tempo para vdrios antidcidos.
Adaptado da ref. 47. Copyright 2003, com permissdo da Blackwell Publishing Ltd.

Além do uso como antidcido, no qual o HDL € o principio ativo,
esses compostos também vém sendo empregados hd algum tempo
como excipientes farmacéuticos. Nos ultimos anos, observa-se um
nimero crescente de artigos cientificos e de patentes que focam
a intercala¢do de produtos biologicamente ativos em HDL, como
uma estratégia para aumentar a estabilidade das substancias, para
aplicac@o em terapias modernas e, ainda, para uso em diagndstico
clinico (Figura 4). Conforme serd visto adiante, o confinamento de
substancias em estruturas lamelares pode aumentar o seu “tempo de
prateleira”, de modo a manter as especificagdes fisicas, quimicas,
terapéuticas e toxicoldgicas do principio ativo durante o periodo de
armazenamento. Além de promover a estabilidade da substancia, os
sistemas hibridos podem direciond-la para alvos especificos (tecidos)
e/ou regular a sua libera¢do no organismo.

Neste artigo, além de farmacos ou drogas, também serao tratados
como produtos medicinais aquelas substancias capazes de tratar ou
prevenir uma doenga (como os antioxidantes) ou modificar uma fun-
¢do fisioldgica. Em 2007, dois artigos de revisdo foram publicados
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Figura 4. Principais motivagoes dos trabalhos realizados sobre intercalag¢do
em HDL de espécies orgdnicas de interesse medicinal

sobre materiais hibridos constituidos por HDL e moléculas organicas
de interesse para as inddstrias farmacéuticas e de cosméticos.**#’ Na
Tabela 2 estao relacionados os artigos reportados até 2008 sobre a
intercalacdo de farmacos e espécies de interesse bioldgico em hidré-
xidos duplos lamelares.

Na Tabela 2, ndo foram considerados trabalhos envolvendo
biomoléculas como aminodcidos, peptideos, nucleotideos, mono- ou
dissacarideos que ndo apresentam dados relacionados com o tema
deste trabalho de revisdo como, por exemplo, ensaios de liberagio ou
desintercalagdo em solucdes de pH de relevancia no meio biolégico;
estudos de viabilidade celular etc.

Por outro lado, na Tabela 3 foi dado destaque aos artigos que
tratam de sistemas hibridos de HDL com potencial aplicacdo na
drea de terapia génica. Os estudos mostram, além de resultados
de caracterizacdo estrutural e textural dos sistemas hibridos, os
ensaios de viabilidade celular. O encapsulamento de biomoléculas
funcionais, pela interagdo de lamelas catidnicas do HDL e cargas
anidnicas na biomolécula, tem permitido sua prote¢do a degradagao,
tendo até mesmo aumentado significativamente a eficiéncia de sua
transferéncia para dentro de células ou 6rgédos em mamiferos.'™ Essa
neutralizagdo de cargas pela intercalagdo, por exemplo, entre HDL e
DNA parece facilitar a penetragdo da biomolécula na célula através da
endocitose, ja que as intera¢des repulsivas entre a membrana celular
carregada negativamente e o DNA anidnico seriam minimizadas.
Outras moléculas de interesse farmac€utico como os biopolimeros
anidnicos alginato, pectina, goma xantana, carragenana, poli(a,b-
aspartato) foram intercalados com sucesso em HDL,”>* mas ndo
serdo tratadas neste artigo de revisdo, embora a associa¢ao entre um
carregador inorganico e um polimero organico possa gerar produtos
muito interessantes para a drea médica.

Desde as primeiras publicagdes sobre a intercalagdo de espécies
de interesse farmacoldgico em HDL, observa-se ndo apenas o au-
mento no nimero de trabalhos, como também o depdsito de patentes
pelos grupos de O’Hare,”””® Choy® e Costantino,'” que trabalham
na sintese e caracterizagdo de HDL hd muitos anos. Outras patentes
recentes foram encontradas relatando o uso de HDL para liberagao
sustentada de bisfosfonatos (tratamento de osteoporose)'”' e HDL
contendo fons Fe(II) nas lamelas para tratamento de deficiéncia de
ferro no organismo.'”

As propriedades dos HDL (como o cardter antidcido) podem
ser combinadas com as propriedades do composto intercalado,
resultando em um hibrido no qual as estabilidades quimica, térmica
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Tabela 2. Trabalhos publicados sobre espécies de interesse medicinal intercaladas em hidréxidos duplos lamelares

Quim. Nova

Substancia Intercalada Composi¢do do Métodos de caracterizacio Ref.
HDL M*/M*
Diclofenaco, Gemfibrozil, Ibuprofeno, Naproxeno, Acido Li/Al2 DRX; CHN; IV; TG 50
2-propilpentandico, Acido 4-bifenilacético, Acido tolfenamico
Ibuprofeno Mg /Al IV; TG; CHN 51
Acido salicilico, Acido citrico, Acido glutamico, Acido aspartico MgJ/Al DRX; TG-DTA; IV; CHN 52
Indometacina, Cetoprofeno, Acido tioprofénico Mg /Al DRX; CHN; UV/Vis 53
Acido 1-hidroxietilideno-1 ,1-difosfénico MgZ/A] e Mg3/Al DRX; CLAE; RMN 54
Acido citrico MgZ/Al DRX; IV; MEV 55
2-Carboxilato-Indol Zn,/Al e Zn /Al DRX; IV 56
Acido salicilico, Naproxeno Mg /Al DRX; IV; RMN; TG-DTA 57
Indometacina MgzlAl DRX; IV; RMN; TG-DTA 58
Acido folinico MgZ/Al DRX; TG-DTA; ICP-AES; CHN; 59
Diclofenaco MgZ/Al DRX; XPS 60
Fenbufeno MgZ/Al e Li/Al2 DRX; IV; TG; ICP-AES 61
Fenbufeno Mg /Al DRX; MET; XPS 62
Captotecina Mg /Al DRX; IV; UV/Vis; MET 63
Naproxeno MgzlAl DRX; IV; TG; ICP-AES; CHN; UV/Vis 64
Ibuprofeno Mg, /Al IV; FT-Raman; DRX; TG; EPR 65
Ibuprofeno, Diclofenaco, Indometacina Mg /Al DRX; IV; Raman; RMN 66
Acido ferilico Mg/Al DRX; TG; MEV 67
5-Fluorouracil MgZ/Al DRX; IV; TG 68
Fenoximetilpenicilina Mg3/Al DRX; IV; CHN; MEV 69
Cordicepina (ou 3-Desoxiadenosina) Mg/Al DRX; IV; MET; Eletroforese Capilar 70
Metotrexato Mngl DRX; MEV 71
Tirosina ZnZ/Al DRX; IV; ICP-AES; Area Superficial; TG- 72
DSC; MET
Acido mefenamico e Acido meclofendmico MgZ/Al DRX; IV; TG-DTA; Area Superficial 73
Protoporfirina IX e Acido perfluoroheptandico Mg /Al e Mg./Al DRX; IV; UV/Vis; TG 74
Gramicidina, Anfotericina MgZ/Al DRX; IV; UV/Vis 75
Ampicilina, Acido nalidixico
Succinato de cloramfenicol Mg /Al DRX; TG; UV/Vis 76
Acido indol-3-acético Zn/Al, Zn(OH)3 DRX; IV; TG-DTA; MEV 77
Podofilotoxina nglAl DRX; UV/Vis; MET 78
Naproxeno Zn/Al DRX; CHN; MET; Area Superficial 79
Norfloxina Mg/Al DRX; IV; UV/Vis; TG-DTA; ICP-AES 80
Celecoxib Mg/Al DRX; IV; DSC; drea superficial 81
Acido mefenamico Mg, /Al, Mg /Al, Mg, /Al DRX; CHN; IV; Raman; TG-MS; MEV 82
Curcumina Mg, /Al DRX; IV; ICP-AES; TG-DTA 83
Diclofenaco nglAl DRX; UV/Vis; CLAE; Absor¢éo topica 84
Colageno an/Al CHNS:; ICP-AES; DRX; IV; MET 85
5-Fluorouracil (5-Fu) Mg /Al DRX; MEV; CHN 86
Heparina MgZ/Al DRX; CHN; IV; MEV; MET 87
Acido mefenamico e Acido meclofenamico MgZ/Al DRX; CHN; IV; MET; UV/Vis 88
Coldgeno Zn,/Al DRX; Raman; TG; MET 89
Acido mefenamico, Acido meclofenamico e N aproxeno Mg/Al Fe CHN; DRX; IV; TG-DTA 90
Ibuprofeno Mg /Al CHN; DRX; IV; UV/Vis; TG; TEM 91
5-FluoroCitosina (5-FC) Zn,/Al CHN; DRX; IV; MET 92
L-DOPA MgZ/Al CHN; ICP-AES; DRX; IV; UV/Vis; 93
TG-DTA; TG-MS; RMN
Enalapril, Lisinopril, Captopril e Ramipril Zn /Al CHN; ICP-AES; DRX; IV; DTA; 94

TG-MS
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Tabela 3. Trabalhos publicados sobre hibridos de HDL com oligonucleotideos e dcidos nucleicos de interesse em terapia génica

Substéncia Intercalada Composigao do HDL M?*/M3** Métodos de caracterizacio Ref.
Adenosina-5-monofosfato (AMP), Guanosina-5-monofosfato (GMP), Mg, /Al CHN; TG; ICP-AES; DRX; IV, DC; 103
Citidina-5-monofosfato (CMP) e Acido desoxirribonucléico (DNA) UV/Vis

DNA, ATP, Fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) Mg /Al DRX; LSCM 104
CMP, AMP, GMP, Adenosina-5-trifosfato (ATP) MgZ/Al DRX; IV 105
DNA Mg, /Al CHN; ICP-AES; DRX 106
DNA MgZ/Al TG-DTA; MEV; MET; Eletroforese 107
DNA MgZ/Al, Mgz/Fe e Mgz/Ga DRX; TG; Eletroforese 108
DNA Mg /Al DRX; IV; MEV; DC; eletroforese 109
DNA Mg,/Al DRX; LAMMPS 110
DNA Mg, /Al DRX, LAMMPS 111
DNA Mg,/Al DRX; MET; CellTiter-Glo 112

e/ou fotoquimica, entre outras, sdo sensivelmente aumentadas em
relagdo a do farmaco livre. Além disso, o material intercalado poderd
sofrer um processo de liberagdo sustentada, decorrente da dissolucio
da matriz lamelar em funcdo do ataque 4cido ou de uma reacdo de
troca anionica.*# Essas propriedades permitem que o HDL seja um
dos materiais inorganicos apontado como promissor para uso como
suporte para o armazenamento e a liberacdo sustentada da substancia
intercalada, que pode ser um farmaco como os anti-inflamatdrios
ndo-esteroidais,’ 365 drogas anti-cancerigenas,”% um regulador de
crescimento vegetal,'” porfirinas para uso em terapia fotodindmica,”
aminodcidos,'* herbicidas,'> ou mesmo a molécula de DNA em
procedimentos de terapia génica.'’®!7 A aplicacdo do HDL como,
por exemplo, excipiente no tratamento de tulcera e em terapia de
desordens digestivas ja € descrita hd mais tempo.

METODOS DE ADMINISTRACAO E ABSORCAO DE HDL

A assimilag¢do dos materiais hibridos contendo produtos medi-
cinais intercalados em HDL tem sido investigada via administragido
enteral (pelo trato digestivo), tépica (efeito local) ou parenteral. A
liberagdo da substancia intercalada pode ocorrer através de dois
mecanismos: solubilizacdo das lamelas do HDL estimulada pelo
abaixamento do pH e/ou pela reag@o de troca anidnica com espécies
presentes no organismo. Quando administrado oralmente, o material
hibrido pode se dissolver no suco géstrico do estdmago ou participar
de reag@o de troca idnica (liberacdo sustentada) no intestino delgado,
se recoberto com um revestimento protetor (entérico) adequado (por
exemplo, com polimeros que nio se dissolvem em meio dcido). No
estomago, o HDL pode proteger a mucosa géstrica e a desintercalacdo
controlada de um farmaco pode evitar a sua alta concentracio local,
diminuindo possiveis efeitos colaterais. Para uso tépico (absor¢ao
cutinea), area de interesse também das inddstrias de cosméticos, a
substancia intercalada, aplicada na forma de cremes, adesivos etc.,
pode ser liberada por troca idnica com espécies do fluido da transpira-
¢a0 (NaCl, por exemplo). Outra possibilidade consiste na associacao
do material hibrido aos sistemas endodérmicos ou transdérmicos, ou
seja, a substincia de interesse (um anti-inflamatério ou um horménio,
por exemplo), atravessaria a epiderme, atingindo a derme ou mesmo
a corrente sanguinea.

Quando a administra¢@o € intravenosa, a particula do hibrido é
levada para o interior da célula por endocitose, um processo celular
que ocorre na resposta imunoldgica do organismo, executado por
macréfagos para degradar agentes patogénicos (moléculas, bactérias,
virus) ou particulas pequenas, e que consiste em engolfar e eliminar o
intruso.''® Dentro da célula, nos endossomas que confinam o hibrido

de HDL, pode ocorrer a dissolucdo parcial ou a troca anidnica no HDL
em razdo da presenga de fons H* e CI.”"'!''7 O HDL ainda intacto pode
escapar do endossoma, alojando-se no citoplasma, conforme ilustra a
Figura 5. Outra possibilidade € a fusdo dos endossomas com os lisos-
somos, promovendo a lenta dissolu¢do em fungdo da acidez do meio
(pH aproximadamente 4-5).° Parte do material hibrido ndo dissolvido
pode sofrer reagdes de troca idnica entre a espécie intercalada e aquelas
espécies anidnicas presentes no citosol (pH aproximadamente 7.4).
Esse método € importante para o transporte de drogas anticancerigenas,
acidos nucleicos e oligonucleotideos para as células.

Endossoma

(pH 5-6):
liberagao do
intercalado

por dissolugao
elou troca idnica

Figura 5. Possiveis etapas da incorporagdo e absor¢do de HDL pela célula

Se 0 DNA ¢ incorporado ao nicleo da célula, ele pode induzir
a producdo de uma determinada proteina ou, ainda, se compostos
(RNA ou oligonucleotideos) anti-sentido alcangam o niicleo, pode-se
regular artificialmente a expressdo de genes para inibir a produgio
de proteinas causadoras de doencas. Porém, os dcidos nucleicos néo
conseguem penetrar na membrana celular em virtude da elevada carga
proveniente dos grupos fosfato, sendo necessdria a intermediacio de
carregadores; uma vez no citosol, quando nao protegidos, os dcidos
nucleicos sido degradados pelas enzimas nucleases. Posteriormente,
o DNA ou RNA associados aos carregadores sdo transportados para
o nicleo da célula, por mecanismos ainda néo totalmente escla-
recidos. Observa-se que a eficiéncia dos carregadores inorganicos
na transfec¢do (transporte de dcido nucleico externo para células
eucaridticas) ndo € eficiente, se comparados aos nanocarregadores
organicos, mas 0s primeiros possuem as vantagens de nao sofrerem
ataques de micro-organismos, de apresentarem menor toxicidade e
de estabilizarem a macrobiomolécula.'?

A administragdo de particulas na forma parenteral requer o
controle de seus didmetros para evitar problemas de obstrucio de
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capilares, cujos didmetros médios sdo da ordem de 10 um.'""® Para
injecdo intravenosa, Choy et al.''® realizaram um estudo em que,
através de métodos convencionais, obtiveram particulas de HDL
de tamanho nanométrico e realizaram testes em cobaias. A injecdo
intravenosa de suspensdo salina de Mg, AICI-HDL (didmetro de ca.
100 nm) em camundongos adultos, seguida de exames de sangue e
de tecidos, mostraram que doses iguais ou menores que 200 mg/kg
ndo causam efeitos sist€émicos (generalizados). Porém, observou-se
irritaciio no local da aplicac@o e na injecdo intraperitonial, de modo
que a administra¢do ndo intravenosa deve ser evitada. Choy er al.'"®
estenderam os estudos e reportaram em uma patente que particulas
com didmetro entre 100 e 300 nm ndo sdo toxicas mesmo na concen-
tragdo de 400 mg/kg quando aplicadas no peritonio de ratos. Particulas
contendo metotrexato (MTX), uma droga anticancerigena, também
foram testadas in vivo através de injecdo intraperitonial.

Em outro trabalho do mesmo grupo,® o agente anticancerigeno
S-fluorouracil intercalado em HDL foi testado in vitro frente a trés
linhagens diferentes de células humanas doentes: adenocarcinoma
(A549), osteosarcoma (HOS) e hepatoma (Hep 1). Os resultados
mostraram que o HDL sem o farmaco ndo inibe o crescimento das
células quando presente em uma concentracdo inferior a 500 mg/mL,
indicando que o carregador inorganico ndo pode ser considerado téxico.
Ja outro estudo, empregando outro tipo de célula cancerosa (MNNG/
HOS, osteosarcoma humano), revelou que o HDL contendo carbonato
ndo afeta o ciclo celular, quando em concentragdes entre 1,5 e 384
pg/mL."" Choy et al."* avaliaram a toxicidade celular de Mg AlCO,-
HDL e Zn,AlCO,-HDL, as composi¢des mais utilizadas em estudos
de transporte de drogas ou biomoléculas através de HDL. Para tanto,
foram empregadas células normais de pulmao humano (L-132), células
de hepatoblastoma (HepG2) e células de adenocarcinoma de mama
(MCF-7). O meio celular continha nanoparticulas de HDL (de formato
hexagonal e tamanho médio de 200 nm) nas concentracdes entre 3,9
e 500 pg/mL (até essa concentragdo, ndo foram observadas alteracdes
na proliferagdo celular). Os testes de danos a membrana plasmadtica
também confirmaram a baixa toxicidade dos HDL; a composi¢ao com
magnésio mostrou ser menos danosa que aquela com zinco e os autores
inferiram essa diferenca a2 menor toxicidade do Mg* em relacdo ao
Zn**. Considerando uma possivel administragiio parenteral dos ma-
teriais hibridos, também foram realizados testes de hemdlise através
da incubagdo das nanoparticulas de HDL com células vermelhas do
sangue. Nas concentracdes empregadas no estudo, tanto as particulas
de Mg,AlICO,-HDL quanto de Zn,AlCO,-HDL ndo causaram a ruptura
das células vermelhas em intervalo de tempo adequado.

HDL como carregadores de produtos medicinais

A intercalac@o de moléculas biologicamente ativas na estrutura de
HDL € de interesse ndo apenas pelo fato da matriz ser biocompativel,
mas também por outros efeitos reportados.

Possivel liberacdo sustentada da droga mediada por alteragées no
pH

Tronto et al.'*' realizaram estudos sobre a liberagdo in vitro de
aminodcidos intercalados em HDL de magnésio e aluminio. A partir
dos valores de concentragdo dos aminodcidos e dos valores de pH
determinados para cada tempo, foi possivel construir graficos de
concentraciio do aminodcido e pH da solu¢do em funcio do tempo.
Analisando a Figura 6, nota-se que inicialmente o valor de pH da
solugdo € de 1,88. Essa solugd@o, que tem como objetivo simular o pH
estomacal, apresenta [HCI] = 0,0132 mol L. Nesse valor de pH da
solucdo (Regido I do grafico), o aminodcido estd na forma protonada,
o que leva a uma repulsdo entre as cargas da lamela e do aminodcido,
o qual se desloca para a solugdo.
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Figura 6. Valores de pH e quantidades de aminodcido em solugdo em fungdo
do tempo nos estudos de liberagdo in vitro para o HDL intercalado com
aspartato

Com o aumento do pH da solu¢do em funcéo da dissolugdo do
HDL, o material estard em contato com uma solu¢@o na faixa de pH
entre 2-3, préximo do ponto isoelétrico do aminodcido (Regido II).
A velocidade mdxima de liberag@o do aspartato intercalado para a
solugdo ocorre em um periodo de 3 h, quando o pH da solug@o atinge
o valor de aproximadamente 4,0 (Regido III), préximo do valor de
pK_do aminodcido (referente ao segundo grupo carboxilico) que € de
3,65. Apds esse tempo, a concentracdo de fons aspartato na solucdo
permanece praticamente constante e em torno de 1,4x10° mol L.
A partir de 3 h, quando o valor de pH € superior a 4,0, observa-se
uma velocidade de liberagdo menor. Isso ocorre porque a partir desse
valor de pH praticamente nao ocorre dissolug@o do hidréxido duplo
lamelar. Concomitante ao processo de liberacéo dos dnions organicos
intercalados por dissolu¢do do HDL, ocorre a troca dos fons aspartato
intercalados no HDL por fons cloreto da solu¢do que simula o pH
estomacal. A presencga de fons cloreto intercalados no HDL resultante
apos a liberacdo foi confirmada através da difratometria de raios X
no pé e andlise qualitativa. A troca de {ons aspartato intercalados por
ions cloreto pode ser explicada pela maior estabilizacéo da estrutura
lamelar pelos anions cloreto do que pelos anions aspartato.

Tronto et al.> realizaram também testes de liberac@o in vitro
para HDL de magnésio e aluminio intercalado com anions citrato.
A partir dos valores de concentracdo de anions citrato em solugio
e dos valores de pH determinados para cada tempo, foi construido
um grafico de concentragdo e pH em fung¢do do tempo (Figura 7).
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Figura 7. Valores de pH e quantidades de dnions citrato em solugdo em
fungado do tempo nos estudos de liberagdo in vitro para o HDL de Mg e Al
intercalado com danions citrato
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A curva de liberagao do anion orgdnico tem o perfil caracteristico
de uma liberac@o sustentada. O pH durante os testes de liberacio
foi sempre crescente em fungdo do tempo. Tal resultado pode estar
relacionado ao alto efeito tamponante do sistema, que impede que
o pH se eleve bruscamente. Padrdes de difracdo de raios X no po,
para as amostras solidas ap6s 42 h de testes de liberag@o, apresentam
picos basais referentes a intercalagio de fons citrato (d, = 1,2 nm).
Diferentemente dos resultados obtidos para HDL intercalados com
aminodcidos, para o HDL de Mg e Al intercalado com anions citrato,
o valor de espacamento basal encontrado ap6s os testes de liberacio
in vitro ndo variou em relagio ao do composto intercalado, indicando
que ndo ocorreu a reacdo de troca dos anions citrato intercalados por
anions cloreto da soluc@o. Assim, € possivel afirmar que ap6s 42 h de
contato com a solugdo dcida, os anions citrato intercalados nao foram
totalmente liberados para a soluc¢@o. A amostra MgAl-citrato-HDL
apresentou uma alta organizacdo estrutural, o que poderia dificultar a
troca com os anions cloreto da solucao durante os testes de liberacao
in vitro. Além disso, os anions citrato proporcionaram um efeito tam-
ponante na solucdo, o que néo favorece nem o processo de dissolugao
do HDL e nem a troca anidnica. O efeito tamponante dos HDL foi
demonstrado por meio de curvas de titulacio com um 4cido forte.
A Figura 8 apresenta as curvas de pH em fungio do volume de HCI
adicionado, para os HDL de magnésio e aluminio intercalados com
anions aspartato e citrato.
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Figura 8. Curvas de pH em fung¢do do volume de HCI 1,0 mol L' adicionado
para HDL de Mg e Al intercalados com (a) dnions aspartato; (b) dnions citrato

O efeito tampao para o HDL intercalado com anions aspartato,
Figura 8a, ocorreu com a adi¢d@o de 2,0 e 4,0 mL de solugdo de dcido
cloridrico, com uma variagio no valor de pH entre 4,3 a 3,5. Para
esse material, a capacidade tamponante foi de 7,0 meq g'. Para o
HDL intercalado com &nions citrato, Figura 8b, o efeito tamponante
ocorreu com a adicdo de um volume de 4cido cloridrico entre 1,0
e 3,0 mL, em que o valor de pH variou entre 2,8 a 3,1. Esse HDL
apresentou capacidade tamponante de 7,60 meq g'. Esses materiais
hibridos apresentaram curvas de titulacio com um perfil tipico de
uma base fraca sendo titulada por um 4cido forte.

Ambrogi et al! realizaram um estudo de liberagdo in vitro do
anti-inflamatério ibuprofeno em HDL de magnésio e aluminio,
simulando as condi¢des de pH do intestino delgado (pH=7,5). A
liberag@o foi realizada comparando os comportamentos do HDL-
IBUt.i. (ibuprofeno intercalado no HDL através do método da troca
ionica), HDL-IBU (mistura fisica do sal de sédio do ibuprofeno com
o HDL-CI) e do Neo-Mindol® (forma comercial do ibuprofeno na
forma de sal de sédio) em pH 7,5. O perfil de liberagcdo do HDL-
IBUL.i. foi diferente do observado para o Neo-Mindol®. A forma
comercial e a mistura fisica HDL-IBU apresentaram uma liberacao
imediata do fairmaco. O ensaio com a amostra HDL-IBUt.i. mostrou
que 60% da droga foi liberada ap6s 20 min, e que os 40% restantes
foram liberados apds 100 min. Essas diferengas provavelmente estao
relacionadas com o mecanismo de libera¢do do farmaco intercalado,
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pois a liberag@o ocorre através da troca i0nica entre os fons deriva-
dos do ibuprofeno e os fons fosfato presentes na solugdo tampao. O
difratograma de raios X do sélido, remanescente apds a liberagao,
confirma esse mecanismo devido ao desaparecimento do pico basal
em d . = 2,17 nm referente a0 HDL-IBUt.i., e 0 aparecimento do
pico em 1,09 nm referente aos fons fosfato intercalados. A liberacdo
in vitro do HDL-IBUL.i. utilizando aproximadamente as condi¢des do
meio géstrico ndo foi estudada. Essas condi¢des nao favoreceram uma
liberagdo sustentada devido a rdpida dissolucdo do HDL em baixos
valores de pH, sendo necessdrio o recobrimento entérico do material.

Aumento da solubilidade de substdncias pouco soliiveis em dgua

Ambrogi et al.®* também desenvolveram um trabalho sobre o
aumento da solubilidade de fdrmacos pouco soliveis como a indo-
metacina, cetoprofeno e o dcido tioprofénico em HDL de magnésio
e aluminio. A solubilidade € uma propriedade muito importante dos
farmacos, pois tem um papel crucial na liberag@o e absorc¢do dessas
moléculas no plasma sanguineo, ou seja, na sua biodisponibilidade.
As medidas de solubilidade do farmaco livre, do mesmo intercalado
e do material formado pela mistura fisica do firmaco—-HDL foram
determinadas em um ensaio a 37 °C, no qual o material em p6 foi
colocado em um meio contendo suco géstrico (pH = 1,2) sem pepsina.
Os trés farmacos, quando intercalados em HDL, apresentaram um
aumento na solubilidade enquanto a molécula livre e a mistura fisica
ndo mostraram modificagdes. Para a indometacina, por exemplo, a
concentracio obtida no ensaio apés 3 h, com o farmaco livre e com
a mistura fisica, foi aproximadamente seis vezes menor do que a
concentracdo do farmaco previamente intercalado. Segundo os auto-
res, o aumento na solubilidade pode estar relacionado a auséncia de
cristalinidade do material intercalado, ocorrendo a liberacéo direta da
forma i6nica pela rdpida dissolu¢do do HDL em meio 4cido.

Aumento da estabilidade quimica de substancias frente a luz,
calor, umidade, oxigénio molecular etc

Estudo sobre a decomposi¢@o térmica do anti-inflamatério na-
proxeno em HDL de magnésio e aluminio utilizando as técnicas de
difratometria de raios X e absor¢@o no infravermelho in sizu foi reali-
zado por Wei et al..** As mudancas observadas durante o processo de
decomposi¢do usando tais técnicas estdo de acordo com os dados de
andlise térmica. A espectroscopia no infravermelho e a difratometria
de raios X mostram que a decomposi¢do do naproxeno intercalado
ocorre em aproximadamente 250 °C, temperatura na qual se observa
o desaparecimento de bandas caracteristicas da molécula e a desidro-
xilagdo do HDL. Esse estudo possibilita concluir o notdvel aumento
da estabilidade do naproxeno quando intercalado em HDL, visto que
para a molécula livre a temperatura de decomposi¢do € de 170 °C.

Em um estudo recente, a intercalacdo de heparina, droga frequen-
temente usada como anticoagulante, em hidréxido duplo lamelar do
tipo MgAIl-CIl-HDL removeu algumas de suas limitagdes para uso
farmacol6gico, aumentando sua meia-vida e prolongando sua a¢do.®’

Liberagdo sustentada pode manter a concentragdo plasmdtica do
fdarmaco em niveis desejados por um periodo maior de tempo

Li et al.*' realizaram um estudo sobre o potencial de liberacdo do
anti-inflamatdrio fenbufeno intercalado na matriz de HDL de magné-
sio/aluminio e litio/aluminio. O teste de desintercalacdo foi realizado
a temperatura constante de 37 °C em uma solucéo de tampao fosfato
pH=7,8. A curva de liberagdo do fenbufeno na matriz LiAl -HDL
mostra que nos primeiros 10 min ocorre uma alta liberacao e atinge
um nivel constante em 20 min. A liberagdo maxima, utilizando essa
matriz, foi de 40%. O perfil encontrado para a matriz Mg,Al-HDL
mostra uma rdpida liberagdo nos primeiros 15 min, porém menor
do que a visualizada para a matriz LiAl,-HDL. A quantidade de
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fenbufeno liberada aumenta linearmente ao longo do ensaio de 120
min e atinge o valor de 59%. Segundo os autores, a explicacdo para
o diferente comportamento da liberagdo do fenbufeno nas matrizes
Mg, Al-HDL e LiAL-HDL pode ser devida a maior interagéo do anion
orgénico com o LiAl,-HDL, uma vez que essa matriz possui maior
densidade de carga que a Mg, Al-HDL.

Superficie da matriz de HDL pode ser modificada para evitar
liberagdo de espécies no estomago e promover liberagdo
sustentada no intestino

Li et al.®* estudaram a liberagdo, em condi¢oes semelhantes as
encontradas no trato gastrointestinal, do anti-inflamatério fenbufeno
intercalado na matriz de HDL de magnésio e aluminio recoberto
pelo polimero Eudragit S 100. Esse estudo foi desenvolvido devido
ao comportamento bdsico da matriz de HDL, impossibilitando sua
passagem sem decomposic@o de suas lamelas no meio dcido do esto-
mago, expondo assim precocemente o formaco. Os resultados obtidos
mostraram o comportamento desejado do hibrido recoberto, ocorren-
do a passagem do fairmaco-HDL pelo estdmago e possibilitando a
liberagdo sustentada do farmaco nas condi¢des do intestino delgado.

Aumento da estabilidade de farmaco frente a decomposi¢cdo no
transporte até a célula

Choy et al.*® reportaram um estudo sobre o aumento da permeabi-
lidade de farmacos nas células, quando intercalados em HDL de Mg e
Al. Os autores escolheram para estudo o 4cido folinico e o metotrexato
(MTX), utilizados no tratamento de cancer. O MTX apresenta uma
baixa meia-vida no plasma, por isso sdo necessdrias altas dosagens
desse farmaco aumentando, assim, a probabilidade de intera¢ao com
células ndo cancerigenas. Os resultados obtidos indicam que o MTX
intercalado teve sua eficicia aumentada na supressdo do desenvol-
vimento das células cancerigenas, mesmo quando administrado em
doses menores e menor tempo de incubacio. A intercalagdo do MTX
em HDL provavelmente diminui a decomposi¢do dessa molécula
durante o transporte.

Diminuicdo de efeitos colaterais de anti-inflamatorios (lesoes
gastrointestinais)

Del Arco et al.*® realizaram um estudo in vivo do material ob-
tido pela intercala¢do do anti-inflamatério indometacina em HDL
de magnésio e aluminio (indometacina-HDL) comparando-o com
a indometacina livre e a mistura fisica do HDL-carbonato com
a indometacina. O farmaco indometacina, assim como todos os
anti-inflamatdrios nao esteroidais nio seletivos a COX-2 (enzima
responsdvel pela resposta inflamatéria no organismo), causam mui-
tos problemas gastrointestinais. A intercalacdo desses compostos
em HDL pode ser de grande ajuda para contornar os seus efeitos
colaterais. Os autores realizaram um experimento in vivo utilizando
camundongos Swiss dos dois sexos.

Ap6s a administragdo oral das trés amostras contendo indometaci-
na, o estobmago dos ratos foi retirado e analisado através da utilizacéo
de microscépio éptico para visualizar o grau e a drea de ulceracdo.
Os resultados mostraram danos hemorrdgicos ao estdmago em 88%
dos ratos causados pela administragdo da indometacina livre enquanto
que apenas 70% sofreram esses danos quando tratados com a droga
intercalada em HDL. Os pontos de ulceragdo encontrados na superfi-
cie do estobmago foram cerca de 0,401 +0,100% para a indometacina
livre, enquanto apenas % dos ratos tratados com indometacina-HDL
apresentaram cerca de 0,106 = 0,033%, indicando o desempenho
superior dos materiais intercalados. Para checar se esses resultados
foram favoréaveis devido a habilidade de prote¢do dada pelo HDL,
foi comparado o material intercalado com a mistura fisica (HDL-
carbonato + indometacina). Os resultados mostraram o decaimento
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nos pontos de ulceragdo para 0,22 + 0,037%, um valor intermedidrio
entre os encontrados para a indometacina livre e a intercalada. Esses
resultados podem estar relacionados com a presenga do HDL-carbo-
nato na mistura fisica, que tem propriedades antidcidas.

Controle da distribuicdo intracelular (ou do compartimento sub-
celular alvo) através da morfologia

Estudo recente desenvolvido por Xu et al.''’ sobre o comporta-
mento de captagdo de nanoparticulas de HDL por diferentes células de
mamiferos, através do uso de indicador isocianato de fluoresceina e de
microscopia confocal, demonstrou que as nanoparticulas aderem rapi-
damente a superficie celular, devido a interagdes entre as particulas com
potencial Zeta positivo e a membrana negativamente carregada, sendo
entdao imediatamente inseridas na célula. Além disso, esse trabalho
mostrou que dependendo do tamanho e da morfologia de particulas de
HDL de mesma composi¢ao, alvos sub-celulares distintos sao atingidos:
enquanto nanoparticulas na forma de placas hexagonais (hexagonal
sheets) ficam retidas no citoplasma, aquelas que apresentam formas
de barra (rods) sdo transferidas para o nucleo (Figura 9). O mesmo
resultado foi obtido empregando-se diferentes células de mamiferos.

B

Figura 9. Imagens de microscopia confocal do niicleo de células embriondrios de
camundongos (NIH 3T3) apos a adi¢do de nanoparticulas em forma de barras de
HDL com corante fluorescente: A - 15 min; B - 45 min; C - 90 min e D - 180 min.
Reproduzido da ref.117 Copyright 2008, com permissdo da Elsevier

A viabilidade celular ndo foi afetada pela presenga dessas na-
noparticulas de HDL. Embora ainda pouco elucidado, o mecanismo
desse processo de internalizacdo celular deve envolver transporte
ativo das nanoparticulas através de endossomas e, subsequentemente,
para o complexo Golgi ou para lisossomos.”" Além disso, através
do uso de mutantes e inibidores apropriados, como clorpromazina,
que bloqueiam etapas especificas no processo de endocitose celular,
os estudos de Xu et al. confirmaram resultados anteriores de que a
internaliza¢do das nanoparticulas de HDL ocorre prioritariamente
por esse processo, mediado por clatrina.

O fato da viabilidade celular para diferentes células ndo ter sido
alterada em presenga das nanoparticulas de HDL e a inser¢do bem
sucedida de compostos fluorescentes também indicam um novo
emprego de materiais baseados em HDL, para obtengdo de imagens
como auxiliares de diagndsticos clinicos.

Alguns trabalhos recentes merecem breves comentarios por
apresentarem inovacdes em relacdio aos anteriores. Trikeriotis e
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Ghanotakis™ relataram a sintese e a caracterizagio de antibidticos
intercalados em HDL. A inovacdo mostrada nesse artigo estd na inter-
calac@o de uma espécie organica neutra (artigos anteriores tratavam
da intercala¢do de fidrmacos anidnicos). O antibidtico gramicidina
nao possui carga. Logo, para realizar a intercalagdo desse material
em HDL foi realizada primeiramente a incorporagio dessa espécie
hidrofébica em micelas de colato de sédio para, em seguida, efetuar
a intercalaco por troca i0nica usando o HDL-nitrato. A caracteriza-
¢do através da espectroscopia eletronica UV-vis provou a presenga
da gramicidina no HDL. Outro artigo aponta a possibilidade de usar
particulas de HDL-carbonato encapsuladas em vesiculas (de diame-
tro aproximado de 80 a 150 nm) para carregar drogas associadas ao
HDL, uma vez que esse material inorgdnico induz a formagio de
vesiculas.'”? Recentemente, Nakayama ef al.'”® intercalaram uma
ciclodextrina anidnica em HDL também com o objetivo de promo-
ver a liberagdo sustentada de droga ndo anidnica. Nesse sentido, o
medicamento prazosin, utilizado para o controle da hipertensao, foi
confinado no interior das cavidades da ciclodextrina anidnica.

Choy et al.” mostraram os resultados obtidos na comparagéo entre
duas matrizes inorgénicas, ZnAl-HDL e sal bésico lamelar de zinco,'**
na intercalagdo e desintercalagio do dcido indol-3-acético (IAA) uti-
lizado em cosméticos e ingredientes dermatoldgicos. De acordo com
os dados de difratometria de raios X e espectroscopia vibracional no
IV, o anion IAA apresenta maior interagdo com o sal basico lamelar
de zinco do que com o ZnAl-HDL devido a coordenagdo do anion
ao metal divalente nas lamelas da matriz. Essa intera¢@o resultou em
uma quantidade maior de fairmaco imobilizado e na liberacédo lenta
do anion organico. Esses resultados possibilitam o desenvolvimento
de uma nova matriz para o suporte e liberagao de farmacos. O Na-
nohybrid Research Center (Coréia do Sul), fundado em 2001 pelo
Dr. Jin-Ho Choy, trabalha no desenvolvimento de sistemas hibridos
constituidos de HDL (ou sal basico lamelar) e espécies organicas de
interesse para uso como drogas ou em cosméticos.'? Dois produtos
patenteados estdo disponibilizados para comercializa¢do: Vitabrid-
C para liberacao de vitamina C e IAA-Brid para liberagdo de IAA.

Recentemente, Ambrogi ef al.®' propuseram a imobilizagdo do
anti-inflamatdrio celecoxib (uma molécula neutra) em HDL-carbo-
nato calcinado como um meio de evitar a cristalizacio do farmaco
amorfo quando armazenado para uso posterior. Quando ndo crista-
lino, a solubilidade da substancia € maior, logo, uma das estratégias
para aumentar a solubilidade de firmacos muito pouco soluveis €
promover a amorfiza¢do do sélido. No estudo em questdo, o HDL
calcinado foi suspenso em solugdo etandlica contendo o firmaco
solubilizado e posteriormente a mistura foi seca a vacuo. Os testes
de solubiliza¢@o das moléculas organicas foram realizados em meio
de fluido gastrico. Os resultados mostraram que em determinadas
concentragdes do farmaco no HDL, a cristalizag¢@o € suprimida e a
solubilidade ¢ aumentada nas condigdes avaliadas.

Tammaro et al.”® publicaram um trabalho sobre possiveis aplica-
¢des do antibidtico succinato de cloranfenicol intercalado em HDL
na liberac@o sustentada transdérmica, quando incorporado em um
polimero (policaprolactona) biocompativel e biodegraddvel. Segundo
os autores, o efeito local da droga evita a administragao de altas doses
ao paciente, diminuindo efeitos colaterais do farmaco. O hibrido
incorporado ao polimero pode ser empregado em artigos cirdrgicos
como suturas, membranas, placas para reconstitui¢ao éssea, auxilian-
do na reparagdo e regeneragdo do tecido. A sintese do nano-hibrido
foi realizada através da troca idnica de anions nitrato intercalado em
Mg,Al- NO,-HDL pelos anions succinato de cloranfenicol. Apds a
incorporagdo do nano-hibrido ao polimero, foram obtidos filmes de
0,15 mm de espessura. O processo de liberagcdo em solucdo salina
fisiolégica mostrou resultados interessantes, pois foi visualizada a
presenca de dois estdgios. No estdgio inicial, acontece uma rdapida
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liberag¢@o, na qual uma pequena fracdo da droga € liberada; o se-
gundo estdgio, mais lento, estende-se por um longo periodo. Esse
comportamento € muito diferente e mais lento se comparado com
as amostras nas quais o antibiético estd incorporado diretamente
na matriz polimérica. Para as aplicagdes sugeridas pelos autores, €
desejavel que a liberagdo se prolongue por 24 h ou mesmo por dias.
A absorcido percutinea in vitro do anti-inflamatério diclofenaco
adsorvido (ndo intercalado) em hidrotalcita comercial foi investigada
por Bonina et al.,* empregando membranas de epiderme humana.
A amostra que mostrou o melhor resultado de permeabilidade foi
utilizada em testes in vivo na inibi¢do de eritemas induzidos por
radiagdo UV. Os resultados mostraram que a formula¢do com hidro-
talcita apresenta melhor desempenho que aquela empregada para
comparagao (gel hidroalcodlico contendo diclofenaco).

HDL como suporte para aplicacio em diagnoéstico clinico

Ainda na drea relacionada a medicina, outra possibilidade de
aplicacdo dos hidréxidos duplos lamelares consiste na utilizacio dos
mesmos como suportes para reagentes utilizados em diagnésticos
clinicos, e como biossensores.

Barhoumi er al.'*® publicaram um trabalho que relata o uso do
material hibrido contendo urease associada a matriz de HDL de zinco
e aluminio como biossensor. A imobilizagdo da enzima foi realizada
através do método da troca i6nica, partindo-se da matriz Zn,Al-
dodecilsulfato. Os dados de difragdo de raios X e espectroscopia no
infravermelho indicam a obteng¢do da enzima imobilizada no Zn,Al-
HDL. O material resultante foi depositado pelo método spin coating
sobre o detector Si/SiO,/Si,N,. A resposta do biossensor foi obtida
através de medidas de impedancia e capacitancia, sendo observado
um aumento no valor do limite maximo de intervalo dindmico da
impedancia (110 mM) em relagdo a capacitancia (5,6 mM). O valor
da constante de Michaelis-Menten, calculada pelas medidas de capa-
citancia de acordo com Lineweaver-Burk para a enzima intercalada
no HDL, € da mesma ordem de grandeza da constante da urease livre.

Estudos para avaliar a possivel aplicacdo do sistema HDL-urease
como biossensor também foram realizados por Vial et al..'?"1?8 Na
etapa de sintese, os autores exploraram a utilizagdo de diferentes
quantidades da biomolécula intercalada na matriz Zn,Al pelo método
da coprecipitacdo. Os difratogramas de raios X das amostras mostra-
ram que o aumento da razdo ZnAl-urease diminui a intensidade do
pico basal (001) devido a perda da organizagio no empilhamento das
lamelas. Além disso, segundo os autores, esse aumento intensifica
as bandas, por exemplo, vC=0 1652 cm™ (amida I) e vVN-H 1543
cm™'(amida II), referentes a enzima, confirmando maior quantidade
da enzima imobilizada na regidio interlamelar. Através das imagens de
MEYV foi possivel visualizar que os cristais de Zn,Al-Cl sdo formados
por placas hexagonais, organizadas na forma de uma rosa, onde as
placas sdo identificadas individualmente. Ja para o material hibrido,
notou-se uma grande tendéncia para a formacio de filmes espessos
com uma orientacdo preferencial. Observou-se que o aumento da
razdo Zn,Al-urease aumenta a densidade do filme, o que demonstra
uma maior associa¢do entre a enzima e as lamelas de [Zn,Al]. Por
dltimo, a permeabilidade dos hibridos foi investigada utilizando um
método voltamétrico. Os resultados obtidos demonstram uma maior
permeabilidade do hibrido (1,6 - 0,7 x 102 cm s') se comparada a
matriz Zn Al/Cl (2,2 - 2,5 x 102 cm s™) e a eletrodos modificados
com a argila cationica laponita sem (2 x 10 cm s') ou na presenga
da urease (3 x 107 cm s).

Recentemente, Forano ef al.' reportaram a imobilizacdo da
enzima fosfatase alcalina em HDL de magnésio e aluminio por
coprecipitacdo. O material hibrido isolado apresenta uma estrutura
esponjosa interessante, constituida de macroporos que favorecem
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a difusdo de moléculas em dire¢do ao centro ativo da enzima. Os
testes de permeabilidade dos filmes hibridos e da atividade enzima-
tica foram avaliados positivamente em ensaios eletroquimicos com
hidroquinona difosfato.

A enzima glicose oxidase também foi imobilizada em HDL
para avaliagdo como biossensor para deteccdo e quantificacdo de
glicose."* O material hibrido foi preparado a partir de uma dispersio
de MgAl-lactato-HDL esfoliado em dgua. Uma mistura contendo o
HDL esfoliado e a enzima foi depositada sobre eletrodo de carbono
por casting. Os autores comparam os dados de voltametria ciclica da
enzima imobilizada em HDL a partir do material esfoliado com aquele
obtido sem a prévia esfoliagdo e destacam o melhor desempenho do
primeiro. Apenas a enzima depositada no eletrodo de carbono vitreo
ndo mostra resposta nas condi¢des empregadas no estudo.

Nanocompdsitos constituidos de biopolimeros intercalados em
HDL de zinco e aluminio foram avaliados como sensores de fons
cdlcio.” Os dispositivos potenciométricos constituidos dos nanocom-
positos de alginato e carragenana incorporados em pasta de carbono
ou PVC mostraram as melhores respostas. Os fons célcio interagem
com as cadeias dos biopolimeros mesmo quando intercalados na
matriz inorganica.

Os trabalhos reportados até o momento sugerem que nao hd a
intercalacdo da enzima no HDL, mas a sua adsor¢do, uma vez que o
tamanho e a conformagao desses biopolimeros nao permitem a inter-
calag@o da maneira usual (troca dos contra fons do sal de partida). O
processo de adsor¢ao estd principalmente baseado na interacdo entre
particulas de diferentes cargas elétricas.'?”'**Nos artigos acima repor-
tados, os autores comparam o desempenho das enzimas associadas a
HDL com biossensores construidos com outros materiais inorganicos
(nanotubos de carbono e nanoparticulas de Au ou Fe,O,, por exemplo)
e organicos (polipirrol). Os estudos mostram que o papel da matriz
inorginica ndo se restringe a preservagao ou prote¢do da enzima, mas
adiciona novas funcionalidades a contraparte bio-organica.

HDL como carregadores de substiancias de interesse na
agricultura e na area de alimentos

Recentemente, Cornejo et al.'® publicaram um trabalho de
revisdo que trata da interacdo de pesticidas com argilas cationicas e
hidréxidos duplos lamelares. A grande maioria dos trabalhos sobre
esse assunto enfoca a alta afinidade dos HDL com os pesticidas
i0nicos com vistas a remogao dessas espécies da dgua e do solo
contaminados, bem como a modificagido da superficie dessa matriz
com o fon organico apropriado pode aumentar o seu desempenho na
remog¢do de pesticidas neutros. Alguns trabalhos comecam a tratar
da possibilidade de uso dos HDL como reservatérios para a libera-
¢do controlada de pesticidas com o objetivo de diminuir o impacto
ambiental, diminuindo a ocorréncia de processos indesejaveis como
volatilizacdo, transporte e lixiviagdo.

Lakraimi ef al.’*? reportam trabalho sobre a intercalagio do pes-
ticida 2,4-diclorofendxiacetato (2,4-D) em Zn,Al-CI-HDL através
do método da troca idnica. Os autores investigaram parametros de
sintese como a concentra¢do molar do anion em solu¢do (2,4-D/
Zn,Al-Cl), tempo de agitagdo e temperatura para avaliarem a eficdcia
da troca ionica dos fons cloreto pelo 2,4-D. A intercala¢do do 2,4-
D foi evidenciada pelo aumento no espagamento basal do material
que passou de 0,78 nm (fons cloreto) para 1,91 nm (fons 2,4-D). A
estabilidade térmica do orginico imobilizado na matriz inorganica
(temperatura de decomposicao ocorre acima de 300 °C) foi favorecida
em relacdo a espécie livre.

Valim et al.''’ reportaram um estudo em que trés diferentes
herbicidas, 2,4-D, acido 4-cloro-2-metil fenoxi acético (MCPA)
e 4cido 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico (picloran),
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foram intercalados em hidréxidos duplos lamelares de magnésio e
aluminio por trés diferentes métodos: coprecipitagdo, troca idnica e
por regeneragdo de Mg,Al-CO,-HDL calcinado. Os produtos obtidos
foram caracterizados e ensaios de liberagdo foram realizados pelos
métodos de batelada e por lixiviagdo em colunas de solos. Todos os
herbicidas intercalados apresentaram liberagdo em dgua mais lenta
do que a dos mesmos livres e foram quase que totalmente liberados
pelo método de batelada. Comparados com os herbicidas livres, os
materiais intercalados aplicados em colunas de solos resultaram em
redugdo da concentra¢do maxima de herbicida nos lixiviados e leva-
ram a retardacio da lixivia¢@o do herbicida. Também foram realizados
ensaios da atividade dos herbicidas em plantas, que indicaram que os
materiais intercalados apresentaram a mesma eficicia que os herbici-
das livres e, portanto, uma potencial aplicabilidade desses materiais
como suporte em formulacdes para liberacéio sustentada de herbicidas.

Com respeito a utilizacdo de HDL na agricultura, outros hibri-
dos, além daqueles com pesticidas, foram reportados. Bin Hussein
et al.'® publicaram um trabalho sobre a imobilizagdo de dcido
o-naftalenoacético (NAA), um agente regulador de crescimento
vegetal, em HDL de Zn e Al através do método da troca idnica. A in-
tercalac@o do regulador foi confirmada através dos dados da distancia
interlamelar do material que foi aumentada de 0,88 nm (fons nitrato)
para 2,05 nm (anion a-naftalenoacetato). O estudo da liberagdo em
dgua do agente regulador intercalado na matriz inorganica foi reali-
zado em solucdes de varios pHs e mostrou que a taxa de liberagdo do
anion € dependente do pH. A maior porcentagem de NAA liberado foi
encontrada em meios que sdo altamente dcido ou altamente bdsico.
Em uma solucéio com pH=1, a liberac@o do anion da lamela foi seguida
pela formac@o de uma nova fase, do ZnO. Porém, em pH neutro ou
altamente alcalino, a liberagdo ndo destruiu a estrutura lamelar pelo
menos até 7 dias. Além disso, foi observado que a liberagdo do NAA
apresenta cinética de primeira ordem do inicio da reag@o até 8 h, com
uma liberag¢@o em solucgdo aquosa de 23, 16 e 22% de NAA para pH
inicial igual a 1, 7 e 14, respectivamente.

HDL contendo {fons nitrato sdo comumente preparados como
intermedidrios de sintese, uma vez que sofrem reagdo de troca idnica
com certa facilidade quando comparados com outros anions simples
intercalados. Olanrewaju et al.'*® propdem o uso desses materiais
contendo nitrato como fertilizantes de liberacdo lenta. O estudo
praticamente simples compreendeu a sintese de MgAl-NO,-HDL
de diferentes densidades de cargas lamelares (Mg:Al = 2:1; 2,5:1 e
3:1), sob diferentes temperaturas e na presenga da solu¢do de amonia.
Também foi realizada a sintese, mantendo-se todos os parametros
constantes, trocando-se a base amonia por hidréxido de sédio.

Com o objetivo de aumentar a estabilidade de espécies de consu-
mo humano em matrizes biocompativeis, Choy ez al.'** publicaram um
trabalho sobre a sintese e caracterizacio de corantes comestiveis, tais
como Allura® Red AC (AR) C H N,OS *, Sunset Yellow FCF (SY)
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C,H,,N,O,S > e Brilliant Blue FCF (BB) C, H, N,O,S > imobilizados
em Zn,Al-HDL. Os valores dos espagamentos basais do AR, SY e BB
(2,40; 2,03 e 2,43 nm, respectivamente) confirmam a intercala¢éo dos
fons organicos. Os dados de andlise térmica mostram que a tempe-
ratura de decomposi¢@o das espécies organicas nos novos materiais
ocorre a partir de 400 °C, indicando o aumento da estabilidade térmica
se comparados aos sais dos corantes. Esses novos sistemas obtidos
baseados na insercio de organicos em hidréxidos duplos lamelares

podem ser uteis para vdrias aplicacdes na industria alimenticia.
Estudos de modelagem molecular
A aplicacdo de técnicas de simulacio computacional ao estudo

de argilas cationicas e anidnicas tornou-se um aliado importante
para as técnicas instrumentais comumente usadas na caracterizagio
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desses materiais.'* A quantidade de informagao que pode ser obtida
por simulagdo continua crescendo e os estudos de mecanica quantica
prometem revelar novos e inesperados fendmenos. Na drea de HDL
intercalados com espécies de interesse medicinal, apenas um trabalho
foi reportado até o momento empregando a modelagem computacio-
nal para auxiliar no entendimento da intera¢ao entre as contrapartes
orgénica e inorgdnica e seus arranjos espaciais.

Mohanambe e Vasudevan® reportaram a intercalagdo de trés
anti-inflamatdrios ndo-esteroidais, ibuprofeno, diclofenaco e indo-
metacina, em MgAI-HDL. As técnicas de DRX, IV, Raman e RMN
foram utilizadas para caracterizar esses materiais, enquanto que a
simulagio computacional foi utilizada para obter informagdes sobre o
arranjo espacial das espécies confinadas entre as camadas positivas do
HDL. Segundo dados de DRX, todas as amostras intercaladas com os
farmacos apresentam um arranjo de bicamada na regido interlamelar.
Os resultados computacionais indicam que a estrutura do ibuprofeno
intercalado se manteve a mesma da molécula livre, mas a imobili-
zacdo do diclofenaco e indometacina provoca modificagdes em suas
estruturas quando na regido interlamelar. Segundo os autores, essas
diferencas se devem a interacio eletrostatica entre o 4tomo de cloro
presente nas espécies organicas e as cargas positivas das lamelas.

PERSPECTIVAS E DESAFIOS

A possibilidade de se controlar a morfologia das nanoparticulas
de HDL por meio de modificacdes nos procedimentos de sintese,
vislumbrada recentemente, representa mais uma vantagem para
seu uso como carregador de formacos e de outros compostos de
interesse medicinal, uma vez que dessa forma se pode controlar sua
distribuicdo dentro da célula priorizando sua entrada no ntcleo ou
sua permanéncia no citoplasma e, portanto, como veiculo para atingir
alvos especificos. Com isto, tém-se estratégias farmacoldgicas mais
eficientes, com menor efeito colateral, abrindo-se novas perspectivas
para o uso desses nanomateriais em biomedicina celular. Sabe-se
que a principal desvantagem das particulas inorganicas em relacio
aos carregadores virais € o fato das primeiras sofrerem degradacao
no endossoma, ndo permitindo alta eficiéncia na transfeccdo. Adi-
cionalmente, evidéncias obtidas sobre o mecanismo de veiculagio
intracelular dessas nanoparticulas, que parece ocorrer prioritariamente
por um processo de endocitose mediada por clatrina, devem permitir
um melhor planejamento para obtengdo de HDL com propriedades
apropriadas e ajustadas a cada uso.

Alguns estudos sobre a utilizacio de nanoparticulas inorganicas
para o transporte de DNA para o interior das células empregam sis-
temas contendo mais de um tipo de material inorgdnico como, por
exemplo, particulas de Fe,O, recobertas com silica funcionalizada
ou mesmo sistemas terndrios com Fe,O,, silica e uma camada ex-
terna de ouro. Exemplos desse tipo com HDL ainda sdo raros, mas
poderiam ser mais explorados, de modo a aumentar o desempenho
das particulas inorganicas tanto para a drea de liberag@o sustentada
quanto a de diagnéstico clinico.

O emprego de HDL por via oral € praticamente bem documenta-
do, mas para uso intravenoso, sao ainda necessarios estudos in vitro e
in vivo mais aprofundados para conhecer sua citotoxicidade e rotas de
movimentacio, sua biodistribui¢ao e seus mecanismos de eliminagao
no organismo. Com relagdo a outras particulas inorganicas que vém
sendo avaliadas para uso clinico, os HDL mostram vantagens que
devem ser consideradas com atencdio em trabalhos futuros.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CD - Dicroismo Circular

CellTiter-Glo — Ensaio de viabilidade celular que quantifica os ni-
veis de ATP celular, como medida da viabilidade celular, usando a
produgdo de luz catalisada por luciferina-luciferase

CHN - Anilise quimica dos elementos C, He N

CHNS - Andlise quimica dos elementos C, H, N e S

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DRX - Difratometria de raios X

DSC - Calorimetria exploratdria diferencial

DTA - Andlise térmica diferencial

DTG - Termogravimetria derivada (curva referente a primeira deri-
vada da curva TG)

EDX — Energia dispersiva de raios X

FT-Raman - Espectroscopia Raman com transformada de Fourier
ICP-AES - Espectroscopia de Emissdo Atomica

IV - Espectroscopia vibracional no infravermelho

LAMMPS (Large-Scale Atomistic/Molecular Massively Parallel
Simulator) - programa de simulagdo de dindmica molecular

LSCM (Laser Scanning Confocal Microscopy) - Microscopia con-
focal de varredura a laser

MET — Microscopia eletronica de transmissao

MS - Espectrometria de Massa

RMN - Ressondncia Magnética Nuclear

TG - Termogravimetria

TG-DSC-MS - Termogravimetria e calorimetria exploratdria dife-
rencial acopladas a espectrometria de massas

UV/Vis - Espectroscopia eletronica na regido ultravioleta e visivel
XPS — Espectroscopia de fotoemissao de raios X
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