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RESUMO 

Muitos agentes terapêuticos, como extratos, moléculas pequenas, genes e peptídeos 
apresentam excelente potencial terapêutico, porém são limitados por baixa 
solubilidade, alta toxicidade ou mesmo instabilidade, impedindo significativamente seu 
uso na clínica medicamentosa. Na busca dessas melhorias vem-se empregando o uso 
de nanomateriais como: ciclodextrinas, dendrímeros e pontos quânticos (PQ), este 
último apresenta dupla funcionalidade diagnóstica e terapêutica (teranóstica). O 
trabalho tem como objetivo a síntese, caracterização e aplicação de nanocarreadores 
como ciclodextrinas e dendrímeros à extrato de barbatimão, ácido tânico (TA), ácido 

úsnico (UA), mangiferina (MGF) e -lapachona (-LP), visando aumento da 
solubilidade, a potencialização de suas atividades biológicas, bem como, a diminuição 
da citotoxicidade dos mesmos. Alguns desses nanomateriais foram associados à PQs 
visando o monitoramento da terapêutica e/ou diagnóstico. Para elucidar as interações 
de complexação entre o composto ativo e o carreador foram utilizadas as técnicas 
eletroquímicas de voltametria cíclica (VC), pulso diferencial (VPD) e espectroscopia 
de impedância eletroquímica (EIE), tanto para estudos em solução como com 
plataformas nanoestruturadas; espectroscopia no UV-vis e fluorescência; ATR-FTIR 

e RMN H1. Foi possível verificar forte interação do TA com HP--CD na razão 1:2 com 
constante de interação (K) de 6,8×105 L mol-1. O estudo de viabilidade celular com 
linfócitos indica melhora na viabilidade pelo complexo. Foi possível determinar K via 
UV-vis, a maior interação foi verificada para MGF e PAMAMG3 (5 x 106 Lmol-1); UA e 
PAMAMG3 (2,58 x 104 Lmol-1) numa relação inversamente proporcional a 

temperatura; e -LP com PAMAMG2 (2,7 × 104 Lmol-1) à 25 °C. Via fluorescência, os 
PAMAMs se comportam como quenching da MGF, a Ka de 6,3 x 1010 foi estimada 
para G2. Por eletroquímica, a imobilização dos carreadores no eletrodo foi 
caracterizada por EIE, já o processo de interação com PAMAM imobilizado não pode 
ser acompanhado via VC ou VPD por oxidação, enquanto que a interação entre o PQ 
CdSe/CdS e PAMAM, no ITO se mostrou promissora. Com a microbalança de cristal 
de quartzo foi possível estimas 3 x 1011 moléculas de UA que interagiram na SAM de 
MUA/PAMAM. Nos PQs modificados com CDSH, em solução, a fluorescência de MGF 
aumenta e AU se comporta como um quenching. Quanto a interação dos compostos 
com dsDNA, o UA reage com ssDNA e MGF com dsDNA imobilizado e em solução 
com K de 2,6 x 104 L mol-1, estudo em triplicada por VPD. Parte dos complexos 
formados foram caracterizados por FTIR e RMNH1. Em suma, o composto TA 

apresenta mudanças no perfil óptico e eletroquímico em presença de HP--CD, 

formando um complexo de interação 1:2 com a parte externa da HP--CD. Os PQs 
mágicos demonstraram aumentar a sensibilidade dos sistemas testados e promissor 

na construção de sensores de ITO. O UA, -LP e MGF interagem com PAMAM de 
diferentes gerações e Microbalança na determinação de moléculas envolvidas de UA 
e PAMAMG3. Os compostos UA e MGF interagem com DNA.   

Palavras chave: ácido tânico, ácido úsnico, mangiferina, -Lapachona, 
ciclodextrina, PAMAM e ponto quântico  



 

 

ABSTRACT 

Many therapeutic agents such as extracts, small molecules, genes and peptides have 
excellent therapeutic potential, but are limited by their low solubility, high toxicity or 
even instability, significantly impeding their use in the clinical practice. In the search for 
these improvements, nanomaterials such as cyclodextrins, dendrimers and quantum 
dots (PQ) are employed, with the latter possessing dual diagnostic and therapeutic 
functionality (teranthostics). The aim of this work is to synthesize, characterize and 
apply nanocarriers such as cyclodextrins and dendrimers to barbatimão extract, tannic 

acid (TA), unic acid (UA), mangiferine (MGF) and -lapachona -LP, aiming to increase 
their solubility, the potentiation of their biological activities, as well as decrease their 
cytotoxicity. Some of these nanomaterials will be associated with PQs for monitoring 
of therapy and / or diagnosis. In order to elucidate the complexation interactions 
between the active compound and the carrier, the electrochemical techniques of cyclic 
voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV) and electrochemical 
impedance spectroscopy (EIS) were used for both solution and nanostructured 
platforms; UV-vis spectroscopy and fluorescence; ATR-FTIR and H1 NMR. It was 

possible to verify strong interaction of TA with HP--CD in the ratio 1: 2 with interaction 
constant (K) of 6.8 × 105 L mol-1. The cell viability study with lymphocytes indicates an 
improvement in the viability of the complex. It was possible to determine K via UV-vis, 
the highest interaction was verified for MGF and PAMAMG3 (5 x 106 Lmol-1); UA and 

PAMAMG3 (2.58 x 104 Lmol-1) in a ratio inversely proportional to temperature; and -
LP with PAMAMG (2.7 × 104 Lmol-1) at 25 ° C. Via fluorescence, the PAMAMs behave 
as quenching of FGM fluorescence, the Ka of 6.3 x 1010 was estimated for G2. By 
electrochemistry, the immobilization of the carriers in the electrode was characterized 
by EIS. The interaction process with immobilized PAMAM cannot be monitored via CV 
or DPV by oxidation, since the interaction between the QD CdSe / CdS and PAMAM 
in the ITO is promising. With the quartz crystal microbalance (MCQ) it was possible to 
estimate 3 x 10 11 AU molecules that interacted in the SAM of MUA / PAMAM. QDs 
modified with CDSH in solution increase the fluorescence of MGF and AU behaves as 
a quenching agent. Regarding the interaction of the compounds with dsDNA, UA 
reacts with ssDNA and MGF with immobilized dsDNA and in solution with K of 2.6 x 
104 L mol-1, based on a study done in triplicate by VPD. Part of the complexes formed 
were characterized by FTIR and H1 NMR. In short, the compound TA presents changes 

in the optical and electrochemical profile in the presence of HP--CD, forming a 

complex of 1:2 interaction with the external part of HP--CD. The magic QDs have 
shown to increase the sensitivity of the systems tested and promising in the 

construction of ITO sensors. The UA, -LP and MGF interact with PAMAM of different 
generations and MCQ in the determination of involved molecules of UA and 
PAMAMG3. The UA and MGF compounds interact with DNA. 

Keywords: tannic acid, cyclodextrin, unic acid, mangiferin, -Lapachona, PAMAM and 
quantum dot. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O presente trabalho avalia a interação de compostos de origem natural com 

carreadores como ciclodextrinas e dendrímeros. Entretanto, os estudos com o tanino 

ácido tânico e ciclodextrina estão na primeira seção, sendo separados dos demais, 

por se tratar de um estudo de interação com a mesma, e mudanças observadas no 

ácido tânico em presença de ciclodextrina, porém sem formação de complexo de 

inclusão, pois se trata de um composto hidrossolúvel. Já os compostos: ácido úsnico, 

mangiferina e -lapachona que apresentam baixa solubilidade, formam complexo com 

os carreadores, e estão descritos na segunda seção deste trabalho, bem como os 

estudos com pontos quânticos e plataformas heteroestruturadas. 
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1 INTRODUÇÃO 

A busca por compostos naturais de interesse farmacológico que atendam aos 

requisitos farmacotécnicos para uma boa formulação terapêutica é crescente. No 

entanto, parte desses compostos obtidos de extratos apresenta sensibilidade à luz, 

ao calor, problemas de solubilidade e estabilidade O uso de ciclodextrina apresenta-

se como uma opção interessante na tentativa de solucionar ou minimizar estes 

problemas, por meio da formação de complexo de inclusão e/ou entre interações 

externas com este carreador. 

O presente capítulo parte de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

LEMAN que apontam o extrato etanólico de Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby 

& Grimes, popularmente conhecido como barbatimão, como um potencial agente 

antitrombótico, quando em presença de -ciclodextrina. Tendo em vista a baixa 

solubilidade do extrato de Barbatimão (BBT) em água o presente capítulo traz estudos 

em solução via UV-vis com diferentes concentrações de  -ciclodextrina (-CD). 

Dado o alto teor de taninos no extrato de BBT e estes se apresentarem como 

polímeros condensados, não sendo possível determinar o número de unidades de 

proantocianidinas e qual destas isoladamente apresenta-se como ativo as inúmeras 

funções clínicas deste extrato, este capítulo elege como molécula modelo o ácido 

tânico, diante da vasta variedade de taninos presentes no extrato de BBT. Assim, sua 

interação com hidroxipropil--ciclodextrina foi estudada, não como agente 

encapsulante, mas como coadjuvante, bem como as vantagens promovidas pelas 

interações supramoleculares envolvidas no processo. Para tanto diversas técnicas 

foram empregadas desde espectroscópicas como UV-vis e fluorescência, FTIR-ATR, 

RMN H1 e eletroquímica em solução e com plataforma de CDSH. 
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1.1 Revisão bibliográfica 

1.1.1 Barbatimão 

O barbatimão é o nome popular para Abarema cochliacarpos (B. A. Gomes) 

Barneby & J. W. Grimes (Mimosaceae) e/ou Stryphnodendron barbatiman, S. 

coriaceum Benth., S. diacolor Benth., S. pulcherrimum (Wildd) Hoch., S. adstríngens 

(Mart.) Coville, S. obovatum Benth, S. polyphyllum M. e Pithecellobium avaremotemo 

Mart. (CAETANO et al., 2012), algumas delas existentes na mata Atlântica de Alagoas 

e do Nordeste do Brasil (GOULART, 2010). Apesar de serem pertencentes a espécies 

de diferentes gêneros apresentam propriedades medicinais semelhantes.   

A avaliação fitoquímica do extrato da casca do caule de Abarema 

cochliacarpos demonstrou a presença de saponinas, catequinas, taninos, fenóis e 

antraquinonas (SILVA et al., 2009). A casca do caule do barbatimão é usada na 

medicina popular como analgésico, antibacteriano, anti-inflamatório, antisséptico, 

adstringente e cicatrizante. E essa gama de atividades farmacológicas está 

diretamente relacionada à quantidade de taninos na casca do caule, que agem por 

diferentes mecanismos celulares. Algumas espécies como S. adstringens (Mart.) 

Coville, apresentam cerca de 20 % de taninos em sua casca (COSTA et al., 2010; 

MEIRA, 2012; LOPES et al., 2005). 

Os taninos são divididos de acordo com a estrutura química em dois grandes 

grupos: taninos hidrolisáveis e taninos condensados. O barbatimão é rico em taninos 

condensados (Figura 1), são polímeros de flavan-3-ol (lineares) e/ou flavan-3,4-diol 

(ramificados) produtos do metabolismo do fenilpropanol (MONTEIRO et al., 2005). As 

moléculas têm grande variação estrutural, resultante de padrões de substituições 

entre unidades flavônicas, diversidade de posições das ligações e a estereoquímica 

(MELLO & SANTOS, 2001). A análise de taninos nos extratos torna-se difícil pela, já 

mencionada, variedade de estruturas existentes e a necessidade de técnicas 

analíticas sofisticadas que permitam a sua separação, identificação e quantificação. 

Apesar de os polímeros constituírem a maioria dos polifenóis das plantas, a análise 

química se limita, normalmente, a monômeros, dímeros e alguns trímeros 

(CHEYNIER, 2005). 
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Figura 1 - Estrutura química de taninos condensados, lineares (com 4→8 ligações) ou 

ramificados (com 4→6 ligações). 

 

Fonte: Autora, 2018. 

Recentemente, pesquisadores da Universidade Federal de Alagoas, 

patentearam uma pomada a base de barbatimão, capaz de causar a regressão de 

verrugas genitais causadas pelo vírus do papiloma humano (HPV) e ainda diminui a 

quantidade do vírus no organismo sem causar efeitos colaterais significativos 

(CAETANO et al., 2012).  

Estudos anteriores do grupo demonstraram que em testes de agregação 

plaquetária o extrato da casca do BBT e BBT encapsulado não atuam na primeira fase 

da formação do trombo, assim, não interferindo nos processos de adesão e agregação 

plaquetária através das principais vias dos agonistas Adenosina difosfato, Adrenalina 

e Ácido araquidônico. Já os testes coagulométricos da segunda fase da formação do 

trombo, tempo de protrombina, se mostraram relevantes, onde o extrato da casca do 

barbatimão encapsulado com CD potencializou os efeitos de inibição da coagulação, 

aumentando o tempo de formação do coágulo de fibrina, diferente dos resultados para 

o mesmo extrato não encapsulado (NASCIMENTO et al., 2015). 

Mediante os resultados obtidos o extrato de barbatimão com -CD se mostra 

um promissor agente anticoagulante e potencial antitrombótico, por promover 

aumento no tempo de formação do coágulo quando comparado com o controle 

normal, não apresentando caráter antiplaquetário em testes com agonistas clássico. 
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1.1.2 Ácido tânico 

O ácido tânico (TA), mostrado na Figura 2A, é um polifenol, composto por uma 

molécula de glicose central, ligada a cinco cadeias compostas por duas moléculas de 

ácido gálico (ácido 3,4,5-triidroxibenzóico), Figura 2B unidas por esterificação, sendo 

um tanino hidrolisável. Também conhecido como glicosídeo pentadigaloil, possui 

fórmula empírica como C76H52O56 e peso molecular de 1701,2 gmol-1, é solúvel em 

água e escurece gradualmente quando exposto ao ar e à luz. 

Figura 2 - Estrutura molecular do A) ácido tânico e B) ácido gálico. 

A) B) 

 

 

Fonte: Autora, 2018. 

O TA é produzido pelo metabolismo secundário das plantas e pertence à 

grande categoria dos ácidos fenólicos. É um tanino hidrolisável encontrado em 

diversos alimentos tais como, uvas, lentilhas, chocolate, vinho tinto, cerveja, café, chá 

preto e chá verde (SIMÕES et al., 2004). Dentre os efeitos descritos na literatura estão 

as atividades antioxidantes in vivo e in vitro, anticarcinogênicas, antimicrobianas e 

antimutagênicas do TA em ratos. (ANDRADE et al, 2005). 
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Ele apresenta hepatotoxicidade experimentalmente conhecida, cujos efeitos 

crônicos podem conduzir a cirrose e carcinoma em ratos, principalmente quando 

administrado parenteralmente. Apesar do mecanismo de injuria não estar elucidado, 

há evidências de que o TA interfere seletivamente com a transcrição a nível do eixo 

DNA-RNA o que justifica categorizar como uma hepatotoxicidade indireta. A 

toxicidade em humanos foi relatada por severa necrose hepática após tratamento para 

queimaduras, o que levou a seu desuso. Porém, não há evidências de 

hepatotoxicidade pela ingestão de vinhos ou chás que são ricos em TA 

(ZIMMERMAN, 1999). Segundo a agência Internacional para pesquisas no câncer 

(IARC) o ácido tânico está classificado no grupo 3, como agente não carcinogênico a 

humanos. 

Dentre os aspectos versáteis do TA natural, é utilizado na construção de 

biossensores na redução verde de Pt4+ e óxido de grafeno (AKKAYA; Ç AKIROĞ LU; 

OZACAR, 2018). Além, deste se complexar com íons ferroso formando TA2Fe e 

TAFe+, complexos com ferro férrico consistem em grandes moléculas altamente 

coloridas que se comportam como coloides (HEM, 1962); e com cobre formando 

complexos lábeis e solúveis de grande importância ecotoxicológica (KRAAL et al., 

2006). 

O ácido tânico é utilizado também para uso tópico devido as suas propriedades 

adstringente e antimicrobiana, sendo inserido em formulações magistrais indicadas 

para infecções causadas por herpes labial ou formulações para uso ginecológico. 

Entretanto, as formulações possuem como coadjuvante o alúmen de potássio, 

substância incompatível com os taninos, pois ocorre precipitação (FABRÍCIO et al., 

2008). 

De posse do exposto o presente estudo procura investigar a interação do ácido 

tânico com hidroxipropil--ciclodextrina, como agente coadjuvante, através de 

análises eletroquímicas, espectroscópicas no UV-vis e fluorescência, e estudos de 

RMN H1. Para tanto, faz-se necessário para o entendimento do trabalho, uma breve 

introdução sobre ciclodextrinas. 
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1.1.3 Ciclodextrinas 

As Ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos de origem natural, cuja 

principal característica é a habilidade de hospedar em sua cavidade diferentes tipos 

de moléculas hidrofóbicas, conferindo a estas, um aumento na solubilidade em água. 

ciclodextrinas ainda promovem aumento na estabilidade e biodisponibilidade de 

compostos biologicamente ativos (CEBORSKA et al., 2016).  

Figura 3 - Esquema de estrutura funcional da   e  -CD e sua geometria dimensional. 

 

Autor: (CRINI, 2014). 

É constituída de unidades de glicose (-D-glucopiranose) unidas por ligação -

1,4 (Figura 3). As mais importantes CDs que apresentam ocorrência natural são as -

, - e -CDs. A Tabela 1 apresenta as principais características físico-químicas das 

CDs. 

Tabela 1 - Propriedades das ciclodextrinas. 

Propriedades -Ciclodextrina -Ciclodextrina -Ciclodextrina 

Unidades de glucopiranose 6 7 8 

Massa molar g/mol 972 1135 1297 

Solubilidade em água 25°C (%) 14,5 1,85 23,2 

Diâmetro exterior (Å) 14,6 15,4 17,5 

Diâmetro da cavidade (Å) 4,7 – 5,3 6,0 – 6,5 7,5 – 8,3 

Volume da cavidade (Å) 174 262 427 

Fonte: (SZEJTLI, 1998). 
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Além da complexação de um único composto, extratos brutos de plantas que 

contém múltiplos componentes também estão sendo complexados com ciclodextrinas 

(HSUA et al., 2013; BUDRYN et al., 2014). A Figura 4, mostra as razões de formação 

de complexo com CDs, as possibilidades de interação hóspede-hospedeiro. 

Figura 4 - Ilustração esquemática da ciclodextrina livre (hospede) e substrato 

(hospedeiro) para formar o complexo substrato-CD. 

 
Autor: (CRINI, 2014). 

Neste capítulo será avaliado o emprego da -CD, mas no capítulo seguinte os 

estudos foram realizados com a 2-Hidroxipropil--ciclodextrina (HP--CD) (Figura 5), 

uma ciclodextrina modificada com grupamento hidroxipropil, por apresentar 

propriedades menos tóxicas e maior solubilidade que a -ciclodextrina (GRILLO et al., 

2008). 

Figura 5 - Esquema representativo da estrutura da HP--CD. 

 

Fonte: Adaptado de (DEVI; MANDAL, 2013). 
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Sensores eletroquímicos modificados baseados em ciclodextrina são 

empregados para determinar uma variedade de analitos de interesse químico e 

bioquímico, dentre eles estão os flavonóides (catequina e rutina) (EL-HADY, 2007; HE 

et al., 2006), neurotransmissores (norepinefrina e dopamina) (SHANG et al., 2009; 

WANG et al., 2004), explosivos (2,4-DNT, TNT) (JU et al., 2007), drogas (cinchonina 

e nitrendipina) (YÁÑEZ, 2006; YANG et al., 2005), nucleobases (adenina, guanina e 

timina) (UMASANKAR; THIAGARAJAN; CHEN, 2007) e aminoácidos (tirosina, L-

histidina) (STEFAN-VAN STADEN; NEJEM; VAN STADEN, 2013). 

Quanto à sua utilização como sensores temos: (i) a base de monocamadas 

auto-montadas (SAMs) de ciclodextrinas tanto em ouro maciço como em 

nanopartículas de ouro são preparadas principalmente, pelo processo de 

funcionalização envolvendo grupos tiolados que ligam-se à superfície; (ii) preparados 

por imobilização eletrostática de ciclodextrinas em monocamadas automontadas; (iii) 

imobilização covalente em eletrodo de carbono, com alta estabilidade da camada 

anexada (Figura 6); (iv) eletrodos modificados com nanotubos de carbono-

ciclodextrina; (v) eletrodos de pasta de carbono à base de ciclodextrina e (vi) 

ciclodextrina incorporado em eletrodos modificados com filmes poliméricos. O capítulo 

2, deste trabalho apresenta uma variedade de plataformas modificadas tanto com CD 

como outro carreador, as quais forneceram informações valiosas quanto aos 

mecanismos de interação (encapsulação) envolvidos entre o composto bioativo e seu 

carreado (HERNÁNDEZ-MUÑOZ; FRONTANA; GONZÁLEZ, 2014). 

Figura 6 - Oxidação de monoânions de -CD mediada por ferrocenio e modificação 
covalente da superfície de carbono, à esquerda. Ilustração do eletrodo modificado, à 
direita. 

     
Fonte: Adaptado de (HERNÁNDEZ-MUÑOZ; FRONTANA; GONZÁLEZ, 2014). 
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Diante das diversas vantagens no emprego de ciclodextrinas para o 

desenvolvimento de novas tecnologias farmacêuticas, vê-se de acordo com a Figura 

7 (à esquerda) um crescente número de patentes anuais no período de 1990 à 2017, 

segundo a plataforma de busca LENS, com maior n° de patentes registradas em 

comparação as demais plataformas, Figura 7 (à direita). O maior n° de depósitos de 

patentes está a cargo dos Estados Unidos da América com 87.545 patentes, reflexo 

histórico-cultural de um incentivo a inovação. 

Figura 7 - À direita gráfico de n° de patentes por ano em todo o mundo segundo LENS; 

à esquerda, o n° de patentes de acordo com as plataformas de busca. 

   

Fonte: (LENS ORGANIZATION, 2018) e autora, 2018. 

Com base no exposto, as ciclodextrinas apresentam grande potencial na 

geração de novos produtos, bem como publicações de inovações tecnológicas 

farmacêuticas e de cunho analítico. Assim, na sequência, o princípio de algumas 

técnicas utilizadas, será explicado suscintamente para melhor entendimento dos 

processos observados e discutidos nos resultados. 

1.2 Espectroscopia no UV-vis 

A espectrofotometria vem sendo empregada como técnica clássica no estudo 

de interações entre moléculas biologicamente ativas e macromolécula e polímero. Os 

métodos acompanham mudanças no perfil do espectro, como: aumento ou diminuição 

da absorção eletrônica e deslocamento seja para maiores comprimentos de onda 

(batocrômico), ou menores comprimentos de onda (hispsocrômico). Dessa forma, vale 

a pena descrever o princípio da técnica. 
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158228
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A energia total de uma molécula é a soma de suas energias eletrônica, 

vibracional e rotacional. A absorção de energia na região do ultravioleta produz 

modificações da energia eletrônica da molécula em consequência de transições dos 

elétrons de valência (SILVERSTEIN et al., 1994).  

Quando uma molécula absorve energia, um elétron é promovido de um orbital 

ocupado para um orbital desocupado de maior energia potencial. Na maioria das 

moléculas, os orbitais ocupados de menor energia são os σ (ligações sigma); os 

orbitais  ficam em níveis de energia um pouco mais altos, e os pares isolados, ou 

orbitais não ligantes (n), ficam em energia ainda mais altas. Os orbitais desocupados 

ou antiligantes (* e σ*), são os de maior energia, Figura 8 (PAVIA et al., 2010). 

Figura 8 - Níveis de energia eletrônica e transições. 

 

Fonte: Adaptado de Pavia et al, 2010. 

A transição mais provável é do orbital ocupado de maior energia (HOMO) para 

o orbital desocupado de menor energia (LUMO). A relação entre a energia absorvida 

em uma transição eletrônica e a frequência ( ), o comprimento de onda (λ) e o número 

de onda ( ) é: 

 
Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz e E é a energia 

absorvida pela molécula na transição eletrônica entre um estado de menor energia 

(estado fundamental) e um de maior energia (estado excitado). A energia absorvida 

depende da diferença entre os dois estados, quanto menor, maior será o comprimento 

de onda de absorção (SILVERSTEIN et al., 1994). 

Figura 1: Níveis de energia eletrônica e transições. 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Pavia et al, 2010. 
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Além do princípio da técnica de espectroscopia no UV-Vis, uma explanação 

sobre o fundamento de fluorescência também é importante, visto que o presente 

trabalho também contém metodologias que envolvem essa técnica, facilitando o 

entendimento dos processos ocorridos. 

1.3 Espectroscopia de Fluorescência 

O fenômeno de fluorescência é um tipo de luminescência, caracterizado pela 

absorção de radiação em um determinado comprimento de onda ou grupo de 

comprimentos de onda e a re-emissão em um diferente comprimento de onda. O 

comprimento de onda de excitação é, geralmente, menor do que o comprimento de 

onda de emissão, como descrito pela Lei de Stokes de 1852. 

Wyszecki (1972) descreveu que, em uma molécula, os níveis energéticos dos 

elétrons são bem definidos e a elevação a níveis mais altos ocorre através da 

absorção seletiva da radiação pela molécula. Um elétron no nível fundamental é 

elevado a um nível superior por meio da absorção de uma certa quantia de energia, 

de um quantum ou fóton h onde h é a constante de Planck (6.626 × 10-34 Js) e  é a 

frequência da luz absorvida. A frequência  tem uma relação inversa com o 

comprimento de onda , de acordo com a relação:  = c/  onde c é a velocidade da 

luz (c = 299.792.458 m/s). Conforme essa relação, a frequência é inversamente 

proporcional ao comprimento de onda, ou seja, entre a energia necessária para a 

elevação de um elétron a um nível energético superior e o comprimento de onda de 

absorção. Os níveis energéticos são muito instáveis e rapidamente a molécula retorna 

ao seu nível energético fundamental. O retorno pode ocorrer de três formas, como 

fluorescência, fosforescência ou como transição sem radiação. 

O diagrama de Jablonski (Figura 9) é conveniente para visualizar, de um modo 

simples, os possíveis processos: absorção de fótons, conversão interna, 

fluorescência, cruzamento intersistema, fosforescência, fluorescência com retardo e 

transições tripleto-tripleto. Os estados eletrônicos singletos são representados por S0 

(estado eletrônico fundamental), S1, S2, e estados tripletos, T1, T2, ... Níveis 

vibracionais são associados com cada estado eletrônico.  
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É importante perceber que a absorção é muito rápida (≅10-15 s) em relação a 

todos os outros processos, não há deslocamento concomitante do núcleo de acordo 

com o princípio de Franck-Condon (uma transição eletrônica ocorre preferencialmente 

sem mudanças nas posições dos núcleos atômicos nas moléculas e em seu ambiente) 

(VALEUR, 2005). 

Figura 9 - Diagrama de Jablonski, diagrama parcial de níveis de energia para um 

sistema fotoluminescente. 

 

Fonte: Adaptado de SKOOG et al., 2009. 

As setas verticais correspondem ao início da absorção a partir do nível mais 

baixo de energia vibracional de S0, porque à temperatura ambiente a maioria das 

moléculas está neste nível. A absorção de um fóton pode levar a molécula para um 

dos níveis vibracionais de S1, S2, .... Dentre os possíveis processos de desexcitação 

a emissão de fótons que acompanha a relaxação S1 → S0 é chamada de 

fluorescência. Deve ser enfatizado que, apesar de algumas exceções, a emissão de 

fluorescência ocorre a partir de S1 e suas características (exceto polarização) não 

dependem do comprimento de onda de excitação (considerando que somente exista 

uma espécie no estado fundamental). 
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1.4 Eletroquímica 

Os estudos que envolvem a transferência de elétrons são importantes para a 

compreensão de diversos processos que ocorrem no meio biológico. Muitos 

processos em células vivas, desde seu metabolismo até sua defesa, envolvem 

processos de oxidação e redução. As enzimas que catalisam estes processos são 

onipresentes nos organismos vivos e requerem um ambiente redox que permita 

realizar eficientemente esta função. Esse ambiente redox é mantido por um complexo 

grupo de proteínas, peptídeos e genes, com base em uma série de transformações 

redox e não-redox, catalisadas enzimaticamente ou não, e envolvem transferência de 

elétrons e de átomos. Qualquer desequilíbrio nesse sistema pode causar alteração na 

homeostase celular ou em outros ambientes (MOURA, 2008). 

A eletroquímica se refere a fenômenos químicos associados à transferência 

de elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solução, ou heterogeneamente 

na superfície do eletrodo (BRETT e BRETT, 1996). O processo eletroquímico baseia-

se na aplicação de um potencial capaz de oxidar ou reduzir analitos de interesse, 

sendo o método padrão para o estudo das reações redox.  

Os métodos eletroquímicos oferecem certas vantagens sobre métodos 

convencionais, como: baixo consumo de reagentes; custo relativamente baixo de 

instrumentação; possibilidade de miniaturização e portabilidade; fornecimento de 

informações sobre a atividade da espécie química; além de fácil controle de variáveis, 

que, podem ser combinadas de diferentes formas, dentre a diversidade de técnicas 

(MOURA, 2008; SKOOG, 2009). 

1.4.1 Voltametria cíclica 

Dentre as diversas técnicas eletroquímicas existentes, a técnica mais utilizada 

para adquirir informações qualitativas sobre os processos eletroquímicos é a 

voltametria cíclica (VC). A eficiência desta técnica está na sua habilidade em fornecer, 

rapidamente, informações sobre as reações de transferência de elétrons, sobre a 

termodinâmica de processos redox, sobre a cinética de reações heterogêneas de 

transferência de elétrons, a possibilidade de investigar a reatividade química das 

espécies eletrogeradas e reações químicas acopladas a processos adsortivos, além 
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de auxiliar na elucidação do mecanismo eletródico analisado (BRETT e BRETT 1996; 

BARD e FAULKNER, 2001). 

A VC é uma técnica de varredura reversa de potencial (E), onde o E aplicado 

ao eletrodo é submetido à variação, numa velocidade conhecida e constante, e ao 

atingir o E final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial. Obtém-se como 

resposta a essa perturbação (Figura 10a), numa transferência eletrônica reversível, 

um par de picos, catódico e anódico (Figura 10b), quando é irreversível há apenas um 

pico (Figura 10c) (GREEF et al., 1985). 

Figura 10 - Representação esquemática do (a) Potencial aplicado ao eletrodo, tem como 

resposta um sistema (b) reversível e (c) irreversível, com destaque para os parâmetros 

mais importantes, em VC. 

 

Fonte: GREEF et al., 1985. 

A forma de aplicação do E, em VC, está representada na Figura 11a, onde o 

E é linear ao tempo, no eletrodo de trabalho estacionário numa solução. A técnica 

de VC “staircase” é utilizada como contraponto a VC linear, no sentido de minimizar a 

contribuição da corrente capacitiva na corrente total. Porém, o E é aplicado na forma 

de escada (staircase, Figura 11b), com degraus de E (10 mV) e tempo de duração de 

50 ms, e a corrente é medida apenas no final deste intervalo (BARD e FAULKNER, 

2001; BRETT e BRETT, 1996).  
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Figura 11 - Formas de aplicação de potencial para a VC: a) potencial com varredura 

linear e b) potencial do tipo escada (staircase). 

 

Fonte: BOLT, 1997. 

A análise do processo eletroquímico ocorrido pode ser feita por meio da 

obtenção dos parâmetros eletroquímicos mais importantes, ou seja, os potenciais de 

pico catódico e anódico (Epc e Epa), as correntes de pico catódica e anódica (ipc e ipa) 

e os potenciais de meia onda (Ep/2). Por outro lado, as reações que ocorrem no 

eletrodo são determinadas por dois componentes principais que são o transporte de 

massa do analito por difusão em solução para a superfície do eletrodo, e a 

transferência heterogênea de carga entre o analito e o eletrodo, em alguns casos 

ainda podem ocorrer reações químicas acopladas a algum destes processos (BARD 

e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996). 

Para uma reação reversível, ou seja, uma reação que ocorre com velocidade 

suficientemente alta para estabelecer um equilíbrio dinâmico na interface, apenas a 

etapa de transferência de massa influenciará no processo. A corrente do pico (em 

amperes) neste caso é dada pela equação 1: 

           Equação 1 

Sendo que n é o número mols de elétrons envolvidos no processo, A é a área 

do eletrodo (cm2), Do é o coeficiente de difusão (cm2
 

s-1) e Co é a concentração da 

espécie em solução (mol cm-3), é a velocidade de varredura (V s-1)  

Para uma reação reversível, a corrente de pico varia linearmente com a raíz 

quadrada da velocidade de varredura, a razão entre a corrente de pico anódico e 

catódico será igual a 1 e independente do valor de , o potencial de pico não apresenta 
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variação com a velocidade de varredura de potencial e a razão ip/1/2 é constante e 

independe de  (BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996). 

Para calcular a razão entre as correntes de pico ipa/ipc, a equação descrita por 

R. Nicholson pode ser utilizada (BARD e FAULKNER, 2001) equação 2 

𝑖𝑝𝑎

𝑖𝑝𝑐
=

(𝑖𝑝𝑎)0

(𝑖𝑝𝑐)0
+

(0,485)(𝑖𝑠𝑝)0

(𝑖𝑝𝑐)0
+ 0,086          Equação 2 

em que devem ser consideradas as intensidades das correntes (ipa)0, (ipc)0 e (isp)0 

desde a corrente zero, sendo desta forma, descritas na Figura 12 

Figura 12 - Voltamograma cíclico, descrito por Nicholson, detalhando as correntes de 

pico em relação à corrente zero. 

 

Fonte: Adaptado de Bard e Faulkner, 2001. 

Quando a velocidade de transferência de carga é lenta comparada com a 

velocidade de varredura, as concentrações das espécies oxidadas (Ox) e reduzidas 

(Red) não serão mais função apenas do potencial, não seguindo a Lei de Nernst. 

Nestas circunstâncias, a equação que descreve a corrente de pico (ipc) é dada 

segundo a equação 3 

         Equação 3 

Onde  é o coeficiente de transferência de elétrons e, nestes casos, em 

reações irreversíveis, o voltamograma costuma apresentar apenas pico anódico, 

podendo se deslocar com o aumento da velocidade de varredura. Já para uma reação 
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eletródica quase-reversível, a corrente é controlada tanto pela etapa de transferência 

de massa como pela etapa de transferência de carga e a equação de Nernst seria 

apenas aproximadamente satisfeita (BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 

1996). 

1.4.2 Voltametria de pulso diferencial 

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica muito usada em 

medidas analíticas com baixo limite de detecção de espécies orgânicas e inorgânicas, 

em que, o degrau de potencial é a base deste tipo de voltametria (WANG, 2000). Na 

VPD, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de E crescente são 

aplicados ao eletrodo de trabalho, a forma e os sinais de excitação captados em 

equipamentos digitais está representada na Figura 13b, há uma combinação de um 

pulso de saída com um sinal em degrau. 

Figura 13 - (a) Perfil corrente-potencial esquemático para VPD e (b) representação 

esquemática da aplicação do potencial em função do tempo em VPD para instrumentos 

digitais, amostragem da corrente em S1 e S2, sendo registrada a diferença entre essas 

correntes. 

 
 Fontes: BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996. 

Em VPD, a corrente é medida duas vezes, para correção da corrente 

capacitiva, sendo uma antes da aplicação do pulso (S1) e outra ao final do pulso (S2), 

onde a primeira corrente é instrumentalmente subtraída da segunda. Em seguida, a 

diferença das correntes é plotada em função do E aplicado, e o voltamograma 

resultante consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cujas áreas são 

diretamente proporcionais à concentração do analito (Figura 13a). Esta correção de 
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correntes possibilitada pelo modo de pulso diferencial permite obter limites de 

detecção da ordem de 10-8
 

mol L-1 (BRETT e BRETT, 1996). 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Emprego de ciclodextrina em extrato de barbatimão, visando maior 

biodisponibilidade de compostos ativos e avaliação espectroscópica e eletroquímica 

da interação entre o ácido tânico e HP--CD. 

2.2 Objetivos específicos 

Avaliar a interação entre -ciclodextrina e os compostos presentes no extrato 

etanólico da casca do barbatimão (Abarema cochliacarpos) via UV-vis.  

Avaliar interação do TA com HP--CD, por eletroquímica em solução e através 

de eletrodo modificado, espectroscopia no UV-vis e fluorescência; 

Determinar constantes de interação pelas técnicas utilizadas, quando possível; 

Realizar análises de RMN H1 para confirmar interação e estequiometria. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Produtos químicos e solventes 

Todos os reagentes químicos utilizados nas análises e listados na Tabela 2, 

foram de grau analítico. Todas as soluções foram preparadas em água grau Milli-Q 

(18 MΩ cm). 

Tabela 2 - Lista de reagentes utilizados. 

Reagentes Aquisição 

Ácido tânico  

Sigma Aldrich 
-cyclodextrina 

HP−−ciclodextrina 

Ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) 
Êxodo® 

Ferrocianeto de potássio (K4[Fe(CN)6]) 

Ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) Merck (Germany) 

Etanol P.A. 
Panreac® 

Ácido sulfúrico (H2SO4) 

Acetato de sódio (NaOAc) Vetec Química Fina 

Ltda Ácido gálico 

Fosfato de sódio diidratado (Na2HPO4)  

(Rio de Janeiro,BR) 

Fosfato de sódio monoidratado 

(NaH2PO4) 

Hidróxido de potássio (KOH) 

Sulfato de sódio (Na2SO4) 

Fonte: Autora, 2018. 

3.2 Estudos de espectrofotometria no UV-vis 

Os espectros no UV-vis foram registrados em um espectrofotômetro NanoDrop 

de arranjo de diodos Hewlett-Packard 8453A, utilizando uma cubeta de quartzo com 

caminho ótico de 1 cm. 
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3.2.1 Estequiometria de interação entre TA:HP-β-CD por espectrofotometria no UV-

vis 

O método de Job’s plot foi adotado para determinar a estequiometria do 

complexo TA:HP-β-CD (MELO et al., 2007). Misturas de TA:HP-β-CD foram 

preparadas variando a fração molar de cada substância de 0,1 a 0,9, mantendo a 

concentração total da solução 0,1 mmol L-1 (Tabela 3) em água deionizada, protegidas 

da luz em todo o processo.  

Tabela 3 - Protocolo do método Job´s Plot de variação contínua para determinar a 

estequiometria do complexo TA:HP--CD. 

HP--CD TA R Estequiometria 

9×10-5 1×10-5 0,1 1:9 

8×10-5 2×10-5 0,2 1:4 

7×10-5 3×10-5 0,3 2:2,33 

6×10-5 4×10-5 0,4 1:1,5 

5×10-5 5×10-5 0,5 1:1 

4×10-5 6×10-5 0,6 1,5:1 

3×10-5 7×10-5 0,7 2,33:1 

2×10-5 8×10-5 0,8 4:1 

1×10-5 9×10-5 0,9 9:1 

Fonte: Autora, 2018. 

 As soluções foram analisadas em espectrofotômetro UV-Vis, no 

comprimento de onda 274 nm após 24h de agitação no Shaker à 200 rpm e 25 °C. A 

diferença de intensidade de absorção (A) entre as soluções contendo apenas TA e 

as misturas de TA com HP-β-CD multiplicada pela razão molar (R) de TA versus a 

razão molar de TA foi plotada em um gráfico, onde o ponto de mudança na inclinação 

da curva corresponde à razão estequiométrica do complexo. 

3.3 Estudos eletroquímicos 

3.3.1 Condições das medidas eletroquímicas 

As medidas eletroquímicas foram realizadas através do equipamento 

potenciostato/galvanostato, PGSTAT12 (serial n° AUT73222) da Autolab® e o NOVA 
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1.1 e GPES como interfaces. A verificação do pH das soluções tampão foi realizado 

em pHmetro da Quimis. 

Para os estudos eletroquímicos utilizou-se um sistema de três eletrodos (Figura 

14): eletrodo de ouro/carbono vítreo (BAS, diâmetro 1,6 mm e Methrom, diâmetro 3,0 

mm) como eletrodo de trabalho; eletrodo de fio de platina, como auxiliar; e 

Ag+|AgCl|Cl- (KCl 3,0 mol  L-1), como eletrodo de referência. 

Os gráficos processados foram tratados utilizando o programa Microlab Origin 

8,0. 

Figura 14 - Sistema com os três eletrodos para análises eletroquímicas. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

O eletrodo de trabalho passou por uma limpeza mecânica antes de cada 

varredura de potencial. Foi polido com alumina (0,3 m) e lavado abundantemente 

com água, antes de ser levado ao ultrassom por 30 s em etanol, para remoção das 

partículas residuais.  

Um eletrodo de superfície limpa é indispensável para a formação de 

monocamadas auto-organizadas. Sendo assim, o eletrodo de ouro foi submetido a um 

tratamento eletroquímico em solução de H2SO4 0,1 mol L-1, na faixa de potencial de -

0,4 V a 1,5 V e velocidade de varredura de 0,1 V s-1 por 10 ciclos. Por vezes, foi 

utilizado o eletrodo de fio de ouro e este por não possuir uma área plana não se 

submete a limpeza mecânica apenas as ciclagens com H2SO4 0,1 mol L-1 e uma 
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limpeza química, onde o eletrodo é exposto à chama azul de maçarico até o rubor, 

após uns segundos sob vapor de clorofórmio é imerso em clorofórmio, para evitar 

processo de oxidação do ouro. 

Após o procedimento de limpeza, foi realizado o teste em Voltametria Cíclica 

com a sonda ferri/ferrocianeto de potássio (1:1) 1,0 mmol L-1 em KCl 0,1 mol L-1 nos 

potenciais de 0,6 à -0,3 V, para verificar a área eletroativa do eletrodo e a eficiência 

do polimento. Em seguida, após lavagem com água grau Milli-Q os eletrodos foram 

utilizados no estudo eletroquímico das SAMs. 

3.3.2 Avaliação da interação entre TA e HP--CD em solução 

Os estudos foram realizados utilizados as técnicas de VC e VPD. O meio 

eletrolítico de escolha foi o tampão fosfato pH 7,0, e o acompanhamento dos 

voltamogramas do composto TA se deu sem e com adição de HP--CD ao meio. 

3.3.3 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM de β-CDSH + MUA 

Para o preparo da SAM a monocamada de CDSH (Figura 15) foi construída 

no eletrodo de ouro, que após  limpo, foram introduzidos em uma solução contendo 

β-CDSH:FeCO2H:MUA (2:2:1 m/m/m) em uma mistura de solventes 

(DMSO:EtOH:H2O – 5:3:2 v/v/v). Inicialmente, o eletrodo fora imerso, por 1hora, em 

uma solução de β-CDSH dissolvida em DMSO, desaerada com Ar2 e sob agitação, a 

esta foi adicionado o Fc-CO2H solubilizado em EtOH. O eletrodo permaneceu na 

solução por 1 hora, para que se formasse o complexo entre Fc-CO2H e a cavidade da 

β-CDSH se mantivesse preenchida. Depois disso, a MUA e a água foram adicionadas 

à solução e a mistura foi novamente desaerada. Nesta solução final os eletrodos 

permaneceram em repouso por 24 horas, sendo lavados abundantemente com EtOH 

e água antes dos experimentos (FERREIRA et al., 2010). 
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Figura 15 - Representação esquemática da interação de ácido ferrocenocarboxílico em 

eletrodo de ouro: (I) eletrodo limpo; (II) modificado com monocamada de MUA; (III) 

modificado com monocamada mista de MUA/β-CDSH. 

 

Fonte: Adaptado de DAMOS et al., 2007. 

Com base nas curvas obtidas por VC foi possível calcular a constante de 

formação do complexo com −CD, utilizando o eletrodo modificado com SAM de -

CDSH. 

3.4 Extrato de barbatimão 

No presente estudo, o extrato da casca do barbatimão foi obtido do caule de 

Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes. As cascas de barbatimão foram 

secas e moídas em moinho elétrico (1,0 Kg), e o extrato obtido através da maceração 

com álcool etílico hidratado (92,8 °GL) (3L x 2) por 72 h, e após filtração (papel 

Watman nº 2) foi concentrado em evaporador rotatório a 60 °C até o volume de 0,1 L. 

Foram obtidos 0,4 Kg do extrato, um rendimento de 35 a 45% m/m em relação ao 

peso seco das cascas e entrecascas (CAETANO et al., 2012). 

3.5 Preparo dos complexos de TA 

As soluções nas proporções de 1:1 até 1:5 de ácido tânico e HP--CD foram 

preparadas em água destilada e mantidas sob agitação a 175 rpm à temperatura de 

25°C e protegida da luz em uma incubadora Marconi MA-420 (São Paulo, Brasil) por 

um período de 24h, tempo escolhido para garantir que os compostos envolvidos estão 

em equilíbrio no meio.  
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Após passar o tempo reacional, as soluções foram liofilizadas e o pó obtido, 

com caráter altamente higróscópico, foi deixado em dessecador sob vácuo e 

encaminhado para análises de RMN e ATR-FTIR, para elucidar o mecanismo de 

interação envolvido, visto que a estrutura não possibilita a formação de complexos de 

inclusão com ciclodextrina (FERREIRA, 2013a; FERREIRA et al., 2013b). 

3.6 Condições para estudo em células de linfócitos humanos 

O isolamento dos linfócitos foi realizado utilizando o reagente Ficoll paque® 

Heath care, de acordo com as instruções do fabricante. 10 mL de sangue total foi 

coletado com tubos de heparina e misturado com mesmo volume de meio de cultura 

de células (meio Gibco® RPMI 1640 (1X), Life Technologies, Paisley, UK).  

Alíquotas de sangue diluído foram cuidadosamente colocadas sobre o Ficoll 

paque® e imediatamente centrifugadas a 400 × g durante 30 minutos em centrífuga. 

Em seguida, a camada contendo linfócitos foi cuidadosamente aspirada e transferida 

para um tubo de centrífuga preenchido com o meio de cultura celular. Esta solução foi 

suavemente misturada e centrifugada a 250 x g durante 10 min. O mesmo 

procedimento foi repetido mais uma vez. O sedimento de linfócito obtido foi 

ressuspenso com o meio de cultura celular utilizando uma pipeta Pasteur. A 

viabilidade dos linfócitos foi verificada usando coloração com azul tripan e foi superior 

a 96%. Havia 100.000 células/mL da suspensão. Os linfócitos isolados foram então 

utilizados no experimento (JURICA et al., 2017). 

O Kit utilizado foi o Apo Tox-GloTM Triplex Assay da Promega. As medidas de 

fluorescência foram realizadas seguindo dois comprimentos de onda: 

• 400 ex/500 em para viabilidade; 
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4 Resultados e discussão 

4.1 Estudos de espectroscopia no UV-vis  

Com base em estudos anteriores de formação de complexo entre o extrato e 

-CD foi proposto o monitoramento do perfil de absorção do BBT frente vária 

proporções de -CD no período de 24h e 48h (Figura 16), para estudos posteriores 

de formação de complexo e análise dos compostos ativos com baixa solubilidade. De 

acordo com a Figura 16, o tempo de 48h apresenta menor variação de absorção frente 

as diversas razões de -CD. Este tempo foi escolhido para a formação do complexo 

e obtenção por liofilização. 

Figura 16 - Relação da absorção eletrônica do BBT na ausência e presença de diferentes 

razões de -CD de 1:1 até 1:10 (m/m), A)espectro de absorção após 48h de agitação, B) 

Absorção em =279 nm, após 24 e 48h de agitação. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Vê-se que as proporções de 1:1 a 1:10 entre o extrato e o carreador se mostrou 

estável sem mudança significativa de absorção apesar da complexicidade da amostra. 

Desse modo, foi levantado um questionamento sofre os possíveis componentes ativos 

do extrato que inviabilizam seu uso via oral, dentre eles estão os taninos. Partindo da 

toxicidade já estabelecida o ácido tânico foi tomado como molécula modelo para 

estudos com ciclodextrina, mesmo sendo um tanino hidrolisável, pode-se observar 

resultados interessante até então não descrito. 
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4.1.1 Determinação da estequiometria do complexo de interação TA: HP-β-CD  

A Figura 17 corresponde ao Job’s plot de (A x R) em função de R, onde A é 

a variação da intensidade de absorção e R é a razão de Ácido Tânico em relação a 

HP--CD, com base na Tabela 3 descrita na metodologia. O ponto máximo de 

mudança de inclinação ocorre em R = 0,4, sugerindo que o complexo entre TA e HP-

β-CD, possui proporção estequiométrica de 1:2. Foi realizado o experimento nos 

tempos de 24 e 48 horas, tempos mais utilizados na literatura, garantindo a formação 

do complexo, caso haja interação. Os resultados de ambos deram concordantes. 

Figura 17 - Gráfico da razão de TA na mistura TA:HP--CD (R) versos a variação de 

absorção das diferentes razões da mistura em relação a TA ausente de HP--CD 

multiplicado pela razão correspondente (A.R). 
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Fonte: Autora, 2018. 

Os demais compostos do trabalho já possuem estudos com HP--CD e/ou -

CD publicados. O ácido úsnico, a -lapachona e a mangiferina apresentam 

estequiometria 1:1 (FERREIRA et al., 2010; NASONGKLA et al., 2003; STANKOVIC 

et al., 2013). 

A Figura 18 mostra o perfil de estabilidade no UV-vis da interação entre o ácido 

tânico (3,0 mol L-1) e HP-CD na razão molar 1:2 mantendo a absorção constante 

dentro do período monitorado de 24h, com desvio de 0,011 num estudo em triplicata. 
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Figura 18 - Estabilidade da interação do ácido tânico em presença de HP-−CD 1:2, por 

24 horas. 
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Fonte: Autora, 2018. 

4.1.2 Estudo da constante de formação aparente do complexo de interação TA:HP-

-CD  

A espectrofotometria vem sendo empregada como técnica clássica no estudo 

de interações entre moléculas biologicamente ativas, macromolécula e polímero. Os 

métodos acompanham mudanças no perfil do espectro, como: aumento ou diminuição 

da absorção eletrônica e deslocamento seja para maiores comprimentos de onda 

(batocrômico), ou menores comprimentos de onda (hispsocrômico).  

A formação do complexo de interação entre TA e HP--CD em tampão fosfato 

7,4 foi avaliada no UV-vis, o TA permaneceu fixo a 10 mol L-1, e variando a 

concentração de HP--CD de 3 – 20 mol L-1. Aplicando a equação de Benesi-

Hildebrand (equação 16) (HERNANDEZ-BENITO et al, 1999) foi possível calcular a 

constante de dissociação KD e formação KF = 1/KD para TA: HP--CD: 

           Equação 4 

Onde  corresponde a variação da absortividade molar. Plotando os valores 

de [CD] [TA]0/A vs. [CD] obtém uma linha reta, KD = intercepto / inclinação. 
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O espectro de absorção da interação entre os compostos (Figura 19) mostra 

efeito hipercrômico das bandas de absorção em 214 e 274 nm do TA, o segundo 

comprimento de onda foi o utilizado nos cálculos, por apresentar melhor linearidade. 

O gráfico inserido na Figura 19 é o resultado do ajuste da equação, com um tempo de 

interação de 2h, sob agitação constante, foi possível calcular as constantes de 

dissociação e formação: 3,6 × 10-6 e 2,8 × 105, respectivamente. Constante cuja ordem 

de grandeza caracteriza complexo de inclusão (FERREIRA et al., 2010), porém sabe-

se que a estrutura molecular do TA não comporta um encapsulamento efetivo 

(impedimento estérico), bem como seu caráter hidrofílico possivelmente tem pouca 

afinidade pela cavidade hidrofóbica da HP--CD. 

Figura 19 - Espectro de absorção de TA na ausência e presença de HP--CD a diferentes 

concentrações (3, 5, 7, 12, 15 e 20 mol L-1) em tampão fosfato pH 7,4. Tempo de contato 

de 2 h. Inset: regressão linear obtida pela equação citada no comprimento de onda de 

274 nm. 
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Fonte: Autora, 2018. 

4.2 Medidas de Fluorescência 

A molécula de TA livre apresenta fluorescência em solução, mas ao interagir 

com HP--CD vê-se um aumento crescente dependente da concentração de HP--

CD no meio,Figura 20. Provavelmente, similar à o que ocorre com macromoléculas 
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biológicas, há uma restrição de rotação na molécula de TA, tornando-a planar e 

possibilitando o alinhamento dos orbitais , desta forma, provocando aumento na 

intensidade de fluorescência HEGDE et al., 2012. 

Figura 20 - A) Espectro de emissão de TA 10 mol L-1 (ext = 260 nm; em = 350) na 

ausência e presença de 0,2- 2,0 mol L-1 HP--CD, em tampão fosfato pH 7,4. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Comumente os processos de formação de complexo estão associados a 

supressão da intensidade de fluorescência, seja do tipo estática ou dinâmica, onde se 

utiliza a equação de Stern-Volmer para obter a constante de extinção molar (Ksv) 

(VALEUR, 2001). Entretanto, vê-se um aumento da intensidade de fluorescência do 

TA em presença de concentrações crescentes de HP--CD, a faixa de 0,2 a                  

1,3 mol L-1 apresentou boa linearidade com coeficiente de correlação de 0,9925. 

4.3 Estudos eletroquímicos 

4.3.1 Interação do TA com HP--CD em solução  

Conforme Figura 21A, a oxidação do ácido tânico apresenta um pico “com 

ombro” irreversível em 0,17 V, o mecanismo de oxidação pode ser proposto a partir 

da oxidação do ácido gálico (Figura22) onde o voltamograma deste apresenta 2 picos 

bem definidos, o primeiro pico de GA origina principalmente a oxidação do grupo orto-

hidroquinona no anel da molécula. O segundo pico de oxidação é causado pela 

oxidação do terceiro grupo -OH de GA. Devido a razões eletrocinéticas, a oxidação 

do grupo galoil, ocorre em potenciais superiores que 0,4 V (YANG et al., 2001). No TA 
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se mostram sobrepostos, dada as unidades de ácido gálico se encontrarem 

hidrolisadas na estrutura. 

O processo de transferência de elétrons no eletrodo de carbono vítreo é 

controlado por adsorção, com significativa redução da Ipa. O sinal é pequeno, pois o 

TA apresenta um pico de corrente dependente de pH, sendo o pH próximo a 7,0 o 

meio com menor Ip e Ep (WAN et al., 2007). 

Figura 21 - Voltamograma de TA em eletrodo de carbono vítreo A) por VC 1° e 5° ciclo, 

processo adsortivo, B) por VPD em ausência e presença de HP--CD variando de 1 a 

100 mol L-1. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Em presença de HP--CD (Figura 21B) Ipa do TA diminui gradualmente e o Epa 

desloca para valores mais positivos de 0,12 à 0,15 V, o que se deve, provavelmente, 

a interação em solução entre esses compostos, diminuindo a concentração do TA livre 

e aumentando a concentração de TA: HP--CD, complexo com caráter eletroquímico 

distinto do TA livre. O mecanismo de oxidação de TA é complexo dado o grande 

número de grupo eletroativos, por ser constituído de unidades de ácido gálico o 

mecanismo do ácido gálico está descrito na Figura 22, onde no processo de oxidação 

participa dois elétrons e dois prótons. 
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Figura 22 - O mecanismo do processo de oxidação ácido gálico. 

 

Devido a adsorção do TA no eletrodo, foi necessário fazer polimento após cada 

varredura, sendo a área eletroativa acompanhada pelo perfil voltamétrico do par redox 

(sonda) [Fe (CN)6]¾ (1:1) em KCl 0,1 mol L-1, mantendo-se sempre a mesma área, 

para fins comparativos dos dados. Apesar do voltamograma nos dar um indicativo do 

processo envolvido, este é puramente qualitativo, fazendo-se necessário um método 

que possa forma uma barreira seletiva no transporte de espécies na interface 

“eletrodo-solução”. 

Com esse fim, as SAMs foram utilizadas como um método estratégico para 

conferir seletividade e sensibilidade na modificação de eletrodos, e a ligação covalente 

da CDSH se fez via quimissorção na superfície de ouro. 

4.3.2 Estudo da interação entre TA e SAM-CDSH por VC  

Como observado anteriormente o TA interage consideravelmente com HP--

CD, entretanto, devido ao caráter adsortivo do TA, não foi possível construir uma curva 

analítica. Para tanto, foi realizada uma modificação na superfície do eletrodo de ouro, 

com uma SAM mista de MUA e -CDSH.  

A Figura 23 exibe os voltamogramas obtidos por VC do complexo de interação 

TA:-CD em SAM de -CD+MUA, para a faixa de concentração de 0,1 a 1,5 mol L-1 

de TA. Pode-se observar um aumento na Ip em função do aumento da concentração 

do analito, sem deslocamento de potencial significativo (0,19 V). Apesar de não haver 

a formação de um complexo de inclusão, a resposta de corrente obtida indica uma 

associação entre o TA e a CDSH fixada na superfície. 
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As monocamadas formadas no ouro seguem a cinética de Langmuir-Blodgett 

(YÁÑEZ, 2006). Assim, de posse das Ipa foi possível determinar a constante de 

associação (K) do TA na SAM, utilizando uma derivação da isoterma de Lagmuir): 

          Equação 5 

Onde [TA]0, é a concentração da espécie eletroativa, I é a corrente de medida 

para cada concentração da molécula de TA, Imax é a corrente de pico máxima, e K é a 

constante de formação correspondente ao complexo de interação entre a molécula 

TA com -CD ancorada no eletrodo (FERREIRA et al., 2010). A Figura 23A, apresenta 

o voltamograma de TA em SAM de CD, foi possível construir uma curva analítica 

Figura 23B, cujo limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculado em 7,7 

e 25,7 nmol L-1 respectivamente através das equações 6 e 7. O valor obtido de LD 

está próximo dos descritos na literatura para TA de mesma ordem de grandeza (Li et 

al.,2006; XIE and LI, 2009; LI et al., 2015; VU et al., 2015). 

Para a determinação do limite de detecção utilizou-se o desvio padrão da média 

aritmética das correntes obtidas dos dez voltamogramas de brancos, no mesmo 

potencial do pico voltamétrico da oxidação de TA, e a relação: 

LD = 3SB/b              Equação 6 

onde SB é o desvio padrão da média aritmética das correntes dos brancos e o b o 

valor do coeficiente angular da curva analítica. Para o limite de quantificação utilizou-

se a relação abaixo: 

LQ = 10SB/b              Equação 7 
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Figura 23 - A) Voltamogramas em tampão fosfato pH 7,4 em crescentes concentrações 

de TA (0,1 a 1,5 mol L-1) em eletrodo modificado com -CDSH+MUA; B) curva analítica 

de [TA] vs Ipa, para determinar LD e LQ; C) Regressão linear dos valores de [TA]/Ipa vs 

[TA] para determinar K. 
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Fonte: Autora, 2018 

 A partir da equação 5 pode-se calcular a constante de associação K do 

TA com SAM de -CD (Figura 23C), com valor de 6,8×105 L mol-1, um alto valor de 

constante por SAM, demonstrando uma afinidade no composto pela -CD (FERREIRA 

et al., 2010). 

4.4 Caracterização da interação entre HP--CD e TA 

Técnicas clássicas de caracterização de complexo de formação foram 

utilizadas no intuito de comparar e elucidar a porção da molécula de ácido tânico que 

interage externamente com a ciclodextrina, bem como confirmar a estequiometria de 

correlação envolvida 
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4.4.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier obtidos por ATR 

A fim de avaliar a formação do complexo de interação foram obtidos os 

espectros de infravermelho por ATR-FTIR, por meio de análise direta do pó. Os 

espectros no infravermelho foram registrados em espectrômetro IRPrestige-21 da 

Shimadzu. Os interferogramas foram acumulados ao longo de um espectro na faixa 

de números de onda entre 4000-400 cm-1 com resolução nominal de 4 cm-1 e 128 

scans.  

Os espectros do ácido tânico, HP-−CD e seus complexos de interação estão 

representados na Figura 24, suas respectivas atribuições são descritas abaixo, 

conforme literatura (PANTOJA-CASTRO; GONZÁLEZ-RODRÍGUEZ, 2012). 

Figura 24 - Espectro de ATR-FTIR do TA, HP-CD e seus complexos de interação na 

estequiometria de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5. 
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Fonte: Autora, 2018. 

O espectro de FT-IR do ácido tânico (polímero constituído por moléculas de 

ácido gálico e ácido elágico) apresenta pico na região de onda 3300-3600 cm-1, que 

indica a presença de alongamento –OH; 1700: deformação axial C=O; 1605 e 1524: 

deformação axial C=C de anel aromático; 1178: deformação angular de O-H e 
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deformação axial de C-O; 750: deformação angular fora do plano de C-H aromático; 

640: deformação angular fora do plano de O-H. 

O espectro da HP--CD indica uma banda de alongamento C-O em torno de 

1000 cm-1, a faixa de 3200 - 3600 cm-1 se refere ao grupo –OH da molécula. 

Os espectros correspondentes aos complexos exibem ligeiro deslocamento 

nos números de onda, quando comparado com o espectro do TA, destacados na 

Figura 24, maiores mudanças não foram ao comparar os espectros dos complexos 

com o da HP-b-CD sozinha. Os picos em 1700, 1305 e 1178, deslocam para 1712, 

1305 e 1178 cm-1 respectivamente. Assim, a mudança se dá na região de banda do 

grupo carbonila: alongamento C=O em 1730 -1705 cm-1 e C-O em 1100 – 1300 cm-1, 

porção éster da molécula (PANTOJA-CASTRO; GONZÁLEZ-RODRÍGUEZ, 2012). A 

ampliação e a redução da intensidade máxima confirmam a formação de complexação 

por liofilização (GARG et al., 2010). 

4.5 Resultados de RMN H1  

Devido à grande quantidade de hidroxila presente no ácido tânico, sua 

interação com a parte interna da HP-β-CD, que possui um ambiente hidrofóbico, torna-

se impossível. No entanto, como a HP-β-CD também possui uma alta quantidade de 

hidroxilas na parte externa de sua molécula, isso possibilita que ambas interajam entre 

si através de ligações de hidrogênio.  

Ao se comparar os valores de deslocamento químico dos espectros de RMN-

1H do complexo HP-β-CD:TA, com diferentes razões da HP-β-CD (Figura 25) (Tabela 

4), o complexo com a razão 1:2 foi o único que se comportou diferente dos demais, 

indicando ser o único a possuir uma estereoquímica diferente. 
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Figura 25 - Espectro de RMN 1H da hidroxipropil--ciclodextrina e os complexos com 

ácido tânico a diferentes razões molares. 

 

Fonte: autora, 2018. 

Tabela 4 - Variation of chemical shift of HP-β-CD in different molar ratios with tannic 

acid. 

1H 

Identification 

δ 

(ppm) 
Δδ (ppm) 

1:0 1:1 2:1 3:1 4:1 5:1 

H-1 5.181 0.087 0.033 0.182 0.080 0.067 

H-2 3.658 0.071 0.030 0.074 0.083 0.071 

H-3 4.050 0.110 0.045 0.106 0.103 0.085 

H-4 3.521 0.075 0.029 0.074 0.070 0.064 

H-5 3.745 0.077 0.023 0.071 0.070 0.041 

H-6 3.896 0.102 0.033 0.088 0.085 0.073 

CH3 1.173 0.088 0.028 0.084 0.081 0.068 

Fonte: Autora, 2018 

O estudo por RMN, com a técnica de RMN 2D ROESY, que possibilita através 

do efeito overhauser nuclear visualizar a interação especial entre dois hidrogênios que 

estão separados a uma distância menor que 4Å, detectou a interação do hidrogênio 

externo (H1) da HP-β-CD em 5.179 ppm, com o hidrogênio do anel de açúcar (He) do 

ácido tânico em 3.547 ppm (Figura 26), indicando que não houve a inclusão de 

nenhuma parte do ácido tânico no interior da HP-β-CD, mas sim a interação com as 

partes externas das moléculas. (DENG et al., 2016; JAHED et al., 2014; ZHANG et 

al., 2016). 
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Figura 26 - A) estrutura do TA, B) estrutura HP--CD, C) Espectro de RMN 2D ROESY, 

F1 é o espectro da HP--CD e em F2 o espectro do TA. 

 

 

Fonte: autora, 2018. 

4.6 Avaliação da viabilidade e citotoxicidade  

Tendo em vista a toxicidade inata de TA testes de viabilidade celular foram 

realizados com o intuito de avaliar a toxicidade do complexo HP--CD:TA. Para as 

análises de viabilidade e citotoxicidade as amostras foram incubadas em placa de 

microdiluição de 96 poços, formada por 12 colunas (1 - 12) e 8 linhas (A - H), com a 

disposição segundo ilustrado na Figura 27, por 24h. 
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Figura 27 - Microplaca de células em presença das amostras em três diferentes 

concentrações (50 e 100 mol L-1), para incubação. Ao lado guia de identificação de 

cada poço. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

A Tabela 5 traz os valores referentes as três concentrações investigadas num 

estudo inicial, em triplicata. Torna-se clara as vantagens promovidas pela presença 

da CD, quando comparamos os valores do complexo e do composto sozinho. Dentro 

das condições do experimento o HP--CD:TA se mostra menos tóxico, apresentando 

valores de viabilidade acima de TA e abaixo de HP--CD e percentual de 

citotoxicidade menores que TA e maiores que HP--CD aumentando em 10,5 e 17 % 

a viabilidade de linfócitos no meio na concentrações de 50 e 100 mol L-1 

Tabela 5 - Resultados do ensaio quantitativo para a identificação da viabilidade em 

linfócitos do sangue periférico tratados com TA, HP--CD sozinhos e HP--CD:TA in 

vitro por 24 horas. 

Grupo experimental Viabilidade celular 

(%) 

TA 50 mol L-1  68,5±5  

TA 100 mol L-1 43±3 

HP--CD 50 mol L-1 116±2 

HP--CD 100 mol L-1 101±6 

HP--CD:TA 50 mol L-1 79±2 

HP--CD:TA 100 mol L-1 60±4 

Fonte: Autora, 2018. 
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5 CONCLUSÃO 

Diante dos dados expostos pode-se inferir que o ácido tânico interage com a 

hidroxipropilciclodextrina numa relação de equilíbrio 1:2, segundo a metodologia 

Job’s plot e RMN H1, onde dentre as razões estudadas esta apresentou  distinta 

das demais, e em experimento de ROESY a interação entre o H1 da HP--CD e o H 

interno do TA pode ser comprovada. Mudanças nos espectros de ATR-FTIR nas 

mesmas razões de 1:1 até 1:5 foram igualmente comparadas com resultados que 

corroboram com o já obtido. 

Através do aumento da absorção de TA no UV-vis em presença de 

concentrações crescentes de HP--CD, foi possível calcular as constantes de 

dissociação e formação, com os valores de 3,6 × 10-6 e 2,8 × 105 L mol-1 

respectivamente. Esse aumento também foi observado na fluorescência cuja curva 

apresentou bom coeficiente de correlação. 

O LD e LQ foram calculados em 7,7 e 25,7 nmol L-1 a partir de eletrodo de 

carbono modificado com SAM de CDSH/MUA. Com este foi possível determinar a 

constante de associação em 6,8×105 L mol-1 corroborando a interação existente entre 

o carreados CD e o composto TA. 

Em estudos preliminares com células de linfócitos o complexo HP--CD:TA 

apresentou menos toxicidade quando comparado ao TA sozinho na mesma 

concentração. Para maiores conclusões nesta linha estudos mais detalhados são 

sugeridos. 
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1 INTRODUÇÃO 

Muitos agentes terapêuticos, como extratos, moléculas pequenas, genes e 

peptídeos apresentam excelente potencial terapêutico, porém são limitados por baixa 

solubilidade, alta toxicidade ou mesmo instabilidade, impedindo significativamente seu 

uso na clínica medicamentosa. Na tentativa de solucionar essas problemáticas, muitas 

pesquisas têm recorrido a nanotecnologia com o intuito de melhorar as propriedades 

físico-químicas e biológicas de tais agentes como: maior solubilização, capacidade de 

liberação prolongada e aumento na especificidade dos locais de ação desejados. 

Tendo em vista a importância do estudo da interação entre compostos de 

interesse biológico e nanocarreadores (ciclodextrinas e dendrímeros) e as inúmeras 

vantagens relacionadas a formação de complexos, o presente trabalho buscou 

inicialmente, através de métodos de eletroquímica clássica, espectroscopia no UV-Vis 

e fluorescência, investigar e compreender a relação existente entre os compostos 

estudados e os nanocarreadores, para assim, fazer a associação destes aos pontos 

quânticos.  

Em estudos anteriores do grupo de eletroquímica, a mangiferina e a -

lapachona vem se apresentando como compostos promissores, e assim como o ácido 

úsnico, já apresentam comportamento eletroquímico bem definido. Sendo assim, um 

outro viés do trabalho foi a construção, caracterização e uso de plataformas híbridas 

nanoestruturada com ponto quântico e o carreador de escolha, como proposta para 

sensores inovadores. A estas heteroestruturas foi avaliado o comportamento 

eletroquímico das moléculas supracitadas com determinação de constantes. 
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1.1 Revisão bibliográfica 

Conjugação ou complexação de agentes terapêuticos em transportadores 

poliméricos (ciclodextrinas ou dendrímeros) pode resultar em prolongada meia-vida 

de circulação, aumento da concentração no local de ação (como tumores, ou sistema 

retículo-endotelial) e diminuição da toxicidade não específica (SADEKAR; 

GHANDEHARI, 2012). 

Mediante essas vantagens, os compostos de origens natural escolhidos neste 

estudo, se mostram promissores quanto as suas atividades farmacológicas, com 

diversas publicações de alvos biológicos e mecanismos de ação. Com o intuito de se 

obter dados relevantes como ponto de partida para pesquisas mais avançadas, o 

desenvolvimento do trabalho se baseia nos dados a seguir apresentados tanto para 

as moléculas eleitas como as técnicas utilizadas e seus princípios teóricos. 

1.1.1 Ácido úsnico 

O Ácido úsnico (UA) foi isolado a partir do líquen, uma relação simbiótica entre 

uma alga e um fungo, de Usnea barbata, é uma substância cristal de cor amarela de 

origem natural, é um derivado dibenzofurano [2,6-diacetil-7,9-di-hidroxi-8,9b-dimetil-

1,3(2H,9BH)dibenzo-furandiona]. A Figura 28 mostra o líquen e sua fórmula estrutural 

(STANKOVIC et al., 2013).  

Figura 28 - A) Línquen de Usea Barbata e B) estrutura química do UA. 

     

Fonte: (STANKOVIC et al., 2013). 

Das centenas de metabólitos secundários conhecidos do líquen, o ácido úsnico 

derivado do dibenzofurano é sem dúvida o mais extensamente estudado. Possui 3 

A 
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valores de pKa consequência da presença das três OH presentes na molécula, pKa1 

= 4,4 (1-OH), pKa2 = 8,8 (10-OH) e pKa3 = 10,7 (8-OH) (INGÓLFSDÓTTIR, 2002). 

O UA é conhecido por suas atividades biológicas tais como antobiótica, anti-

inflamatória, antiprotozoária, antiviral, antitumoral e antimicótica (COCHIETTO et al., 

2002; DE CARVALHO et al., 2005; INGÓLFSDÓTTIR, 2002). Entretanto, apesar 

dessa gama de atividades biológicas sua utilização na terapêutica é restrita devido à 

baixa hidrofilicidade e hepatotoxidade da molécula (HAN et al, 2004). Sendo assim, 

vê-se necessário o uso de alternativas para contornar seus aspectos físico-químicos 

que tornam restrito seu uso na forma livre, bem como diminuir os efeitos tóxicos 

mantendo o composto biologicamente ativo, para tanto o uso de carreadores é uma 

dessas alternativas. 

1.1.2 -Lapachona 

-Lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) 

(Figura 29) é um produto natural, presente na casca do Lapacho sul americano 

(Tabebuia avellanedae), que cresce principalmente no Brasil, que pode ser facilmente 

sintetizado por transformação química do lapachol, também isolado da casca de 

plantas da família Bignoniaceae ou lomatiol, isolada a partir de sementes de lomatia 

(DE ABREU et al., 2007). 

Figura 29 - Estrutura da -lapachona. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

O presente composto mostrou ter uma variedade de efeitos farmacológicos, 

dentre eles: antibacterianos, antifúngicos (GUIRALD et al., 1994), antimaláricos 

(ANDRADE-NETO et al., 2004), atividades de tripanocidas (GOIJMAN ; STOPPANI, 

1985), bem como antineoplásica contra linhagens celulares de câncer de próstata, 

cólon, mama, ovário, pulmão entre outras (DE ABREU et al., 2007).  
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Apesar da sua potencialidade a -lapachona demonstra baixa solubilidade em água o 

que limita sua administração sistêmica e aplicação clínica. Para contornar essa 

problemática Abreu (2007) e colaboradores realizaram estudos de complexo de 

inclusão da -lapachona em  e -ciclodextrina com melhora da solubilidade, neste 

trabalho a proposta é de um novo carreador que cumpra o mesmo papel. 

1.1.3 Mangiferina 

A Mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxi-2-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximethil)oxan-2-

il]xanten-9-ona) (MGF) representada na Figura 30 é uma xantona glicosilada de 

origem natural obtida a partir de Plantas medicinais tradicionais e vários vegetais, 

entre eles Mangifera indica L. (nome comum: manga) (FERREIRA et al., 2010). 

Figura 30 - Estrutura da mangiferina. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

Este composto apresenta uma ampla variedade de atividades farmacológicas, 

que incluem ação antibacteriana, imunomoduladora, Anticancerígena, antidiabético, 

gastroprotetor, antiinflamatória, analgésica, atividades anti-HIV, cardio e citoprotetora, 

bem como capacidade antioxidante. Uma decocção aquosa da casca de manga (M. 

indica L.) foi desenvolvida e registrado como Vimang® um suplemento nutricional 

(FERREIRA et al., 2010, 2013).  

A interação de MGF foi avaliada por fluorescência com albumina do soro bovino 

(BSA) com Kb na ordem de 105 e Ksv na ordem de 104 e indicou alteração 

conformacional da proteína com distanciamento de 5,2 nm segundo a teoria de Föster 

(LIN et al., 2009). A interação com DNA de esperma de arenque mostra que a MGF 

pode intercalar nos pares de bases, segundo testes de fluorescência em diferentes 
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temperaturas num mecanismo de extinção do tipo estático associado a ligações de 

hidrogênio e forças hidrofóbicas (TIAN et al., 2016) 

A MGF também mostra ação inibidora, em estudos de perda de massa via 

eletroquímica, em processo corrosivo em aço carbono, como uma alternativa aos 

inibidores convencionais que mostram alta toxicidade, uma preocupação crescente 

associada aos problemas irreversíveis gerados ao ecossistema (PINHEIRO et al., 

2016). 

Entretanto, o uso de MGF é limitado em meios aquosos devido à sua baixa 

solubilidade, este problema pode ser contornado usando sistema de complexo de 

inclusão. Nosso grupo tem publicação com formação de complexo de MGF com 

ciclodextrina e encapsulação em sílica mesoporosa ordenada tipo SBA-15 outros 

carreadores que possibilitam o aumento da solubilidade no meio aquoso (FERREIRA 

et al., 2010; PONTES et al., 2017). 

1.1.4 Carreadores  

No estudos de formação de complexo com carreadores as forças que 

estabilizam a interação entre os carreadores e o ligante tem papel fundamental, ao 

passo que, num equilíbrio dinâmico em solução as forças estabilizantes não podem 

ser muito fortes, pois não há liberação da droga no alvo, porém não pode ser muito 

fraca, pois pode comprometer o carreamento até o alvo, podendo o ativo ser liberado 

antes. Estas ligações intermoleculares podem ser estabelecidas através de par iônico, 

interação hidrofóbica ou hidrofílica, ligação de hidrogênio, hóspede-hospedeiro, e 

interações − que mantêm complexos unidos (MONTANARI et al., 1998).  

Nos complexos o substrato está acomodado dentro de uma cavidade, um 

"encaixe complementar" e a interação ocorre em múltiplos "sítios", apropriadamente 

localizados e orientados. Embora a energia de interação com cada sítio seja de 

poucos Joules/mol (muito inferior a ligação covalente), o efeito cumulativo resulta em 

uma forte interação do substrato com o sítio ativo (MONTANARI et al., 1998). 
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O trabalho traz dendrímero e ciclodextrinas como carreadores, as 

ciclodextrinas já foram bem descritas no capítulo anterior, na sequencia uma breve 

introdução sobre dendrímeros. 

1.1.4.1 Dendrímeros 

Os dendrimeros são uma classe de polímero tridimencionais hiperramificado 

explorados em aplicações de nanomedicina, descritos inicialmente por Tomalia e 

Newkome em 1985, separadamente, como estruturas de núcleo-casca, construídas 

camada a camada, formando gerações, conforme Figura 31A. O nome dendrímero foi 

derivado da palavra grega dendron que significa “árvore” e mer “seguimento”, que é 

representativa de sua arquitetura ramificada distinta de "árvore". Esse recurso faz do 

dendrimer uma estrutura bem definida o que possibilita controlar suas funções de 

superfície (HSU et al., 2017; NEWKOME et al., 1985; TOMALIA et al., 1985).  

Há diversos tipos de dendrímeros com diferentes grupos terminais, a Figura 31 

mostra os dendrímeros comumente usados na administração de fármacos, Figura 31B 

dendrímeros de poli (amidoamina) (PAMAM), Figura 31C poli (propilenimina) (PPI) e 

Figura 31D poli (L-lisina) (PLL) (HSU et al., 2017). 
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Figura 31 - A) Uma ilustração esquemática com os três componentes de uma molécula 

de dendrímero e estruturas químicas de B) dendrímeros de poli (amidoamina) (PAMAM), 

C) poli (propilenimina) (PPI) e D) poli (L-lisina) (PLL). 

 
Fonte: Adaptado de (HSU et al., 2017). 

Devido à sua síntese controlada, estes polímeros têm a vantagem única de ter 

polidispersibilidades muito baixas. Um dendrímero PAMAM de geração completa tem 

grupos amina primários na superfície (pKa = 6,85) e grupos amina terciária dentro do 

núcleo (pKa = 3,86). A alta densidade de grupos funcionais de superfície nos PAMAM 

apresenta-se como uma oportunidade de funcionalização destes polímeros com 

drogas, ácidos nucleicos e componentes de sistemas de imagem (Figura 32). 

Dendrímeros PAMAM de certas gerações e carga superficial pode permear a barreira 

epitelial do intestino, sugerindo seu potencial como carreadores de droga oral 

(SADEKAR AND GHANDEHARI 2012). 

 

A

) 

B

) 

C

) 

D

) 
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Figura 32 - Esquema de sistema de entrega baseado em dendrímero funcionalizado com 

agente terapêutico, unidade bioreconhecível, agente de imagem, ácido nucleico e grupo 

modificador de superfície. 

 

Fonte: SADEKAR AND GHANDEHARI 2012. 

Estudos de toxicidade aguda e subcrônica de dendrímeros PAMAM catiônico 

(G3, G5 e G7), em camundongos swiss-webster, revelaram que a toxicidade aumenta 

com aumento da geração e densidade de carga superficial dos grupos amina. Foi 

observado maior acumulo de G3 nos rins e G5 e G7 no pâncreas, porém não exibiam 

propriedades que impedissem seu uso em aplicações biológicas nas concentrações 

(ROBERTS et al., 1996). Em testes de Toxicidade em Embriões de Peixes zebra a 

carga dos grupos terminais dos dendrímeros catiônicos também pareceu ser a 

principal razão para a toxicidade in-vitro (BODEWEIN et al., 2016). 

Neste trabalho, os dendrímeros PAMAM-NH2, transportadores eficientes para 

ácidos nucleicos, devido à sua carga positiva em pH fisiológico (MÁRQUEZ-MIRANDA 

et al., 2016), foram os dendrímeros de escolha, como portadores dos compostos 

terapêuticos, dada a afinidade dos pontos quânticos por grupos aminas e a 

possibilidade de formar ligação covalente com carbonila terminais, função importante 

na construção dos eletrodos quimicamente modificados, etapa crítica do projeto.  

1.1.5 Pontos quânticos 

Pontos quânticos (PQ’s) semicondutores, são nanocristais que apresentam 

confinamento quântico em três dimensões. Essas dimensões devem ser maiores que 

o parâmetro de rede e menores ou iguais ao raio de Bohr do éxciton do 
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correspondente material bulk (macroscópico). Cada material apresenta uma massa 

efetiva dos seus portadores e consequentemente um dado raio de Bohr, assim, a 

depender do material têm-se diferentes faixas de tamanhos de nanocristais que 

apresentam propriedades de confinamento quântico, como mostra a Figura 33. 

O tamanho muda a energia de confinamento que altera as propriedades ópticas 

do material, como absorção, índice de refração e bandas de emissão, o que confere 

propriedades piezoeléctrica, optoelétrica, fotoquímica, magnética, e propriedades 

catalíticas (HUANG et al., 2008)(HUANG; ZHU, 2013). Deste modo, os diâmetros 

típicos PQ’s variam de 2 a 10 nm e podem apresentar emissão à luz do ultravioleta ao 

infravermelho (Figura 33). Esta é uma consequência do nível de energia de 

discretização, bem como da energia de banda proibida (CESAR, 2014). 

Figura 33 - Intervalo de energia de banda proibida de alguns pontos quânticos (II-VI) 

que variam de cristais manométricos para uma massa, com a sua respectiva região 

espectral. Abaixo: espectros que exibem algumas propriedades ópticas de pontos 

quânticos (a e b) banda proibida (Eg), dependência do tamanho da partícula e (c) a sua 

capacidade de multi-espectral de emissão. 

 

 
Fonte: (CESAR, 2014). 
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Nos PQs core/shell o núcleo é o responsável pelas propriedades ópticas (região 

espectral de absorção eletrônica e fluorescência) e a casca é constituída por algumas 

monocamadas de um outro material semicondutor, é usada para passivar os defeitos 

da superfície do núcleo, com o objetivo de melhorar e a aumentar a intensidade de 

fluorescência e diminuir a largura de linha da banda de emissão. Normalmente, ambos 

núcleo e escudo são compostos por elementos dos grupos II B e VI A da tabela 

periódica (Figura 33). Os melhores exemplos são aplicados CdSe/ZnS, CdS/CdTe e 

ZnSe/ZnS PQ’s (DABBOUSI et al., 1997; SANTOS, FARIAS, FONTES, 2008). Na 

interface biomédica, a aplicação de PQ’s é baseada em fluorescência, que 

essencialmente transforma fótons em fótons de diferentes comprimentos de onda 

(CESAR, 2014). 

Dada a complexicidade do tema, faz-se necessário demonstrar, suscintamente, 

a teoria que fundamenta este material de alta relevância para aplicações químicas e 

biológicas. 

1.1.5.1 Teoria envolvida  

Os pontos quânticos constituem um caso particular da solução da Equação de 

Schrödinger (equação 8), conhecida como poço quadro finito de potencial 

(GRIFFITHS, 2011): 

𝒊ℏ 
𝝏𝝍

𝝏𝒕
 = −

ℏ𝟐

𝟐𝒎
 𝛁 ⃗⃗  ⃗²𝝍                       Equação 8 

Onde: 

 i é a unidade imaginária; 

ℏ  é a constante de Planck; 

∂ψ/∂t primeira derivada temporal da função de onda; 

m é a massa; 

∇ ⃗⃗  ⃗²𝜓  é a La palaciana da função de onda 



88 

 

De acordo com as condições de contorno do sistema, o ponto quântico 

utilizado nos estudos deste trabalho, pode ser caracterizado pela solução da 

equação 9, uma evolução temporal (SILVA et al., 2013): 

𝐈(𝐭) = 𝐈(𝟎) [𝟏 −
𝜽

𝟐
 𝐭𝐚𝐧−𝟏 (

𝟐𝒎𝑽

[(𝟏+𝟐𝒎)²+𝑽𝟐] 𝝉𝒄/𝟐𝒕+𝟏+𝟐𝒎+𝑽𝟐)]
𝟐
                Equação 9 

Onde: 

c = constante térmica temporal característica 

m = parâmetro do feixe 

D = difundidade termal 

V= é um parâmetro relacionado à distância confocal do feixe de prova. Ou seja 

V = Zt/Zc, onde Zc é a distância confocal. 

Os PQs podem ser divididos em classes nas quais os ultra pequenos (USPQs) 

são nanocristais com tamanhos extremamente pequenos, com fortes efeitos de 

confinamento quântico, em que a maioria dos seus átomos estão localizados na 

superfície. A grande quantidade de átomos na superfície e a presença de várias 

ligações pendentes, originam mudanças nas propriedades dos nanocristais, podendo 

ser observado nos espectros de fluorescência (MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000).  

Uma nova classe de PQs de CdSe, a de tamanhos mágicos (MSPQs) vem se 

apresentando promissora em estudos biológicos (SILVA et al 2014). Os MSPQs são 

nanocristais com tamanhos extremamente pequenos (< 2 nm) e que apresenta 

propriedades físicas completamente diferentes dos PQs tradicionais (CHEN et al., 

2005). Algumas propriedades fundamentais colocam esses PQs em classes 

diferentes. As propriedades características dos MSPQs são as: estruturas 

termodinamicamente estáveis, o amplo intervalo de luminescência, a alta estabilidade 

do tamanho com o tempo, os espectros de absorção relativamente estreitos.  

O termo tamanho mágico está relacionado a um número (mágico) de átomos 

na estrutura que faz com que os PQs sejam extremamente estáveis. O espectro de 

luminescência largo ocorre devido aos MSPQs terem defeitos atômicos internos 

(ausência ou presença extra de átomos) (ANIELLE, 2014; SILVA et al 2014). 
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1.1.5.1.1 Mas porque o Ponto Quântico fluoresce? 

Através do processo conhecido como “transição interbandas”, os átomos, 

moléculas ou materiais semicondutores e isolantes podem emitir luz de forma 

espontânea quando o elétron realiza a transição da banda de condução para a banda 

de valência (materiais isolantes e semicondutores) ou do estado excitado para o 

fundamental (átomos ou moléculas).  

O processo de luminescência é constituído de três passos: excitação (criação 

do par elétron-buraco por uma fonte externa), termalização (elétrons e buracos 

relaxam para o fundo da banda de condução e de valência, respectivamente) e 

recombinação (elétrons e buracos se recombinam produzindo a emissão de fótons). 

A Figura 34 ilustra o processo de absorção de fótons, para a criação do par elétron-

buraco, seguido da termalização, que posiciona os portadores nas extremidades das 

bandas e da recombinação radiativa, na qual ocorre a emissão de fótons em 

nanocristais com propriedades de bulk e de confinamento quântico. Vê-se também 

que o tamanho dos PQs é inversamente proporcional a energia de transição entre as 

bandas de energia. 
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Figura 34 - Esquema representativo da variação da energia do éxciton em função do 

tamanho para nanocristais com propriedades de confinamento quântico e de bulk, e 

abaixo sobre o processo de absorção (AO) e emissão (PL). 

 

 

Fonte: adaptado de (SILVA, 2014a). 

Um dos principais problemas para usar com sucesso os pontos quânticos como 

novas sondas ópticas em sistemas biológicos é garantir a qualidade e a eficiência do 

processo de conjugação com proteínas e outras biomoléculas específicas e 

ultimamente as análises de interação em conjunto com os sistemas biológicos. Uma 

má conjugação acarreta numa aplicação sem sucesso. Por esta razão, a 

caracterização e avaliação da bioconjugação dos PQ’s é necessário, 

independentemente das abordagens físico-químicas aplicadas conjugação. Nas 

últimas décadas diferentes métodos para caracterizar PQ’s bioconjugados foram 
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relatados. No entanto, a falta de padronização para interpretar os resultados, e 

utilização de equipamentos caros, e/ou metodologias laboriosas representam 

desvantagens comuns aos métodos correntes (JUNIOR et al., 2014). 

1.1.6 Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

As técnicas eletroquímicas mais usuais estudam o comportamento de um 

sistema quando submetido a uma determinada perturbação, seja pela variação de 

potencial ou aplicação de uma corrente controlada. A espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIE) estuda-se a resposta do sistema em equilíbrio quando submetido 

a variação de potencial na forma de uma onda senoidal de baixa amplitude, descrita 

conforme a equação 10 Para cada frequência de oscilação aplicada têm-se uma 

resposta de corrente, conforme a equação 11, que é convertida pela lei de Ohm na 

grandeza chamada impedância, equação 12:  

            Equação 10 

                                                 Equação 11 

 

                                                   Equação 12 

A impedância Z é um número complexo que representa a resistência em um 

sistema de corrente alternada. As modulações de potencial e corrente em diferentes 

frequências (ω) fornecem informações acerca dos processos na interface eletrodo-

solução como mecanismos de difusão, adsorção, porosidade e espessura de filmes 

dentre outras. A EIE é uma técnica não destrutiva de estado estacionário, sendo 

assim, é de fundamental importância que o princípio de linearidade dentro do intervalo 

de potencial escolhido seja respeitado.  

A representação gráfica mais comum relaciona as componentes real e 

imaginaria da impedância, respectivamente Zr e Zi, conhecida como diagrama de 

Nyquist que também é conhecido como representação de Argand ou Cole-Cole. Tal 

diagrama é caracterizado pela presença de arcos de semicírculos conforme o 

mostrado na Figura 35. 
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Figura 35 - O Diagrama de Nyquist. 

      

Fonte: WOLYNEC, 2003.  

A impedância do transporte de massa reflete a quantidade de espécies 

transportadas para o local da reação a partir do volume do eletrólito e a quantidade 

de reagentes transportado do eletrodo para a solução. O transporte geral em massa 

ocorre pela migração e convecção na solução em massa e pela migração, convecção 

e difusão na camada de difusão. A impedância de difusão relevante é tipicamente 

vista na faixa de frequência mais baixa do espectro de impedância. Um esquema 

simplificado assume que toda a diferença de potencial ocorre através da camada 

dupla compacta, onde ocorrem as reações de transferência de carga e adsorção 

(Figura 36A). A representação "completa" do circuito de Randles pode ser aplicada 

para descrever este sistema, com a capacitância de dupla camada CDL sendo 

colocada em paralelo com o processo Faradaico representado por uma série de 

impedâncias de transferência de carga e difusão RCT - ZDIFF (Figura 36B). O eletrólito 

de suporte elimina essencialmente a contribuição migratória para a transferência de 

massa "puramente difusiva" de espécies eletroativas, diminui a resistência à solução 

de volume impulsionada pela migração e comprime a camada dupla. Essa situação 

resulta na estrutura convencional de Randles para um sistema com ZDIFF - RCT para 

espécies eletroativas fornecidas por difusão e CDL desenvolvido como resultado dos 

íons de suporte (principalmente) em migração em série com RSOL (LVOVICH, 2012). 
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Figura 36 - A) Reação eletroquímica interfacial, com componentes de difusão e dupla 

camada; B) Circuito elétrico representativo correspondente. 

 

Fonte: LVOVICH, 2012. 

EIS é uma ferramenta poderosa no estudo dos fenômenos de interface entre 

eletrodo e solução, particularmente modificação de superfície, tendo em vista que o 

processo de modificação pode aumentar ou diminuir a resistência à transferência de 

carga. Assim, esta técnica foi utilizada no trabalho como alternativa para 

caracterização da modificação química proposta nos eletrodos de ouro. 

1.1.7 Interação com DNA 

O DNA foi identificado como o principal alvo para fármacos anticâncer, 

considerado um dos receptores biológicos mais promissores para o desenvolvimento 

de agentes quimioterapêuticos, onde, ao alterar a conformação do DNA, inibem a 

duplicação ou transcrição (LI et al., 2012). Dentre os fármacos anticancerígenos 

comuns em terapia clínica, estão os fármacos que podem inserir ou intercalar entre 

os pares de bases do DNA e inibir a síntese de ácidos nucleicos (TORIGOI et al., 

2002).  

Existem vários tipos de interações associadas com os ligantes de DNA. Estas 

incluem intercalação, ligação não covalente às fendas, ligação covalente/ligação 

cruzada, quebra de DNA, e incorporação de nucleosídeo (ERDEM et al., 2008). De 

modo geral, há duas classes de agentes de ligação não-covalentes com DNA que 

foram identificadas, os intercaladores e os ligantes de fenda, os quais podem 
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apresentar interações moleculares do tipo hidrofóbicas, iônica, ligações de hidrogênio, 

ou van der Waals. Os intercaladores se ligam por meio da inserção de um cromóforo 

aromático planar entre os pares de bases adjacentes do DNA, onde a interação ocorre 

entre os sistemas π-elétron da molécula e os anéis heterocíclicos dos pares de base; 

ao passo que ligantes de fenda encaixam-se na fenda menor do DNA, causando 

menor perturbação conformacional ou da estrutura primária do DNA (RESCIFINA et 

al., 2014). 

As moléculas que se ligam ao DNA têm preferência por um único sitio de 

ligação (sequência de bases), determinado por ligeiras diferenças no mecanismo de 

ligação, resultando em variações de citotoxicidade e atividades farmacológicas. 

Embora seja bem estabelecido que a ligação ao DNA não confere atividade citotóxica, 

esta é critério necessário para a existência de um- efeito genotóxico 

(BANDYOPADHYAY et al., 2012).  

Vale lembrar que moléculas livres em solução e complexadas com os ácidos 

nucleicos podem existir em equilíbrio dinâmico. Primeiro, a molécula se liga 

reversivelmente ao DNA antes de subsequentes eventos químicos. Em princípio, 

existem seis modos de ligação reversível (não-covalentes) de moléculas com a dupla 

hélice de DNA: (i) atrações eletrostáticas com a estrutura aniônica açúcar-fosfato do 

DNA, (ii) a interação com a fenda maior do DNA, (iii) as interações com a fenda menor, 

(iv) intercalação entre pares de bases por meio da fenda maior, (v) intercalação entre 

pares de bases por meio da fenda menor, e (vi) intercalação entrelaçada 

(STREKOWSKI; WILSON, 2007). 

Como um resultado do complexo de formação que ocorre entre DNA e os 

fármacos, a termodinâmica, a estabilidade e as propriedades funcionais do DNA 

sofrem mudança. O entendimento de como a complexação afeta tanto a estrutura, 

como as propriedades mecânicas do DNA, é um passo importante no sentido de 

elucidar o mecanismo funcional do agente de ligação e também pode fornecer 

informações para a produção de medicamentos de forma racional. Por conseguinte, 

torna-se necessário o uso de técnicas analíticas que possibilitem identificar possível 

interação com o DNA e quantifica-la. 
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1.1.7.1 Técnicas de investigação 

Há diversas técnicas para a investigação da capacidade de um composto 

interagir com o DNA. A exemplo, alterações na absorção no UV-Vis e mais 

conclusivamente, estudos de desnaturação térmica, onde os compostos que se 

associam fisicamente com o DNA aumentam a temperatura do ponto médio de 

desnaturação (Tm) (SUH; CHAIRES, 1995; MARTINEZ et al., 2005). Compostos 

fluorescentes podem ter deslocamento no comprimento de onda, e/ou aumento ou 

redução das emissões de fluorescência quando ligados ao DNA. O brometo de etídio, 

intercalador, sonda fluorescente, está associado a metodologias de competição pelo 

sítio de ligação ao DNA. FTIR é frequentemente usada para caracterizar a natureza 

da interação e para monitorar os efeitos de vários fármacos sobre a estrutura do DNA. 

(NEAULT et al., 1996).  

Medições de viscosidade são úteis para processos com intercaladores, pois 

este provoca o desenrolamento e o alongamento do DNA, aumentando a viscosidade 

da solução. Porém, limita-se a compostos solúveis em meio aquoso (PILCH et al., 

1993). Já o dicroísmo circular é uma forma de espectroscopia que faz uso da absorção 

diferenciada da luz polarizada no sentido horário ou no sentido anti-horário, pode 

distinguir simultaneamente entre os modos intercalante e de ligação ao sulco 

(PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007). 

O uso de modelos biológicos experimentais in vitro, que mimetizam o ambiente 

biológico também são muito empregados nos estudos de interação com DNA, como 

o teste do cometa, que avalia a extensão da quebra ao DNA após exposição de 

linfócitos a substâncias suspeitas de potencial genotóxico. 

Nesse sentido, as técnicas voltamétricas tornam-se um importante instrumento 

para análise conformacional do DNA, produzindo evidências sobre o polimorfismo da 

dupla hélice pelo estudo dos danos oxidativos causados a este pela interação com o 

alvo em solução (DOGAN-TOPAL et al., 2009; DRUMMOND et al., 2003). 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Síntese, caracterização e aplicação de nanocarreadores (ciclodextrinas e 

dendrímeros) à compostos naturais, visando a melhora na solubilidade e a associação 

à pontos quânticos visando o monitoramento da terapêutica e/ou diagnóstico. 

2.2 Objetivos específicos 

Avaliar o processo de interação entre os agentes encapsulantes e as moléculas 

bioativas, via eletroquímica através de eletrodos modificados e/ou em solução e por 

espectroscopia no UV-vis e fluorescência; 

Determinar constantes de interação pelas técnicas utilizadas; 

Sintetizar e caracterizar sistemas de carreamento e liberação controlada por 

dendrímeros sem e com pontos quânticos.  

Construir e caracterizar as plataformas híbridas nanoestruturada com ponto 

quântico e o carreador de escolha. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Produtos químicos e solventes 

O Pontos quânticos de seleneto de cádmio (CdSe/CdS) foi sintetizado e 

gentilmente cedido pelo Laboratório de novos materiais nanoestruturados e funcionais 

do Instituto de Física da Universidade Federal de Alagoas (SILVA et al., 2013).  

Todos os reagentes químicos utilizados nas análises e listados na Tabela 6 

foram de grau analítico. Todas as soluções foram preparadas em água grau Milli-Q 

(18 MΩ cm). 

Tabela 6 - Lista de reagentes com o laboratório de aquisição. 

REAGENTES AQUISIÇÃO 

PAMAN G0-G3 kit (20% m/v em metanol) Sigma Aldrich 

Usnic acid  

-Lapachona  

Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-

carbodiimida (EDC) 

 

N-hidroxisuccinamida (NHS)  

Mangiferina  

Ácido ferrocenocarboxílico (Fc-CO2H)  

NaAuCl4  

Polivinilpirrolidina (PVP) Fluka® Analytical 

Ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) Êxodo® 

Ferrocianeto de potássio (K4[Fe(CN)6])  

Ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) Merck (Germany) 

Extran MA01 alcalino  

Hidrocloreto de 2-aminoetanotiol (AET) TCI américa.- U.S.A. 

Ácido acético (HOAc) Cromoline® 

Etanol P.A. Panreac® 

Ácido sulfúrico (H2SO4)  

Acetato de sódio (NaOAc) Vetec Química Fina 

Ltda 

Fosfato de sódio diidratado (Na2HPO4) (Rio de Janeiro, BR) 

Fosfato de sódio monoidratado (NaH2PO4)  

Hidróxido de potássio (KOH)  

Metanol  

Fonte: Autora, 2018. 
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3.2 Estudos eletroquímicos 

Todas as condições iniciais de leitura eletroquímica já foram descritas no tópico 

3.3.1. do capítulo anterior. 

3.2.1 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM de MUA + PAMAM  

Para o preparo da SAM o eletrodo limpo foi imerso em solução etanólica de 

MUA à   1 × 10-3 mol L-1 por 1h, a 37°C,lavado com etanol e em seguida imerso em 

solução etanólica de PAMAM 2 × 10-5 mol L-1 com EDC 5 × 10-3 mol L-1 por mais 12h 

(BUSTOS et al., 2008; WU; LIN; WANG, 2009). Ao fim do processo, o eletrodo 

apresenta uma plataforma de acordo com a Figura 37, antes de realizar as análises é 

lavado com metanol, para remover o excesso adsorvido, porém não ligado. 

Figura 37 - Esquema do processo usado para preparar SAM no ouro. Etapa I: 

modificação da surperfície do ouro com tiol para formar Au / SAM; Etapa II: 

funcionalização da Superfícies de ouro tiolada para produzir Au / SAM / PGn, n= 1, 2, 3. 

 

Fonte: Adaptado de Bustos et al., 2008. 

Na etapa de construção do eletrodo modificado com PAMAM, o uso 

concomitante de NHS junto com EDC, também foi testado, com melhores resultados 

de imobilização, sendo este o apresentado no trabalho. A adição deste, aumenta a 

eficiência e habilita a molécula com o grupo carboxila (Figura 38) formar um conjugado 

estável por ligação amida. A ativação por NHS é a base para síntese de aminas 

reativas, rotulagem de reagentes e ligação cruzada. 
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Figura 38 - Esquema de reação cruzada usando EDC e NHS, hidrólise após EDC e 

ligação amida seguida de EDC. 

 

 

3.2.2 Eletrodo de Ouro Modificado com PQ’s CdSe/CdS e β-CDSH  

No processo de modificação, o eletrodo de ouro foi imerso em uma solução de 

1:1 mg/mL de aminoetanotiol, dissolvido em etanol, por 1 hora, em seguida imerso em 

uma solução 1:1 mg/mL de MUA e EDC em etanol, por 1h e, em seguida foi adicionado 

5 µL de CdSe/CdS (0,038 mol L-1) à superfície por 1,5 horas e, por fim, imerso em 

uma solução de β-CDSH por 1 hora. Após cada etapa de modificação o eletrodo foi 

lavado com etanol e água, com a montagem descrita obtendo-se uma plataforma 

conforme ilustrada na Figura 39 (DE LIMA FRANCA et al., 2016; FERREIRA, 2009). 

No estudo, a montagem da SAM se deu pela ligação do grupo tiol do AET ao eletrodo 

de ouro e o grupamento amina fica exposto, então com a adição de MUA o grupo 

carboxila se ligou ao grupamento amino deixando o tiol da MUA exposto aos PQ’s que 

se liga por afinidade ao grupo. Os PQ’s também fazem ligação com -NH2, porém 

segundo estudos do grupo a resposta eletroquímica sugere menor eficácia de 

imobilização dos PQs estudados e optou-se por não o reproduzir (HUANG et al., 

2013).  
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Figura 39 - Esquema representando o eletrodo de ouro modificado com SAM de 

AET/MUA/PQ’s/ β-CDSH. 

 
Fonte: (DE LIMA FRANCA et al., 2016). 

3.2.3 Microbalança Eletroquímica de Cristal de Quartzo (MECQ) 

Para o estudo foi replicado o sensor de PAMAMG3 e monitorado por MECQ 

(FERREIRA, 2013). Inicialmente foi observada a frequência de oscilação do cristal de 

quartzo no mesmo solvente da modificação, metanol. Em seguida, uma solução 0,01 

mol L-1 de MUA em metanol, foi colocada na cela da microbalança, cuidadosamente 

desaerada com Ar e isolada. A formação desta monocamada foi acompanhada pelo 

tempo de 3 h; ao fim, foi retirada e cuidadosamente lavada com metanol, sendo obtida 

a SAM de MUA. Em seguida, uma solução contendo 0,1 mmol L-1 de PAMAM-G3 e 

0,15 mmol L-1 de EDC e NHS em metanol permaneceu na cela por 3h.  

Com o cristal modificado um novo procedimento foi realizado. Em tampão 

fosfato pH 7,0, 5% etanol, o analito foi adicionado ao meio para investigar o efeito da. 

A interação da substância de interesse biológico com o PAMAM-G3 foi monitorada 

através da variação da frequência de oscilação do cristal de quartzo a cada 10 min 

uma nova leitura, sem aplicação de potencial. Todos os experimentos foram 

realizados em temperatura de 25 ºC.  
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3.2.4 Medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) 

Os estágios de construção do eletrodo de ouro modificado com PAMAM foram 

monitorados por medições de VC e EIE. As medições eletroquímicas foram 

realizadas, em um primeiro momento, utilizando 5 mL de solução tampão de MES 50 

mmol L-1, experimentos posteriormente optou-se pelo uso da solução tampão de 

fosfato (PBS, 10 mmol L-1 pH 7,4) ambos contendo 2,5 mmol L-1 [Fe (CN) 6] ¾ (1:1) 

do par redox e 5 mmol L-1 KCl usado como eletrólito de suporte, usando um sistema 

eletroquímico com três eletrodos. As medidas de VC foram realizadas a uma taxa de 

varredura de 50 mV s-1 de 0,6 a - 0,3 V. As medidas de EIE foram realizadas em 

potencial de circuito aberto (OCP) “open circuit potential”, valor variável a depender 

da solução eletrolítica, aplicando-se uma amplitude de potencial de 5,0 mV com 

intervalo de frequência na faixa de 105 a 10-1 Hz (DE LIMA FRANCA et al., 2016; WU; 

LIN; WANG, 2009). Todas as medidas foram realizadas a uma temperatura ambiente, 

aproximadamente 25 °C. 

3.2.5 Dessorção redutiva de tóis 

Objetivando comprovar a formação da monocamada auto-organizada sobre o 

eletrodo de ouro, foi registrado o voltamograma por VC da dessorção para estimar a 

quantidade de tióis adsorvidos na superfície do ouro. A dessorção eletroquímica foi 

realizada em solução de KOH 0,5 mol L-1, variando o potencial de 0,1 V a -1,2 V com 

velocidade de 0,05 V.s-1. Monocamadas de alcanotióis de cadeias alquílicas longas 

como do mercaptoundecanóico (11-MUA) apresentam Epc de dessorção próximos ou 

maiores do que -1,0 V, porém monocamadas de cadeia curta como o AET apresentam 

Epc de dessorção menores do que -1,0 V vs Ag|AgCl (SANTOS et al., 2015). No 

presente trabalho verificou-se potencial de -0,93 V para MUA e -0,86 V para o AET. 

O pico de redução observado relaciona-se à redução do tiol adsorvido, 

representado pela seguinte semi-reação equação 13: (ROJAS et al., 1995; BOLLO et 

al., 2003). 

Au − S R +1e- → Au0 + RS-        Equação 13 
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onde RS é um alcano tiol (MUA ou AET). Esse comportamento constitui uma 

forte evidência do rompimento da ligação RS-Au, e pode ser utilizado para o cálculo 

do excesso superficial da camada de AET na superfície do cristal de ouro utilizando a 

equação 14 (CANCINO, 2008):  

           Equação 14 

sendo,  o excesso superficial (mol cm-2), Q representa a carga medida em C 

(Coulomb), obtida pela integração do pico catódico de dessorção, multiplicado pelo 

inverso da velocidade de varredura, n o número de elétrons, F é a constante de 

Faraday de 96.500 C que corresponde ao número de Avogadro multiplicado pela 

carga do elétron e A é a área eletroativa do eletrodo de ouro (cm2), um dos eletrodos 

de ouro utilizados apresenta 1,6 mm de diâmetro, resultando em 0,020 cm2, para este 

foi possível calcular o excesso superficial. Assumindo que uma camada de MUA bem 

organizada apresenta um recobrimento superficial de (MUA,m) de                                         

1,2 × 10-10 mol cm-2, o processo de imobilização foi bem sucedido, apresentando uma 

monocamada de MUA na superfície do eletrodo de Ouro com uma razão (MUA 

/ MUA,m) 0,82 (BUSTOS et al., 2008). Quando o eletrodo foi modificado com AET, este 

apresentou um AET de 9,8 × 10-10 mol cm-2. 

3.3 Estudos de espectrofotometria no UV-vis 

Os espectros no UV-vis foram registrados em um espectrofotômetro NanoDrop 

de arranjo de diodos Hewlett-Packard 8453A, utilizando uma cubeta de quartzo com 

caminho ótico de 1 cm. 

3.3.1 Medidas da constante de interação com PAMAM 

As medidas da absorvência foram realizadas em 10 mmol L-1 de tampão fosfato 

pH 7,4, com 10% de etanol, mantendo a concentração da amostra constante (25 mol 

L-1), enquanto variava a concentração do dendrímero (10 a 100 mol L-1), sob agitação 

de 200 rpm. Supôs-se que a ligação é independente e que a interação entre o ligante 

e o PAMAM é 1:1 formando um único complexo (SL) e que a Lei de Beer é seguida 

por todas as espécies. (ABDERREZAK et al., 2012). Assim as constantes de ligação 

foram calculadas de acordo com a equação abaixo: 
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         Equação 15 

Onde b é o comprimento do caminho de luz, A = A - A0 para as absorvências 

do ligante livre e ligado, St é a concentração do PAMAM livre mais complexo e [L] do 

ligante não-complexado e, finalmente, SL = SL - S - L (L é a absortividade molar 

do ligante). 

Assim, o gráfico duplo recíproco de 1/A versus 1/[L] é linear e a constante de 

ligação pode ser estimada a partir da seguinte equação: 

           Equação 16 

Para contribuir ainda mais para a elucidação do tipo de interação entre os 

compostos e PAMAM, os parâmetros termodinâmicos foram calculados. O plot de lnKb 

versus 1/T permite a determinação de H e S, obtidos a partir de coeficiente angular 

e linear, respectivamente, utilizando a equação de Van't Hoff (equação 17): 

          Equação 17 

Onde R é a constante dos gases (8.314 J mol-1 K-1) e T é a temperatura 

absoluta. Foram utilizadas três temperaturas diferentes de 298, 304 e 310 K. Se a 

temperatura não variar significativamente, a mudança de entalpia pode ser 

considerada como uma constante. Com base nas constantes de ligação obtidas a 

diferentes temperaturas, a energia livre de Gibbs (G) do complexo de interação com 

PAMAM pode ser estimada pelas seguintes equações: 

        Equação 18 

3.3.2 Determinação da concentração de pontos quânticos CdSe/CdS  

A quantidade necessária de precursores de Cd2+ e S2-, para o crescimento de 

cada monocamada de CdS sobre a superfície das nanopartículas de CdSe pode ser 

determinada com base no tamanho do núcleo e da espessura da casca desejada. O 

PQ objeto de estudo apresenta tamanho médio de 2,4 nm obtido por protocolo químico 

a base de água e 1-tioglicerol como estabilizante (SILVA et al. 2014).  
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É também necessário o conhecimento da concentração de núcleos de CdSe 

presentes na solução, esta pode ser obtida através dos dados de UV-Vis aplicando-

se a lei de Lambert-Beer descrita pela equação 19. 

                     Equação 19 

 
Onde: 

A é o valor de absorvência correspondente ao valor máximo da banda de absorção. 

ε é a absortividade molar do material (L mol-1 cm-1). 

C é a concentração de nanocristais presente na solução (mol L-1). 

 é o caminho óptico da cubeta (cm). 

Como o tamanho dos nanocristais está diretamente relacionada ao primeiro 

pico de excitação presente no espectro de absorção, o coeficiente de extinção molar 

ε (que também depende do tamanho dos nanocristais) também pode ser determinado 

através de equações empíricas (YU et al., 2003). Para nanocristais de CdSe a relação 

entre o tamanho do nanocristal e ε está descrita na equação 20 

ε = 5857 × (D)2,65          Equação 20 

Onde D é o diâmetro dos nanocristais obtido pela equação 21: 

CdSe: D = (1,6122 × 10-9)4 - (2,6575 × 10-6 )3 + (1,6242 × 10-3 )2 - (0,4277)+ (41,57) Equação 21 

Onde  é o comprimento de onda do primeiro pico de absorção, o qual 

representa o máximo de absorção. 

De acordo com Yu e colaboradores (2003), a concentração da casca também 

pode ser determinada, entretanto, esta não foi levada em consideração dado o grau 

menor da equação polinomial em relação ao núcleo, tendo-se que o comprimento de 

onda é fixo (equação 22 e 23): 

ε = 21536 × (D)2,3          Equação 22 

 

CdS: D = (-6,6521 × 10-8)3 + (1,9557 × 10-4) - (9,2352 × 10-2 ) + (13,29)  Equação 23 
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3.3.3 Caracterização dos eletrodos de ITO modificados com PQ’s e PAMAM 

Os eletrodos transparentes ITO (índium Tin Oxide, 8-10Ω, área 1,6 cm2, Delta 

Technologies) foram primeiramente limpos por imersão em uma solução 10 % de 

Extran MA01 alcalino e mantidos na solução por 30 minutos. Em seguida, os eletrodos 

foram lavados com água destilada e deixados imersos em água destilada por mais 30 

minutos. Logo após, foram imersos em isopropanol e mantidos por mais 10 minutos, 

depois secos ao ar. Após a secagem, foi utilizado um multímetro para identificar a 

superfície condutora do eletrodo, que foi delimitada em uma área de 1,6 cm2 (2 cm x 

0,8 cm), usando uma fita adesiva. Os eletrodos foram então armazenados em 

dessecador a vácuo.  

As etapas de modificação do eletrodo de CdSe/CdS conjugado com PAMAM 

foram reproduzidas e acompanhadas no ITO, tanto por UV-vis como por VC em 

ferri/ferrocianeto de potássio. Onde o branco para ajuste de linha de base dos 

espectros foi o ITO antes das modificações químicas. 

3.3.3.1 Eletrodeposição de nanocristais de Au 

Um filme de nano Au foi eletrodepositado na superfície do ITO por 

cronoamperometria com aplicação de potencial em -0,3 V por 150 s, de em solução 

de ácido sulfúrico 0,5 mol L-1 (WANG et al., 2009). 

3.4 Medidas de fluorescência 

Os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos do espectrofotômetro 

RF-5301PC (Shimadzu, Japão).  

O espectro gerado seguiu os parâmetros de leitura de emissão na faixa de 280 

à 350, com ex. = 260 nm, para o ácido tânico e faixa de 450 à 650, com ex. = 355 nm, 

para o quantum dot CdSe/CdS, ambos os estudos titulando ciclodextrina em TA, 

PAMAM e CDSH ao PQ em água destilada, antes de cada leitura foi estabelecido um 

tempo de 15 minutos sob agitação com barra magnética.  
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Uma análise quantitativa do potencial de interação entre MGF e o PAMAMG3 

foi realizada por titulação fluorimétrica. O espectro gerado seguiu os parâmetros de 

leitura de emissão na faixa de 450 à 650, com ex. = 365 nm  

Os cálculos das constantes foram baseados nos dados de fluorescência para 

em. = 530 nm à 25 °C, a constante de extinção de Stern-Volmer, KSV, foi obtida usando 

a clássica equação de Stern-Volmer, equação abaixo: 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑆𝑉[𝑄]          Equação 24 

em que F0 e F são as intensidades de fluorescência na ausência e presença 

do composto avaliado, [Q] é a concentração do composto e KSV é a inclinação obtida 

pelo ajuste linear entre F0/F vs [Q]. 

Os valores da constante de ligação Ka e o número de sítios de ligação n foram 

calculados usando a equação de Scatchard, equação abaixo: 

𝐿𝑜𝑔
𝐹0−𝐹

𝐹
= 𝐿𝑜𝑔𝐾𝑎 + 𝑛𝐿𝑜𝑔[𝑄]        Equação 25 

onde Ka é o antilogarítimo do intercepto e n é o coeficiente angular obtido da 

reta gerada da relação entre log[(F0-F)/F] e [Q].  

3.5 Preparo dos complexos 

Os dados de metodologia utilizados para formação dos complexos entre os 

analitos estudados e os carreadores estão descrito na Tabela 7.  

Tabela 7 - Dados metodológicos para obtenção do complexo entre o composto e 

nanocarreador. 

Composto Carreador Proporção Solvente Tempo  

Ácido úsnico PAMAM G2-G3 1:n*; 1:20 e 1:40 1ª Etapa:Metanol 

2ª Etapa:Água 

24h 

24h Mangiferina PAMAM G2-G3 1:n*; 1:20 e 1:40 

n*: número de aminas terminais da respectiva geração. 

As suspensões e soluções foram mantidas sob agitação de 175 rpm à 25°C e 

protegidas da luz em uma incubadora Marconi MA-420 (São Paulo, Brasil) o tempo 

total de realização dos experimentos contou com duas etapas de 24h, tempo 
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necessário para atingir o equilíbrio da reação de complexação. Após a evaporação do 

metanol da mistura reacional, o precipitado foi resuspendido em água e ao fim da 

agitação o material não complexado foi removido por filtração utilizando filtros de 

acetato de celulose 0,2  m (Minisart, Sartorius Stedin). O filtrado foi liofilizado e as 

amostras foram mantidas em desecador sob vácuo (FERREIRA, 2013a; FERREIRA 

et al., 2013b; DEVARAKONDA et al., 2007). 

3.6 Estudos com CT-DNA 

Os estudos eletroquímicos com CT-DNA (Calf Thymus-DNA) foram realizados 

em solução de tampão acetato (pH 4,5, força iônica 1,0 mol L-1) preparados com 

acetato de sódio (NaAcO) e ácido acético (HAcO), dissolvidos em água purificada. 

Experimentos voltamétricos com o biossensor de dsDNA e ssDNA em solução foram 

realizados em meio misto aquoso, tampão acetato pH 4,5 e 20% álcool etílico P.A. 

3.6.1 Preparo e aplicação do biossensor de dsDNA 

Para a produção do gel de dsDNA, um eppendorf com 12 mg de dsDNA para 

1 mL de tampão acetato pH 4,5 foi deixado na geladeira entre 2 à 8°C, por 48 h para 

homogeneização e evitar degradação pelo calor. O eletrodo de carbono vítreo 

devidamente limpo foi submetido a análise de área eletroativa em solução de 

ferri/ferrocianeto de potássio, conforme parâmetros anteriores. Para cada novo 

biofilme fez-se esse procedimento, devendo o eletrodo manter o mesmo perfil de 

voltamograma. Fez-se cinco varreduras com condicionamento de 120 s sem aplicação 

de potencial por VPD nos potenciais de 0,0 à 1,4 V, = 5,0 mV s-1 e amplitude de 0,05 

V; valores também usados para os estudos eletroquímicos com DNA, etapa justificada 

pela geração de cargas positivas na superfície do eletrodo, o que favorece as 

respostas do biossensor pela interação destas com os grupos fosfatos do DNA que 

apresentam natureza negativa (DE ABREU et al., 2008).  

São adicionados 10 L do gel de dsDNA sobre a superfície do eletrodo de CV 

limpo e seco sob fluxo de argônio (Ar) antes da realização dos experimentos. O 

eletrodo modificado é imerso em 5 mL de tampão a 20% de etanol, sendo este o 

branco. Um novo eletrodo de dsDNA foi confeccionado, seguindo-se os mesmos 

procedimentos e posto em contato com a substância a ser avaliada a uma 
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concentração pré-determinada. Antes das análises voltamétricas, o eletrodo é deixado 

em contato com a solução por 10 min, sem agitação. 

3.6.2 Emprego de dsDNA em solução 

A partir de uma alíquota do gel de dsDNA e tampão Tris-HCl 0,1 mol L-1 a 

concentração da  solução estoque de dsDNA, por nucleotídeos, é determina via UV-

vis pela leitura de absorvência a 260 nm e utilização do coeficiente de extinção molar 

de 6.600 L mol-1cm-1, para CT-DNA (MAHLER et al., 1964) com posterior aplicação 

da lei de Lambert-Beer, equação 19 (KANAKIS et al., 2009).  

As razões entre as absorvências em 260 e 280 nm (A260/A280) do espectro 

de DNA foram calculadas antes de iniciar os estudos, sendo um indicativo de DNA 

livre de contaminação por proteína os que apresentam valores entre 1,80 e 1,9. O 

mesmo para 260 e 230 nm (A260/A230) razão que permite avaliar se o DNA está livre 

de contaminantes, como sais e compostos orgânicos, devendo apresentar razão 

inferior à 2 (HEGDE et al., 2012; LUIS, 2011). Em todo o estudo, o DNA utilizado 

estava dentro da margem de pureza, isento de contaminação. 

A constante de ligação K do complexo composto–DNA foi calculada 

espectrofotometricamente aplicando uma adaptação da equação de Benesi– 

Hildebrand para a banda II, 260nm, equação 9, a mesma utilizada para os estudos 

com PAMAM índice 3.3.1 (AGARWAL et al., 2013). 

A substância foi mantida a concentração constante e submetida à adições de 

dsDNA para avaliar a Ipa. O tratamento quantitativo da dependência da corrente de 

pico relativa a concentração de DNA determina o valor da constante de ligação de 

acordo com a equação modificada de Benesi-Hildebrand, assumindo a formação do 

complexo na estequiometria 1:1, equação 26: 

1

𝐼𝑀𝐺𝐹−𝐷𝑁𝐴−𝐼𝑀𝐺𝐹
= 

1

∆𝐼
+ 

1

𝐾[𝑀𝐺𝐹]0∆𝐼[𝐷𝑁𝐴]0
      Equação 26 

Onde IMGF é a corrente de pico da oxidação da molécula MGF, e IMGF-DNA é a 

corrente de pico do complexo. [MGF]0 e [DNA]0 são as concentrações iniciais dos 

componentes. A constante é obtida pelo plot de (1/ IMGF-DNA-IMGF) versus (1/[DNA]) 
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3.6.3 Preparo e aplicação do ssDNA 

Para a obtenção do ssDNA um tubo com tampa contendo 1 mL de HCl 1,0 mol 

L-1 e  3 mg de CT-DNA permaneceu 1h em banho-maria a 100 °C. Imediatamente 

após, adicionou-se 1 mL de NaOH 1,0 mol L-1, para neutralizar, e em um balão de 10 

mL, o volume foi completado com tampão acetato pH 4,5 (DE VASCONCELLOS et 

al., 2016). 

O ssDNA em solução tampão acetato com 20% etanol é o branco, exibindo os 

resíduos das bases guanina e adenina, quando realizados ensaios de VPD, nos 

mesmos parâmetros do item anterior. A esta solução foi adicionado o analito, deixado 

em contato por 10 min.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Estudo da interação de compostos bioativos com plataformas contendo 

ciclodextrinas 

4.1.1 EQM de ouro com MUA/CDSH 

O comportamento eletroquímico do AU em eletrodo de carbono vítreo foi 

verificado em tampão fosfato 7,4, por VC a 50 mV s-1 (Figura 40A) e VPD a 5 mV s-1 

(Figura 40B). Os voltamogramas cíclicos mostraram apenas um pico anódico, mas 

não foram observados picos de redução. A oxidação é devido aos grupos hidroxilo 

ligados a anéis aromáticos. O processo é irreversível e segue diferentes caminhos de 

oxidação de acordo com o pH da solução de eletrólito (JORGE et al., 2010) 

Figura 40 - UA 20 mol L-1, 10% etanol,  PBS pH 7,4  A) Voltamograma  cíclico  

= 50 mV s-1. B) Voltamograma de pulso diferencial  = 5 mV s-1. 
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Fonte: Autora, 2018 

O voltamograma de VPD exibe o que seria 3 sinais bem definidos em pH ácido, 

em torno de 3,5. O mecanismo de oxidação do AU está representado na Figura 41. O 

segundo pico de oxidação, o principal, está relacionado com o grupo hidroxilo do 

carbono 10. No entanto, a oxidação eletroquímica da UA é dependente do pH em um 

processo irreversível de um elétron e um próton e ocorre nos três grupos hidroxilo na 

molécula, correspondendo à posição 1, pico 1, posição 10, pico 2 e posição 8, pico 3. 
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Figura 41 - Mecanismo de oxidação do ácido úsnico. 

 

Fonte: Autora, 2018 

Inicialmente foi proposto avaliar o perfil do ácido úsnico em eletrodo modificado 

com CDSH, visto que já estudos bem descritivos sobre o complexo formado e perfil 

em solução, porém, não há relados do carreados imobilizado numa plataforma. 

Assim, na Figura 42A o voltamograma exibi uma onda de oxidação com 

potencial variando para valores menos positivos e um sinal de oxidação parcial em 

0,7 V, comprometido pela limitada janela de potencial do eletrodo de ouro, o qual oxida 

em 0,8 V. A Ipa é crescente com a variação da concentração de UA. Entretanto, na 

faixa de concentração estudada não foi possível construir uma curva com bom 

coeficiente de correlação, devido ao potencial variável, Figura 42B. Apesar  disso, 

pode-se observar maior intensidade de corrente e presença do primeiro sinal de 

oxidação (0,4 V) que antes só era observado em VPD.  

Figura 42 - A) Voltamograma de VC para o eletrodo de ouro com SAM de CDSH e UA 

em solução de 1,0 - 6,0 mmol L-1. B) Gráfico da variação do potencial em função da 

concentração. C) Regressão linear da razão entre a concentração de UA e a Ipa em 

função da concentração de UA. Tampão fosfato 7,0, 5% etanol, v=50 mV.  
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Fonte: Autora, 2018. 

Com isso, é possível inferir que este primeiro sinal é influenciado pelo processo 

de encapsulação com a CD, onde além de facilitar a oxidação, comprovada pelas Ipa, 

também possibilitou um estudo com variação de concentração, uma alternativa para 

moléculas que adsorvem em carbono vítreo. Sendo possível determinar a constante 

de interação a partir da regressão linear da Figura 42C, aplicando a equação 5 da 

seção 1, que apresentou o valor de 6,75 x 104 Lmol-1, mostrando boa interação entre 

o ácido úsnico e a monocamada de ciclodextrina tiolada.  

4.1.2 EQM de ouro com AET/MUA/PQ/CDSH 

A fim de comprovar os benefícios do uso de PQs, uma nova imobilização foi 

proposta e agora as CDSH estão ligadas a uma camada de MSPQs de CdSe/CdS 

que por sua vez está ligado a uma cadeia de alcano tiol a superfície de ouro do 

eletrodo. 

Ao comparar o voltamograma na Figura 43 com o da Figura 42A é notória a 

definição do sinal de oxidação, bem como os valores mais altos de Ipa, como 

observado em um estudo similar. França (2016) ao comparar o eletrodo de CDSH 

com PQs/CDSH pode calcular a constante de interação que foi duas vezes mais alta 

para plataforma contendo o PQ, dada a melhor resposta de corrente. Entretanto, este 

apresentou saturação em baixas concentrações que pode estar diretamente ligado a 

área do eletrodo utilizado 1,6 mm menor que os convencionais 3 mm e os tempos de 

modificação, fazendo-se necessário estudos complementares de monitoramento do 

tempo de modificação e recobrimento de superfície.  
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Figura 43 - Voltamograma cíclico do UA em solução de 1,0 - 6,0 mmol L-1 em eletrodo 

de ouro com SAM de CDSH. Tampão fosfato 7,0, 5% etanol, =5 mV. 
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Fonte: Autora, 2018. 

4.2 Estudo da interação de compostos naturais com PAMAMs no UV-vis 

Nos últimos anos, grande atenção tem sido dada no transporte de drogas 

através de dendrímeros, uma vez que estes polímeros contêm vários domínios de 

ligações para complexação de diferentes tipos de drogas (ABDERREZAK et al., 2012). 

De um modo geral, a formação do complexo pode resultar em mudanças nos 

espectros no visível ou no ultravioleta. Alguns compostos orgânicos, como fármacos 

que sejam parcialmente insolúveis em água, apresentam um aumento da solubilidade 

nesse solvente na presença do dendrímero. Isto se deve ao fato de se formar um 

complexo entre o fármaco e o dendrímero. A complexação diminui a atividade 

termodinâmica do fármaco dissolvido. Consequentemente, mais fármaco dissolve-se 

até que a atividade do fármaco livre, que está em equilíbrio químico com o complexo, 

torna-se igual à atividade termodinâmica da droga como sólido puro (MONTANARI et 

al., 1998). 

Relatamos um estudo espectroscópico UV-vis de quatro tipos diferentes de 

dendrímeros de poli (amidoamina). Os resultados indicam que o grau de protonação 

das aminas terciárias interiores destes dendrímeros se correlaciona diretamente com 

uma banda de absorção com λmax na faixa de 280-285 nm. Especificamente, a pH 

baixo, as aminas terciárias são protonadas e a banda de 280-285 nm está ausente. 

No entanto, a pH elevado, quando estes grupos são desprotonados, esta banda 

aparece (PANDE; CROOKS, 2011). 
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A Figura 44 mostra o espectro de absorção no UV-vis da -LP com variação da 

concentração de PAMAM de 2ª geração a volume constante, nesse estudo foi 

acompanhada as bandas de absorção da -LP a três temperaturas diferentes. As 

interações entre a molécula e os dendrímeros de diferentes gerações são 

demonstradas pela regressão linear (Figura 45) a partir da equação descrita na 

metodologia ítem 3.3.1. 

Figura 44 - Espectro no UV-vis da -LP (25 mol L-1) em ausência e 

presença de PAMAM-G2 (10 – 50 mol L-1).  Inserção: regressão linear 1/A vs 

1/[PAMAM], no  de 258, 266, 290, 342 nm. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Podemos evidenciar um efeito hipercrômico no espectro da Figura 44 que se 

deve a interação da  -LP com o PAMAM de 2a geração, outras gerações também 

foram testadas, com comportamento similar, porém dentro da variação de 

concentração escolhida essa foi a geração que apresentou maiores valores de 

constante de interação com o dendrímeros, os valores de constante e coeficiente de 

correlação estão listados na Tabela 8. Quando comparados a uma mesma 

temperatura, as gerações de dendrímeros mostram um padrão diferentes influências 

no hipercromismo das bandas da -LP, mas de um modo geral a 1ª geração tem uma 

menor influência sobre a variação das bandas de absorção da -LP. O PAMAM 
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apresenta duas bandas de absorção uma próxima de 220 nm e a outra em 275 nm, 

esta última de baixíssima absorção, assim as bandas utilizadas para os cálculos não 

tiveram contribuição direta da absorção de PAMAM, ao normalizar as absorvências 

com uma curva de calibração para o respectivo PAMAM, os valores de A entre -LP 

livre e complexada não se mostraram significativos, permanecendo o efeito 

hipercrômico, evidência de formação de complexo, onde este (-LP: PAMAM) exibe 

um coeficiente de absortividade molar maior que a -LP livre. 
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Figura 45 - Regressão linear 1/A vs 1/[PAMAM], nas temperaturas de 25, 31 e 37 °C. 

 

 

 Fonte: Autora, 2018. 
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Tabela 8 - Dados de constante de ligação, coeficiente de correlação e parâmetros 

termodinâmicos da relação entre PAMAM (10 a 100 mol L-1) de várias gerações e -LP 

(25 mol L-1) por estudo no UV-vis. 

Temperatur
a (K) 

Dendrímero  
(nm) 

Kb                    
(L mol-1) 

R G 
(kJ/mol

) 

 

298 

PAMAM-G1 258 6,9 × 102 0,994 -16.20 

266 5,8 × 102 0,993 -15.76 

PAMAM-G2 258 2,4 × 104 0,996 -24.99 

266 2,7 × 104 0,995 -25.28 

PAMAM-G3 

 

258 6,3 × 103 0,997 -21.67 

266 1,5 × 103 0,995 -18.12 

 

 

304 

 

PAMAM-G1 

258 1,35 × 
103 

0,9953 
-18.22 

266  1,33 × 
104 

0,9957 
-24 

290  1,34 × 
104 

0,9967 
-24.02 

345 1,0 × 103 0,9884 -17.46 

 

PAMAM-G3 

258  6,4 × 103 0,9978 -22.15 

266 5,28 × 
103 

0,9976 
-21.66 

290  4,64 × 
103 

0,9946 
-21.34 

345  7,5 × 103 0,9998 -22.55 

 

310 

 

PAMAM-G1 

258 2 × 103 0,84 -19.59 

266 5,96× 102 0,986 -16.47 

290 2,1 × 103 0,996 -19.71 

 

PAMAM-G3 

258 3,35 × 
103 

0,998 
-20.92 

266 4,3 × 103 0,998 -21.56 

290 1,2 × 103 0,994 -18.27 

Fonte: Autora, 2018. 

Os processos de interação com -LP se apresentam como uma reação 

espontânea, com G negativo entre os valores de -15,8 a -25,3 KJ mol-1. Outros dados 

termodinâmicos podem ser extraídos do estudo como H e S para elucidar as forças 

que regem essa interação. 
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O processo de interação avaliado por espectrofotometria para o ácido úsnico 

se mostrou similar ao da -LP, acrescido de deslocamento hipsocrômico observado 

em função do aumento da concentração de PAMAM no meio, conforme Figura 44. 

Também foram calculadas as constantes de interação ente o AU e os PAMAMs de 

geração 1 e 3 (Tabela 9), pois para a geração 0 vemos comportamentos distintos 

(figura 30) nas temperaturas estudadas, que impossibilitaram a construção de uma 

curva, isto se deve, em parte, por se tratar de uma molécula muito pequena, 

apresentando majoritariamente processo de interação por afinidade de moléculas e 

não o encapsulamento com formação de complexo de fato. A partir das constantes 

calculadas a energia de Gibbs pode ser estimada estando entre -19,8 e -25,17 KJ mol-

1 demonstrando a espontaneidade da reação de complexação envolvida. 

Figura 46 - Espectro no UV-vis do UA (25 mol L-1) em ausência e presença de PAMAM-

G3 (10 – 100 mol L-1) no  de 290 nm, a 25 °C. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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Figura 47 - Regressão linear 1/A vs 1/[PAMAM], para as gerações 1 e 3 nas 

temperaturas de 25, 31 e 37 °C. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

Tabela 9 - Dados de constante de ligação, coeficiente de correlação e parâmetros 

termodinâmicos da relação entre PAMAMG1 e G3 (10 a 100 mol L-1) e ácido úsnico 

(25 mol L-1) ( = 290 nm) por estudo no UV-vis. 

Temperatura 
(K) 

Dendrímero Kb (L mol-1) R G (kJ/mol) 

298 PAMAM-G3 2,58 × 104 0,984 -25.17 

304 PAMAM-G1 2,55 × 103 0,9958 -19.8 

 PAMAM-G3 6,3 × 103 0,9992 -22.1 
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Fonte: Autora, 2018. 

A mangiferina em solução apresenta características intrínsecas da molécula 

que fez com que durante a realização dos experimentos mostrasse mais de um 

processo de interação com PAMAM, hora absorvência era suprimida hora aumentava, 
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vezes menor que a de MGF e nesta pode se observar efeito hipsocrômico da banda 

da MGF a 382 nm com pequeno deslocamento batocrômico mais acentuado em G3, 
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absorção é realizado na banda da MGF num comprimento de onda onde não há 

contribuição da absorção de PAMAM (Anexo II) e este tem sua absorção quase que 

majoritariamente na região em torno de 200 nm. 

Os valores das constantes de ligação foram calculados a partir da equação da 

reta dos gráficos da Figura 48. Para PAMAMG2 K= 3,65 x 106 e G3 a K = 5 x 106 L 

mol-1, que indicam forte interação entre o carreador e o agente encapsulante. 
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Figura 48 - Espectros no UV-vis do MGF (20 mol L-1) em ausência e presença de 0,1 – 

10 mol L-1 PAMAMG2 A)  G3 B) no  de 382 nm, a 25 °C. Regressão linear de 1/A vs 

1/[PAMAM] C) Para geração 2 e D) para geração 3. 

250 300 350 400 450
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6
 MGF 20 mol L

-1

 0.1 mol L
-1

 0.2 mol L
-1

 0.3 mol L
-1

 0.4 mol L
-1

 0.5 mol L
-1

 0.6 mol L
-1

 0.8 mol L
-1

 0.9 mol L
-1

 1.1 mol L
-1

A
b

s
o
rv

â
n
c
ia

Cumprimento de onda / nm

PAMAMG2

A)

 

250 300 350 400 450
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6B)

A
b

s
o

rv
â

n
c
ia

Cumprimento de onda / nm

 MGF 20 mol L
-1

 0.1 mol L
-1

 0.2 mol L
-1

 0.7 mol L
-1

 0.9 mol L
-1

 1.2 mol L
-1

 

PAMAMG3

 

0 2 4 6 8 10 12
-45

-40

-35

-30

-25

-20

-15

-10C)

1
/

A

1/C

Y= -11.43 - 3.132X

R= 0.9937

PAMAMG2

0 2 4 6 8 10 12

-28

-24

-20

-16

-12

-8D)

1
/

A

1/C

Y= -9.436 -1.91x

R= 0.9984

PAMAMG3

 
Fonte: Autora, 2018. 
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Levando-se em consideração que a mangiferina apresenta quatro valores de 

pka (Figura 49) (Tabela 10) e que a densidade de carga pode afetar o processo de 

encapsulação, nas condições do experimento a MGF apresenta carga negativa, 

decorrente de uma desprotonação, como o PAMAM tem carga positiva, esse é outro 

fator que pode ter contribuído e justificar o alto  valor da constante de ligação. 

Figura 49 - Modelo químico para as atribuições dos quatro pKa da MGF. 

 

Fonte: GOMEZ-ZALETA et al., 2006. 
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Tabela 10 - Valores de pKa da Mangiferina e formas de equilíbrio correspondente. 

Equilíbrio pKa 

H4(MGF) = H3(MGF)− + H+ pKa1 = 6.52 ± 0.06 

H3(MGF)− = H2(MGF)2− + H+ pKa2 = 7.97 ± 0.06 

H2(MGF)2− = H(MGF)3− + H+ pKa3 = 9.44 ± 0.04 

H(MGF)3− = (MGF)4− + H+ pKa4 = 12.10 ± 0.01 

Fonte: GOMEZ-ZALETA et al., 2006. 

Como a MGF emitir fluorescência, quando excitada, experimentos de interação 

com PAMAM via fluorescência também foram realizados para somar aos resultados 

obtidos pela absorção no UV-vis. 

4.3 Estudo da interação de MGF com PAMAMs na fluorescência 

A fim de evidência a interação entre a MGF e o dendrímero de PAMAM, foi 

realizado um estudo em fluorescência, partindo do princípio de que a MGF fluoresce 

e que ao interagir com PAMAM este funcionará como quenting reduzindo sua 

fluorescência, pois indisponibilizará o composto livre no meio. 

Para o estudo de extinção da fluorescência o meio foi tampão fosfato pH 7,2 

com 5% de etanol. Foi escolhido o PAMAMG3 em concentrações próximas de 100 à 

10 vezes menor que a de MGF, pois se trata de um dendrímero que possibilita 

incorporar muitas moléculas, seja em seus sítios internos (encapsulação), seja por 

interação com os grupos amina terminais (conjugação). Os espectros são mostrados 

na Figura 50 , como esperado houve diminuição da intensidade de fluorescência da 

MGF a 20 mol L-1 com as sucessivas adições de PAMAM. 
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Figura 50 - Espectro de emissão de MGF, na ausência e presença de 0,1 a 1,4 mol L-1 

de PAMAM. (A) G1, (B)G2, (C)G3. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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Figura 51 - Regressão linear de F0/F vs [PAMAM] e regressão linear de Log[(F0-F)/F] vs 

Log[PAMAM] (em. = 530 nm) para a geração 1 (A) e (B); geração 2 (C) e (D); geração 3 

(E) e (F). 
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Fonte: Autora, 2018. 
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Para os tratamentos de regressão linear com base nas equações de Stern-

Volmer e Scatchard, foram utilizadas as concentrações de 0,1 até 1,3 mol L-1 a 

depender da geração do PAMAM, no geral, apresentaram melhor linearidade no 

processo de quenting de fluorescência, conforme as Figura 51 das quais pode se obter 

os valores das constantes listados na Tabela 11. 

Tabela 11 - As constantes de extinção de Stern Volmer (Ksv), constante de ligação (Ka), 

estequiometria de ligação (n) e o coeficiente de correlação envolvido, para a ligação 

entre MGF e PAMAMs. 

Geração Ksv (L mol-1) LogKa (L mol-1) n R1 R2 

G1 --- (3,2 ±0,1) x 106 0,68 --- 0.9973 

G2 (3,36 ±0,01) x 

105 

(4,8 ±0,13) x 106 0,87 0,9965 0,9974 

G3 --- (4,3 ±0,1) x 106 0,77 --- 0.9973 

R1= coefficiente de correlação de Ksv; R2 = coeficiente de correlação de LogK. 

Fonte: Autora, 2018. 

De acordo com a Tabela 11, o número de sítios de ligação na interação entre 

PAMAM e MGF apresenta valores próximo de 1,0, sugerindo que há um sítio de 

ligação envolvido. Os valores de Ksv só pode ser calculado para G2, tendo em vista 

que os demais exibiram valores de coeficiente angular para o equivalente da equação 

que não correspondem ao modelo matemático proposto, que é 1,0 ou próximo, não 

sendo listados na tabela. A constante de ligação Ka foi expressa como logarítimo para 

evitar se embutir o erro do desvio, podendo estes valores serem estimados em 1,6 x 

109, 6,3 x 1010.e 2,0 x 1010 L mol-1 para G1, G2 e G3 respectivamente, de acordo com 

a ordem de grandeza estudos com biomoléculas definem como uma interação forte 

(SILVA, 2014b; SILVA et al., 2013; VASCONCELLOS et al., 2016). 

A formação de complexo entre a MGF e o PAMAM pode envolver dois 

processos o dinâmico e o estático. No processo de extinção dinâmica, o aumento da 

temperatura leva a colisões mais efetivas entre as moléculas com o consequente 

aumento de Ksv. Em contraste, o aumento na temperatura também pode estar 

associado à diminuição da estabilidade do complexo e, assim, promover uma 

diminuição nos valores de Ksv o que resulta em extinção estática (DE 
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VASCONCELLOS et al., 2016). O Ksv da formação do complexo com PAMAM em 

diferentes temperaturas (298, 305 e 310 K) deve ser realizado, para comprovar o 

provável mecanismo de extinção da MGF pelo PAMAM.  

4.4 Interação do PAMAM-G3 via eletroquímica 

4.4.1 Estudo em solução  

Com o intuito de observar o processo de transferência de fase do AU 

parcialmente solubilizado (1mg/mL) em solução contendo PAMAM, sem a presença 

de co-solvente, a concentração do carreador foi variada em 5, 10, 15, 30, 40 mol L-1 

em tampão fosfato 7,4, de acordo com a Figura 52. Como podemos ver, o ácido úsnico 

em presença de quantidades crescentes de PAMAM desloca o potencial para valores 

mais positivos, o que evidencia uma oxidação dificultada, muito provavelmente pela 

formação do complexo. Ao mesmo tempo há um aumento considerável de Ipa, devido 

a solubilização do composto, antes suspenso na solução.  

Figura 52 - Voltamograma de pulso diferencial do AU 0,1 mg/mL em ausência e presença 

de PAMAM-G3 5 a 30 mol L-1, PBS pH 7,4, = 5 mV s-1. 
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Fonte: Autora, 2018 

Simultâneo ao aumento da corrente de pico do ácido úsnico há também o 

aumento da Ipa do PAMAM, adicionado ao meio, porém quando comparado ao 
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PAMAM livre vê-se um deslocamento acentuado e gradual do Epa. As mudanças 

observadas nos voltamogramas de VPD da Figura 52 são indicativos de 

encapsulamento do AU nas cavidades internas da macromolécula. As cavidades 

internas geralmente têm propriedades hidrofóbicas, o que torna possível a interação 

com substâncias pouco solúveis em água. As interações hidrofóbicas são as mais 

comuns para encapsulamento de moléculas hóspedes em dendrímeros 

(POURIANAZAR, MULTLU, GUNDUZ, 2014). 

O processo de transferência de fase foi reproduzido para a MGF (0,1mg/mL) e 

também foi acompanhado visualmente, pela intensidade da coloração exibida pela 

solução na Figura 53B. O pico de oxidação da MGF em 0,25 V (Figura 53) é atribuído 

à oxidação do grupo fenol mais ácido presente na estrutura da MGF, ou seja, o C6-

OH que é rico em elétrons e não está estericamente confinados (FERREIRA et al., 

2010). O pico de oxidação é irreversível e o composto adsorve na superfície do 

eletrodo. 

Figura 53 - A) Voltamograma cíclico da MGF 0,1 mg/mL em ausência e presença de 

PAMAM-G3 5 e 10 mol L-1, PBS pH 7,4, = 50 mV s-1. B) Foto da solução de MGF na cela 

eletroquímica antes e após a adição de PAMAM-G3 a solução. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Assim como o AU a MGF apresenta mudanças nos voltamogramas em 

presença de PAMAM, indicando um processo de encapsulação, como aumento da Ipa 
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e deslocamento de Ep de 0,25 V para 0,27 V. O pamam apresenta Ep em 0,86 V. A 

técnica de VC é menos sensível que a VPD, utilizada no estudo anterior, porém para 

fins qualitativos, esta mostra-se suficiente. 

A interação de BLP com PAMAM-G2 e G3 em solução, foi descrita por 

CANDIDO, 2017. Semelhante aos compostos supracitados, observou-se que com o 

aumento da concentração de PAMAM no meio há aumento de corrente do pico 

catódico e anódico (hidroquinona correspondente) sem mudança significativa no 

processo de oxiredução da quinona, provavelmente devido a interação da quinona 

com os dendrímeros.  

4.4.2 EQM de ouro com MUA  

Tendo em vista que a MUA é a molécula base na construção das plataformas 

nanoestruturadas, a interação dos compostos com este crosslinker, pois a 

heteroestrutura final pode apresentar lacunas não preenchidas nas etapas de 

modificação e o composto, foco da análise pode ter resposta não apenas com o 

compósito final da estrutura, mas com outros constituintes das fases anteriores. 

Figura 54 - A) Voltamogramas cíclicos do UA de 0,5 a 6,5 µmol L-1 com eletrodo de ouro 

modificado com MUA. B) curva da Ipa vs [UA]. Tampão fosfato 10 mmol L-1, 5% de 

etanol, v = 0,05 V s-1. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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A curva analítica da Figura 54B foi construída com a Ipa correspondente ao 

potencial 0,62 V, o qual demonstrou melhor linearidade, possibilitando a determinação 

de LD 1,5 x 10-7 mol L-1 e LQ 5,2 x 10-7 mol L-1 para a respectiva SAM de MUA. 

Diferente de UA a MGF não interage com MUA, com perfil voltamétrico muito 

semelhante ao tampão, Figura 55. Não foi observado o sinal de oxidação do composto 

que aparece próximo de 0,4 V. Resultado interpretado como bom, pois estudos de 

MGF com plataformas que usam a MUA como base e esta estiver disponível, a MGF 

fornecerá uma resposta “mais fiel” ao compósito de fronteira. 

Figura 55 - Voltamogramas cíclicos da MGF de 0,5 a 6,5 µmol L-1 com eletrodo de ouro 

modificado com MUA. Tampão fosfato pH 7,0, 5% de etanol, v = 0,05 V s-1. 
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Fonte: Autora, 2018. 

As amostras também foram testadas em sensor MUA/PAMAM, sendo este o 

principal motivo do estudo com MUA. Entretanto, não se obteve sucesso, o PAMAM 

imobilizado na SAM oxida em potenciais menos positivos que quando em solução, no 

ítem 4.4.1. (Figura 56A) comprometendo os estudos de espécies que oxidam próximo 

a esse potencial (0,6 V) como o UA (Figura 56B) e espécies de baixa intensidade de 

corrente como MGF, mesmo após um tempo de 30 minutos em contato com a solução 

os sinais se mostraram baixos e sem uma relação direta com a concentração do 

composto em solução. 
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Figura 56 - Voltamogramas cíclicos A) de eletrodo de ouro com SAM de MUA/PAMAG3 

em tampão pH 7,0, 5% etanol; B) de SAM de MUA/PAMAG3 na ausência e presença de 

UA a 3 mmol L-1 . 
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Fonte: Autora, 2018. 

Entretanto, SILVA et al., 2017, obteve uma constante de associação de 2,16 

x105 Lmol-1 para estudos desta mesma SAM com a molécula 6-CN10, e CANDIDO 

et al., 2018, calculou uma constante de 2,9 x 104 Lmol-1 para a -LP. De acordo com 

os resultados obtidos e dentro das condições dos experimentos realizados, para os 

estudos de interação com SAM de PAMAM os compostos eletroativos na faixa da 

redução são mais promissores. 

Além de MUA foram realizados experimentos com diferentes tipos de NTCs, 

para utilizar este como suporte para modificação por adsorção de PAMAM, porém 

esbarra na mesma problemática. As Curvas obtidas para UA estão no anexo II. 

4.4.3 Microbalança Eletroquímica de cristal modificado com MUA/PAMAM 

A microbalança de cristal de quartzo (MCQ) é uma ferramenta eficiente para 

detectar moléculas, estimar constantes de afinidade, e estudar os processos de 

adesão celular (FERREIRA, 2013). Também permite a determinação de parâmetros 

específicos de camadas imobilizadas, tais como a densidade de carga na superfície 

e viscosidade.  

Na área piesoelétrica há uma relação linear entre a frequência de ressonância 

e a massa adicionada, de acordo com a relação de Sauerbrey (equação31): 
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         Equação 27 

Onde µq é o módulo de cisalhamento do quartzo, em g cm-2 s-2, q é a 

densidade do quartzo, em g cm3, A é a área do cristal em cm2 e f0 representa a 

frequência de ressonância nominal do cristal de quartzo, sendo representado por: 

          Equação 28 

Para um cristal de 6 MHz, a equação acima pode ser reduzida para: 

          Equação 29 

Onde Cf, é 0,0815 Hz cm2 ng-1. 

para líquidos Newtonianos como a água, a mudança na frequência depende da 

densidade () e viscosidade () do fluido de acordo com a seguinte relação: 

       Equação 30 

Esta relação permite o uso da MCQ em eletroquímica servindo como eletrodo 

de trabalho em uma célula eletroquímica.  

Dentre as várias técnicas exposta no trabalho, a MECQ permite observar a 

interação de uma substância com seu carreador através do aumento da massa 

depositada na superfície do cristal de quartzo.  

Foi preparada uma SAM através da imobilização covalente de MUA sobre uma 

superfície de ouro através do método de montagem camada-por-camada e 

posteriormente PAMAM. Na Figura 57, estão representados os massogramas (massa 

aparente) para as camadas depositadas sobre um cristal de quartzo recoberto com 

ouro. É possível observar que a massa de MUA estabiliza a partir de 1h assim como 
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a de PAMAM, porém um tempo maior foi estabelecido para garantir a formação das 

camadas. 

Após a modificação do cristal uma nova análise foi realizada Figura 57, agora 

o meio é tampão fosfato pH7,0 a 5% etanol, o cristal foi calibrado com esse novo meio 

e as respostas em massa, é dada pelas adições de UA em interação com PAMAM. 

Foi dado um tempo de 10 min, para mimetizar estudos anteriores com outras técnicas 

e foi observado o aumento da massa de forma crescente e formação de diminuição e 

formação de plator na adição 12 correspondente a 12 molL-1 de UA, um indicativo de 

saturação do sistema, já que a interação é dada pela dinâmica de conjugação com o 

dendrímero. Com base na diferença de massa de UA foi possível calcular o número 

de moléculas ligadas ao dendrímero de 3 x 1011 moléculas de UA. 

Figura 57 - Massograma da interação de SAM MUA/PAMAMG3 com UA. Cristal de 

quartzo com cobertura de ouro modificado com SAM MUA/PAMAMG3, em amarelo; UA 

em preto e ampliado em vermelho. 
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Fonte: Autora, 2018. 

4.5 Avaliação espectroscópica da interação com Pontos Quânticos 

Inicialmente foi feita uma curva de calibração no UV-vis do PQ CdSe/CdS em 

água Milli-Q, obtendo-se ótima linearidade da sua absorção, com coeficiente de 

correlação de 0,9995 (Figura 58) calculado com base na absorção da 1ª banda em 

355 nm a 2ª se apresenta em 395 nm.  
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Figura 58 - Espectro de absorção de CdSe/CdS de 15 - 120 mol L-1 em tampão fosfato 

7,4. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Os pontos quânticos utilizados no estudo são dispersos em meio aquoso com 

auxílio de tioglicerol. A concentração de CdSe foi determinada pela relação da 

absorção com o tamanho do nanocristal, descrita por Yu e colaboradores em 2003, 

pelas equações empíricas 14 e 15 detalhada na metodologia. 

4.5.1 PQs associados à -CDSH em solução 

O estudo de fluorescência revelou que CdSe/CdS exibe uma alta luminescência 

de 450-600 nm quando excitado em 350 nm, e um significativo aumento da 

intensidade de fluorescência foi observado com adição de β-CD tiolada, ao meio. Esse 

comportamento é semelhante ao observado para outros ligantes de tiol (GIROLAMO 

et al., 2008; AGUILERA-SIGALAT et al., 2011). A intensidade de fluorescência 

aumentou com a adição de mangiferina à solução (Figura 59). A intensidade foi oito 

vezes maior usando a mesma concentração de MGF quando comparado com MGF 

na presença de ciclodextrina sem PQ (DE LIMA FRANCA et al., 2016). 
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Figura 59 - À esquerda, espectros de emissão do sistema PQs-CDHS em tampão fosfato 

p H7,0 com 5% etanol, na ausência e presença de mangiferina nas concentrações de    

1 – 3 mol L-1. À direta, representação esquemática do PQ conjugado em solução. 
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Fonte: (DE LIMA FRANCA et al., 2016) e autora, 2018. 

O mesmo experimento foi reproduzido para o ácido úsnico (Figura 60), pois já 

se sabe que o mesmo tem uma porção da molécula que se encaixa na cavidade da 

ciclodextrina (CAVALCANTI et al., 2011; SUWANDI et al., 2015). 

Figura 60 - Espectros de emissão do sistema PQs-CDHS em tampão fosfato p H7,0 com 

5% etanol, na ausência e presença de UA nas concentrações de 1 e 20 mol L-1.  
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Fonte: Autora, 2018. 
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4.5.2 PQs associados à PAMAMG3 em solução 

O espectro de absorção da Figura 61 traz o perfil de absorção do CdSe/CdS a 

120 mol L-1 em ausência e presença de PAMAM-G3. Podemos notar que em baixas 

concentrações de PAMAM no meio, há um aumento discreto da absorção do espectro, 

este efeito hipercrômico não se atribui a contribuição pela absorção do PAMAM, pois 

este, não absorve na região analisada. 

Figura 61 - Espectro de absorção no UV-vis doPQ com PAMAM-G3 em solução. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Com o aumento da concentração de PAMAM pode-se verificar turbidez da 

solução acarretando em mudanças no espectro, um resultado parecido foi obtido por 

fluorescência, o qual será detalhado e justificado mais adiante. Desse modo, não foi 

possível realizar o ensaio de interação com dendrímeros via UV-vis. 

A fim de avaliar a interação do PQ com os dendrímeros foi realizada leitura da 

fluorescência deste na ausência e presença de PAMAMG3 (Figura 62). Conforme 

mostra o espectro, não há significativa mudança com adição de PAMAM-G3 à 0,5 de 

razão molar com relação aos PQs (HIGUCHI et al., 2011), e com o aumento da 

concentração o espectro diminuiu a intensidade de fluorescência por apresentar 

turbidez da solução. Sabe-se que os PQs precipitam em metanol, solvente que 
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estabiliza os PAMAMs, para tanto, os mesmos foram rotaevaporados e resuspensos 

em água Milli-Q para a realização do experimento.  

Figura 62 - Espectro de emissão de CdSe/CdS (ex. = 355 nm) na ausência e presença 

de 5 e 10 mol L-1 de PAMAM-G3, água destilada. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Uma hipótese para justificar a turbidez durante a análise é a presença do 

Tioglicerol na superfície dos PQs, assim, segue alternativas: (i) a utilização dos PQs 

com grupos carboxila para promover a ligação direta com os PAMAMs, a baixas 

concentrações; (ii) a síntese de PAMAM com PQ na estruturação, visto que o grupo 

terminal amina pode se ligar em sua superfície, sendo necessária uma reação de fase 

orgânica e aquosa (POTAPKIN et al., 2016); (iii) ou uso de uma molécula espaçadora, 

já que o PQ utilizado apresenta diâmetro similar ao PAMAM-G3, 2,4 nm e 3,6 nm 

respectivamente. 

4.6 Caracterização dos eletrodos quimicamente modificados 

4.6.1 Espectrometria de Impedância Eletroquímica (EIE) 

Para caracterizar as modificações realizadas nos eletrodos, foram realizados 

experimentos de espectrometria de impedância eletroquímica (EIE) e para um dos 

casos em paralelo com VC. 
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As interações na interface eletrodo-solução foram modeladas a partir dos 

dados obtidos no ensaio de EIE, cujo circuito equivalente está representado no inset 

da Figura 63, o qual nos auxilia na explicação dos espectros de impedância das 

plataformas estruturadas, pois o mesmo também foi empregado para a modelagem, 

através do FIT linear para a Figura 64A. Este modelo caracteriza-se por possuir um 

resistor em série ao conjunto que envolve um resistor em paralelo com um elemento 

de fase constante(CPE) que em série com um elemento de Warburg, onde o valor da 

resistência atribuído ao primeiro elemento relaciona-se com a queda ôhmica do 

eletrólito enquanto os outros representam a resistência a transferência de carga e a 

capacitância da dupla camada elétrica respectivamente. Associando a variação dos 

valores relacionados aos elementos do circuito com a composição do eletrólito é 

possível verificar se o eletrodo é sensível a determinado componente. 

O comportamento observado no digrama de Nyquist (parte imaginária -Z " vs. 

parte real Z ') é o resultado das sucessivas alterações do eletrodo, Figura 63. O ponto 

onde o arco intersecciona o eixo -Z’’=0 em altas frequências corresponde a queda 

ôhmica da solução. Na região de baixas frequências, mais baixas o arco tende a tocar 

na origem, ou manter uma progressão que encontre a origem, este ponto, o diâmetro 

do semicírculo, corresponde à resistência à transferência de carga (Rct). A parte linear 

é o elemento difusional, um processo regido não apenas por transferência eletrônica, 

mas pela difusão das espécies eletroativas até a superfície, o elemento que 

caracteriza esse processo é a impedância de Waburg que no diagrama de Niquist é 

representada por uma reta com inclinação de 45°. 
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Figura 63 - Diagrama de Nyquist obtido para as diferentes modificações no eletrodo de 

ouro. Inset: circuito equivalente. 

 

Fonte: DE LIMA FRANCA et al., 2016. 
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apresenta potencial de oxidação próximo de 0,7 V, era esperado que com a 

modificação houvesse redução do potencial, de modo que a ciclodextrina presente no 

eletrodo facilitasse esse processo, isso não foi observado. Assim o pico não foi 

observado devido também a janela limite de potencial do eletrodo de ouro, já que vai 

até 0,8 V, potencial de oxidação do ouro (dados não mostrados). Uma alternativa para 

a determinação da constante de associação para o ácido úsnico utilizando essa 

plataforma eletródica seria fazer uso da técnica de espectroscopia de impedância 

eletroquímica, técnica não destrutiva e o aumento da concentração do analito seria 

acompanhado pelo aumento da resistência a transferência de carga. 

A Figura 64 mostra os espectros de impedância que assim como a Figura 63 

ajudam a elucidar o mecanismo da interface eletrodo-solução, onde o diâmetro do 

semicírculo em frequências mais altas corresponde à resistência à transferência de 

carga (Rct) e a parte linear em frequências mais baixas a resistência à difusão da 

solução (Rs). Os espectros EIS mostraram que as mudanças na resistência à 

transferência de carga para o próprio eletrodo Au, o eletrodo MUA, o eletrodo 

contendo MUA-PAMAM são 366, 862,5 e 620,8 Ω e a resistência da solução 46,3, 

53,2 e 40,9 Ω, respectivamente de acordo com o modelo [Rs ([RctZw] CPE)].  

A baixa Rct tanto no eletrodo de ouro limpo como após a imobilização com 

PAMAM é explicada por este estar carregado positivamente e interagir com a sonda 

facilitando o processo redox de [Fe (CN) 6] íons -3/-4. Assim, vê-se que a reação do 

eletrodo foi controlada apenas por difusão ao longo de todas as frequências. 
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Figura 64 - A) Diagrama de Nyquist (Zim vs. Zre) de EIS e B) voltamogramas de VC, para 

eletrodo de ouro modificado com MUA, e PAMAM-G2, no potencial de +0,22 V vs. 

Ag|AgCl|Cl- e amplitude de 5 mV em 10 mmol L-1 PBS pH 7,4 contendo 2,5 mmol L-1 [Fe 

(CN) 6] 3/4-.  

Fonte: Autora, 2018. 

A Figura 64B mostra o voltamograma usado para caracterização adicional do 

eletrodo modificado. O comportamento do eletrodo de ouro limpo é semelhante ao 

modificado com o PAMAM, observando o sinal redox da sonda, enquanto que a etapa 

com a MUA não mostra esse resultado do processo, semelhante ao EIS. Para 

confirmação de que há interação dos grupos terminais do PAMAM com a sonda foi 

realizada a varredura em pH 10,6, no qual as aminas terminais se mostram com carga 

negativa, mesma carga da sonda, dificultando a oxi-redução da sonda. Esta foi a 

alternativa de escolha para comprovar que o PAMAM estava imobilizado na superfície, 

outra forma seria utilizar o hexaminorutênio Ru(NH3)6
2+/3+ como sonda eletroquímica 

catiônica, para ambas as análises. A Figura 65, traz as clássicas sondas redox 

eletroquímicas, o [Fe (CN) 6]3-/4- e o Ru(NH3)6
2+/3+, sonda aniônica e catiônica 

respectivamente (DAVID E. BERGBREITER, YUELONG LIU, MERLIN L. BRUENING, 

1999).   
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Figura 65 - Perfil voltamétrico da permeoseletividade e dependência do pH das sondas 

eletroquímicas catiônica e aniônica, para o compósito PAMAM aminado. 

 

Fonte: (DAVID E. BERGBREITER, YUELONG LIU, MERLIN L. BRUENING, 1999). 

Este eletrodo foi produzido com o intuito de obter a constante de associação do 

analito com o PAMAM imobilizado no eletrodo, tendo em vista que o pico de oxidação 

do ácido úsnico não foi observado com o aumento da concentração para a técnica de 

VC (dados não mostrados), pois há dois fatores envolvidos neste estudo; primeiro, o 

potencial do analito é próximo do potencial de oxidação do ouro (0,8 V); e segundo a 

amina, grupo terminal do PAMAM oxida em torno de 0,9 com altos valores de corrente, 

pois encontra-se imobilizado. 

Mediante o exposto, a metodologia de modificação pode ser utilizada para 

analitos que sofrem redução, como já reportado na literatura, ou mesmo, oxidação em 

baixo potenciais (CANDIDO, 2017). Tornando possível a determinação da constante 

por VC ou mesmo VPD, com as devidas adaptações da equação. A técnica de EIE 

pode ser empregada como alternativa as técnicas clássicas, para este eletrodo 

modificado com PAMAM, haja vista o leque de modelos matemáticos adaptados para 

estudos eletroquímicos, contribuindo na elucidação de mecanismo de interação entre 

ele e a molécula eletroativa. Vale ressaltar que compostos com potencial próximo 

OCP também não são indicados para o estudo, foi o caso da MGF que quando 
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conjugada com PAMAM apresenta potencial de oxidação próximo ao OCP 0,23 V, 

exibindo um diagrama de Niquist atípico, pois não mais se trata de um sistema 

estacionário e sim sob perturbação da oxidação da espécie envolvida. 

4.6.2 Análise espectroscópica por ITO 

Inicialmente foi eletrodepositado sobre a superfície do ITO nanocristais de Au 

para simular o eletrodo de ouro utilizando na metodologia de SAM com PQs e 

PAMAM-G3, para assim investigar o comportamento da absorção eletrônica 

mediantes as consecutivas modificações camada a camada. Sendo esta, também, 

uma forma de caracterizar o sistema de montagem da SAM anteriormente utilizado. 

A cronoamperometria foi a técnica eleita para a eletrodeposição de nanocristais 

de Au no ITO, a Figura 66 exibi o perfil do cronoamperograma obtido, juntamente com 

a imagem do ITO, sobre uma superfície branca, limpo e após a eletrodeposição dos 

nanocristais, apresentando coloração violeta e aparência homogênea. Segundo Sakai 

e colaboradores (2009), ao aplicar o potencial de -0,3 V para a eletrodeposição por 

300 s se obtém nanocristais de ouro cujo tamanho de partícula é de 39 ± 13 nm de 

diâmetro, 32 ± 15 nm de altura e aproximadamente 400 partículas por m2. 
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Figura 66 - Cronoamperograma da eletrodeposição de nanocristais de ouro no ITO no 

potencial de redução de -0,3 V e foto do ITO sem e com a deposição dos nanocristais.  
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Fonte: Autora, 2018. 

A formação das nanopartículas envolve a redução de Au3+ para Au0 pela ação 

do ácido sulfúrico como agente redutor. Os íons Au3+ são introduzidos ao meio 

reacional a partir do ácido tetracloroáurico, que é a forma ácida do cloreto de ouro (III) 

(MELO JR. et al., 2012).  

No espectro da Figura 67 a bandas de absorção em 385 é provavelmente 

atribuída a franjas residuais de interferência do filme no ITO, devido ao cancelamento 

incompleto das franjas que resultam de múltiplas reflexões no interior do filme. A 

banda em 542 nm corresponde as nanopartículas de ouro depositadas no ITO, 

semelhante ao descrito na literatura para o mesmo potencial de redução (SAKAI et 

al., 2009). A absorção do ITO limpo sem modificação foi subtraída de cada espectro 

de absorção.  

As bandas em 385 e 542 sofreram alteração com a sequência de imobilizações 

moleculares. Com a ligação do AET aos nanocristais e a MUA ao AET, observa-se 

aumento na absorção da 1ª banda e constância da 2ª com deslocamento batocrômico 

para 559 nm, com a adição dos PQs há hipocromismo e o  se mantém, já com a 

MUA, usada como um crosslink para o PAMAM, o espectro se apresenta bem similar 

a etapa de AET-MUA com absorção um pouco menor e deslocamento batocrômico 

da segunda banda para 562 nm. O ITO com o PAMAM apresentou tanto efeito 
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hipercrômico em ambas as bandas como um deslocamento batocrômico da segunda 

banda para 580 nm, o aumento mais pronunciado da primeira banda se deve em parte 

ao PAMAM absorver em torno de 300nm conferindo um perfil alargado de banda. 

Figura 67 - Espectro no UV-vis do ITO limpo, após deposição de nano Au e as 

imobilizações consecutivas com AET/MUA/CdSe-CdS/MUA/PAMAMG3/UA. À direita, 

um esquema da heteroestrutura montada no ITO. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Com o intuito de avaliar a área eletroativa do ITO, a cada etapa de modificação, 

o mesmo foi imerso em solução usando o [Fe(CN)6]3-/4- como probe para estudar a 

adsorção das moléculas envolvidas, pois a transferência de elétrons desta sonda é 

altamente sensível a taxa de cobertura superfície de Au (YÁÑEZ, 2006). As mudanças 

no perfil voltamétrico da sonda, mesmo que discretas estão de acordo com as 

modificações promovidas na superfície do eletrodo de ITO. Onde partindo do ITO 

antes e após a eletrodeposição de nanocristais de Au observa-se um aumento de área 

e aproximação do Epc e Epa da sonda, associado ao aumento da condutividade 

promovida pela nanoAu na superfície, como previsto (WANG et al., 2009). Nas fases 

seguintes de modificação as alterações de área e E, estão descritas na Tabela 12. 

O PAMAM-G3 apresenta grupos aminas terminais (-NH2) que em pH neutro se 

apresenta com carga positiva (-NH3
+), em sua forma protonada, um ácido conjugado, 

condição semelhante ao tópico de EIE. Assim, foi verificado em pH básico também e 

se observou a redução da condução, pois desta forma não há afinidade com a sonda. 



146 

 

Por último o ITO foi imerso em solução de 100 mol L-1 de UA e se mostrou também 

menos condutor. 

Figura 68 - Voltamograma cíclico do ITO em sistema [Fe(III)(CN)6
3-/Fe(II)(CN)6

4-] sem e 

com as imobilizações nanoAu-AET-MUA-CdSe/CdS-MUA-PAMAMG3-UA. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Vale ressaltar que por se tratar de um ITO e que as etapas de simulação da 

SAM de eletrodo de ouro partiram dos nanocristais a este depositados, justifica as 

discretas variações envolvidas no perfil voltamétrico da sonda redox. Haja vista, a 

eletrodeposição formar uma camada fina e translúcida onde parte do ITO pode 

interagir com o meio. 
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Tabela 12 - Valores de Ep e área dos voltamogramas correspondentes em cada etapas 

de modificação do ITO em solução de [Fe(CN)6]3-/4-. 

Fase de 
Modificação 

Área (104) Ep / V 

ITO 1,29 0,173 

Nano Au 1,41 0,092 

AET-MUA 1,6 0,13 

CdSe/CdS 1,36 0,099 

MUA-2 1,56 0,132 

PAMAM-G3 pH 7 1,64 0,107 

PAMAM-G3 pH 10 1,14 0,155 

UA 1,18 0,13 

Fonte: Autora, 2018. 

Um estudo complementar ao realizado, cujo meio pode ser substituído por 

tampão fosfato, pode ser feito para corroborar com os dados apresentados, 

evidenciando a oxidação do grupo amina em torno de 0,9 V e a amostra testada 

próximo de 0,6 V, após imobilização das mesmas. Sendo esta, uma nova proposta de 

sensor, com o qual pode ser construída uma curva de calibração para os compostos 

estudados via amperometria, técnica eletroquímica mais sensível, comumente 

empregada para detecção eletroanalítica em potencial fixo. Por fim, seus resultados 

podem ser comparados com os eletrodos proposto neste trabalho e assim ter um 

vasto padrão comparativo quanto aos tipos de imobilização envolvidas a carga de 

carreadores envolvida nas modificações propostas e seus LDs. 

4.7 Caracterização dos complexos com PAMAM 

4.7.1 Análise dos espectros obtidos por ATR-FTIR 

Os espectros de ácido úsnico livre e complexado com PAMAM geração 2 e 3 

são mostrados na Figura 69. O ácido úsnico livre tem uma banda em 1690 cm-1 que 

corresponde ao grupo cetona conjugado a um anel aromático, a banda em 1536 é 

referente a carbonila não conjugada e não aromática. As banda 1283 e 1070 cm-1 são 

atribuídas aos modos assimétrico e simétrico de (COC) aril alquil éter (NUNES et al., 

2010). 
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Figura 69 - Espectro de ATR-FTIR do AU e seus complexos com PAMAM-G2 e G3 na 

estequiometria de 1:16, 1:32. A) faixa de 4000 a 400 cm-1 e B) faixa de 1800 a 400 cm-1. 
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O espectro de infravermelho da MGF está representado na Figura 70 para a 

MGF, as bandas de absorção em 3367 e 2923 cm-1, são do grupo hidroxilo e 

estiramento assimétrico C-H, um grupo carbonilo conjugado a aromático pode ser 

observado em 1650 cm-1 em conjunto com sinais de núcleo aromático (1619, 1487 

(C=C), 1407 cm-1). Bandas em 1255 e 1093 cm-1 são atribuídas a alongamento –C-O 

e –C-O-C, respectivamente. 

 A região de 1650 à 1550 para o complexo não exibe os picos definidos 

referente a MGF, devido haver o estiramento C=O de amida em 1654 e em 1552 pico 

atribuído a amida secundária HNC=O. No espectro do complexo ocorreu 

desaparecimento das bandas em 1488 e 1407 cm-1 de absorção da MGF e 

deslocamento de 1255 e 824, para 1280 e 811 cm-1 respectivamente. Vê se no 

complexo a presença da banda em 3250 de estiramento N-H em amina primária, com 

supressão dos picos em 3355 e 3160 cm-1 da MGF livre. 

Tanto para AU como para MGF, foi preparado os complexos com PAMAM de 

geração 1 e 0, e para ambos os compostos o rendimento se apresentou muito baixo, 

de modo que não foi possível realizar caracterização por FT-IR. Lembrando que, por 

se tratar de reagentes muito caros a síntese partia de um mínimo ótimo. 

A técnica de RMN-H pode ser útil para elucidar os mecanismos de 

complexação. Dados de H1 estão disponíveis no anexo II, para MGF com PAMAM-

G2. Entretanto, devido à baixa concentração faz-se necessário maior tempo de 

acumulação e RMN de 600Hz. 
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Figura 70 - Espectro de ATR-FTIR da MGF e seu complexo com PAMAM-G3 na razão 

1:32. A) faixa de 4000 a 400 cm-1 e B) faixa de 1800 a 400 cm-1. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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viabilidade da preparação destes complexos. Entretanto, até então, não foi possível 

determinar com exatidão a estequiometria para os estudos com PAMAM, devido a 

dependência de resultados de RMN H1 2D, por variação em razão molar entre as 

amostras e o PAMAM. Por se tratar de um estudo muito robusto optou-se por ser 

realizado posteriormente na continuação do projeto. 

Em experimentos de RMN H1, preliminares, do complexo MGF:PAMAM-G2 e 

MGF:PAMAM-G3 (ver anexo II), pode-se notar mudanças nos deslocamentos 

químicos dos hidrogênios da MGF. Porém, como os PAMAMs apresentam alto peso 

molecular (G2-3256,18 e G3-3908,84 g/mol), somado a baixa massa em mg obtida no 

processo de complexação, para melhor resolução dos espectros obtidos há a 

necessidade de um tempo considerável de acumulação (overnight). 

4.7.2 Estimativa da estequiometria de conjugação dos complexos com PAMAM no 

UV-vis 

Os complexos de AU e MGF com PAMAMG3 nas razões 1:20 e 1:40 foram 

solubilizados em metanol, e analisado o perfil por espectrofotometria UV-vis (Figura 

71), para calcular uma estimativa de quantas moléculas interagem no complexo com 

PAMAMG3 a partir das equações obtidas pelas curvas analíticas de MGF e UA livres 

(Figura 72 e Figura 73) em metanol e dividir pela concentração de partida do PAMAM. 

Dada a maior afinidade dos compostos pelo meio, em relação ao PAMAM  

Pode-se observar mudanças nas bandas de absorção destes compostos, como 

deslocamentos e supressões, já relatados como evidência de complexação para 

outras substâncias com dendrímeros (CANDIDO et al., 2018; DEVARAKONDA et al., 

2007). Quanto aos espectros do UA apresenta um deslocamento da banda de 287 

para 293 nm e os espectros para MGF desloca de 365nm para 367 no 1:20 e 370 nm 

no 1:40.  
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Figura 71 - Espectros no UV-vis dos complexos AU-PAMAMG3 e MGF-PAMAMG3 em 

metanol na razão 1:20 e 1:40. 
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Fonte: Autora, 2018. 

A partir da curva analítica com valores de absorbância da MGF em metanol no 

comprimento de onda de 365 nm (Figura 72), foi possível realizar a análise da 

regressão linear que demonstrou um coeficiente de correlação muito próximo a 1,0 

R= 0,9999, demonstrando que há correlação entre as variáveis dos eixos, 

apresentando coeficiente angular de 0,02 e coeficiente linear de 0,014. 

Figura 72 - Espectro no UV-vis de MGF em metanol de 15 a 50 molL-1. Inset: curva 

analítica da concentração de MGF vs absorvência para a banda em 365 nm. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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Assim como, com a MGF, foi construída uma curva para o UA no comprimento 

de onda de 287 nm (Figura 73), a regressão linear demonstrou um coeficiente de 

correlação R=0,9998, um coeficiente angular de 0,02 e coeficiente linear de 0,008, 

dados que possibilitaram o cálculo do número de moléculas complexadas. 

Figura 73 - Espectro no UV-vis de UA em metanol de 10 a 80 molL-1. Inset: curva 

analítica da concentração de UA vs absorvência para a banda em 287 nm. 
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Fonte: Autora, 2018. 

A partir da equação da reta obtida da curva de calibração, tanto para UA como 

para MGF, calculou-se o número de moléculas incorporadas em cada dendrímero 

PAMAM nos complexos formados, conforme Tabela 13. Com base no número de 

moléculas de MGF e UA que foi associado com cada molécula de dendrímero, sendo 

uma evidência contundente da complexação entre os compostos (DEVARAKONDA 

et al., 2007). 
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Tabela 13 - Número de moléculas incorporadas pelo PAMAMG3. 

Complexo Razão Nº de 
moléculas 

incorporadas 

PAMAMG3-UA 1:20 11 

1:40 7 

PAMAMG3-MGF 1:20 6 

1:40 14 

Fonte: Autora, 2018. 

As moléculas de UA apresentaram um padrão diferente do de MGF, entre as 

razões estudadas, a maior proporção mostrou menor número de moléculas 

encapsuladas/conjugadas. Outros fatores também devem ser levados em 

consideração, como exposto anteriormente, a densidade de cargas envolvidas, pode 

estar ligada diretamente na eficiência de complexação. De modo que, fazer um estudo 

de proporção de agente encapsulado por complexo formado via variação do pH é um 

trabalho a ser considerado para melhor explicação do rendimento obtido. 

Já a MGF, mostrou uma relação direta entre as concentrações de partida e o 

número de moléculas obtidas no complexo formado com 14 moléculas associadas a 

um PAMAMG3. Sabendo-se que ambas as moléculas apresentam natureza 

hidrofóbica, o uso de PAMAM como carreador se mostra vantajoso e promissor, 

possibilitando biodisponibilizar no meio aquoso 14 moléculas por unidade. 

4.8 Interação com DNA eletroquímico em eletrodo de carbono vítreo 

Estudos de interação dos compostos naturais supracitados com CT-DNA no 

UV-vis e outras técnicas já estão descritos na literatura. Tanto para UA como MGF e 

BLP, esta última não causa dano nem interage com o DNA, porém UA e MGF 

interagem supramolecularmente e esta pode ser uma via de mecanismo de ação 

terapêutica (TAJIK; TAHER; BEITOLLAHI, 2014) 

Os dados apresentados a seguir foram submetidos a correção de linha de base 

com software GPES.  
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4.8.1 Biossensor eletroquímico de dsDNA 

Baseado na Figura 74, representação do modo de operação do biossensor de 

DNA, o analito em solução entra entre as fitas do dsDNA adsorvido na superfície de 

carbono, modifica sua conformação, o que leva à exposição de suas bases, passíveis 

de oxidação anódica.  

Figura 74 - Esquema das etapas do biossensor eletroquímico de dsDNA.  

 

Fonte: Adaptado de ABREU et al., 2011. 

A varredura anódica do biossensor de dsDNA após 10 min em contato com as 

soluções das amostras, exibiu um perfil semelhante a varredura sem amostra, onde 

não houve mudança significativa no comportamento voltamétrico das nucleobases 

para o UA. Na Figura 75A o UA exibe Epa = 0,86 V em eletrodo de carbono vítreo 

limpo, quando em contado com filme de dsDNA adsorvido na superfície do eletrodo, 

este valor desloca para potencial mais positivo nas concentrações testadas. Devido 

ao sinal de oxidação do UA ser muito próximo ao Epa da guanina (0,99 V) vê-se uma 

sobreposição, já a adenina com Epa = 1,25 V não sofre mudanças significativas 

quanto ao perfil de oxidação. Com isso, pode-se inferir que o UA interage com o DNA 

sem exposição dos sítios ativos para oxidação da base Adenina e parcialmente o da 

guanina, onde há um aumento Ipa para o potencial correspondente a esta, mesmo 

que comprometido com a sobreposição de UA, e este último por romper a barreira 

física do biofilme adsorvido demonstra uma afinidade pela molécula. A pequena Ipa 

de UA entre a superfície limpa e modificada é uma evidência de interação. O inset do 
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voltamograma para UA, mostra o perfil do biossensor de dsDNA sem ao ajuste de 

linha de base. 

Figura 75 - Voltamogramas na VPD para biofilme de dsDNA em eletrodo de CV em 

ausência e presença A) de 1, 10 e 15 mol L-1 de UA e 15mol L-1 de UA em eletrodo 

limpo. B) de 1, 10 e 15 mol L-1 de MGF e 15mol L-1 de MGF em tampão acetato pH 4,5, 

20% etanol, =10mV s-1.  
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Fonte: Autora, 2018. 

Para MGF (Figura 75B), há discreta oxidação das bases quando em contato 

com o biossensor por 10min. Assim como UA, também ultrapassou o biofilme com 

sinal em potencial mais positivo de 0,39 para 0,42 V. Haja vista o sinal anódico de 

MGF não estar comprometido pela oxidação das bases, foram realizados estudos com 

dsDNA em solução exibidos mais adiante. 

4.8.2 Estudo do ssDNA em solução 

Quanto aos estudos de interação dos compostos com a solução de ssDNA, os 

sinais característicos da oxidação das bases guanina em +0,9 V e adenina em +1,2 V 

em tampão 4,5 foram intensos e bem definidos (Figura 76). Com a adição dos 

compostos foi observada a redução dos sinais de oxidação das bases que se deu de 

forma mais intensa para o UA. 
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Figura 76 - Voltamogramas na VPD do ssDNA em solução na ausência e presença A) 

de 1, 5, 10 e 15 mol L-1 de UA e 15mol L-1 de UA em tampão sem ssDNA, B) de 1, 5, 10 

e 15 mol L-1 de MGF e 15mol L-1 de MGF em tampão sem ssDNA. Tampão acetato pH 

4,5, 20% etanol, =10mV s-1. 
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Fonte: Autora, 2018. 

De acordo com os resultados, UA interage significativamente com ssDNA em 

solução, indisponibilizando parte dos sítios de oxidação das bases com deslocamento 

de potencial para valores mais positivos (Figura 76A), diferentemente de MGF que a 

uma concentração equivalente a máxima de UA exibiu uma redução de corrente bem 

inferior (Figura 76B).  

4.8.3 Constante de interação com dsDNA em solução 

Com base na interação de MGF demonstrada em biossensor de dsDNA, esta 

também foi avaliada em dsDNA em solução com determinação de constante de 

ligação empregando a equação 27, descrita na metodologia, uma adaptação de 

Benesi-Hildebrand para análises em VPD de sistemas irreversíveis. 

A Figura 77A torna clara a interação entre as moléculas, nas condições do 

experimento. Sob pH 4,5 a MGF encontra-se neutra e DNA carregado negativamente, 

motivo pelo qual este pH foi escolhido, a priore porque em teoria poderia ser 

observada maior interação, comprovada pelo valor de constante de ligação K de        

2,6 x 104 L mol-1 (Figura 77B).  
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Figura 77 - A) Voltamograma de pulso diferencial da MGF a 10 mol L-1 na ausência e 

presença de dsDNA de 3 - 12 mol L-1. B) Curva analítica para determinar a K entre MGF 

e DNA. Tampão 4,5, 10% etanol. 
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Fonte: Autora, 2018. 

Em pH fisiológico Figura 77C, menor Ipa foi evidenciada e consequentemente 

menor valor de K, para as concentrações elegidas de DNA, como esperado. A 

constante de ligação foi de 1,2 x 104 L mol-1. As constantes estão concordantes com 

a literatura, haja vista MGF interagir com como intercalante de DNA (RADI et al., 2010; 

RADI et al., 2014; TAJIK et al., 2014) 
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5 CONCLUSÃO 

De posse dos dados apresentados no trabalho, podemos concluir que 

eletrodo modificado com PQ/CDSH tem melhor resposta frente ao UA que uma 

modificação CDSH sem o semicondutor. 

PQs modificados com CDSH em solução aumenta a fluorescência de MGF e 

UA se comporta como um quenching, havendo diminuição da fluorescência do PQ. 

O processo de interação com PAMAM imobilizado não pode ser 

acompanhado via VC ou VPD por oxidação, já a interação entre o PQ CdSe/CdS e 

PAMAM, no ITO se mostrou promissora, dada a dupla detecção.  

Por eletroquímica, a imobilização tanto de PQ/CDSH como MUA/PAMAM no 

eletrodo foram caracterizadas por EIE com obtenção dos respectivos valores de Rct 

de cada etapa, os quais estão concordantes com as modificações realizadas. 

O UA apresentou interação de 3 x 1011 moléculas por cm2 de SAM 

MUA/PAMAM (imobilizada), calculada através de MECQ, cuja massa foi monitorada 

por 2h. 

Os estudos por UV-vis para determinação de constante de interação 

mostraram que os compostos de escolha para o trabalho interagiram em grau distinto, 

de modo espontâneo (G negativo) com os PAMAMs de 1ª a 3ª geração, onde foi 

possível determinar as constantes de interação. Os melhores resultados foram para 

MGF e PAMAMG3 com K de 5 x 106 Lmol-1; UA e PAMAMG3 K =2,58 x 104 Lmol-1 

numa relação inversamente proporcional a temperatura; e -LP com PAMAMG exibiu 

uma K=2,7 × 104 Lmol-1 à 25 °C.  

As 3 gerações de PAMAMs reduzem a fluorescência de MGF, dentre as 

constantes calculadas G2 apresentou o maior valor, e determinação da Ksv e Ka. As 

demais gerações não se enquadraram no modelo de Ksv reforçando a forte afinidade 

de MGF pelo PAMAMG2. 

Parte dos complexos formados foram caracterizados por UV-vis, FTIR e 

RMNH1. Onde se observou as mudanças nos espectros que evidenciam o complexo 
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PAMAM:MGF e PAMAM:UA, para a 2ª e 3ª gerações. A resuspensão mostrou uma 

estimativa de estequiometria numa relação de número de moléculas do carreador e 

agente encapsulado, para UA altas concentrações desfavorece o processo, já para 

MGF favorece. 

Quanto a interação dos compostos com DNA, o UA reage com ssDNA em 

solução reduzindo seu sinal analítico, numa relação dependente da concentração e 

MGF interage com dsDNA tanto imobilizado como em solução com K de                          

2,6 x 104 L mol-1, num estudo em triplicada por VPD. 
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7 PERSPECTIVAS 

Tendo em vista que o presente trabalho é um ramo de um projeto maior, parte 

não foi concluída. Dentre os pontos importantes da sequência metodológicas estão: 

▪ Uso de lipossomas na separação e identificação dos taninos presentes no 

extrato de barbatimão. 

▪ Empregar bioconjugação de proteínas nos pontos quânticos (CdSe/CdS e 

CdSe), no desenvolvimento de metodologias diagnósticas e detecção ultra-sensível. 

▪ Imobilização de PAMAM com terminação anima de gerações maiores, 4ª 

e 5ª, nos pontos quânticos e avaliar estudos em células, pois estudos de microscopia 

confocal de varredura a laser demonstraram que estes entram mais facilmente nas 

células por endocitose (SHCHARBIN; KLAJNERT; BRYSZEWSKA, 2010). 
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9 ANEXO II 

9.1 Espectros e voltamogramas complementares 

Figura 78 - Espectro de RMN-1H da HP--CD. 

 

Fonte: autora, 2018. 

Figura 79 - Espectro de RMN 1H do ácido tânico. 

 

Fonte: autora, 2018. 
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Figura 80 - Espectros de PAMAM G1 
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Figura 81 - Espectros de PAMAM G2 
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 Figura 82 - Voltamogramas de UA em eletrodos modificados com NTCs. A) NTC com 

grupocarboxila; B) sem tratamento ácido e C) após tratamento com ácido nítrico; D); E) 

e F) as respectivas curvas. 
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Fonte: Autora, 2018. 
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Figura 83 - Espectros de RMN H1 para PAMAMG2 e MGF. 

 

Fonte: Autora, 2018. 

O espectro de RMN H1 obtido em D2O, a temperatura de 19 °C, está 

concordante com a literatura para os deslocamentos químicos tanto do PAMAM como 

de MGF (GÓMEZ-ZALETA et al., 2006). As devidas atribuições estão identificadas. O 

complexo com PAMAMG2 foi realizado na proporção de n° de aminas terminais, ou 

seja, para cada 1 mol de PAMAM foi posto em contato com 16 mol de MGF, este 

apresentou identificação e resolução, de modo que para o PAMAMG3 e G1, mesmo 

após um número de scan de 1536, para esses carreadores complexados. Enquanto 

que para o G2, um número de scan 256 foi suficiente para identificação dos sinais.  

Assim, outras razões de complexação devem ser testadas, afim de encontrar a 

estequiometria de máxima complexação. Com isso, pode-se inferir que não há uma 

relação direta entre o número de aminas primárias terminais e o dos compostos MGF 

e AU, pois estes se mostraram muito diluídos para análise de RMN, mesmo após um 

alto tempo de acumulação, sendo que todos os cálculo tomaram como base uma 

concentração de PAMAM fixa e igual para todas as gerações, variando a biomolécula. 


