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RESUMO

Muitos agentes terapéuticos, como extratos, moléculas pequenas, genes e peptideos
apresentam excelente potencial terapéutico, porém s&o limitados por baixa
solubilidade, alta toxicidade ou mesmo instabilidade, impedindo significativamente seu
uso na clinica medicamentosa. Na busca dessas melhorias vem-se empregando o uso
de nanomateriais como: ciclodextrinas, dendrimeros e pontos quéanticos (PQ), este
altimo apresenta dupla funcionalidade diagnostica e terapéutica (terandstica). O
trabalho tem como objetivo a sintese, caracterizacao e aplicacdo de nanocarreadores
como ciclodextrinas e dendrimeros a extrato de barbatiméo, acido tanico (TA), acido
asnico (UA), mangiferina (MGF) e p-lapachona (B-LP), visando aumento da
solubilidade, a potencializacao de suas atividades biolégicas, bem como, a diminuicéo
da citotoxicidade dos mesmos. Alguns desses nanomateriais foram associados a PQs
visando o monitoramento da terapéutica e/ou diagndstico. Para elucidar as interacfes
de complexacdo entre o composto ativo e o carreador foram utilizadas as técnicas
eletroquimicas de voltametria ciclica (VC), pulso diferencial (VPD) e espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE), tanto para estudos em solucdo como com
plataformas nanoestruturadas; espectroscopia no UV-vis e fluorescéncia; ATR-FTIR
e RMN H!. Foi possivel verificar forte interagdo do TA com HP-B-CD na razéo 1:2 com
constante de interacdo (K) de 6,8x10° L mol?t. O estudo de viabilidade celular com
linfécitos indica melhora na viabilidade pelo complexo. Foi possivel determinar K via
UV-vis, a maior interacédo foi verificada para MGF e PAMAMG3 (5 x 10 Lmol?); UA e
PAMAMG3 (2,58 x 10* Lmol?!) numa relacdo inversamente proporcional a
temperatura; e B-LP com PAMAMG2 (2,7 x 10* Lmol?) a 25 °C. Via fluorescéncia, os
PAMAMs se comportam como quenching da MGF, a Ka de 6,3 x 10%° foi estimada
para G2. Por eletroguimica, a imobilizacdo dos carreadores no eletrodo foi
caracterizada por EIE, ja o processo de interacdo com PAMAM imobilizado nao pode
ser acompanhado via VC ou VPD por oxidacéo, enquanto que a interacdo entre o PQ
CdSe/CdS e PAMAM, no ITO se mostrou promissora. Com a microbalancga de cristal
de quartzo foi possivel estimas 3 x 101! moléculas de UA que interagiram na SAM de
MUA/PAMAM. Nos PQs modificados com CDSH, em solucgéo, a fluorescéncia de MGF
aumenta e AU se comporta como um quenching. Quanto a interacdo dos compostos
com dsDNA, o UA reage com ssDNA e MGF com dsDNA imobilizado e em solugao
com K de 2,6 x 10* L mol?, estudo em triplicada por VPD. Parte dos complexos
formados foram caracterizados por FTIR e RMNH!. Em suma, o composto TA
apresenta mudancas no perfil éptico e eletroquimico em presenca de HP-B-CD,
formando um complexo de interacédo 1:2 com a parte externa da HP-B-CD. Os PQs
magicos demonstraram aumentar a sensibilidade dos sistemas testados e promissor
na construcao de sensores de ITO. O UA, B-LP e MGF interagem com PAMAM de
diferentes geracdes e Microbalanca na determinacdo de moléculas envolvidas de UA
e PAMAMGS. Os compostos UA e MGF interagem com DNA.

Palavras chave: &cido tanico, acido usnico, mangiferina, B-Lapachona,
ciclodextrina, PAMAM e ponto quéantico



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 barbatimao extract, tannic
acid (TA), unic acid (UA), mangiferine (MGF) and B-lapachona B-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 H! NMR. It was
possible to verify strong interaction of TA with HP-B-CD in the ratio 1: 2 with interaction
constant (K) of 6.8 x 105 L mol™. 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 10° Lmolt); UA and
PAMAMG3 (2.58 x 10* Lmol?) in a ratio inversely proportional to temperature; and -
LP with PAMAMG (2.7 x 10* Lmol?) at 25 ° C. Via fluorescence, the PAMAMSs behave
as quenching of FGM fluorescence, the Ka of 6.3 x 10'° 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
10% L mol?, based on a study done in triplicate by VPD. Part of the complexes formed
were characterized by FTIR and H! NMR. In short, the compound TA presents changes
in the optical and electrochemical profile in the presence of HP-B-CD, forming a
complex of 1:2 interaction with the external part of HP-B-CD. The magic QDs have
shown to increase the sensitivity of the systems tested and promising in the
construction of ITO sensors. The UA, B-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, B-Lapachona, PAMAM and
quantum dot.
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INTRODUCAO GERAL

O presente trabalho avalia a interacdo de compostos de origem natural com
carreadores como ciclodextrinas e dendrimeros. Entretanto, os estudos com o tanino
acido tanico e ciclodextrina estdo na primeira se¢do, sendo separados dos demais,
por se tratar de um estudo de interacdo com a mesma, e mudangas observadas no
acido tanico em presenca de ciclodextrina, porém sem formacdo de complexo de
incluséo, pois se trata de um composto hidrossoluvel. Ja os compostos: acido Usnico,
mangiferina e B-lapachona que apresentam baixa solubilidade, formam complexo com
os carreadores, e estdo descritos na segunda secdo deste trabalho, bem como os

estudos com pontos quanticos e plataformas heteroestruturadas.



Estudo da intera¢do do Acido Tanico com hidroxipropil-B-

ciclodextrina

29
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1 INTRODUCAO

A busca por compostos naturais de interesse farmacoldgico que atendam aos
requisitos farmacotécnicos para uma boa formulacdo terapéutica € crescente. No
entanto, parte desses compostos obtidos de extratos apresenta sensibilidade a luz,
ao calor, problemas de solubilidade e estabilidade O uso de ciclodextrina apresenta-
se como uma opc¢ao interessante na tentativa de solucionar ou minimizar estes
problemas, por meio da formacdo de complexo de inclusdo e/ou entre interacdes

externas com este carreador.

O presente capitulo parte de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
LEMAN que apontam o extrato etandlico de Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby
& Grimes, popularmente conhecido como barbatimdo, como um potencial agente
antitrombdtico, quando em presenca de B-ciclodextrina. Tendo em vista a baixa
solubilidade do extrato de Barbatimdo (BBT) em agua o presente capitulo traz estudos

em solucéo via UV-vis com diferentes concentragfes de B -ciclodextrina (3-CD).

Dado o alto teor de taninos no extrato de BBT e estes se apresentarem como
polimeros condensados, ndo sendo possivel determinar o nimero de unidades de
proantocianidinas e qual destas isoladamente apresenta-se como ativo as inUmeras
funcdes clinicas deste extrato, este capitulo elege como molécula modelo o &cido
tanico, diante da vasta variedade de taninos presentes no extrato de BBT. Assim, sua
interagdo com hidroxipropil-B-ciclodextrina foi estudada, ndo como agente
encapsulante, mas como coadjuvante, bem como as vantagens promovidas pelas
interagbes supramoleculares envolvidas no processo. Para tanto diversas técnicas
foram empregadas desde espectroscopicas como UV-vis e fluorescéncia, FTIR-ATR,

RMN H! e eletroguimica em solugdo e com plataforma de BCDSH.
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1.1 Revisao bibliografica

1.1.1 Barbatimao

O barbatim&@o € 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. adstringens
(Mart.) Coville, S. obovatum Benth, S. polyphyllum M. e Pithecellobium avaremotemo
Mart. (CAETANO et al., 2012), algumas delas existentes na mata Atlantica de Alagoas
e do Nordeste do Brasil (GOULART, 2010). Apesar de serem pertencentes a espécies

de diferentes géneros apresentam propriedades medicinais semelhantes.

A avaliagdo fitoquimica do extrato da casca do caule de Abarema
cochliacarpos demonstrou a presenca de saponinas, catequinas, taninos, fendis e
antraquinonas (SILVA et al., 2009). A casca do caule do barbatimdo € usada na
medicina popular como analgésico, antibacteriano, anti-inflamatério, antisséptico,
adstringente e cicatrizante. E essa gama de atividades farmacolégicas esta
diretamente relacionada a 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 sao divididos de acordo com a estrutura quimica em dois grandes
grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. O barbatimao é rico em taninos
condensados (Figura 1), sdo polimeros de flavan-3-ol (lineares) e/ou flavan-3,4-diol
(ramificados) produtos do metabolismo do fenilpropanol (MONTEIRO et al., 2005). As
moléculas tém grande variacdo estrutural, resultante de padrdes de substituicdes
entre unidades flavonicas, diversidade de posi¢cdes das ligacdes e a estereoquimica
(MELLO & SANTOS, 2001). A analise de taninos nos extratos torna-se dificil pela, ja
mencionada, variedade de estruturas existentes e a necessidade de técnicas
analiticas sofisticadas que permitam a sua separacéo, identificacdo e quantificacao.
Apesar de os polimeros constituirem a maioria dos polifenois das plantas, a analise
quimica se limita, normalmente, a mondmeros, dimeros e alguns trimeros
(CHEYNIER, 2005).
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Figura 1 - Estrutura quimica de taninos condensados, lineares (com 4—8 ligag6es) ou

ramificados (com 46 ligagdes).

Fonte: Autora, 2018.

Recentemente, pesquisadores da Universidade Federal de Alagoas,
patentearam uma pomada a base de barbatiméo, capaz de causar a regressao de
verrugas genitais causadas pelo virus do papiloma humano (HPV) e ainda diminui a
quantidade do virus no organismo sem causar efeitos colaterais significativos
(CAETANO et al., 2012).

Estudos anteriores do grupo demonstraram que em testes de agregacgao
plaquetaria o extrato da casca do BBT e BBT encapsulado ndo atuam na primeira fase
da formacao do trombo, assim, ndo interferindo nos processos de adesao e agregacao
plaquetéria através das principais vias dos agonistas Adenosina difosfato, Adrenalina
e Acido araquiddnico. Ja os testes coagulométricos da segunda fase da formac&o do
trombo, tempo de protrombina, se mostraram relevantes, onde o extrato da casca do
barbatim&o encapsulado com CD potencializou os efeitos de inibicdo da coagulagéo,
aumentando o tempo de formacéo do coagulo de fibrina, diferente dos resultados para

0 mesmo extrato ndo encapsulado (NASCIMENTO et al., 2015).

Mediante os resultados obtidos o extrato de barbatimdo com B-CD se mostra
um promissor agente anticoagulante e potencial antitrombdtico, por promover
aumento no tempo de formagédo do coagulo quando comparado com o controle

normal, ndo apresentando carater antiplaquetario em testes com agonistas classico.
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1.1.2 Acido tanico

O &cido tanico (TA), mostrado na Figura 2A, é um polifenol, composto por uma
molécula de glicose central, ligada a cinco cadeias compostas por duas moléculas de
acido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico), Figura 2B unidas por esterificacdo, sendo
um tanino hidrolisavel. Também conhecido como glicosideo pentadigaloil, possui
formula empirica como C7sHs20s6 € peso molecular de 1701,2 gmol?, é solivel em

agua e escurece gradualmente quando exposto ao ar e a luz.

Figura 2 - Estrutura molecular do A) acido tanico e B) acido galico.
A) B)
HO OH O~_OH

HO OH
OH

Fonte: Autora, 2018.

O TA é produzido pelo metabolismo secundario das plantas e pertence a
grande categoria dos &cidos fendlicos. E um tanino hidrolisavel encontrado em
diversos alimentos tais como, uvas, lentilhas, chocolate, vinho tinto, cerveja, café, cha
preto e chéa verde (SIMOES et al., 2004). Dentre os efeitos descritos na literatura est&o
as atividades antioxidantes in vivo e in vitro, anticarcinogénicas, antimicrobianas e
antimutagénicas do TA em ratos. (ANDRADE et al, 2005).
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Ele apresenta hepatotoxicidade experimentalmente conhecida, cujos efeitos
cronicos podem conduzir a cirrose e carcinoma em ratos, principalmente quando
administrado parenteralmente. Apesar do mecanismo de injuria n&o estar elucidado,
h& evidéncias de que o TA interfere seletivamente com a transcri¢cdo a nivel do eixo
DNA-RNA o0 que justifica categorizar como uma hepatotoxicidade indireta. A
toxicidade em humanos foi relatada por severa necrose hepatica apds tratamento para
queimaduras, o que levou a seu desuso. Porém, ndo h& evidéncias de
hepatotoxicidade pela ingestdo de vinhos ou chds que sdo ricos em TA
(ZIMMERMAN, 1999). Segundo a agéncia Internacional para pesquisas no cancer
(IARC) o acido tanico esta classificado no grupo 3, como agente ndo carcinogénico a

humanos.

Dentre os aspectos versateis do TA natural, é utilizado na construcdo de
biossensores na reducdo verde de Pt** e 6xido de grafeno (AKKAYA; C AKIROG LU;
OZACAR, 2018). Além, deste se complexar com ions ferroso formando TAzFe e
TAFe*, complexos com ferro férrico consistem em grandes moléculas altamente
coloridas que se comportam como coloides (HEM, 1962); e com cobre formando
complexos labeis e soluveis de grande importancia ecotoxicologica (KRAAL et al.,
2006).

O acido tanico é utilizado também para uso topico devido as suas propriedades
adstringente e antimicrobiana, sendo inserido em formulacdes magistrais indicadas
para infeccdes causadas por herpes labial ou formulagdes para uso ginecoldgico.
Entretanto, as formulacbes possuem como coadjuvante o alimen de potassio,
substancia incompativel com os taninos, pois ocorre precipitacdo (FABRICIO et al.,
2008).

De posse do exposto o presente estudo procura investigar a interacao do acido
tanico com hidroxipropil-B-ciclodextrina, como agente coadjuvante, através de
analises eletroquimicas, espectroscépicas no UV-vis e fluorescéncia, e estudos de
RMN H!. Para tanto, faz-se necessario para o entendimento do trabalho, uma breve

introducao sobre ciclodextrinas.
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1.1.3 Ciclodextrinas

As Ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos de origem natural, cuja
principal caracteristica é a habilidade de hospedar em sua cavidade diferentes tipos
de moléculas hidrofébicas, conferindo a estas, um aumento na solubilidade em agua.
ciclodextrinas ainda promovem aumento na estabilidade e biodisponibilidade de

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

Figura 3 - Esquema de estrutura funcional da a, B e y -CD e sua geometria dimensional.

e - _ Secondary side
o\, Mg, >

Apolar Cavity

Autor: (CRINI, 2014).

E constituida de unidades de glicose (o-D-glucopiranose) unidas por ligagéo o-
1,4 (Figura 3). As mais importantes CDs que apresentam ocorréncia natural s&o as ao-
, B- e y-CDs. A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas das
CDs.

Tabela 1 - Propriedades das ciclodextrinas.

Propriedades a-Ciclodextrina B-Ciclodextrina 7y-Ciclodextrina
Unidades de glucopiranose 6 7 8
Massa molar g/mol 972 1135 1297
Solubilidade em &gua 25°C (%) 14,5 1,85 23,2
Diametro exterior (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 47-573 6,0-6,5 7,5-8,3
Volume da cavidade (A) 174 262 427

Fonte: (SZEJTLI, 1998).
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Além da complexacdo de um Unico composto, extratos brutos de plantas que
contém multiplos componentes também estdo sendo complexados com ciclodextrinas
(HSUA et al., 2013; BUDRYN et al., 2014). A Figura 4, mostra as razbes de formacgao

de complexo com CDs, as possibilidades de interacdo hospede-hospedeiro.

Figura 4 - llustragdo esquematica da ciclodextrina livre (hospede) e substrato

(hospedeiro) para formar o complexo substrato-CD.

+

Host

Autor: (CRINI, 2014).

Neste capitulo sera avaliado o emprego da B-CD, mas no capitulo seguinte os
estudos foram realizados com a 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) (Figura 5),
uma ciclodextrina modificada com grupamento hidroxipropil, por apresentar
propriedades menos tdxicas e maior solubilidade que a pB-ciclodextrina (GRILLO et al.,
2008).

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

Face Segundaria
Hidrofilica

Face Primaria
Hidrofilica

Fonte: Adaptado de (DEVI; MANDAL, 2013).



37

Sensores eletroquimicos modificados baseados em ciclodextrina sao
empregados para determinar uma variedade de analitos de interesse quimico e
bioguimico, dentre eles estéo os flavondides (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) (YANEZ, 2006; YANG et al., 2005), nucleobases (adenina, guanina e
timina) (UMASANKAR; THIAGARAJAN; CHEN, 2007) e aminoacidos (tirosina, L-
histidina) (STEFAN-VAN STADEN; NEJEM; VAN STADEN, 2013).

Quanto a sua utilizacdo como sensores temos: (i) a base de monocamadas
auto-montadas (SAMs) de ciclodextrinas tanto em ouro macico como em
nanoparticulas de ouro sdo preparadas principalmente, pelo processo de
funcionalizac&o envolvendo grupos tiolados que ligam-se a superficie; (ii) preparados
por imobilizac&o eletrostatica de ciclodextrinas em monocamadas automontadas; (iii)
imobilizagdo 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 a base de ciclodextrina e (vi)
ciclodextrina incorporado em eletrodos modificados com filmes poliméricos. O capitulo
2, deste trabalho apresenta uma variedade de plataformas modificadas tanto com CD
como outro carreador, as quais forneceram informacdes valiosas quanto aos
mecanismos de interacdo (encapsulacéo) envolvidos entre o0 composto bioativo e seu
carreado (HERNANDEZ-MUNOZ; FRONTANA; GONZALEZ, 2014).

Figura 6 - Oxidacdo de monoanions de B-CD mediada por ferrocenio e modifica¢céo
covalente da superficie de carbono, a esquerda. llustracéo do eletrodo modificado, a
direita.
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Fonte: Adaptado de (HERNANDEZ-MUROZ; FRONTANA; GONZALEZ, 2014).
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Diante das diversas vantagens no emprego de ciclodextrinas para o
desenvolvimento de novas tecnologias farmacéuticas, vé-se de acordo com a Figura
7 (a esquerda) um crescente nimero de patentes anuais no periodo de 1990 a 2017,
segundo a plataforma de busca LENS, com maior n° de patentes registradas em
comparacao as demais plataformas, Figura 7 (a direita). O maior n° de depdsitos de
patentes esta a cargo dos Estados Unidos da América com 87.545 patentes, reflexo

histérico-cultural de um incentivo a inovacgao.

Figura 7 - A direita grafico de n° de patentes por ano em todo o mundo segundo LENS;
a esguerda, o n° de patentes de acordo com as plataformas de busca.
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Fonte: (LENS ORGANIZATION, 2018) e autora, 2018.

Com base no exposto, as ciclodextrinas apresentam grande potencial na
geracdo de novos produtos, bem como publicacbes de inovacbes tecnoldgicas
farmacéuticas e de cunho analitico. Assim, na sequéncia, o principio de algumas
técnicas utilizadas, sera 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 classica no estudo
de interacdes entre moléculas biologicamente ativas e macromolécula e polimero. Os
métodos acompanham mudancas no perfil do espectro, como: aumento ou diminuigdo
da absorcéo eletrébnica e deslocamento seja para maiores comprimentos de onda
(batocrémico), ou menores comprimentos de onda (hispsocrémico). Dessa forma, vale

a pena descrever o principio da técnica.
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A energia total de uma molécula é a soma de suas energias eletrénica,
vibracional e rotacional. A absorcdo de energia na regido do ultravioleta produz
modificagcdes da energia eletrénica da molécula em consequéncia de transi¢cdes dos
elétrons de valéncia (SILVERSTEIN et al., 1994).

Quando uma molécula absorve energia, um elétron € promovido de um orbital
ocupado para um orbital desocupado de maior energia potencial. Na maioria das
moléculas, os orbitais ocupados de menor energia sdo os o (ligagdes sigma); os
orbitais z ficam em niveis de energia um pouco mais altos, e os pares isolados, ou
orbitais ndo ligantes (n), ficam em energia ainda mais altas. Os orbitais desocupados

ou antiligantes (7* e 0*), sdo os de maior energia, Figura 8 (PAVIA et al., 2010).

Figura 8 - Niveis de energia eletrbnica e transi¢des.
A

A A Niveis
. % desocupados

T
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ocupados

Fonte: Adaptado de Pavia et al, 2010.

A transicao mais provavel é do orbital ocupado de maior energia (HOMO) para
o orbital desocupado de menor energia (LUMO). A relacdo entre a energia absorvida

em uma transicao eletrénica e a frequéncia (v), o comprimento de onda (A) € o niumero

de onda (V) é:

AE = hv= _hC = h¥v
\% 7
1 Ve

Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz e AE é a energia
absorvida pela molécula na transicao eletronica entre um estado de menor energia
(estado fundamental) e um de maior energia (estado excitado). A energia absorvida
depende da diferenca entre os dois estados, quanto menor, maior sera 0 comprimento
de onda de absorcéo (SILVERSTEIN et al., 1994).
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Além do principio da técnica de espectroscopia no UV-Vis, uma explanacao
sobre o fundamento de fluorescéncia 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 Fluorescéncia

O fendbmeno de fluorescéncia é um tipo de luminescéncia, caracterizado pela
absorcdo de radiacdo em um determinado comprimento de onda ou grupo de
comprimentos de onda e a re-emissdao em um diferente comprimento de onda. O
comprimento de onda de excitagdo €, geralmente, menor do que o comprimento de

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

Wyszecki (1972) descreveu que, em uma molécula, os niveis energéticos dos
elétrons sdo bem definidos e a elevacdo a niveis mais altos ocorre através da
absorcdo seletiva da radiacdo pela molécula. Um elétron no nivel fundamental é
elevado a um nivel superior por meio da absorcdo de uma certa quantia de energia,
de um quantum ou féton hv onde h é a constante de Planck (6.626 x 1034 Js)e v é a
frequéncia da luz absorvida. A frequéncia vtem uma relagcdo inversa com o
comprimento de onda A, de acordo com a relagdo: v = c/A, onde c é a velocidade da
luz (c = 299.792.458 m/s). Conforme essa relacdo, a frequéncia € inversamente
proporcional ao comprimento de onda, ou seja, entre a energia necessaria para a
elevacao de um elétron a um nivel energético superior e 0 comprimento de onda de
absorcdo. Os niveis energéticos sdo muito instaveis e rapidamente a molécula retorna
ao seu nivel energético fundamental. O retorno pode ocorrer de trés formas, como

fluorescéncia, fosforescéncia ou como transicdo sem radiagao.

O diagrama de Jablonski (Figura 9) € conveniente para visualizar, de um modo
simples, 0s possiveis processos: absorcdo de fétons, conversdo interna,
fluorescéncia, cruzamento intersistema, fosforescéncia, fluorescéncia com retardo e
transicdes tripleto-tripleto. Os estados eletrénicos singletos sao representados por SO
(estado eletronico fundamental), S1, S2, e estados tripletos, T1, T2, ... Niveis

vibracionais sdo associados com cada estado eletrénico.
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E importante perceber que a absor¢do é muito rapida (=101°s) em relacdo a
todos os outros processos, ndao ha deslocamento concomitante do nucleo de acordo
com o principio de Franck-Condon (uma transicao eletrénica ocorre preferencialmente
sem mudancas nas posi¢des dos nucleos atbmicos nas moléculas e em seu ambiente)
(VALEUR, 2005).

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

sistema fotoluminescente.
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Fonte: Adaptado de SKOOG et al., 2009.

As setas verticais correspondem ao inicio da absorgdo a partir do nivel mais
baixo de energia vibracional de So, porque a temperatura ambiente a maioria das
moléculas esta neste nivel. A absorcdo de um foton pode levar a molécula para um
dos niveis vibracionais de Si, Sz, .... Dentre 0s possiveis processos de desexcitacéo
a emissao de fétons que acompanha a relaxacdo S1 — SO é chamada de
fluorescéncia. Deve ser enfatizado que, apesar de algumas excecodes, a emissao de
fluorescéncia ocorre a partir de S1 e suas caracteristicas (exceto polarizagdo) néo
dependem do comprimento de onda de excitacdo (considerando que somente exista

uma espécie no estado fundamental).
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1.4 Eletroquimica

Os estudos que envolvem a transferéncia de elétrons sdo importantes para a
compreensdao de diversos processos que ocorrem no meio bioldgico. Muitos
processos em células vivas, desde seu metabolismo até sua defesa, envolvem
processos de oxidacado e reducdo. As enzimas que catalisam estes processos sao
onipresentes nos organismos Vvivos e requerem um ambiente redox que permita
realizar eficientemente esta funcdo. Esse ambiente redox € mantido por um complexo
grupo de proteinas, peptideos e genes, com base em uma série de transformacdes
redox e ndo-redox, catalisadas enzimaticamente ou ndo, e envolvem transferéncia de
elétrons e de &tomos. Qualquer desequilibrio nesse sistema pode causar alteracdo na
homeostase celular ou em outros ambientes (MOURA, 2008).

A eletroquimica se refere a fenbmenos quimicos associados a transferéncia
de elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solugéo, ou heterogeneamente
na superficie do eletrodo (BRETT e BRETT, 1996). O processo eletroquimico baseia-
se na aplicacdo de um potencial capaz de oxidar ou reduzir analitos de interesse,

sendo o método padréo para o estudo das reacdes redox.

Os métodos eletroquimicos oferecem certas vantagens sobre métodos
convencionais, como: baixo consumo de reagentes; custo relativamente baixo de
instrumentacdo; possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade; fornecimento de
informacdes sobre a atividade da espécie quimica; além de facil controle de variaveis,
que, podem ser combinadas de diferentes formas, dentre a diversidade de técnicas
(MOURA, 2008; SKOOG, 2009).

1.4.1 Voltametria ciclica

Dentre as diversas técnicas eletroquimicas existentes, a técnica mais utilizada
para adquirir informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos € a
voltametria ciclica (VC). A eficiéncia desta técnica esta na sua habilidade em fornecer,
rapidamente, informacdes sobre as reacdes de transferéncia de elétrons, sobre a
termodinamica de processos redox, sobre a cinética de reacdes heterogéneas de
transferéncia de elétrons, a possibilidade de investigar a reatividade quimica das

espécies eletrogeradas e reagdes quimicas acopladas a processos adsortivos, além
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de auxiliar na elucidacdo do mecanismo eletrédico 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 a variacdo, 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 perturbacdo (Figura 10a), numa transferéncia eletrénica reversivel,
um par de picos, catddico e anddico (Figura 10b), quando € irreversivel ha apenas um
pico (Figura 10c) (GREEF et al., 1985).

Figura 10 - Representacao esquematica do (a) Potencial aplicado ao eletrodo, tem como
resposta um sistema (b) reversivel e (c) irreversivel, com destaque para os parametros
mais importantes, em VC.
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Fonte: GREEF et al., 1985.

A forma de aplicacdo do E, em VC, esta representada na Figura 11a, onde o
AE é linear ao tempo, no eletrodo de trabalho estacionario numa solucdo. A técnica
de VC “staircase” é utilizada como contraponto a VC linear, no sentido de minimizar a
contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total. Porém, o E € aplicado na forma
de escada (staircase, Figura 11b), com degraus de E (10 mV) e tempo de duracéo 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 aplicacdo de potencial para a VC: a) potencial com varredura

linear e b) potencial do tipo escada (staircase).
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Fonte: BOLT, 1997.

A analise do processo eletroquimico ocorrido pode ser feita por meio da
obtencéo dos parametros eletroquimicos mais importantes, ou seja, 0s potenciais de
pico catodico e anodico (Epc € Epa), as correntes de pico catodica e anodica (ipc € ipa)
e 0s potenciais de meia onda (Ep/2). Por outro lado, as reagbes que ocorrem no
eletrodo séo determinadas por dois componentes principais que sao o transporte de
massa do analito por difusdo em solucdo para a superficie do eletrodo, e a
transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo, em alguns casos
ainda podem ocorrer rea¢fes quimicas acopladas a algum destes processos (BARD
e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996).

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reacao que ocorre com velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico na interface, apenas a
etapa de transferéncia de massa influenciara no processo. A corrente do pico (em

amperes) neste caso é dada pela equacéao 1:

ipe = (2,69 x 105)n?4D; *v/ 3¢y Equacéo 1

Sendo que n é o numero mols de elétrons envolvidos no processo, A é a area
do eletrodo (cm?), Do é o coeficiente de difusdo (cm?s?) e C, é a concentracdo da

espécie em solucédo (mol cm3), é a velocidade de varredura (V s)

Para uma reacao reversivel, a corrente de pico varia linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura, a razdo entre a corrente de pico anddico e

catédico seraigual a 1 e independente do valor de v, o potencial de pico ndo apresenta



45

variacdo com a velocidade de varredura de potencial e a razéo ip/v¥? é constante e

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

Para calcular a raz&o entre as correntes de pico ipa/ipc, @ equacao descrita por
R. Nicholson pode ser utilizada (BARD e FAULKNER, 2001) equacéo 2

ipa _ (ipado , (0485)(isplo
e (pdo  (podo

+ 0,086 Equacéo 2

em que devem ser consideradas as intensidades das correntes (ipa)o, (ipc)o € (isp)o

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

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

pico em relagdo a corrente zero.

0.5

Corrente

-0.5
+200 +100 0 =100 ~200 300

Fonte: Adaptado de Bard e Faulkner, 2001.

Quando a velocidade de transferéncia de carga € lenta comparada com a
velocidade de varredura, as concentracdes das espécies oxidadas (Ox) e reduzidas
(Red) Ndo serdo mais funcédo apenas do potencial, ndo seguindo a Lei de Nernst.
Nestas circunstancias, a equacdo que descreve a corrente de pico (ipc) € dada

segundo a equacgao 3

i, = {2. 90 105}1i{mi]“zdfn I.'-';"Izvl"lz Equacéo 3

Onde o é o coeficiente de transferéncia de elétrons e, nestes casos, em
reacoes irreversiveis, 0 voltamograma costuma apresentar apenas pico andédico,

podendo se deslocar com o aumento da velocidade de varredura. Ja para uma reacao
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eletrodica quase-reversivel, a corrente € controlada tanto pela etapa de transferéncia
de massa como pela etapa de transferéncia de carga e a equacao 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) € uma técnica muito usada em
medidas analiticas com baixo limite de deteccéo de espécies organicas e inorganicas,
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 s&o
aplicados ao eletrodo de trabalho, a forma e os sinais de excitacdo captados em
equipamentos digitais esta representada na Figura 13b, ha uma combinacédo de um

pulso de saida com um sinal em degrau.

Figura 13 - (a) Perfil corrente-potencial esqueméatico para VPD e (b) representacéo
esquematica da aplicacéo do potencial em fungdo do tempo em VPD para instrumentos
digitais, amostragem da corrente em S1 e S2, sendo registrada a diferenca entre essas

correntes.
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Fontes: BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996.
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Em VPD, a corrente € medida duas vezes, para correcdo da corrente
capacitiva, sendo uma antes da aplicacdo do pulso (S1) e outra ao final do pulso (S2),
onde a primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda. Em seguida, a
diferenca das correntes é plotada em funcdo do E aplicado, e o voltamograma
resultante consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cujas areas Ssao

diretamente proporcionais a concentracdo do analito (Figura 13a). Esta correcéo de
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correntes possibilitada pelo modo de pulso diferencial permite obter limites de
deteccdo da ordem de 108 mol L1 (BRETT e BRETT, 1996).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Emprego de ciclodextrina em extrato de barbatimdo, visando maior
biodisponibilidade de compostos ativos e avaliacdo espectroscopica e eletroquimica

da interacao entre o acido tanico e HP-B-CD.
2.2  Objetivos especificos

Avaliar a interagdo entre B-ciclodextrina e 0s compostos presentes no extrato

etandlico da casca do barbatimao (Abarema cochliacarpos) via UV-vis.

Avaliar interacao do TA com HP-B-CD, por eletroquimica em solugdo e através

de eletrodo modificado, espectroscopia no UV-vis e fluorescéncia;
Determinar constantes de interagcéo pelas técnicas utilizadas, quando possivel;

Realizar analises de RMN H! para confirmar interacéo e estequiometria.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Produtos quimicos e solventes
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Todos os reagentes quimicos utilizados nas analises e listados na Tabela 2,

foram de grau analitico. Todas as soluc¢des foram preparadas em agua grau Milli-Q

(18 MQ cm).

Tabela 2 - Lista de reagentes utilizados.

Reagentes Aquisicéo
Acido tanico
B-cyclodextrina Sigma Aldrich
HP—B—ciclodextrina
Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g]) R
Exodo®

Ferrocianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)g])

Acido 11-mercaptoundecanoico (MUA)

Merck (Germany)

Etanol P.A.
Acido sulfarico (H2SO4)

Panreac®

Acetato de sédio (NaOAc)

Acido galico

Vetec Quimica Fina
Ltda

Fosfato de sddio diidratado (NazHPO.,)
Fosfato de so6dio monoidratado
(NaH2PO,)

Hidroxido de potassio (KOH)

Sulfato de sédio (NaSO4)

(Rio de Janeiro,BR)

Fonte: Autora, 2018.

3.2 Estudos de espectrofotometria no UV-vis

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

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

caminho 6tico de 1 cm.
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3.2.1 Estequiometria de interacdo entre TA:HP-B-CD por espectrofotometria no UV-

VIS

O método de Job’s plot foi adotado para determinar a estequiometria do
complexo TA:HP-B-CD (MELO et al.,, 2007). Misturas de TA:HP-B-CD foram
preparadas variando a fracdo molar de cada substancia de 0,1 a 0,9, mantendo a
concentracdo total da solucdo 0,1 mmol L (Tabela 3) em 4gua deionizada, protegidas
da luz em todo o processo.

Tabela 3 - Protocolo do método Job’s Plot de variagdo continua para determinar a

estequiometria do complexo TA:HP-B-CD.

HP-B-CD TA R Estequiometria
9x10% 1x10° 0,1 1:9
8x10% 2x10% 0,2 1:4
7x10 3x10° 0,3 2:2,33
6x10° 4x10°% 0,4 11,5
5x10° 5x10° 0,5 11
4x10° 6x10° 0,6 1,51
3x10% 7x10% 0,7 2,331
2x10° 8x10° 0,8 4:1
1x10° 9x10° 0,9 9:1

Fonte: Autora, 2018.

As solucdes foram analisadas em espectrofotbmetro UV-Vis, no
comprimento de onda 274 nm apds 24h de agitacdo no Shaker a 200 rpm e 25 °C. A
diferenca de intensidade de absorcéo (AA) entre as soluces contendo apenas TA e
as misturas de TA com HP-B3-CD multiplicada pela razdo molar (R) de TA versus a
razado molar de TA foi plotada em um grafico, onde o ponto de mudanca na inclinacao

da curva corresponde a razao estequiométrica do complexo.

3.3 Estudos eletroquimicos

3.3.1 Condigbes das medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas 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 verificacdo do pH das solu¢des tampéao foi realizado

em pHmetro da Quimis.

Para os estudos eletroquimicos utilizou-se um sistema de trés eletrodos (Figura
14): eletrodo de ouro/carbono vitreo (BAS, diametro 1,6 mm e Methrom, diametro 3,0
mm) como eletrodo de trabalho; eletrodo de fio de platina, como auxiliar; e
Ag*|AgCI|CI- (KCI 3,0 mol L), como eletrodo de referéncia.

Os graficos processados foram tratados utilizando o programa Microlab Origin
8,0.

Figura 14 - Sistema com os trés eletrodos para analises eletroquimicas.

) o Eletrodo de trabalho
Eletrodo de referéncia Bistiods anxiiiag

x W Gas inerte

Fonte: Autora, 2018.

O eletrodo de trabalho passou por uma limpeza mecanica antes de cada
varredura de potencial. Foi polido com alumina (0,3 um) e lavado abundantemente
com agua, antes de ser levado ao ultrassom por 30 s em etanol, para remoc¢ao das

particulas residuais.

7

Um eletrodo de superficie limpa € indispensavel para a formacgédo de
monocamadas auto-organizadas. Sendo assim, o eletrodo de ouro foi submetido a um
tratamento eletroquimico em solucdo de H2S04 0,1 mol L2, na faixa de potencial de -
0,4V a 15V e velocidade de varredura de 0,1 V s por 10 ciclos. Por vezes, foi
utilizado o eletrodo de fio de ouro e este por ndo possuir uma area plana ndo se

submete a limpeza mecéanica apenas as ciclagens com H2SOs 0,1 mol L' e uma
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limpeza quimica, onde o eletrodo é exposto a chama azul de macarico até o rubor,
apos uns segundos sob vapor de cloroférmio é imerso em cloroférmio, para evitar

processo de oxidagao do ouro.

ApoOs o procedimento de limpeza, foi realizado o teste em Voltametria Ciclica
com a sonda ferri/ferrocianeto de potassio (1:1) 1,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L nos
potenciais de 0,6 a -0,3 V, para verificar a area eletroativa do eletrodo e a eficiéncia
do polimento. Em seguida, apés lavagem com agua grau Milli-Q os eletrodos foram

utilizados no estudo eletroquimico das SAMs.
3.3.2 Avaliagéo da interagéo entre TA e HP-B-CD em solucao

Os estudos foram realizados utilizados as técnicas de VC e VPD. O meio
eletrolitico de escolha foi o tampéo fosfato pH 7,0, e 0 acompanhamento dos

voltamogramas do composto TA se deu sem e com adi¢do de HP-3-CD ao meio.
3.3.3 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM de B-CDSH + MUA

Para o preparo da SAM a monocamada de BCDSH (Figura 15) foi construida
no eletrodo de ouro, que apés limpo, foram introduzidos em uma solucdo contendo
B-CDSH:FeCO2H:MUA (2:2:1 m/m/m) em uma mistura de solventes
(DMSO:EtOH:H20 — 5:3:2 v/v/v). Inicialmente, o eletrodo fora imerso, por 1hora, em
uma solugao de B-CDSH dissolvida em DMSO, desaerada com Ar, e sob agitacéo, a
esta foi adicionado o Fc-CO:z2H solubilizado em EtOH. O eletrodo permaneceu na
solucéo por 1 hora, para que se formasse o complexo entre Fc-CO2H e a cavidade da
B-CDSH se mantivesse preenchida. Depois disso, a MUA e a agua foram adicionadas
a solucédo e a mistura foi novamente desaerada. Nesta solucéo final os eletrodos
permaneceram em repouso por 24 horas, sendo lavados abundantemente com EtOH

e agua antes dos experimentos (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 15 - Representacao esquematica da interacao de acido ferrocenocarboxilico em
eletrodo de ouro: (I) eletrodo limpo; (II) modificado com monocamada de MUA; (ll)

modificado com monocamada mista de MUA/B-CDSH.
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Fonte: Adaptado de DAMOS et al., 2007.

Com base nas curvas obtidas por VC foi possivel calcular a constante de
formacéo do complexo com B—CD, utilizando o eletrodo modificado com SAM de (-
CDSH.

3.4 Extrato de barbatiméo

No presente estudo, o extrato da casca do barbatiméo foi obtido do caule de
Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes. As cascas de barbatim&o foram
secas e moidas em moinho elétrico (1,0 Kg), e o extrato obtido através da maceracao
com &lcool etilico hidratado (92,8 °GL) (3L x 2) por 72 h, e apés filtracdo (papel
Watman n° 2) foi concentrado em evaporador rotatorio 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 relacdo ao

peso seco das cascas e entrecascas (CAETANO et al., 2012).
3.5 Preparo dos complexos de TA

As solucdes nas proporcdes de 1:1 até 1:5 de acido tanico e HP-g-CD foram
preparadas em agua destilada e mantidas sob agitacdo a 175 rpm a temperatura de
25°C e protegida da luz em uma incubadora Marconi MA-420 (Sao Paulo, Brasil) por
um periodo de 24h, tempo escolhido para garantir que os compostos envolvidos estao

em equilibrio no meio.
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Apés passar o tempo reacional, as solucdes foram liofilizadas e o pé obtido,
com carater altamente higroscopico, foi deixado em dessecador sob vacuo e
encaminhado para analises de RMN e ATR-FTIR, para elucidar o mecanismo de
interac&o envolvido, visto que a estrutura nao possibilita a formacao de complexos de
inclusdo com ciclodextrina (FERREIRA, 2013a; FERREIRA et al., 2013b).

3.6 CondicOes para estudo em células de linfocitos humanos

O isolamento dos linfécitos foi realizado utilizando o reagente Ficoll paque®
Heath care, de acordo com as instru¢cdes 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).

Aliquotas de sangue diluido foram cuidadosamente colocadas sobre o Ficoll
paque® e imediatamente centrifugadas a 400 x g durante 30 minutos em centrifuga.
Em seguida, a camada contendo linfécitos foi cuidadosamente aspirada e transferida
para um tubo de centrifuga preenchido com o meio de cultura celular. Esta solucgéao foi
suavemente misturada e centrifugada a 250 x g durante 10 min. O mesmo
procedimento foi repetido mais uma vez. O sedimento de linfécito obtido foi
ressuspenso com o0 meio de cultura celular utilizando uma pipeta Pasteur. A
viabilidade dos linfacitos foi verificada usando coloracdo com azul tripan e foi superior
a 96%. Havia 100.000 células/mL da suspenséo. Os linfocitos isolados foram entéo

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

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

fluorescéncia foram realizadas seguindo dois comprimentos de onda:

e 400 Lex/500 Aem para viabilidade;
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4 Resultados e discussao

4.1 Estudos de espectroscopia no UV-vis

Com base em estudos anteriores de formacdo de complexo entre o extrato e
B-CD foi proposto o monitoramento do perfil de absorcdo do BBT frente varia
proporc¢des de B-CD no periodo de 24h e 48h (Figura 16), para estudos posteriores
de formacé&o de complexo e analise dos compostos ativos com baixa solubilidade. De
acordo com a Figura 16, o tempo de 48h apresenta menor variagao de absorcgéo frente
as diversas razdes de B-CD. Este tempo foi escolhido para a formag&o do complexo

e obtencdao por liofilizacao.

Figura 16 - Relacdo da absorcgéo eletronicado BBT naauséncia e presenca de diferentes
razdes de B-CD de 1:1 até 1:10 (m/m), A)espectro de absorcado ap6s 48h de agitacéo, B)
Absorcdo em A=279 nm, ap06s 24 e 48h de agitacao.
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Fonte: Autora, 2018.

Vé-se que as proporgdes de 1:1 a 1:10 entre o extrato e o carreador se mostrou
estavel sem mudanca significativa de absorcao apesar da complexicidade da amostra.
Desse modo, foi levantado um questionamento sofre 0s possiveis componentes ativos
do extrato que inviabilizam seu uso via oral, dentre eles estdo os taninos. Partindo da
toxicidade ja estabelecida o acido tanico foi tomado como molécula modelo para
estudos com ciclodextrina, mesmo sendo um tanino hidrolisavel, pode-se observar

resultados interessante até entdo nao descrito.
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4.1.1 Determinacao da estequiometria do complexo de interacdo TA: HP-B-CD

A Figura 17 corresponde ao Job’s plot de (AA x R) em funcéo de R, onde AA é
a variacdo da intensidade de absorgéo e R é a razdo de Acido Tanico em relacdo a
HP-B-CD, com base na Tabela 3 descrita na metodologia. O ponto maximo de
mudanca de inclinagcdo ocorre em R = 0,4, sugerindo que o complexo entre TA e HP-
B-CD, possui propor¢cdo estequiométrica de 1:2. Foi realizado o experimento nos
tempos de 24 e 48 horas, tempos mais utilizados na literatura, garantindo a formacéao

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

Figura 17 - Gréfico da razdo de TA na mistura TA:HP-B-CD (R) versos a variagdo de
absorcdo das diferentes razbes da mistura em relagcdo a TA ausente de HP-B-CD

multiplicado pela razado correspondente (AA.R).

—Hl— 24h
—Hl—48h

AAR (10%)

Fonte: Autora, 2018.

Os demais compostos do trabalho ja possuem estudos com HP-B-CD e/ou $-
CD publicados. O acido usnico, a B-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 interacdo entre o acido
tanico (3,0 umol L!) e HP-BCD na razédo molar 1:2 mantendo a absorcdo constante

dentro do periodo monitorado de 24h, com desvio de 0,011 num estudo em triplicata.
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Figura 18 - Estabilidade da interac&o do acido tanico em presenca de HP-B—CD 1:2, por
24 horas.
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Fonte: Autora, 2018.

4.1.2 Estudo da constante de formacao aparente do complexo de interacdo TA:HP-
B-CD

A espectrofotometria vem sendo empregada como técnica classica no estudo
de interacbes entre moléculas biologicamente ativas, macromolécula e polimero. Os
métodos acompanham mudancas no perfil do espectro, como: aumento ou diminui¢ao
da absorcéo eletronica e deslocamento seja para maiores comprimentos de onda

(batocrédmico), ou menores comprimentos de onda (hispsocrémico).

A formacé&o do complexo de interacéo entre TA e HP-B-CD em tampao fosfato
7,4 foi avaliada no UV-vis, o TA permaneceu fixo a 10 umol L%, e variando a
concentracdo de HP-B-CD de 3 — 20 umol L. Aplicando a equacdo de Benesi-
Hildebrand (equacdo 16) (HERNANDEZ-BENITO et al, 1999) foi possivel calcular a

constante de dissociagéo Ko e formagéo Kr = 1/Kp para TA: HP-B-CD:

[FCD][TA]o _ Kp + [BCD]

Ad A= Ar Equacao 4

Onde Ag corresponde a variacdo da absortividade molar. Plotando os valores

de [BCD] [TA]o/AA vs. [BCD] obtém uma linha reta, Kp = intercepto / inclinagéo.
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O espectro de absorcao da interacdo entre os compostos (Figura 19) mostra
efeito hipercrémico das bandas de absorcdo em 214 e 274 nm do TA, o segundo
comprimento de onda foi o utilizado nos calculos, por apresentar melhor linearidade.
O gréfico inserido na Figura 19 é o resultado do ajuste da equagéo, com um tempo de
interacdo de 2h, sob agitacdo constante, foi possivel calcular as constantes de
dissociagédo e formacéao: 3,6 x 10 e 2,8 x 10°, respectivamente. Constante cuja ordem
de grandeza caracteriza complexo de inclusdo (FERREIRA et al., 2010), porém sabe-
se gue a estrutura molecular do TA n&o comporta um encapsulamento efetivo
(impedimento estérico), bem como seu carater hidrofilico possivelmente tem pouca
afinidade pela cavidade hidrofébica da HP-3-CD.

Figura 19 - Espectro de absorc¢éo de TA na auséncia e presenca de HP-B-CD a diferentes
concentragdes (3,5, 7, 12, 15 e 20 umol L) em tampéo fosfato pH 7,4. Tempo de contato
de 2 h. Inset: regresséo linear obtida pela equacéo citada no comprimento de onda de
274 nm.
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Fonte: Autora, 2018.
4.2 Medidas de Fluorescéncia
A molécula de TA livre apresenta fluorescéncia em solugdo, mas ao interagir

com HP-B-CD vé-se um aumento crescente dependente da concentracdo de HP-B-

CD no meio,Figura 20. Provavelmente, similar a o que ocorre com macromoléculas
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bioldgicas, hd uma restricdo de rotacdo na molécula de TA, tornando-a planar e
possibilitando o alinhamento dos orbitais =, desta forma, provocando aumento na
intensidade de fluorescéncia HEGDE et al., 2012.

Figura 20 - A) Espectro de emissdo de TA 10 pmol L (Aexxt = 260 nm; Aem = 350) na
auséncia e presenca de 0,2- 2,0 umol Lt HP-B-CD, em tampéo fosfato pH 7,4.
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Fonte: Autora, 2018.

Comumente os processos de formagcdo de complexo estdo associados a
supresséao da intensidade de fluorescéncia, seja do tipo estatica ou dinamica, onde se
utiliza a equacao de Stern-Volmer para obter a constante de extincdo molar (Ksv)
(VALEUR, 2001). Entretanto, vé-se um aumento da intensidade de fluorescéncia do
TA em presenca de concentragbes crescentes de HP-B-CD, a faixa de 0,2 a

1,3 umol L apresentou boa linearidade com coeficiente de correlacdo de 0,9925.

4.3 Estudos eletroquimicos

4.3.1 Interacdo do TA com HP-B-CD em solucao

Conforme Figura 21A, a oxidagcdo do acido tanico apresenta um pico “com
ombro” irreversivel em 0,17 V, o mecanismo de oxidagao pode ser proposto a partir
da oxidag&o do &cido galico (Figura22) onde o voltamograma deste apresenta 2 picos
bem definidos, o primeiro pico de GA origina principalmente a oxidacéo do grupo orto-
hidroquinona no anel da molécula. O segundo pico de oxidacdo é causado pela
oxidacao do terceiro grupo -OH de GA. Devido a razdes eletrocinéticas, a oxidacao

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 acido galico se encontrarem

hidrolisadas na estrutura.

O processo de transferéncia de elétrons no eletrodo de carbono vitreo é
controlado por adsorcéo, com significativa reducéo da lpa. O sinal € pequeno, pois o
TA apresenta um pico de corrente dependente de pH, sendo o pH préximo a 7,0 o

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

Figura 21 - Voltamograma de TA em eletrodo de carbono vitreo A) por VC 1° e 5° ciclo,
processo adsortivo, B) por VPD em auséncia e presenca de HP-$-CD variando de 1 a

100 pmol L™
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20— 1°scan 350

- - -5°%scan
30F

15}
< ' 25} e ol
= /1 <
= 10¢ ' 2 20}

15F

1.0 —— TA 10 ymol L
—— TA+HP-B-CD 1:0.1
0.0 s 0.5 —— TA+HP-3-CD 1:1
: > — —— TA+HP-3-CD 1:10
1 1 1 1 1 1 1 ) OO 1 1 1 1 1 1 1 )
01 00 01 02 03 04 05 06 07 -0.1 0.0 01 02 03 04 05 06 07
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.) E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora, 2018.

Em presenca de HP-B-CD (Figura 21B) Ipa do TA diminui gradualmente e 0 Epa
desloca para valores mais positivos de 0,12 a 0,15 V, o que se deve, provavelmente,
a interacdo em solucao entre esses compostos, diminuindo a concentracao do TA livre
e aumentando a concentracdo de TA: HP-B-CD, complexo com carater eletroquimico
distinto do TA livre. O mecanismo de oxidacdo de TA é complexo dado o grande
namero de grupo eletroativos, por ser constituido de unidades de &cido galico o
mecanismo do acido galico esta descrito na Figura 22, onde no processo de oxidacao

participa dois elétrons e dois protons.
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Figura 22 - O mecanismo do processo de oxidacao 4cido galico.
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Devido a adsorc¢éo do TA no eletrodo, foi necessario fazer polimento apos cada
varredura, sendo a area eletroativa acompanhada pelo perfil voltamétrico do par redox
(sonda) [Fe (CN)e]* (1:1) em KCI 0,1 mol L%, mantendo-se sempre a mesma area,
para fins comparativos dos dados. Apesar do voltamograma nos dar um indicativo do
processo envolvido, este é puramente qualitativo, fazendo-se necesséario um método
que possa forma uma barreira seletiva no transporte de espécies na interface

“eletrodo-solucao’.

Com esse fim, as SAMs foram utilizadas como um método estratégico para
conferir seletividade e sensibilidade na modificacao de eletrodos, e a ligacdo covalente

da BCDSH se fez via quimissor¢ado na superficie de ouro.
4.3.2 Estudo da interacéo entre TA e SAM-BCDSH por VC

Como observado anteriormente o TA interage consideravelmente com HP-§3-
CD, entretanto, devido ao carater adsortivo do TA, ndo foi possivel construir uma curva
analitica. Para tanto, foi realizada uma modificacdo na superficie do eletrodo de ouro,
com uma SAM mista de MUA e 3-CDSH.

A Figura 23 exibe os voltamogramas obtidos por VC do complexo de interacéo
TA:B-CD em SAM de B-CD+MUA, para a faixa de concentracéo de 0,1 a 1,5 umol L
de TA. Pode-se observar um aumento na Ip em funcdo do aumento da concentracao
do analito, sem deslocamento de potencial significativo (0,19 V). Apesar de ndo haver
a formacéo de um complexo de incluséo, a resposta de corrente obtida indica uma

associagao entre o TA e a CDSH fixada na superficie.
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As monocamadas formadas no ouro seguem a cinética de Langmuir-Blodgett
(YANEZ, 2006). Assim, de posse das Ipa foi possivel determinar a constante de
associagao (K) do TA na SAM, utilizando uma derivagao da isoterma de Lagmuir):

TA 1 TA
T4l _ + TAlo Equacio 5

I K-imar Imar

Onde [TA]o, € a concentracéo da espécie eletroativa, | € a corrente de medida
para cada concentragdo da molécula de TA, Imax € a corrente de pico maxima, e K é a
constante de formacao correspondente ao complexo de interacdo entre a molécula
TA com B-CD ancorada no eletrodo (FERREIRA et al., 2010). A Figura 23A, apresenta
o voltamograma de TA em SAM de BCD, foi possivel construir uma curva analitica
Figura 23B, cujo limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculado em 7,7
e 25,7 nmol L respectivamente através das equacdes 6 e 7. O valor obtido de LD
esta proximo 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 determinacdo do limite de deteccao utilizou-se o desvio padrdo da média
aritmética das correntes obtidas dos dez voltamogramas de brancos, no mesmo

potencial do pico voltamétrico da oxidacdo de TA, e a relacéo:

LD =3Sg/b Equacéo 6

onde Sg é o0 desvio padrao da média aritmética das correntes dos brancos e o b o
valor do coeficiente angular da curva analitica. Para o limite de quantificac&o utilizou-

se a relacdo abaixo:

LQ =10Ss/b Equacédo 7
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Figura 23 - A) Voltamogramas em tampao fosfato pH 7,4 em crescentes concentracdes
de TA (0,1 a 1,5 umol L) em eletrodo modificado com B-CDSH+MUA; B) curva analitica
de [TA] vs lpa, para determinar LD e LQ; C) Regressao linear dos valores de [TA]/lpa VS

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

A partir da equacado 5 pode-se calcular a constante de associacdo K do
TA com SAM de B-CD (Figura 23C), com valor de 6,8x10° L mol, um alto valor de
constante por SAM, demonstrando uma afinidade no composto pela 3-CD (FERREIRA
et al., 2010).

4.4  Caracterizacéo da interacéo entre HP-B-CD e TA

Técnicas classicas de caracterizagdo de complexo de formagdo foram
utilizadas no intuito de comparar e elucidar a porcédo da molécula de acido tanico que
interage externamente com a ciclodextrina, bem como confirmar a estequiometria de

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

A fim de avaliar a formacdo do complexo de interacdo foram obtidos os
espectros de infravermelho por ATR-FTIR, por meio de andlise direta do pd. Os
espectros no infravermelho foram registrados em espectrometro IRPrestige-21 da
Shimadzu. Os interferogramas foram acumulados ao longo de um espectro na faixa
de numeros de onda entre 4000-400 cm™ com resolucdo nominal de 4 cm™ e 128
scans.

Os espectros do acido tanico, HP-B—CD e seus complexos de intera¢do estdo
representados na Figura 24, suas respectivas atribuicbes séo descritas abaixo,
conforme literatura (PANTOJA-CASTRO; GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2012).

Figura 24 - Espectro de ATR-FTIR do TA, HP-BCD e seus complexos de interagdo na
estequiometriade 1:1, 1:2, 1:3, 1.4 e 1:5.

Transmitancia / U.A.

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm’

Fonte: Autora, 2018.

O espectro de FT-IR do acido tanico (polimero constituido por moléculas de
acido galico e acido elagico) apresenta pico na regido de onda 3300-3600 cm™* que
indica a presenca de alongamento —OH; 1700: deformacao axial C=0; 1605 e 1524

deformacéo axial C=C de anel aromatico; 1178: deformacgdo angular de O-H e
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deformacéo axial de C-O; 750: deformacédo angular fora do plano de C-H aromatico;

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

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

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

Os espectros correspondentes aos complexos exibem ligeiro deslocamento
nos nuameros de onda, quando comparado com o espectro do TA, destacados na
Figura 24, maiores mudangas nao 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™ respectivamente. Assim, a mudanca se da na regido de banda do
grupo carbonila: alongamento C=0 em 1730 -1705 cm? e C-O em 1100 — 1300 cm,
porcao éster da molécula (PANTOJA-CASTRO; GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2012). A
ampliacdo e a reducéo da intensidade maxima confirmam a formacao de complexacao
por liofilizacdo (GARG et al., 2010).

4.5 Resultados de RMN H?

Devido a grande quantidade de hidroxila presente no acido tanico, sua
interagcdo com a parte interna da HP-B-CD, que possui um ambiente hidrofébico, torna-
se impossivel. No entanto, como a HP-B-CD também possui uma alta quantidade de
hidroxilas na parte externa de sua molécula, isso possibilita que ambas interajam entre

si através de ligacBes de hidrogénio.

Ao se comparar os valores de deslocamento quimico dos espectros de RMN-
'H do complexo HP-B-CD:TA, com diferentes razdes da HP-B-CD (Figura 25) (Tabela
4), o complexo com a raz&o 1:2 foi o Unico que se comportou diferente dos demais,

indicando ser 0 Unico a possuir uma estereoquimica diferente.
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Figura 25 - Espectro de RMN 1H da hidroxipropil-B-ciclodextrina e os complexos com

acido tanico a diferentes razdes molares.
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Fonte: autora, 2018.

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

acid.
H o)
Identification  (ppm) AS (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
CHs 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 interacao especial entre dois hidrogénios que
estdo separados a uma distancia menor que 4A, detectou a interagéo do hidrogénio
externo (H1) da HP-B-CD em 5.179 ppm, com o hidrogénio do anel de agucar (He) do
acido tanico em 3.547 ppm (Figura 26), indicando que ndo houve a inclusdo de
nenhuma parte do acido tanico no interior da HP-B-CD, mas sim a interacdo 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-B-CD, C) Espectro de RMN 2D ROESY,
F1 é o espectro da HP-B-CD e em F2 o espectro do TA.
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Fonte: autora, 2018.

4.6 Avaliacdo 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-B-CD:TA. Para as
analises de viabilidade e citotoxicidade as amostras foram incubadas em placa de
microdiluicdo de 96 pocos, formada por 12 colunas (1 - 12) e 8 linhas (A - H), com a

disposicéo segundo ilustrado na Figura 27, por 24h.
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Figura 27 - Microplaca de células em presenca das amostras em trés diferentes

concentracGes (50 e 100 umol L), para incubacédo. Ao lado guia de identificacdo de

cada pogo.
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Fonte: Autora, 2018.

A Tabela 5 traz os valores referentes as trés concentrac¢des investigadas num
estudo inicial, em triplicata. Torna-se clara as vantagens promovidas pela presenca
da CD, quando comparamos os valores do complexo e do composto sozinho. Dentro
das condicbes do experimento o HP-B-CD:TA se mostra menos toxico, apresentando
valores de viabilidade acima de TA e abaixo de HP-B-CD e percentual de
citotoxicidade menores que TA e maiores que HP-B-CD aumentando em 10,5 e 17 %

a viabilidade de linfécitos no meio na concentracdes de 50 e 100 umol L

Tabela 5 - Resultados do ensaio quantitativo para a identificagcdo da viabilidade em
linfécitos do sangue periférico tratados com TA, HP-B-CD sozinhos e HP-B-CD:TA in

vitro por 24 horas.

Grupo experimental Viabilidade celular

(%)

TA 50 pmol L* 68,55

TA 100 pmol L? 43+3

HP-B-CD 50 pmol L1 11642

HP-B-CD 100 pmol L* 10146

HP-B-CD:TA 50 pmol L* 79+2

HP-B-CD:TA 100 umol L* 604

Fonte: Autora, 2018.
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5 CONCLUSAO

Diante dos dados expostos pode-se inferir que o acido tanico interage com a
hidroxipropilBciclodextrina numa relacdo de equilibrio 1:2, segundo a metodologia
Job’s plot e RMN H!, onde dentre as razdes estudadas esta apresentou AS distinta
das demais, e em experimento de ROESY a interacdo entre o H1 da HP-B-CD e o H
interno do TA pode ser comprovada. Mudancgas nos espectros de ATR-FTIR nas
mesmas razoes de 1:1 até 1.5 foram igualmente comparadas com resultados que

corroboram com o ja obtido.

Através do aumento da absorcdo de TA no UV-vis em presenca de
concentracbes crescentes de HP-B-CD, foi possivel calcular as constantes de
dissociacdo e formacédo, com os valores de 3,6 x 10% e 2,8 x 10° L mol?
respectivamente. Esse aumento também foi observado na fluorescéncia cuja curva

apresentou bom coeficiente de correlagéo.

O LD e LQ foram calculados em 7,7 e 25,7 nmol L a partir de eletrodo de
carbono modificado com SAM de CDSH/MUA. Com este foi possivel determinar a
constante de associagdo em 6,8x10° L mol* corroborando a interagdo existente entre
o carreados CD e 0 composto TA.

Em estudos preliminares com células de linfécitos o complexo HP-B-CD:TA
apresentou menos toxicidade quando comparado ao TA sozinho na mesma
concentragdo. Para maiores conclusdes nesta linha estudos mais detalhados séao

sugeridos.
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Sistemas carreadores nanohibridos de PAMAMSs, Ciclodextrinas e
Pontos quanticos de CdSe/CdS, encapsulamento e associacao,

uma alternativa para compostos de baixa solubilidade
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1  INTRODUCAO

Muitos agentes terapéuticos, como extratos, moléculas pequenas, genes e
peptideos apresentam excelente potencial terapéutico, porém séo limitados por baixa
solubilidade, alta toxicidade ou mesmo instabilidade, impedindo significativamente seu
uso na clinica medicamentosa. Na tentativa de solucionar essas problematicas, muitas
pesquisas tém recorrido a nanotecnologia com o intuito de melhorar as propriedades
fisico-quimicas e biolégicas de tais agentes como: maior solubilizacdo, capacidade de
liberag&o prolongada e aumento na especificidade dos locais de agao desejados.

Tendo em vista a importancia do estudo da interacdo entre compostos de
interesse biolégico e nanocarreadores (ciclodextrinas e dendrimeros) e as inUmeras
vantagens relacionadas a formacédo de complexos, o presente trabalho buscou
inicialmente, através de métodos de eletroquimica classica, espectroscopia no UV-Vis
e fluorescéncia, investigar e compreender a relacdo existente entre os compostos
estudados e os nanocarreadores, para assim, fazer a associacao destes aos pontos

quanticos.

Em estudos anteriores do grupo de eletroquimica, a mangiferina e a B-
lapachona vem se apresentando como compostos promissores, e assim como o acido
asnico, ja apresentam comportamento eletroquimico bem definido. Sendo assim, um
outro viés do trabalho foi a construcdo, caracterizacao e uso de plataformas hibridas
nanoestruturada com ponto quéantico e o carreador de escolha, como proposta para
sensores inovadores. A estas heteroestruturas foi avaliado o comportamento

eletroquimico das moléculas supracitadas com determinagdo de constantes.
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1.1 Revisao bibliografica

Conjugacdo ou complexacdo de agentes terapéuticos em transportadores
poliméricos (ciclodextrinas ou dendrimeros) pode resultar em prolongada meia-vida
de circulacdo, aumento da concentracao no local de acao (como tumores, ou sistema
reticulo-endotelial) e diminuicdo da toxicidade nao especifica (SADEKAR;
GHANDEHARI, 2012).

Mediante essas vantagens, os compostos de origens natural escolhidos neste
estudo, se mostram promissores quanto as suas atividades farmacoldgicas, com
diversas publicacBes de alvos bioldgicos e mecanismos de acdo. Com o intuito de se
obter dados relevantes como ponto de partida para pesquisas mais avancadas, o
desenvolvimento do trabalho se baseia nos dados a seguir apresentados tanto para

as moléculas eleitas como as técnicas utilizadas e seus principios tedricos.
1.1.1 Acido Usnico

O Acido tsnico (UA) foi isolado a partir do liquen, uma relagéo simbiética entre
uma alga e um fungo, de Usnea barbata, € uma substancia cristal de cor amarela de
origem natural, € um derivado dibenzofurano [2,6-diacetil-7,9-di-hidroxi-8,9b-dimetil-
1,3(2H,9BH)dibenzo-furandiona]. A Figura 28 mostra o liquen e sua férmula estrutural
(STANKOVIC et al., 2013).

Figura 28 - A) Linquen de Usea Barbata e B) estrutura quimica do UA.

Fonte: (STANKOVIC et al., 2013).

Das centenas de metabdlitos secundarios conhecidos do liquen, o &cido usnico

derivado do dibenzofurano é sem dlvida o mais extensamente estudado. Possui 3
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valores de pKa consequéncia da presenca das trés OH presentes na molécula, pKal
= 4,4 (1-OH), pKa2 = 8,8 (10-OH) e pKa3 = 10,7 (8-OH) (INGOLFSDOTTIR, 2002).

O UA é conhecido por suas atividades biologicas tais como antobidtica, anti-
inflamatoria, antiprotozodaria, antiviral, antitumoral e antimicética (COCHIETTO et al.,
2002; DE CARVALHO et al., 2005; INGOLFSDOTTIR, 2002). Entretanto, apesar
dessa gama de atividades bioldgicas sua utilizacdo na terapéutica € restrita devido a
baixa hidrofilicidade e hepatotoxidade da molécula (HAN et al, 2004). Sendo assim,
Vvé-se necessario o uso de alternativas para contornar seus aspectos fisico-quimicos
que tornam restrito seu uso na forma livre, bem como diminuir os efeitos toxicos
mantendo o composto biologicamente ativo, para tanto o uso de carreadores é uma

dessas alternativas.
1.1.2 B-Lapachona

B-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 transformacdo quimica do lapachol, também isolado da casca de
plantas da familia Bignoniaceae ou lomatiol, isolada a partir de sementes de lomatia
(DE ABREU et al., 2007).

Figura 29 - Estrutura da B-lapachona.
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O presente composto mostrou ter uma variedade de efeitos farmacologicos,

Fonte: Autora, 2018.

dentre eles: antibacterianos, antifungicos (GUIRALD et al., 1994), antimaléaricos
(ANDRADE-NETO et al., 2004), atividades de tripanocidas (GOIJMAN ; STOPPANI,
1985), bem como antineoplasica contra linhagens celulares de cancer de prostata,

célon, mama, ovario, pulmao entre outras (DE ABREU et al., 2007).
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Apesar da sua potencialidade a B-lapachona demonstra baixa solubilidade em &gua o
que limita sua administracdo sistémica e aplicacdo clinica. Para contornar essa
probleméatica Abreu (2007) e colaboradores realizaram estudos de complexo de
inclusdo da B-lapachona em a e B-ciclodextrina com melhora da solubilidade, neste

trabalho a proposta é de um novo carreador que cumpra 0 mesmo papel.
1.1.3 Mangiferina

A Mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxi-2-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximethil)oxan-2-
illxanten-9-ona) (MGF) representada na Figura 30 é uma xantona glicosilada de
origem natural obtida a partir de Plantas medicinais tradicionais e varios vegetais,

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

Figura 30 - Estrutura da mangiferina.
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Fonte: Autora, 2018.

Este composto apresenta uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas,
gue incluem acéo antibacteriana, imunomoduladora, Anticancerigena, antidiabético,
gastroprotetor, antiinflamatoria, analgésica, atividades anti-HIV, cardio e citoprotetora,
bem como capacidade antioxidante. Uma decocc¢éo aquosa da casca de manga (M.
indica L.) foi desenvolvida e registrado como Vimang® um suplemento nutricional
(FERREIRA et al., 2010, 2013).

A interacao de MGF foi avaliada por fluorescéncia com albumina do soro bovino
(BSA) com Kb na ordem de 10° e Ksv na ordem de 10* e indicou alteracéo
conformacional da proteina com distanciamento de 5,2 nm segundo a teoria de Foster
(LIN et al., 2009). A interacdo com DNA de esperma de arenque mostra que a MGF

pode intercalar nos pares de bases, segundo testes de fluorescéncia em diferentes
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temperaturas num mecanismo de extin¢cdo do tipo estatico associado a ligacfes de
hidrogénio e forgas hidrofébicas (TIAN et al., 2016)

A MGF também mostra acgao inibidora, em estudos de perda de massa via
eletroquimica, em processo corrosivo em ago carbono, como uma alternativa aos
inibidores convencionais que mostram alta toxicidade, uma preocupacao crescente
associada aos problemas irreversiveis gerados ao ecossistema (PINHEIRO et al.,
2016).

Entretanto, o uso de MGF é limitado em meios aquosos devido a sua baixa
solubilidade, este problema pode ser contornado usando sistema de complexo de
inclusdo. Nosso grupo tem publicacdo com formacdo de complexo de MGF com
ciclodextrina e encapsulacdo em silica 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 formacdo de complexo com carreadores as forcas que
estabilizam a interacdo entre os carreadores e o ligante tem papel fundamental, ao
passo que, num equilibrio dindmico em solucao as forcas estabilizantes ndo podem
ser muito fortes, pois ndo ha liberagdo da droga no alvo, porém nao pode ser muito
fraca, pois pode comprometer o carreamento até o alvo, podendo o ativo ser liberado
antes. Estas ligacfes intermoleculares podem ser estabelecidas através de par ibnico,
interacdo hidrofébica ou hidrofilica, ligacdo de hidrogénio, héspede-hospedeiro, e

interacdes n—m que mantém complexos unidos (MONTANARI et al., 1998).

Nos complexos o substrato estd acomodado dentro de uma cavidade, um
"encaixe complementar” e a interagdo ocorre em multiplos "sitios", apropriadamente
localizados e orientados. Embora a energia de interacdo com cada sitio seja de
poucos Joules/mol (muito inferior a ligacéo covalente), o efeito cumulativo resulta em

uma forte interacdo do substrato com o sitio ativo (MONTANARI et al., 1998).
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O trabalho traz dendrimero e ciclodextrinas como carreadores, as
ciclodextrinas ja foram bem descritas no capitulo anterior, ha sequencia uma breve

introducdo sobre dendrimeros.
1.1.4.1 Dendrimeros

Os dendrimeros sdo uma classe de polimero tridimencionais hiperramificado
explorados em aplicagcdes de nanomedicina, descritos inicialmente por Tomalia e
Newkome em 1985, separadamente, como estruturas de ndcleo-casca, construidas
camada a camada, formando gerac¢@es, conforme Figura 31A. O nome dendrimero foi
derivado da palavra grega dendron que significa “arvore” e mer “seguimento”, que é
representativa de sua arquitetura ramificada distinta de "arvore". Esse recurso faz do
dendrimer uma estrutura bem definida o que possibilita controlar suas fungdes de
superficie (HSU et al., 2017; NEWKOME et al., 1985; TOMALIA et al., 1985).

Ha diversos tipos de dendrimeros com diferentes grupos terminais, a Figura 31
mostra os dendrimeros comumente usados na administracao de farmacos, Figura 31B
dendrimeros 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 ilustracdo esquemética com os trés componentes de uma molécula

de dendrimero e estruturas quimicas de B) dendrimeros de poli (amidoamina) (PAMAM),

C) poli (propilenimina) (PPI) e D) poli (L-lisina) (PLL).
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Devido a sua sintese controlada, estes polimeros tém a vantagem Unica de ter
polidispersibilidades muito baixas. Um dendrimero PAMAM de geracédo completa tem
grupos amina primarios na superficie (pKa = 6,85) e grupos amina terciaria dentro do

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

apresenta-se como uma oportunidade de funcionalizacdo destes polimeros com

drogas, acidos nucleicos e componentes de sistemas de imagem (Figura 32).
Dendrimeros PAMAM de certas geracdes e carga superficial pode permear a barreira

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

(SADEKAR AND GHANDEHARI 2012).
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Figura 32 - Esquemade sistemade entrega baseado em dendrimero funcionalizado com
agente terapéutico, unidade bioreconhecivel, agente de imagem, &cido nucleico e grupo
modificador de superficie.
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Fonte: SADEKAR AND GHANDEHARI 2012.

Estudos de toxicidade aguda e subcrénica de dendrimeros PAMAM cati6nico
(G3, G5 e G7), em camundongos swiss-webster, revelaram que a toxicidade aumenta
com aumento da geracdo e densidade de carga superficial dos grupos amina. Foi
observado maior acumulo de G3 nos rins e G5 e G7 no pancreas, porém ndo exibiam
propriedades que impedissem seu uso em aplicacdes bioldgicas nas concentracdes
(ROBERTS et al., 1996). Em testes de Toxicidade em Embribes de Peixes zebra a
carga dos grupos terminais dos dendrimeros catibnicos também pareceu ser a

principal raz&o para a toxicidade in-vitro (BODEWEIN et al., 2016).

Neste trabalho, os dendrimeros PAMAM-NHz2, transportadores eficientes para
acidos nucleicos, devido a sua carga positiva em pH fisioldgico (MARQUEZ-MIRANDA
et al., 2016), foram os dendrimeros de escolha, como portadores dos compostos
terapéuticos, dada a afinidade dos pontos quéanticos por grupos aminas e a
possibilidade de formar ligagao covalente com carbonila terminais, fungcao importante

na construcao dos eletrodos quimicamente modificados, etapa critica do projeto.
1.1.5 Pontos quanticos

Pontos quanticos (PQ’s) semicondutores, sdo nanocristais que apresentam
confinamento quantico em trés dimensdes. Essas dimensdes devem ser maiores que

0 parametro de rede e menores ou iguais ao raio de Bohr do éxciton do
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correspondente material bulk (macroscopico). Cada material apresenta uma massa
efetiva dos seus portadores e consequentemente um dado raio de Bohr, assim, a
depender do material tém-se diferentes faixas de tamanhos de nanocristais que

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

O tamanho muda a energia de confinamento que altera as propriedades Opticas
do material, como absorcéo, indice de refracdo e bandas de emissao, o que confere
propriedades piezoeléctrica, optoelétrica, fotoquimica, magnética, e propriedades
cataliticas (HUANG et al., 2008)(HUANG; ZHU, 2013). Deste modo, os diametros
tipicos PQ’s variam de 2 a 10 nm e podem apresentar emisséo a luz do ultravioleta ao
infravermelho (Figura 33). Esta € uma consequéncia do nivel de energia de

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

Figura 33 - Intervalo de energia de banda proibida de alguns pontos quéanticos (lI-VI)
gue variam de cristais manométricos para uma massa, com a sua respectiva regiado
espectral. Abaixo: espectros que exibem algumas propriedades Opticas de pontos
guanticos (a e b) banda proibida (Eg), dependéncia do tamanho da particula e (c) a sua

capacidade de multi-espectral de emisséo.
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Fonte: (CESAR, 2014).
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Nos PQs core/shell o nucleo é o responsavel pelas propriedades opticas (regido
espectral de absorcao eletrbnica e fluorescéncia) e a casca é constituida por algumas
monocamadas de um outro material semicondutor, € usada para passivar os defeitos
da superficie do nucleo, com o objetivo de melhorar e a aumentar a intensidade de
fluorescéncia e diminuir a largura de linha da banda de emissédo. Normalmente, ambos
nacleo e escudo sdo compostos por elementos dos grupos Il B e VI A da tabela
periddica (Figura 33). Os melhores exemplos sao aplicados CdSe/ZnS, CdS/CdTe e
ZnSe/ZnS PQ’s (DABBOUSI et al., 1997; SANTOS, FARIAS, FONTES, 2008). Na
interface biomédica, a aplicagdo de PQ’'s é baseada em fluorescéncia, que
essencialmente transforma fotons em fétons de diferentes comprimentos de onda
(CESAR, 2014).

Dada a complexicidade do tema, faz-se necessario demonstrar, suscintamente,
a teoria que fundamenta este material de alta relevancia para aplica¢des quimicas e

bioldgicas.
1.1.5.1 Teoria envolvida

Os pontos quanticos constituem um caso particular da solucao da Equacéo de
Schrodinger (equacdo 8), conhecida como poco quadro finito de potencial
(GRIFFITHS, 2011):

flz - 2

ih Z—"’ =——VY Equacéo 8
t

2m

Onde:
i € a unidade imaginaria;
h é a constante de Planck;
dylat primeira derivada temporal da funcéo de onda;

m é a massa;

\Y 21/) € a La palaciana da funcao de onda
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De acordo com as condi¢Bes de contorno do sistema, o ponto quantico
utilizado nos estudos deste trabalho, pode ser caracterizado pela solucéo da
equacao 9, uma evolugao temporal (SILVA et al., 2013):

_ I 2my 2 ~
I(t) - I(O) [1 2 tan ([(1+2m)2+V2]rc/2t+1+2m+V2)] Equagao 9

Onde:

Tc = constante térmica temporal caracteristica

m = parametro do feixe
D = difundidade termal
V= é um parametro relacionado a distancia confocal do feixe de prova. Ou seja

V = Zi/Zc, onde Z: é a distancia confocal.

Os PQs podem ser divididos em classes nas quais os ultra pequenos (USPQs)
Sdo nanocristais com tamanhos extremamente pequenos, com fortes efeitos de
confinamento quantico, em que a maioria dos seus atomos estdo localizados na
superficie. A grande quantidade de atomos na superficie e a presenca de varias
ligacdes pendentes, originam mudancas nas propriedades dos nanocristais, podendo
ser observado nos espectros de fluorescéncia (MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000).

Uma nova classe de PQs de CdSe, a de tamanhos magicos (MSPQs) vem se
apresentando promissora em estudos biolégicos (SILVA et al 2014). Os MSPQs sao
nanocristais com tamanhos extremamente pequenos (< 2 nm) e que apresenta
propriedades fisicas completamente diferentes dos PQs tradicionais (CHEN et al.,
2005). Algumas propriedades fundamentais colocam esses PQs em classes
diferentes. As propriedades caracteristicas dos MSPQs sdo as: estruturas
termodinamicamente estaveis, o amplo intervalo de luminescéncia, a alta estabilidade

do tamanho com o tempo, 0s espectros de absorcéao relativamente estreitos.

O termo tamanho magico esta relacionado a um nimero (magico) de atomos
na estrutura que faz com que os PQs sejam extremamente estaveis. O espectro de
luminescéncia largo ocorre devido aos MSPQs terem defeitos atdbmicos internos
(auséncia ou presenca extra de atomos) (ANIELLE, 2014; SILVA et al 2014).
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1.1.5.1.1 Mas porgue o Ponto Quantico fluoresce?

Através do processo conhecido como “transi¢do interbandas”, os atomos,
moléculas ou materiais semicondutores e isolantes podem emitir luz de forma
espontanea quando o elétron realiza a transicdo da banda de condugéo para a banda
de valéncia (materiais isolantes e semicondutores) ou do estado excitado para o

fundamental (a&tomos ou moléculas).

O processo de luminescéncia € constituido de trés passos: excitacdo (criacao
do par elétron-buraco por uma fonte externa), termalizacdo (elétrons e buracos
relaxam para o fundo da banda de conducédo e de valéncia, respectivamente) e
recombinacédo (elétrons e buracos se recombinam produzindo a emissao de fétons).
A Figura 34 ilustra o processo de absorcao de fétons, para a criacdo do par elétron-
buraco, seguido da termalizagédo, que posiciona os portadores nas extremidades das
bandas e da recombinacdo radiativa, na qual ocorre a emissao de fétons em
nanocristais com propriedades de bulk e de confinamento quéantico. Vé-se também
que o tamanho dos PQs é inversamente proporcional a energia de transicao entre as

bandas de energia.
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Figura 34 - Esquema representativo da variacdo da energia do éxciton em funcéo do
tamanho para nanocristais com propriedades de confinamento quantico e de bulk, e
abaixo sobre o processo de absorcéo (AO) e emissao (PL).
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Fonte: adaptado de (SILVA, 2014a).

Um dos principais problemas para usar com sucesso 0s pontos quanticos como
novas sondas Opticas em sistemas bioldgicos é garantir a qualidade e a eficiéncia do
processo de conjugacdo com proteinas e outras biomoléculas especificas e
ultimamente as analises de interacdo em conjunto com os sistemas biologicos. Uma
ma conjugagcdo acarreta numa aplicagdo sem sucesso. Por esta razdo, a
caracterizagdo e avaliagdo da bioconjugagdo dos PQ’s € necessario,
independentemente das abordagens fisico-quimicas aplicadas conjugacdo. Nas

ultimas décadas diferentes métodos para caracterizar PQ’s bioconjugados foram
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relatados. No entanto, a falta de padronizacdo para interpretar os resultados, e
utilizacdo de equipamentos caros, e/ou metodologias laboriosas representam

desvantagens comuns aos métodos correntes (JUNIOR et al., 2014).
1.1.6 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

As técnicas eletroquimicas mais usuais estudam o comportamento de um
sistema quando submetido a uma determinada perturbacao, seja pela variacdo de
potencial ou aplicacdo de uma corrente controlada. A espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) estuda-se a resposta do sistema em equilibrio quando submetido
a variacdo de potencial na forma de uma onda senoidal de baixa amplitude, descrita
conforme a equacdo 10 Para cada frequéncia de oscilacdo aplicada tém-se uma
resposta de corrente, conforme a equacédo 11, que € convertida pela lei de Ohm na
grandeza chamada impedancia, equagéo 12:

E(t) = Acos(Znft) = Acoswt Equacéo 10
I(t) = BSen(wt + @) Equacéo 11
Elt) Acoswt ~
Z = T0 - Bseniwteg Equacao 12

A impedéancia Z € um nimero complexo que representa a resisténcia em um
sistema de corrente alternada. As modulagdes de potencial e corrente em diferentes
frequéncias (w) fornecem informagdes acerca dos processos na interface eletrodo-
solucdo como mecanismos de difusdo, adsorcdo, porosidade e espessura de filmes
dentre outras. A EIE é uma técnica ndo destrutiva de estado estacionario, sendo
assim, é de fundamental importancia que o principio de linearidade dentro do intervalo

de potencial escolhido seja respeitado.

A representacdo grafica mais comum relaciona as componentes real e
imaginaria da impedancia, respectivamente Zr e Zi, conhecida como diagrama de
Nyquist que também é conhecido como representagéo de Argand ou Cole-Cole. Tal

diagrama € caracterizado pela presengca de arcos de semicirculos conforme o

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

=1

Fonte: WOLYNEC, 2003.

A impedancia do transporte de massa reflete a quantidade de espécies
transportadas para o local da reacao a partir do volume do eletrdlito e a quantidade
de reagentes transportado do eletrodo para a solugdo. O transporte geral em massa
ocorre pela migracdo e convecc¢ao na solucdo em massa e pela migracédo, conveccgao
e difusdo na camada de difusdo. A impedancia de difusdo relevante é tipicamente
vista na faixa de frequéncia mais baixa do espectro de impedancia. Um esquema
simplificado assume que toda a diferenca de potencial ocorre através da camada
dupla compacta, onde ocorrem as reacdes de transferéncia de carga e adsorgao
(Figura 36A). A representacdo "completa” do circuito de Randles pode ser aplicada
para descrever este sistema, com a capacitancia de dupla camada CDL sendo
colocada em paralelo com o processo Faradaico representado por uma série de
impedancias de transferéncia de carga e difuséo Rcr - Zpirr (Figura 36B). O eletrdlito
de suporte elimina essencialmente a contribuicdo migratoria para a transferéncia de
massa "puramente difusiva” de espécies eletroativas, diminui a resisténcia a solucéo
de volume impulsionada pela migracdo e comprime a camada dupla. Essa situacao
resulta na estrutura convencional de Randles para um sistema com Zpirr - Rct para
espécies eletroativas fornecidas por difusédo e CpoL desenvolvido como resultado dos

ions de suporte (principalmente) em migracado em série com RsoL (LVOVICH, 2012).
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Figura 36 - A) Reacdo eletroquimica interfacial, com componentes de difusédo e dupla

camada; B) Circuito elétrico representativo correspondente.
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Fonte: LVOVICH, 2012.

EIS é uma ferramenta poderosa no estudo dos fenébmenos de interface entre
eletrodo e solucao, particularmente modificacdo de superficie, tendo em vista que o
processo de modificacdo pode aumentar ou diminuir a resisténcia a transferéncia de
carga. Assim, esta técnica foi utilizada no trabalho como alternativa para

caracterizacdo da modificacdo quimica proposta nos eletrodos de ouro.
1.1.7 Interacdo com DNA

O DNA foi identificado como o principal alvo para farmacos anticancer,
considerado um dos receptores bioldgicos mais promissores para o desenvolvimento
de agentes quimioterapéuticos, onde, ao alterar a conformacdo do DNA, inibem a
duplicacédo ou transcricdo (LI et al., 2012). Dentre os farmacos anticancerigenos
comuns em terapia clinica, estdo os farmacos que podem inserir ou intercalar entre
0s pares de bases do DNA e inibir a sintese de acidos nucleicos (TORIGOI et al.,
2002).

Existem varios tipos de interacfes associadas com os ligantes de DNA. Estas
incluem intercalacdo, ligacdo ndo covalente as fendas, ligacdo covalente/ligacao
cruzada, quebra de DNA, e incorporacédo de nucleosideo (ERDEM et al., 2008). De
modo geral, h4 duas classes de agentes de ligacdo ndo-covalentes com DNA que

foram identificadas, os intercaladores e os ligantes de fenda, os quais podem
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apresentar interac6es moleculares do tipo hidrofobicas, ibnica, ligacdes de hidrogénio,
ou van der Waals. Os intercaladores se ligam por meio da insercdo de um cromoforo
aromatico planar entre os pares de bases adjacentes do DNA, onde a intera¢ao ocorre
entre os sistemas 1r-elétron da molécula e os anéis heterociclicos dos pares de base;
ao passo que ligantes de fenda encaixam-se na fenda menor do DNA, causando
menor perturbacdo conformacional ou da estrutura primaria do DNA (RESCIFINA et
al., 2014).

As moléculas que se ligam ao DNA tém preferéncia por um unico sitio de
ligagédo (sequéncia de bases), determinado por ligeiras diferengas no mecanismo de
ligacdo, resultando em variacdes de citotoxicidade e atividades farmacologicas.
Embora seja bem estabelecido que a ligacdo ao DNA néo confere atividade citotoxica,
esta € critério necessario para a existéncia de um- efeito genotdxico
(BANDYOPADHYAY et al., 2012).

Vale lembrar que moléculas livres em solucdo e complexadas com os acidos
nucleicos podem existir em equilibrio dindmico. Primeiro, a molécula se liga
reversivelmente ao DNA antes de subsequentes eventos quimicos. Em principio,
existem seis modos de ligacao reversivel (ndo-covalentes) de moléculas com a dupla
hélice de DNA: (i) atracdes eletrostaticas com a estrutura anidnica agucar-fosfato do
DNA, (ii) a interagdo com a fenda maior do DNA, (iii) as interag6es com a fenda menor,
(iv) intercalag&o entre pares de bases por meio da fenda maior, (v) intercalacdo entre
pares de bases por meio da fenda menor, e (vi) intercalacdo entrelacada
(STREKOWSKI; WILSON, 2007).

Como um resultado do complexo de formacdo que ocorre entre DNA e 0s
farmacos, a termodinamica, a estabilidade e as propriedades funcionais do DNA
sofrem mudanga. O entendimento de como a complexacéo afeta tanto a estrutura,
como as propriedades mecéanicas do DNA, € um passo importante no sentido de
elucidar o mecanismo funcional do agente de ligagdo e também pode fornecer
informacgdes para a producdo de medicamentos de forma racional. Por conseguinte,
torna-se necessario o uso de técnicas analiticas que possibilitem identificar possivel

interacdo com o DNA e quantifica-la.
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1.1.7.1 Técnicas de investigacao

Ha diversas técnicas para a investigacdo da capacidade de um composto
interagir com o DNA. A exemplo, alteracbes na absorcdo no UV-Vis e mais
conclusivamente, estudos de desnaturacdo térmica, onde os compostos que se
associam fisicamente com o DNA aumentam a temperatura do ponto médio de
desnaturacdo (Tm) (SUH; CHAIRES, 1995; MARTINEZ et al., 2005). Compostos
fluorescentes podem ter deslocamento no comprimento de onda, e/ou aumento ou
reducdo das emissdes de fluorescéncia quando ligados ao DNA. O brometo de etidio,
intercalador, sonda fluorescente, esta associado a metodologias de competicdo pelo
sitio de ligacdo ao DNA. FTIR é frequentemente usada para caracterizar a natureza
da interacdo e para monitorar os efeitos de varios farmacos sobre a estrutura do DNA.
(NEAULT et al., 1996).

MedicBes de viscosidade sdo Uteis para processos com intercaladores, pois
este provoca o desenrolamento e o alongamento do DNA, aumentando a viscosidade
da solucdo. Porém, limita-se a compostos solUveis em meio aquoso (PILCH et al.,
1993). J4 o dicroismo circular € uma forma de espectroscopia que faz uso da absor¢éo
diferenciada da luz polarizada no sentido horario ou no sentido anti-horario, pode
distinguir simultaneamente entre os modos intercalante e de ligacdo ao sulco
(PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).

O uso de modelos biol6gicos experimentais in vitro, que mimetizam o ambiente
bioldgico também sdo muito empregados nos estudos de interacdo com DNA, como
o teste do cometa, que avalia a extensao da quebra ao DNA apdés exposicao de

linfocitos a substancias suspeitas de potencial genotoxico.

Nesse sentido, as técnicas voltamétricas tornam-se um importante instrumento
para analise conformacional do DNA, produzindo evidéncias sobre o polimorfismo da
dupla hélice pelo estudo dos danos oxidativos causados a este pela interagdo com o
alvo em solugdo (DOGAN-TOPAL et al., 2009; DRUMMOND et al., 2003).
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2 OBJETIVO
2.1  Objetivo geral

Sintese, caracterizacdo e aplicagdo de nanocarreadores (ciclodextrinas e
dendrimeros) a compostos naturais, visando a melhora na solubilidade e a associa¢éo

a pontos quanticos visando o monitoramento da terapéutica e/ou diagnostico.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar o processo de interacao entre 0s agentes encapsulantes e as moléculas
bioativas, via eletroquimica através de eletrodos modificados e/ou em solucéo e por

espectroscopia no UV-vis e fluorescéncia;
Determinar constantes de interacéo pelas técnicas utilizadas;

Sintetizar e caracterizar sistemas de carreamento e liberacdo controlada por

dendrimeros sem e com pontos quanticos.

Construir e caracterizar as plataformas hibridas nanoestruturada com ponto

guantico e o carreador de escolha.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Produtos quimicos e solventes

O Pontos quéanticos de seleneto de cadmio (CdSe/CdS) foi sintetizado e
gentilmente cedido pelo Laboratério de novos materiais nanoestruturados e funcionais
do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas (SILVA et al., 2013).

Todos os reagentes quimicos utilizados nas analises e listados na Tabela 6
foram de grau analitico. Todas as solugfes foram preparadas em agua grau Milli-Q
(18 MQ cm).

Tabela 6 - Lista de reagentes com o laboratorio de aquisicéo.

REAGENTES AQUISICAO
PAMAN GO-G3 kit (20% m/v em metanol) Sigma Aldrich
Usnic acid

B-Lapachona
Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-
carbodiimida (EDC)

N-hidroxisuccinamida (NHS)

Mangiferina

Acido ferrocenocarboxilico (Fc-CO2H)

NaAuCl,

Polivinilpirrolidina (PVP) Fluka® Analytical

Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) Exodo®

Ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s])

Acido 11-mercaptoundecanoico (MUA) Merck (Germany)

Extran MAO1 alcalino

Hidrocloreto de 2-aminoetanotiol (AET) TCl américa.- U.S.A.

Acido acético (HOAC) Cromoline®

Etanol P.A. Panreac®

Acido sulfarico (H2SO4)

Acetato de sédio (NaOAc) Vetec Quimica Fina
Ltda

Fosfato de sodio diidratado (NaxHPO.) (Rio de Janeiro, BR)

Fosfato de sodio monoidratado (NaH2POa)
Hidroxido de potassio (KOH)
Metanol

Fonte: Autora, 2018.
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3.2 Estudos eletroquimicos

Todas as condic¢fes iniciais de leitura eletroquimica ja foram descritas no tépico

3.3.1. do capitulo anterior.
3.2.1 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM de MUA + PAMAM

Para o preparo da SAM o eletrodo limpo foi imerso em solugéo etandlica de
MUA & 1 x 102 mol L? por 1h, a 37°C,lavado com etanol e em seguida imerso em
solucgéo etandlica de PAMAM 2 x 10 mol L't com EDC 5 x 10 mol L 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 analises &

lavado com metanol, para remover o excesso adsorvido, porém néo ligado.

Figura 37 - Esguema do processo usado para preparar SAM no ouro. Etapa I
modificagdo da surperficie do ouro com tiol para formar Au / SAM,; Etapa Il

funcionalizac&o da Superficies de ouro tiolada para produzir Au/ SAM/ PGn, n=1, 2, 3.

@ (ID

Fonte: Adaptado de Bustos et al., 2008.

Na etapa de construcdo do eletrodo modificado com PAMAM, o uso
concomitante de NHS junto com EDC, também foi testado, com melhores resultados
de imobilizacdo, sendo este o apresentado no trabalho. A adicdo deste, aumenta a
eficiéncia e habilita a molécula com o grupo carboxila (Figura 38) formar um conjugado
estavel por ligacdo amida. A ativacdo por NHS é a base para sintese de aminas

reativas, rotulagem de reagentes e ligacao cruzada.
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Figura 38 - Esquema de reacdo cruzada usando EDC e NHS, hidrélise apés EDC e

ligacdo amida seguida de EDC.
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3.2.2 Eletrodo de Ouro Modificado com PQ’s CdSe/CdS e 3-CDSH

No processo de modificacéo, o eletrodo de ouro foi imerso em uma solucéo de
1:1 mg/mL de aminoetanotiol, dissolvido em etanol, por 1 hora, em seguida imerso em
uma solugao 1:1 mg/mL de MUA e EDC em etanol, por 1h e, em seguida foi adicionado
5 uL de CdSe/CdS (0,038 mol L1) a superficie por 1,5 horas e, por fim, imerso em
uma solugao de -CDSH por 1 hora. Apds cada etapa de modificacdo o eletrodo foi
lavado com etanol e agua, 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 ligagdo do grupo tiol do AET ao eletrodo
de ouro e o grupamento amina fica exposto, entdo com a adicdao 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 ligacdo com -NHz, porém
segundo estudos do grupo a resposta eletroquimica sugere menor eficacia de
imobilizagdo dos PQs estudados e optou-se por ndo 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/ B-CDSH.

Fonte: (DE LIMA FRANCA et al., 2016).

3.2.3 Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

Para o estudo foi replicado o sensor de PAMAMG3 e monitorado por MECQ
(FERREIRA, 2013). Inicialmente foi observada a frequéncia de oscilacao do cristal de
guartzo no mesmo solvente da modificacdo, metanol. Em seguida, uma solucéo 0,01
mol Lt de MUA em metanol, foi colocada na cela da microbalanca, cuidadosamente
desaerada com Ar e isolada. A formacéo 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 solugdo contendo 0,1 mmol L' de PAMAM-G3 e

0,15 mmol L't de EDC e NHS em metanol permaneceu na cela por 3h.

Com o cristal modificado um novo procedimento foi realizado. Em tampéo
fosfato pH 7,0, 5% etanol, o analito foi adicionado ao meio para investigar o efeito da.
A interacdo da substancia de interesse biologico com o PAMAM-G3 foi monitorada
atraves da variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo a cada 10 min
uma nova leitura, sem aplicagdo de potencial. Todos o0s experimentos foram

realizados em temperatura de 25 °C.
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3.2.4 Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Os estagios de construcéo do eletrodo de ouro modificado com PAMAM foram
monitorados por medicdes de VC e EIE. As medi¢cdes eletroquimicas foram
realizadas, em um primeiro momento, utilizando 5 mL de solu¢do tampé&o de MES 50
mmol L, experimentos posteriormente optou-se pelo uso da solugdo tampdo de
fosfato (PBS, 10 mmol L pH 7,4) ambos contendo 2,5 mmol L [Fe (CN) 6] % (1:1)
do par redox e 5 mmol L* KCIl usado como eletrélito de suporte, usando um sistema
eletroquimico com trés eletrodos. As medidas de VC foram realizadas a uma taxa de
varredura de 50 mV s de 0,6 a - 0,3 V. As medidas de EIE foram realizadas em
potencial de circuito aberto (OCP) “open circuit potential”, valor variavel a depender
da solucao eletrolitica, aplicando-se uma amplitude de potencial de 5,0 mV com
intervalo de frequéncia na faixa de 10°a 10'* 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 Dessorc¢do redutiva de tois

Objetivando comprovar a formacédo da monocamada auto-organizada sobre o
eletrodo de ouro, foi registrado o voltamograma por VC da dessorcao para estimar a
quantidade de tidis adsorvidos na superficie do ouro. A dessorcao eletroquimica foi
realizada em solucdo de KOH 0,5 mol L1, variando o potencial de 0,1 V a-1,2 V com
velocidade de 0,05 V.s!. Monocamadas de alcanoti6is de cadeias alquilicas longas
como do mercaptoundecanoico (11-MUA) apresentam Epc de dessorgéo proximos ou
maiores do que -1,0 V, porém monocamadas de cadeia curta como o AET apresentam
Epc de dessorcdo menores do que -1,0 V vs Ag|AgCIl (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 reducdo observado relaciona-se a reducdo do tiol adsorvido,
representado pela seguinte semi-reacdo equacéo 13: (ROJAS et al., 1995; BOLLO et
al., 2003).

Au-SR+le - AU’ + RS Equacéo 13
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onde RS é um alcano tiol (MUA ou AET). Esse comportamento constitui uma
forte evidéncia do rompimento da ligagdo RS-Au, e pode ser utilizado para o calculo
do excesso superficial da camada de AET na superficie do cristal de ouro utilizando a
equacéao 14 (CANCINO, 2008):

I'= Equacéo 14

sendo, I" o excesso superficial (mol cm-?), Q representa a carga medida em C
(Coulomb), obtida pela integracdo do pico catoddico de dessorcédo, multiplicado pelo
inverso da velocidade de varredura, n o numero de elétrons, F é a constante de
Faraday de 96.500 C que corresponde ao numero de Avogadro multiplicado pela
carga do elétron e A é a area eletroativa do eletrodo de ouro (cm?), um dos eletrodos
de ouro utilizados apresenta 1,6 mm de diametro, resultando em 0,020 cm?, para este
foi possivel calcular o excesso superficial. Assumindo que uma camada de MUA bem
organizada apresenta um recobrimento  superficial de (I'muam) de
1,2 x 1019 mol cm, o processo de imobilizacéo foi bem sucedido, apresentando uma
monocamada de MUA na superficie do eletrodo de Ouro com uma razdo (I'mua
/ Tmuam) 0,82 (BUSTOS et al., 2008). Quando o eletrodo foi modificado com AET, este

apresentou um I'aer de 9,8 x 10 mol cm™2.
3.3 Estudos de espectrofotometria no UV-vis

Os espectros no UV-vis foram registrados em um espectrofotometro NanoDrop
de arranjo de diodos Hewlett-Packard 8453A, utilizando uma cubeta de quartzo com

caminho ético de 1 cm.
3.3.1 Medidas da constante de interagdo com PAMAM

As medidas da absorvéncia foram realizadas em 10 mmol L* de tampé&o fosfato
pH 7,4, com 10% de etanol, mantendo a concentracdo da amostra constante (25 umol
L), enquanto variava a concentracédo do dendrimero (10 a 100 umol L1), sob agitacéo
de 200 rpm. Supbs-se que a ligacao é independente e que a interacao entre o ligante
e 0 PAMAM ¢ 1:1 formando um Unico complexo (SL) e que a Lei de Beer é seguida
por todas as espécies. (ABDERREZAK et al., 2012). Assim as constantes de ligagédo

foram calculadas de acordo com a equacéao abaixo:
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b 1 1

— = - + - Equacdo 15
AA S'tHb"j'SSL [L] StﬂESL quag

Onde b € o comprimento do caminho de luz, AA = A - Ao para as absorvéncias
do ligante livre e ligado, St é a concentracdo do PAMAM livre mais complexo e [L] do
ligante ndo-complexado e, finalmente, AesL = esL - es - €L (eL € a absortividade molar

do ligante).

Assim, o grafico duplo reciproco de 1/AA versus 1/[L] é linear e a constante de

ligacdo pode ser estimada a partir da seguinte equacéao:

ntercept
K, = e Equacéo 16

inclinacio

Para contribuir ainda mais para a elucidacdo do tipo de interacdo entre os
compostos e PAMAM, os parametros termodinamicos foram calculados. O plot de InKp
versus 1/T permite a determinacao de AH e A4S, obtidos a partir de coeficiente angular

e linear, respectivamente, utilizando a equacao de Van't Hoff (equacéo 17):

—AH AS
InkK,= Rr + R Equagéo 17

Onde R é a constante dos gases (8.314 J mol! K1) e T é a temperatura
absoluta. Foram utilizadas trés temperaturas diferentes de 298, 304 e 310 K. Se a
temperatura ndo variar significativamente, a mudanca de entalpia pode ser
considerada como uma constante. Com base nas constantes de ligacdo obtidas a
diferentes temperaturas, a energia livre de Gibbs (AG) do complexo de interagdo com

PAMAM pode ser estimada pelas seguintes equacodes:

AG = —RTInK = AH —TAS Equagao 18

3.3.2 Determinacéo da concentracdo de pontos quanticos CdSe/CdS

A guantidade necesséaria de precursores de Cd?* e S%, para o crescimento de
cada monocamada de CdS sobre a superficie das nanoparticulas de CdSe pode ser
determinada com base no tamanho do nucleo e da espessura da casca desejada. O
PQ objeto de estudo apresenta tamanho médio de 2,4 nm obtido por protocolo quimico

a base de agua e 1-tioglicerol como estabilizante (SILVA et al. 2014).
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E também necessario o conhecimento da concentracdo de nicleos de CdSe
presentes na solugéo, esta pode ser obtida através dos dados de UV-Vis aplicando-

se a lei de Lambert-Beer descrita pela equagéo 19.

A=cCl Equacéo 19

Onde:

A é o valor de absorvéncia correspondente ao valor maximo da banda de absorcao.
€ é a absortividade molar do material (L mol* cm-?).

C é a concentracdo de nanocristais presente na solugdo (mol L?).

I é o caminho 6ptico da cubeta (cm).

Como o tamanho dos nanocristais esta diretamente relacionada ao primeiro
pico de excitacdo presente no espectro de absorcao, o coeficiente de extingdo molar
€ (que também depende do tamanho dos nanocristais) também pode ser determinado
através de equacdes empiricas (YU et al., 2003). Para nanocristais de CdSe a relacdo

entre o tamanho do nanocristal e € esta descrita na equacgao 20

g = 5857 x (D)?65 Equac&o 20
Onde D é o didmetro dos nanocristais obtido pela equacgéo 21:

CdSe: D = (1,6122 x 1094 - (2,6575 x 106)A3 + (1,6242 x 103 )22 - (0,4277))+ (41,57) Equagdo 21
Onde A é o comprimento de onda do primeiro pico de absorcdo, o qual

representa o maximo de absorc¢éo.

De acordo com Yu e colaboradores (2003), a concentracdo da casca também
pode ser determinada, entretanto, esta néo foi levada em consideracao dado o grau
menor da equacao polinomial em relacédo ao nucleo, tendo-se que o comprimento de

onda é fixo (equacao 22 e 23):

£ = 21536 x (D)?® Equacéo 22

CdS: D = (-6,6521 x 10°®)A% + (1,9557 x 104)A2 - (9,2352 x 102 ) + (13,29)  Equacio 23
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3.3.3 Caracterizacao dos eletrodos de ITO modificados com PQ’s e PAMAM

Os eletrodos transparentes ITO (indium Tin Oxide, 8-10Q, area 1,6 cm?, Delta
Technologies) foram primeiramente limpos por imersdao em uma solucdo 10 % de
Extran MAO1 alcalino e mantidos na solucéo por 30 minutos. Em seguida, os eletrodos
foram lavados com agua destilada e deixados imersos em agua destilada por mais 30
minutos. Logo apos, foram imersos em isopropanol e mantidos por mais 10 minutos,
depois secos ao ar. Apos a secagem, foi utilizado um multimetro para identificar a
superficie condutora do eletrodo, que foi delimitada em uma area de 1,6 cm? (2 cm x
0,8 cm), usando uma fita adesiva. Os eletrodos foram entdo armazenados em

dessecador a vacuo.

As etapas de modificacdo 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 potassio. Onde o branco para ajuste de linha de base dos

espectros foi o ITO antes das modificagbes quimicas.
3.3.3.1 Eletrodeposicao de nanocristais de Au

Um filme de nano Au foi eletrodepositado na superficie do ITO por
cronoamperometria com aplicacédo de potencial em -0,3 V por 150 s, de em solucdo
de &cido sulfarico 0,5 mol L't (WANG et al., 2009).

3.4 Medidas de fluorescéncia

Os espectros de emisséao de fluorescéncia foram obtidos do espectrofotbmetro
RF-5301PC (Shimadzu, Jap&o).

O espectro gerado seguiu os parametros de leitura de emissao na faixa de 280
a 350, com Aex. = 260 nm, para o acido tanico e faixa de 450 a 650, com Aex. = 355 nm,
para o quantum dot CdSe/CdS, ambos os estudos titulando ciclodextrina em TA,
PAMAM e CDSH ao PQ em agua destilada, antes de cada leitura foi estabelecido um

tempo de 15 minutos sob agitacdo com barra magnética.
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Uma analise quantitativa do potencial de interacdo entre MGF e 0 PAMAMG3
foi realizada por titulacéo fluorimétrica. O espectro gerado seguiu 0s parametros de

leitura de emissao na faixa de 450 a 650, com iex. = 365 nm

Os calculos das constantes foram baseados nos dados de fluorescéncia para
Lem. =530 nm a 25 °C, a constante de extingdo de Stern-Volmer, Ksy, foi obtida usando

a classica equacéao de Stern-Volmer, equacao abaixo:

% =1+ Kg[Q] Equagéo 24

em que Fo e F sé@o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca
do composto avaliado, [Q] é a concentracdo do composto e Ksy é a inclinacdo obtida

pelo ajuste linear entre FO/F vs [Q].

Os valores da constante de ligagéo Ka e 0 numero de sitios de ligagéo n foram

calculados usando a equacao de Scatchard, equacdo abaixo:

Fo—F

Log = LogK, + nLog[Q] Equacao 25

onde Ka € o0 antilogaritimo do intercepto e n é o coeficiente angular obtido da

reta gerada da relacéo entre log[(Fo-F)/F] e [Q].
3.5 Preparo dos complexos

Os dados de metodologia utilizados para formacdo dos complexos entre 0s

analitos estudados e os carreadores estao descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados metodoldgicos para obtencdo do complexo entre o composto e

nanocarreador.
Composto Carreador Proporcéo Solvente Tempo
Acido usnico PAMAM G2-Gs 1:n*; 1:20 e 1:40 12 Etapa:Metanol 24h
Mangiferina PAMAM G2-Gs 1:n*; 1:20 e 1:40 22 Etapa:Agua 24h

n*: nimero de aminas terminais da respectiva geragao.

As suspensdes e solugdes foram mantidas sob agitagéo de 175 rpm a 25°C e
protegidas da luz em uma incubadora Marconi MA-420 (S&o Paulo, Brasil) o tempo

total de realizacdo dos experimentos contou com duas etapas de 24h, tempo
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necessario para atingir o equilibrio da reacdo de complexacao. Apos a evaporacao do
metanol da mistura reacional, o precipitado foi resuspendido em agua e ao fim da
agitacdo o material ndo complexado foi removido por filtragdo utilizando filtros de
acetato de celulose 0,2 um (Minisart, Sartorius Stedin). O filtrado foi liofilizado e as
amostras foram mantidas em desecador sob vacuo (FERREIRA, 2013a; FERREIRA
et al., 2013b; DEVARAKONDA et al., 2007).

3.6 Estudos com CT-DNA

Os estudos eletroquimicos com CT-DNA (Calf Thymus-DNA) foram realizados
em solucdo de tampéo acetato (pH 4,5, forca idnica 1,0 mol L) preparados com
acetato de sédio (NaAcO) e &cido acético (HAcO), dissolvidos em agua purificada.
Experimentos voltamétricos com o biossensor de dsDNA e ssDNA em solucédo foram

realizados em meio misto aquoso, tampéao acetato pH 4,5 e 20% alcool etilico P.A.
3.6.1 Preparo e aplicacdo do biossensor de dsDNA

Para a producao do gel de dsDNA, um eppendorf com 12 mg de dsDNA para
1 mL de tampéo acetato pH 4,5 foi deixado na geladeira entre 2 a 8°C, por 48 h para
homogeneizacdo e evitar degradacdo pelo calor. O eletrodo de carbono vitreo
devidamente limpo foi submetido a analise de éarea eletroativa em solucdo de
ferri/fferrocianeto de potassio, conforme parametros 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 aplicacéo
de potencial por VPD nos potenciais de 0,0 a 1,4 V, v=5,0 mV s' e amplitude de 0,05
V; valores também usados para os estudos eletroquimicos com DNA, etapa justificada
pela geracdo de cargas positivas na superficie do eletrodo, o que favorece as
respostas do biossensor pela interacdo destas com os grupos fosfatos do DNA que
apresentam natureza negativa (DE ABREU et al., 2008).

Sao adicionados 10 puL do gel de dsDNA sobre a superficie do eletrodo de CV
limpo e seco sob fluxo de argbnio (Ar) antes da realizacdo dos experimentos. O
eletrodo modificado € imerso em 5 mL de tampéo 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 substancia a ser avaliada a uma
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concentracdo pré-determinada. Antes das analises voltamétricas, o eletrodo € deixado

em contato com a soluc¢do por 10 min, sem agitagao.
3.6.2 Emprego de dsDNA em solucéo

A partir de uma aliquota do gel de dsDNA e tampao Tris-HCI 0,1 mol L a
concentracdo da solucdo estoque de dsDNA, por nucleotideos, é determina via UV-
vis pela leitura de absorvéncia a 260 nm e utilizacdo do coeficiente de extingdo molar
de 6.600 L moltcm™, para CT-DNA (MAHLER et al., 1964) com posterior aplicacéo
da lei de Lambert-Beer, equacao 19 (KANAKIS et al., 2009).

As razdes entre as absorvéncias 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 contaminacdo por proteina os que apresentam valores entre 1,80 e 1,9. O
mesmo para 260 e 230 nm (A260/A230) razao que permite avaliar se o DNA esta livre
de contaminantes, como sais e compostos organicos, devendo apresentar razao
inferior & 2 (HEGDE et al., 2012; LUIS, 2011). Em todo o estudo, o DNA utilizado

estava dentro da margem de pureza, isento de contaminacao.

A constante de ligacdo K do complexo composto—DNA foi calculada
espectrofotometricamente aplicando uma adaptacdo da equacdo de Benesi—
Hildebrand para a banda Il, 260nm, equacdo 9, a mesma utilizada para os estudos
com PAMAM indice 3.3.1 (AGARWAL et al., 2013).

A substancia foi mantida a concentracdo constante e submetida a adices de
dsDNA para avaliar a dlpa. O tratamento quantitativo da dependéncia da corrente de
pico relativa a concentracdo de DNA determina o valor da constante de ligacdo de
acordo com a equagao modificada de Benesi-Hildebrand, assumindo a formacéao do
complexo na estequiometria 1:1, equacéo 26:

1 1 1

= — 4 Equacéo 26
IMGF-pDNA—IMGF Al * K[MGF],AI[DNA], auag

Onde ImcF € a corrente de pico da oxidacdo da molécula MGF, e Iucr-bna € a
corrente de pico do complexo. [MGF]o e [DNA]o sdo as concentragdes iniciais dos

componentes. A constante é obtida pelo plot de (1/ Imcr-ona-Imcr) versus (1/[DNA])
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3.6.3 Preparo e aplicacdo do ssDNA

Para a obtencdo do ssDNA um tubo com tampa contendo 1 mL de HCI 1,0 mol
Lt e 3 mg de CT-DNA permaneceu 1h em banho-maria a 100 °C. Imediatamente
apos, adicionou-se 1 mL de NaOH 1,0 mol L', para neutralizar, e em um baléo de 10
mL, o volume foi completado com tampéao acetato pH 4,5 (DE VASCONCELLOS et
al., 2016).

O ssDNA em solucéo tampao acetato com 20% etanol € o branco, exibindo os
residuos das bases guanina e adenina, quando realizados ensaios de VPD, nos
mesmos parametros do item anterior. A esta solucao foi adicionado o analito, deixado

em contato por 10 min.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo dainteracdo de compostos bioativos com plataformas contendo

ciclodextrinas

4.1.1 EQM de ouro com MUA/CDSH

O comportamento eletroquimico do AU em eletrodo de carbono vitreo foi
verificado em tampéo fosfato 7,4, por VC a 50 mV s (Figura 40A) e VPD a5 mV s
(Figura 40B). Os voltamogramas ciclicos mostraram apenas um pico anodico, mas
ndo foram observados picos de reducdo. A oxidacdo é devido aos grupos hidroxilo
ligados a anéis aromaticos. O processo € irreversivel e segue diferentes caminhos de

oxidacdo de acordo com o pH da solucéo de eletrolito (JORGE et al., 2010)

Figura 40 - UA 20 umol L, 10% etanol, PBS pH 7,4 A) Voltamograma ciclico,

v=50 mV s, B) Voltamograma de pulso diferencial ,v=5mV s,

A 8r B 09
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6 - — 2°scan 07l —— AU 20pmol L
5
<
Z g <
3 =
2
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0 ——
L 1 1 1 1 J 0.0 1 1 1 1 1 1 )
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 00 02 04 06 08 10 12 14
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.) E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora, 2018

O voltamograma de VPD exibe o que seria 3 sinais bem definidos em pH acido,
em torno de 3,5. O mecanismo de oxidacdo do AU estéa representado na Figura 41. O
segundo pico de oxidagdo, o principal, esta relacionado com o grupo hidroxilo do
carbono 10. No entanto, a oxidag&o eletroquimica da UA é dependente do pH em um
processo irreversivel de um elétron e um préton e ocorre nos trés grupos hidroxilo na

molécula, correspondendo a posi¢éo 1, pico 1, posicao 10, pico 2 e posi¢ao 8, pico 3.
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Figura 41 - Mecanismo de oxidacado do acido Usnico.
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Fonte: Autora, 2018

Inicialmente foi proposto avaliar o perfil do &cido Usnico em eletrodo modificado
com CDSH, visto que ja estudos bem descritivos sobre o complexo formado e perfil

em solucao, porém, ndo ha relados do carreados imobilizado numa plataforma.

Assim, na Figura 42A o voltamograma exibi uma onda de oxidacdo com
potencial variando para valores menos positivos e um sinal de oxidacdo 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 variacdo da concentracdo de UA. Entretanto, na
faixa de concentracdo estudada nao foi possivel construir uma curva com bom
coeficiente de correlacdo, devido ao potencial variavel, Figura 42B. Apesar disso,
pode-se observar maior intensidade de corrente e presenca do primeiro sinal de
oxidacao (0,4 V) que antes s era observado em VPD.

Figura 42 - A) Voltamograma de VC para o eletrodo de ouro com SAM de CDSH e UA
em solucdo de 1,0 - 6,0 mmol L. B) Gréafico da variacdo do potencial em funcéo da
concentracdo. C) Regressdao linear da razdo entre a concentracdo de UA e a Ipa em
funcéo da concentracdo de UA. Tampéao fosfato 7,0, 5% etanol, v=50 mV.
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Com isso, é possivel inferir que este primeiro sinal é influenciado pelo processo
de encapsulacdo com a CD, onde além de facilitar a oxidagcéo, comprovada pelas Ipa,
também possibilitou um estudo com variacdo de concentracdo, uma alternativa para
moléculas que adsorvem em carbono vitreo. Sendo possivel determinar a constante
de interacdo a partir da regressao linear da Figura 42C, aplicando a equacgao 5 da
secdo 1, que apresentou o valor de 6,75 x 10% Lmol, mostrando boa interacéo entre

0 acido usnico e a monocamada de ciclodextrina tiolada.
4.1.2 EQM de ouro com AET/MUA/PQ/CDSH

A fim de comprovar os beneficios do uso de PQs, uma nova imobilizacéo foi
proposta e agora as CDSH estéo ligadas a uma camada de MSPQs de CdSe/CdS
que por sua vez esta ligado a uma cadeia de alcano tiol a superficie de ouro do

eletrodo.

Ao comparar o voltamograma na Figura 43 com o da Figura 42A é notoria a
definicdo do sinal de oxidacdo, bem como os valores mais altos de Ipa, como
observado em um estudo similar. Franga (2016) ao comparar o eletrodo de CDSH
com PQs/CDSH pode calcular a constante de interacdo que foi duas vezes mais alta
para plataforma contendo o PQ, dada a melhor resposta de corrente. Entretanto, este
apresentou saturacao em baixas concentracdes que pode estar diretamente ligado a
area do eletrodo utilizado 1,6 mm menor que 0s convencionais 3 mm e os tempos de
modificacdo, fazendo-se necessario estudos complementares de monitoramento do

tempo de modificacdo e recobrimento de superficie.
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Figura 43 - Voltamograma ciclico do UA em solucédo de 1,0 - 6,0 mmol L* em eletrodo
de ouro com SAM de CDSH. Tampao fosfato 7,0, 5% etanol, v=5 mV.
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E (V) vs Ag|AgCI|CI- (sat)
Fonte: Autora, 2018.

4.2 Estudo dainteracdo de compostos naturais com PAMAMs no UV-vis

Nos ultimos anos, grande atencdo tem sido dada no transporte de drogas
através de dendrimeros, uma vez que estes polimeros contém varios dominios de

ligacdes para complexacéo de diferentes tipos de drogas (ABDERREZAK et al., 2012).

De um modo geral, a formacdo do complexo pode resultar em mudancas nos
espectros no visivel ou no ultravioleta. Alguns compostos organicos, como farmacos
gue sejam parcialmente insollUveis em agua, apresentam um aumento da solubilidade
nesse solvente na presenca do dendrimero. Isto se deve ao fato de se formar um
complexo entre o farmaco e o dendrimero. A complexacdo diminui a atividade
termodinamica do farmaco dissolvido. Consequentemente, mais farmaco dissolve-se
até que a atividade do farmaco livre, que esta em equilibrio quimico com o complexo,
torna-se igual a atividade termodinamica da droga como sélido puro (MONTANARI et
al., 1998).

Relatamos um estudo espectroscépico UV-vis de quatro tipos diferentes de
dendrimeros de poli (amidoamina). Os resultados indicam que o grau de protonagéo
das aminas terciarias interiores destes dendrimeros se correlaciona diretamente com
uma banda de absor¢cdo com Amax ha faixa de 280-285 nm. Especificamente, a pH
baixo, as aminas terciarias sao protonadas e a banda de 280-285 nm esta ausente.
No entanto, a pH elevado, quando estes grupos sado desprotonados, esta banda
aparece (PANDE; CROOKS, 2011).
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A Figura 44 mostra o espectro de absorgéo no UV-vis da 3-LP com variagao da
concentracdo de PAMAM de 22 geracdo a volume constante, nesse estudo foi
acompanhada as bandas de absorcdo da B-LP a trés temperaturas diferentes. As
interacbes entre a molécula e os dendrimeros de diferentes geracdes sé&o
demonstradas pela regressédo linear (Figura 45) a partir da equagéo descrita na
metodologia item 3.3.1.

Figura 44 - Espectro no UV-vis da B-LP (25 pmol L) em auséncia e
presenca de PAMAM-G2 (10 — 50 pmol LY). Insercéo: regresséo linear 1/AA vs
1/[PAMAM], no A de 258, 266, 290, 342 nm.
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Fonte: Autora, 2018.

Podemos evidenciar um efeito hipercrémico no espectro da Figura 44 que se
deve a interacdo da  -LP com o PAMAM de 2a geracao, outras geracfes tambéem
foram testadas, com comportamento similar, porém dentro da variacdo de
concentracdo escolhida essa foi a geracdo que apresentou maiores valores de
constante de interacdo com o dendrimeros, os valores de constante e coeficiente de
correlacdo estdo listados na Tabela 8. Quando comparados a uma mesma
temperatura, as geragdes de dendrimeros mostram um padréo diferentes influéncias
no hipercromismo das bandas da B-LP, mas de um modo geral a 12 geracao tem uma

menor influéncia sobre a variacdo das bandas de absorcdo da B-LP. O PAMAM
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apresenta duas bandas de absor¢cdo uma proxima de 220 nm e a outra em 275 nm,
esta ultima de baixissima absorcao, assim as bandas utilizadas para os calculos ndo
tiveram contribuicdo direta da absor¢cdo de PAMAM, ao normalizar as absorvéncias
com uma curva de calibragéao para o respectivo PAMAM, os valores de AA entre B-LP
livre e complexada ndo se mostraram significativos, permanecendo o efeito
hipercréomico, evidéncia de formagcao de complexo, onde este (B-LP: PAMAM) exibe

um coeficiente de absortividade molar maior que a B-LP livre.
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Figura 45 - Regressao linear 1/AA vs 1/[PAMAM], nas temperaturas de 25, 31 e 37 °C.
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Tabela 8 - Dados de constante de ligacdo, coeficiente de correlacdo e parametros

termodinamicos da relagdo entre PAMAM (10 a 100 umol L) de vérias geracdes e B-LP

(25 umol L) por estudo no UV-vis.

Temperatur Dendrimero A Kb R AG
a (K) (nm) (L mol?) (k3/mol
)
PAMAM-G1 258 6,9 x10? 0,994 -16.20
298 266 5,8 x 107 0,993 -15.76
PAMAM-G2 258 2,4 x10* 0,996 -24.99
266 2,7x10% 0,995 -25.28
PAMAM-G3 258 6,3x 108 0,997 -21.67
266 15x108 0,995 -18.12
258 1,35 x 0,9953
PAMAM-G1 103 -18.22
304 266 1,fg4>< 0,9957 o4
290 1,34 x 0,9967
104 -24.02
345 1,0x10%®  0,9884 -17.46
258 6,4x10°  0,9978 -22.15
PAMAM-G3 266 5,28 x 0,9976
103 -21.66
290 4,64 x 0,9946
103 -21.34
345 7,5x10°  0,9998 -22.55
258 2x 103 0,84 -19.59
310 PAMAM-G1 266 5,96x 102 0,986 -16.47
290 2,1x108 0,996 -19.71
258 3,35 x 0,998
PAMAM-G3 103 -20.92
266 4,3x 108 0,998 -21.56
290 1,2x108 0,994 -18.27

Fonte: Autora, 2018.

Os processos de interacdo com B-LP se apresentam como uma reacao

espontanea, com AG negativo entre os valores de -15,8 a -25,3 KJ mol. Outros dados

termodinamicos podem ser extraidos do estudo como AH e AS para elucidar as forgas

que regem essa interacao.
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O processo de interacao avaliado por espectrofotometria para o acido usnico
se mostrou similar ao da B-LP, acrescido de deslocamento hipsocrémico observado
em funcdo do aumento da concentracdo de PAMAM no meio, conforme Figura 44.
Também foram calculadas as constantes de interacdo ente o AU e os PAMAMs de
geracdo 1 e 3 (Tabela 9), pois para a geracdo 0 vemos comportamentos distintos
(figura 30) nas temperaturas estudadas, que impossibilitaram a construcdo de uma
curva, isto se deve, em parte, por se tratar de uma molécula muito pequena,
apresentando majoritariamente processo de interacdo por afinidade de moléculas e
nao o encapsulamento com formacgdo 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 reacdo de complexagéo envolvida.

Figura 46 - Espectro no UV-vis do UA (25 umol L) em auséncia e presenca de PAMAM-
G3 (10 — 100 umol L) no A de 290 nm, a 25 °C.
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Fonte: Autora, 2018.
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Figura 47 - Regressao linear 1/AA vs 1/[PAMAM], para as geracdes 1 e 3 nas
temperaturas de 25, 31 e 37 °C.
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Fonte: Autora, 2018.

Tabela 9 - Dados de constante de ligacéo, coeficiente de correlacdo e parametros
termodinamicos da relacdo entre PAMAMGL1 e G3 (10 a 100 pmol L?) e acido Usnico

(25 pmol L) (A =290 nm) por estudo no UV-vis.

Temp(ir)atura Dendrimero Kp (L mol?) R AG (kJ/mol)
298 PAMAM-G3 2,58 x 10* 0,984 -25.17
304 PAMAM-G1 2,55 x 103 0,9958 -19.8
PAMAM-G3 6,3 x 103 0,9992 -22.1
310 PAMAM-G3 5,4 x 103 0,9978 -22.15

Fonte: Autora, 2018.

A mangiferina em solucédo apresenta caracteristicas intrinsecas da molécula
que fez com que durante a realizagdo dos experimentos mostrasse mais de um
processo de interacdo com PAMAM, hora absorvéncia era suprimida hora aumentava,

sendo testadas diversas faixas de concentragao.

A faixa de concentracdao de PAMAM utilizada para o estudo foi de 100 a 10
vezes menor que a de MGF e nesta pode se observar efeito hipsocromico da banda
da MGF a 382 nm com pequeno deslocamento batocrobmico mais acentuado em G3,
com AL de 5nm (Figura 50). Estes como mencionado anteriormente séo indicativos

de interacao e formacao de complexo. Aliado a essas evidéncias 0 monitoramento da
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absorcdo é realizado na banda da MGF num comprimento de onda onde ndo ha
contribuicdo da absorcédo de PAMAM (Anexo Il) e este tem sua absor¢cdo quase que

majoritariamente na regido em torno de 200 nm.

Os valores das constantes de ligagéo foram calculados a partir da equagéo da
reta dos gréaficos da Figura 48. Para PAMAMG2 K= 3,65 x 10 e G3 a K =5 x 10°L

mol~, que indicam forte interacéo entre o carreador e o0 agente encapsulante.
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Figura 48 - Espectros no UV-vis do MGF (20 umol L) em auséncia e presenca de 0,1 —
10 umol L"* PAMAMG2 A) G3 B) no A de 382 nm, a 25 °C. Regressdao linear de 1/AA vs

1/[PAMAM] C) Para geracéo 2 e D) para geracédo 3.
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Levando-se em consideracdo que a mangiferina apresenta quatro valores de
pka (Figura 49) (Tabela 10) e que a densidade de carga pode afetar o processo de
encapsulacdo, nas condi¢cdes do experimento a MGF apresenta carga negativa,
decorrente de uma desprotonacdo, como o PAMAM tem carga positiva, esse é outro

fator que pode ter contribuido e justificar o alto valor da constante de ligacao.
Figura 49 - Modelo quimico para as atribui¢cdes dos quatro pKa da MGF.
HO l o I OH
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Fonte: GOMEZ-ZALETA et al., 2006.
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Tabela 10 - Valores de pKa da Mangiferina e formas de equilibrio correspondente.

Equilibrio pKa
H4(MGF) = H3(MGF)~ + H* pKal = 6.52 + 0.06
H3(MGF)™ = H2(MGF)? + H* pKa2 = 7.97 + 0.06
H2(MGF)? = HMGF)* + H* pKa3 = 9.44 + 0.04
H(MGF)? = (MGF)* + H* pKa4 = 12.10 + 0.01

Fonte: GOMEZ-ZALETA et al., 2006.

Como a MGF emitir fluorescéncia, quando excitada, experimentos de interacéo
com PAMAM via fluorescéncia também foram realizados para somar aos resultados

obtidos pela absor¢éo no UV-vis.
4.3 Estudo dainteracdo de MGF com PAMAMs na fluorescéncia

A fim de evidéncia a interacdo entre a MGF e o dendrimero de PAMAM, foi
realizado um estudo em fluorescéncia, partindo do principio de que a MGF fluoresce
e que ao interagir com PAMAM este funcionara como quenting reduzindo sua

fluorescéncia, pois indisponibilizara o composto livre no meio.

Para o estudo de extingdo da fluorescéncia o meio foi tampéo fosfato pH 7,2
com 5% de etanol. Foi escolhido o PAMAMG3 em concentragdes proximas de 100 a
10 vezes menor que a de MGF, pois se trata de um dendrimero que possibilita
incorporar muitas moléculas, seja em seus sitios internos (encapsulagao), seja por
interagdo com 0s grupos amina terminais (conjugacéo). Os espectros sdo mostrados
na Figura 50 , como esperado houve diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da

MGF a 20 umol Lt com as sucessivas adicdes de PAMAM.
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Figura 50 - Espectro de emissdo de MGF, na auséncia e presenca de 0,1 a 1,4 umol L*

de PAMAM. (A) G1, (B)G2, (C)G3.
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Figura 51 - Regressao linear de FO/F vs [PAMAM] e regresséo linear de Log[(FO-F)/F] vs

Log[PAMAM] (Aem. =530 nm) para a geracao 1 (A) e (B); geracéo 2 (C) e (D); geracéo 3
(BE) e (F).
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Para os tratamentos de regressao linear com base nas equagbes de Stern-
Volmer e Scatchard, foram utilizadas as concentracdes de 0,1 até 1,3 umol L a
depender da geracdo do PAMAM, no geral, apresentaram melhor linearidade no
processo de quenting de fluorescéncia, conforme as Figura 51 das quais pode se obter

os valores das constantes listados na Tabela 11.

Tabela 11 - As constantes de extingdo de Stern Volmer (Ksv), constante de ligacéo (Ka),
estequiometria de ligacdo (n) e o coeficiente de correlagdo envolvido, para a ligacéo
entre MGF e PAMAMSs.

Geragcdo Ksv (L mol?) LogKa (L mol?) n R1 R2

Gl (3,2+0,1) x 10° 0,68 --- 0.9973

G2 (3,36 +0,01) x (4,8+0,13)x10° 0,87 0,9965 0,9974
10°

G3 (4,3+0,1) x 10° 0,77 --- 0.9973

R1= coefficiente de correlac@o de Ksv; Rz = coeficiente de correlacdo de LogK.

Fonte: Autora, 2018.

De acordo com a Tabela 11, o nimero de sitios de ligacdo na interacao entre
PAMAM e MGF apresenta valores préoximo de 1,0, sugerindo que ha um sitio de
ligacdo envolvido. Os valores de Ksv s6 pode ser calculado para G2, tendo em vista
gue os demais exibiram valores de coeficiente angular para o equivalente da equacao
que ndo correspondem ao modelo matematico proposto, que € 1,0 ou préximo, ndo
sendo listados na tabela. A constante de ligacao Ka foi expressa como logaritimo para
evitar se embutir o erro do desvio, podendo estes valores serem estimados em 1,6 X
10°, 6,3 x 10%%e 2,0 x 10'° L mol* para G1, G2 e G3 respectivamente, de acordo com
a ordem de grandeza estudos com biomoléculas definem como uma interagéo forte
(SILVA, 2014b; SILVA et al., 2013; VASCONCELLOS et al., 2016).

A formacdo de complexo entre a MGF e o PAMAM pode envolver dois
processos o dinamico e o estatico. No processo de extingdo dinamica, 0 aumento da
temperatura leva a colisbes mais efetivas entre as moléculas com o consequente
aumento de Ksv. Em contraste, o aumento na temperatura também pode estar
associado a diminuicdo da estabilidade do complexo e, assim, promover uma

diminuicdo nos valores de Ksv 0 que resulta em extincdo estatica (DE



127

VASCONCELLOS et al., 2016). O Ksv da formacdo do complexo com PAMAM em
diferentes temperaturas (298, 305 e 310 K) deve ser realizado, para comprovar o
provavel mecanismo de extingdo da MGF pelo PAMAM.

4.4  Interacdo do PAMAM-G3 via eletroquimica

4.4.1 Estudo em solugao

Com o intuito de observar o processo de transferéncia de fase do AU
parcialmente solubilizado (1mg/mL) em solugcéo contendo PAMAM, sem a presenca
de co-solvente, a concentracdo do carreador foi variada em 5, 10, 15, 30, 40 pmol L
em tampao fosfato 7,4, de acordo com a Figura 52. Como podemos ver, 0 &cido Usnico
em presenca de quantidades crescentes de PAMAM desloca o potencial para valores
mais positivos, o que evidencia uma oxidacao dificultada, muito provavelmente pela
formacédo do complexo. Ao mesmo tempo ha um aumento consideravel de lpa, devido

a solubilizagdo do composto, antes suspenso na solucao.

Figura 52 - Voltamograma de pulso diferencial do AU 0,1 mg/mL em auséncia e presenca
de PAMAM-G3 5 a 30 umol L, PBSpH 7,4, v=5mV s,
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Fonte: Autora, 2018

Simultaneo ao aumento da corrente de pico do acido Usnico ha também o

aumento da lpa do PAMAM, adicionado ao meio, porém quando comparado ao
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PAMAM livre vé-se um deslocamento acentuado e gradual do Epa. AS mudancas
observadas nos voltamogramas de VPD da Figura 52 s&o indicativos de
encapsulamento do AU nas cavidades internas da macromolécula. As cavidades
internas geralmente tém propriedades hidrofébicas, o que torna possivel a interacéao
com substancias pouco soliveis em agua. As interacdes hidrofébicas sdo as mais
comuns para encapsulamento de moléculas hédspedes em dendrimeros
(POURIANAZAR, MULTLU, GUNDUZ, 2014).

O processo de transferéncia de fase foi reproduzido para a MGF (0,1mg/mL) e
também foi acompanhado visualmente, pela intensidade da coloracdo exibida pela
solucéo na Figura 53B. O pico de oxidacdo da MGF em 0,25 V (Figura 53) € atribuido
a oxidacado do grupo fenol mais acido presente na estrutura da MGF, ou seja, o C6-
OH que é rico em elétrons e nao esta estericamente confinados (FERREIRA et al.,
2010). O pico de oxidagdo é irreversivel e o composto adsorve na superficie do
eletrodo.

Figura 53 - A) Voltamograma ciclico da MGF 0,1 mg/mL em auséncia e presenca de
PAMAM-G35e 10 umol L, PBS pH 7,4, v=50 mV s. B) Foto da solugdo de MGF na cela

eletroqguimica antes e ap6s a adicao de PAMAM-G3 a solucéo.
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Fonte: Autora, 2018.

Assim como o AU a MGF apresenta mudancas nos voltamogramas em

presenca de PAMAM, indicando um processo de encapsulagdo, como aumento da lpa
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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 sensivel que a VPD, utilizada no estudo anterior, porém para

fins qualitativos, esta mostra-se suficiente.

A interacdo de BLP com PAMAM-G2 e G3 em solucdo, foi descrita por
CANDIDO, 2017. Semelhante aos compostos supracitados, observou-se que com o
aumento da concentracdo de PAMAM no meio ha aumento de corrente do pico
catédico e anddico (hidroquinona correspondente) sem mudanca significativa no
processo de oxireducdo da quinona, provavelmente devido a interacdo da quinona

com os dendrimeros.
4.4.2 EQM de ouro com MUA

Tendo em vista que a MUA é a molécula base na construcéo das plataformas
nanoestruturadas, a interacdo dos compostos com este crosslinker, pois a
heteroestrutura final pode apresentar lacunas ndo preenchidas nas etapas de
modificacdo e o composto, foco da andalise pode ter resposta ndo apenas com o

compoésito final da estrutura, mas com outros constituintes das fases anteriores.

Figura 54 - A) Voltamogramas ciclicos do UA de 0,5 a 6,5 umol L™ com eletrodo de ouro
modificado com MUA. B) curva da Ipa vs [UA]. Tampéo fosfato 10 mmol L, 5% de
etanol, v=0,05V s,
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Fonte: Autora, 2018.
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A curva analitica da Figura 54B foi construida com a Ipa correspondente ao
potencial 0,62 V, o qual demonstrou melhor linearidade, possibilitando a determinagéao
de LD 1,5x 107 mol Lt e LQ 5,2 x 10" mol L* para a respectiva SAM de MUA.

Diferente de UA a MGF néo interage com MUA, com perfil voltamétrico muito
semelhante ao tampao, Figura 55. N&o foi observado o sinal de oxidagcdo do composto
que aparece proximo de 0,4 V. Resultado interpretado como bom, pois estudos de
MGF com plataformas que usam a MUA como base e esta estiver disponivel, a MGF

fornecera uma resposta “mais fiel” ao compésito de fronteira.

Figura 55 - Voltamogramas ciclicos da MGF de 0,5 a 6,5 umol L! com eletrodo de ouro

modificado com MUA. Tampé&o fosfato pH 7,0, 5% de etanol, v=0,05V s™.
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Fonte: Autora, 2018.

As amostras também foram testadas em sensor MUA/PAMAM, sendo este 0
principal motivo do estudo com MUA. Entretanto, ndo se obteve sucesso, 0 PAMAM
imobilizado na SAM oxida em potenciais menos positivos que quando em solugéo, no
item 4.4.1. (Figura 56A) comprometendo os estudos de espécies que oxidam proximo
a esse potencial (0,6 V) como o UA (Figura 56B) e espécies de baixa intensidade de
corrente como MGF, mesmo apos um tempo de 30 minutos em contato com a solucéo
0S sinais se mostraram baixos e sem uma relagdo direta com a concentracado do

composto em solucao.
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Figura 56 - Voltamogramas ciclicos A) de eletrodo de ouro com SAM de MUA/PAMAG3
em tampdao pH 7,0, 5% etanol; B) de SAM de MUA/PAMAG3 na auséncia e presenca de
UAa3mmol L.
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Entretanto, SILVA et al., 2017, obteve uma constante de associac¢do 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 condi¢cdes dos experimentos realizados, para 0s
estudos de interacdo com SAM de PAMAM os compostos eletroativos na faixa da

reducdo Sao mais promissores.

Além de MUA foram realizados experimentos com diferentes tipos de NTCs,
para utilizar este como suporte para modificacdo por adsorcdo de PAMAM, porém

esbarra na mesma problematica. As Curvas obtidas para UA estdo no anexo Il.
4.4.3 Microbalanca Eletroquimica de cristal modificado com MUA/PAMAM

A microbalanca de cristal de quartzo (MCQ) é uma ferramenta eficiente para
detectar moléculas, estimar constantes de afinidade, e estudar os processos de
adeséao celular (FERREIRA, 2013). Também permite a determinacédo de parametros
especificos de camadas imobilizadas, tais como a densidade de carga na superficie

e viscosidade.

Na area piesoelétrica h4 uma relacéo linear entre a frequéncia de ressonancia

e a massa adicionada, de acordo com a relacdo de Sauerbrey (equacéo31l):
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22
Afy, = — 9 pm

A/Pqlq

Equacéao 27

Onde pg € 0 médulo de cisalhamento do quartzo, em g cm? s?, pyé a
densidade do quartzo, em g cm?, A é a area do cristal em cm? e fo representa a

frequéncia de ressonancia nominal do cristal de quartzo, sendo representado por:

1 |y
Equacéo 28
Para um cristal de 6 MHz, a equac¢éo acima pode ser reduzida para:
—Af = Am Cf

Equagéo 29

Onde Cs, é 0,0815 Hz cm? ng™.

para liquidos Newtonianos como a agua, a mudanca na frequéncia depende da

densidade (p) e viscosidade (7) do fluido de acordo com a seguinte relacao:

f3,fz
Afn = \/ﬁ\/pﬂuidonﬂumo

Equacéo 30

Esta relagdo permite o uso da MCQ em eletroquimica servindo como eletrodo

de trabalho em uma célula eletroquimica.

Dentre as varias técnicas exposta no trabalho, a MECQ permite observar a
interacdo de uma substancia com seu carreador através do aumento da massa

depositada na superficie do cristal de quartzo.

Foi preparada uma SAM através da imobilizagédo covalente de MUA sobre uma
superficie de ouro atraves do método de montagem camada-por-camada e
posteriormente PAMAM. Na Figura 57, estao representados os massogramas (massa
aparente) para as camadas depositadas sobre um cristal de quartzo recoberto com

ouro. E possivel 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 formacéo das

camadas.

Apos a modificacdo do cristal uma nova analise foi realizada Figura 57, agora
0 meio é tampao fosfato pH7,0 a 5% etanol, o cristal foi calibrado com esse novo meio
e as respostas em massa, é dada pelas adicbes de UA em interacdo 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 formacéo de diminuicdo e
formacéo de plator na adigdo 12 correspondente a 12 umolL* de UA, um indicativo de
saturacao do sistema, ja que a interacdo é dada pela dinamica de conjuga¢cédo com o
dendrimero. Com base na diferenca de massa de UA foi possivel calcular o nimero
de moléculas ligadas ao dendrimero de 3 x 10! moléculas de UA.

Figura 57 - Massograma da interagdo 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 Avaliacdo espectroscopica da interacdo com Pontos Quanticos

Inicialmente foi feita uma curva de calibragdo no UV-vis do PQ CdSe/CdS em
agua Milli-Q, obtendo-se otima linearidade da sua absorcdo, com coeficiente de
correlacdo de 0,9995 (Figura 58) calculado com base na absor¢céo da 12 banda em

355 nm a 22 se apresenta em 395 nm.
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Figura 58 - Espectro de absorcdo de CdSe/CdS de 15 - 120 umol Lt em tampéo fosfato
7,4.
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Fonte: Autora, 2018.

Os pontos quanticos utilizados no estudo sao dispersos em meio aquoso com
auxilio de tioglicerol. A concentracdo de CdSe foi determinada pela relacdo da
absorcdo com o tamanho do nanocristal, descrita por Yu e colaboradores em 2003,

pelas equacBes empiricas 14 e 15 detalhada na metodologia.
4.5.1 PQs associados a p-CDSH em solucéo

O estudo de fluorescéncia revelou que CdSe/CdS exibe uma alta luminescéncia
de 450-600 nm quando excitado em 350 nm, e um significativo aumento da
intensidade de fluorescéncia foi observado com adigéao de 3-CD tiolada, ao meio. Esse
comportamento € semelhante ao observado para outros ligantes de tiol (GIROLAMO
et al., 2008; AGUILERA-SIGALAT et al.,, 2011). A intensidade de fluorescéncia
aumentou com a adicdo de mangiferina a solucao (Figura 59). A intensidade foi oito
vezes maior usando a mesma concentragdo de MGF quando comparado com MGF
na presenca de ciclodextrina sem PQ (DE LIMA FRANCA et al., 2016).
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Figura 59 - A esquerda, espectros de emiss&o do sistema PQs-CDHS em tampZo fosfato

p H7,0 com 5% etanol, na auséncia e presenca de mangiferina nas concentracfes de

1 -3 pumol L. Adireta, representacio esquematica do PQ conjugado em soluc&o.
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Fonte: (DE LIMA FRANCA et al., 2016) e autora, 2018.

Tioglicerol = \/I\/

O mesmo experimento foi reproduzido para o acido usnico (Figura 60), pois ja

se sabe que o mesmo tem uma por¢cdo da molécula que se encaixa na cavidade da

ciclodextrina (CAVALCANTI et al., 2011; SUWANDI et al., 2015).

Figura 60 - Espectros de emisséo do sistema PQs-CDHS em tampé&o fosfato p H7,0 com

5% etanol, na auséncia e presenca de UA nas concentracdes de 1 e 20 umol L™.
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4.5.2 PQs associados a PAMAMG3 em solucéo

O espectro de absorcédo da Figura 61 traz o perfil de absorcédo do CdSe/CdS a
120 umol L'* em auséncia e presengca de PAMAM-G3. Podemos notar que em baixas
concentracbes de PAMAM no meio, hd um aumento discreto da absorcao do espectro,
este efeito hipercromico ndo se atribui a contribuicdo pela absor¢cdo do PAMAM, pois

este, ndo absorve na regido analisada.

Figura 61 - Espectro de absor¢éo no UV-vis doPQ com PAMAM-G3 em solucéo.
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Fonte: Autora, 2018.

Com o aumento da concentracdo de PAMAM pode-se verificar turbidez da
solucéo acarretando em mudancas no espectro, um resultado parecido foi obtido por
fluorescéncia, o qual sera detalhado e justificado mais adiante. Desse modo, nao foi

possivel realizar o ensaio de interagdo com dendrimeros via UV-vis.

A fim de avaliar a interagdo do PQ com os dendrimeros foi realizada leitura da
fluorescéncia deste na auséncia e presengca de PAMAMGS3 (Figura 62). Conforme
mostra o espectro, ndo ha significativa mudanca com adicdo de PAMAM-G3 a 0,5 de
razao molar com relagdo aos PQs (HIGUCHI et al., 2011), e com o0 aumento da
concentracdo o espectro diminuiu a intensidade de fluorescéncia por apresentar

turbidez da solucdo. Sabe-se que os PQs precipitam em metanol, solvente que
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estabiliza os PAMAMSs, para tanto, os mesmos foram rotaevaporados e resuspensos

em agua Milli-Q para a realizagdo do experimento.

Figura 62 - Espectro de emissdo de CdSe/CdS (Aex. = 355 nm) na auséncia e presenga

de 5 e 10 umol L* de PAMAM-G3, agua destilada.
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Fonte: Autora, 2018.

Uma hipétese para justificar a turbidez durante a analise € a presenca do
Tioglicerol na superficie dos PQs, assim, segue alternativas: (i) a utilizacdo dos PQs
com grupos carboxila para promover a ligacdo direta com os PAMAMSs, a baixas
concentracoes; (ii) a sintese de PAMAM com PQ na estruturagdo, visto que o grupo
terminal amina pode se ligar em sua superficie, sendo necessaria uma reacao de fase
organica e aquosa (POTAPKIN et al., 2016); (iii) ou uso de uma molécula espacadora,
ja que o PQ utilizado apresenta diametro similar ao PAMAM-G3, 2,4 nm e 3,6 nm

respectivamente.
4.6 Caracterizagdo dos eletrodos quimicamente modificados
4.6.1 Espectrometria de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Para caracterizar as modificacdes realizadas nos eletrodos, foram realizados
experimentos de espectrometria de impedancia eletroquimica (EIE) e para um dos

casos em paralelo com VC.
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As interacOes na interface eletrodo-solucdo foram modeladas a partir dos
dados obtidos no ensaio de EIE, cujo circuito equivalente esta representado no inset
da Figura 63, o qual nos auxilia na explicagdo dos espectros de impedéancia das
plataformas estruturadas, pois o0 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
resisténcia atribuido ao primeiro elemento relaciona-se com a queda 6hmica do
eletrdlito enquanto os outros representam a resisténcia a transferéncia de carga e a
capacitancia da dupla camada elétrica respectivamente. Associando a variacdo dos
valores relacionados aos elementos do circuito com a composi¢cdo do eletrélito é

possivel verificar se o eletrodo € sensivel a determinado componente.

O comportamento observado no digrama de Nyquist (parte imaginéria -Z " vs.
parte real Z ") € o resultado das sucessivas altera¢ées do eletrodo, Figura 63. O ponto
onde o arco intersecciona o eixo -Z’=0 em altas frequéncias corresponde a queda
O6hmica da solucdo. Na regido de baixas frequéncias, mais baixas o arco tende a tocar
na origem, ou manter uma progressao que encontre a origem, este ponto, o diametro
do semicirculo, corresponde a resisténcia a transferéncia de carga (Rct). A parte linear
€ o elemento difusional, um processo regido ndo apenas por transferéncia eletrénica,
mas pela difusdo das espécies eletroativas até a superficie, o elemento que
caracteriza esse processo é a impedancia de Waburg que no diagrama de Niquist é
representada por uma reta com inclinacao de 45°.
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Figura 63 - Diagrama de Nyquist obtido para as diferentes modificagdes no eletrodo de

ouro. Inset: circuito equivalente.
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Fonte: DE LIMA FRANCA et al., 2016.

Os espectros de EIE mostraram que as mudancas na resisténcia a
transferéncia de carga para o eletrodo Au, o eletrodo AET/MUA, o eletrodo contendo
AET/MUA/PQ’s e o eletrodo contendo MUA/MSPQ’s/B-CD-SH séao 554, 1850, 1170 e
2680 Q, respectivamente, e a resisténcia a solugao é 1411, 1560, 1314, e 1943 Q,
respectivamente. Vé-se que o PQ’s de CdSe/CdS com propriedades semicondutoras
pode aumentar a condutividade do eletrodo modificado com AET/MUA e que a
condutividade diminui quando os pontos quanticos séo funcionalizados com B-CD-SH.
Para tanto, deve-se levar em consideracao que o 1-tioglicerol que recobre a superficie
do PQ ndo esté carregado no pH estudado, favorecendo a liga¢do dos grupos tiois da
CDSH a espacos vazios existentes na superficie de CdSe, isso também pode ser
observado pela diminuigdo da Rct, caso o PQ estivesse carregado negativamente a

Rct aumentaria, pois a sonda utilizada no estudo é anionica.

A modificagdo do eletrodo de ouro proposto como um sensor tem maior
resisténcia a difusdo da solucdo, possivelmente porque a difusdo das espécies

eletroativas em solugc&o pode ocorrer somente na interface.

Este eletrodo modificado foi utilizado para determinacdo de constante de
associacdo para mangiferina com valor de 1,1 x 10° L mol* (DE LIMA FRANCA et al.,

2016). Entretanto, ndo foi possivel determinar K para o acido Usnico, pois 0 mesmo
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apresenta potencial de oxidacdo proximo de 0,7 V, era esperado que com a
modificacdo houvesse reducéo do potencial, de modo que a ciclodextrina presente no
eletrodo facilitasse esse processo, isso nao foi observado. Assim o pico néo foi
observado devido também a janela limite de potencial do eletrodo de ouro, ja que vai
até 0,8 V, potencial de oxidacéo do ouro (dados ndo mostrados). Uma alternativa para
a determinacdo da constante de associacdo para o &cido Usnico utilizando essa
plataforma eletrodica seria fazer uso da técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, técnica ndo destrutiva e o0 aumento da concentracdo do analito seria

acompanhado pelo aumento da resisténcia a transferéncia de carga.

A Figura 64 mostra os espectros de impedancia que assim como a Figura 63
ajudam a elucidar o mecanismo da interface eletrodo-solugcédo, onde o diametro do
semicirculo em frequéncias mais altas corresponde a resisténcia a transferéncia de
carga (Rct) e a parte linear em frequéncias mais baixas a resisténcia a difusdo da
solucdo (Rs). Os espectros EIS mostraram que as mudangas na resisténcia a
transferéncia de carga para o proprio eletrodo Au, o eletrodo MUA, o eletrodo
contendo MUA-PAMAM séo 366, 862,5 e 620,8 Q e a resisténcia da solucao 46,3,
53,2 e 40,9 Q, respectivamente de acordo com o modelo [Rs ([RctZzw] CPE)].

A baixa Rct tanto no eletrodo de ouro limpo como apds a imobilizacdo com
PAMAM é explicada por este estar carregado positivamente e interagir com a sonda
facilitando o processo redox de [Fe (CN) 6] ions -¥-4. Assim, vé-se que a reagdo do

eletrodo foi controlada apenas por difusdo ao longo de todas as frequéncias.
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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|AgCI|CI- e amplitude de 5 mV em 10 mmol L* PBS pH 7,4 contendo 2,5 mmol L* [Fe
(CN) 6] ¥4,
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Fonte: Autora, 2018.

A Figura 64B mostra o voltamograma usado para caracterizacdo 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 ndo mostra esse resultado do processo, semelhante ao EIS. Para
confirmacédo de que ha interacdo 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-redugédo da sonda. Esta foi a
alternativa de escolha para comprovar que o PAMAM estava imobilizado na superficie,
outra forma seria utilizar o hexaminoruténio Ru(NH3)s?*3* como sonda eletroquimica
cationica, para ambas as analises. A Figura 65, traz as classicas sondas redox
eletroquimicas, o [Fe (CN) 6]3* e o Ru(NH3)s?*3*, sonda anidnica e catibnica
respectivamente (DAVID E. BERGBREITER, YUELONG LIU, MERLIN L. BRUENING,
1999).
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Figura 65 - Perfil voltamétrico da permeoseletividade e dependéncia do pH das sondas

eletroquimicas catidnica e aniénica, para o composito PAMAM aminado.
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Fonte: (DAVID E. BERGBREITER, YUELONG LIU, MERLIN L. BRUENING, 1999).

Este eletrodo foi produzido com o intuito de obter a constante de associagao do
analito com o PAMAM imobilizado no eletrodo, tendo em vista que o pico de oxidagao
do acido usnico néo foi observado com o aumento da concentracao para a técnica de
VC (dados ndo mostrados), pois ha dois fatores envolvidos neste estudo; primeiro, 0
potencial do analito € proximo do potencial de oxidacdo 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 modificacdo pode ser utilizada para
analitos que sofrem reducédo, como ja reportado na literatura, ou mesmo, oxidacao em
baixo potenciais (CANDIDO, 2017). Tornando possivel a determinacdo da constante
por VC ou mesmo VPD, com as devidas adaptacfes da equacdo. A técnica de EIE
pode ser empregada como alternativa as técnicas classicas, para este eletrodo
modificado com PAMAM, haja vista o leque de modelos matematicos adaptados para
estudos eletroquimicos, contribuindo na elucidagcdo de mecanismo de interagédo entre
ele e a molécula eletroativa. Vale ressaltar que compostos com potencial proximo

OCP também né&o séo indicados para o estudo, foi o caso da MGF que quando
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conjugada com PAMAM apresenta potencial de oxidacdo préximo ao OCP 0,23 V,
exibindo um diagrama de Niquist atipico, pois ndo mais se trata de um sistema
estacionario e sim sob perturbacéo da oxidagcdo da espécie envolvida.

4.6.2 Andlise espectroscopica por ITO

Inicialmente foi eletrodepositado sobre a superficie 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 absorgcdo eletrbnica
mediantes as consecutivas modificacbes 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 eletrodeposicao de nanocristais
de Au no ITO, a Figura 66 exibi o perfil do cronoamperograma obtido, juntamente com
a imagem do ITO, sobre uma superficie branca, limpo e apds a eletrodeposicao dos
nanocristais, apresentando coloracao violeta e aparéncia homogénea. Segundo Sakai
e colaboradores (2009), ao aplicar o potencial de -0,3 V para a eletrodeposi¢céo por
300 s se obtém nanocristais de ouro cujo tamanho de particula é de 39 + 13 nm de

diametro, 32 + 15 nm de altura e aproximadamente 400 particulas por um?.
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Figura 66 - Cronoamperograma da eletrodeposicdo de nanocristais de ouro no ITO no

potencial de reducéo de -0,3 V e foto do ITO sem e com a deposi¢cdo dos nanocristais.
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Fonte: Autora, 2018.

A formacdo das nanoparticulas envolve a reducéo de Au®* para Au® pela acédo
do acido sulfirico como agente redutor. Os ions Au®* sdo introduzidos ao meio
reacional a partir do acido tetracloroaurico, que é a forma acida do cloreto de ouro (lll)
(MELO JR. et al., 2012).

No espectro da Figura 67 a bandas de absorcao em 385 é provavelmente
atribuida a franjas residuais de interferéncia do filme no ITO, devido ao cancelamento
incompleto das franjas que resultam de multiplas reflexdes no interior do filme. A
banda em 542 nm corresponde as nanoparticulas de ouro depositadas no ITO,
semelhante ao descrito na literatura para o mesmo potencial de reducdo (SAKAI et
al., 2009). A absorcao do ITO limpo sem modificacao foi subtraida de cada espectro

de absorcéao.

As bandas em 385 e 542 sofreram alteragcdo com a sequéncia de imobilizacdes
moleculares. Com a ligagcdo do AET aos nanocristais e a MUA ao AET, observa-se
aumento na absorc¢ao da 12 banda e constancia da 22 com deslocamento batocrémico
para 559 nm, com a adicdo dos PQs ha hipocromismo e o A se mantém, ja com a
MUA, usada como um crosslink para o PAMAM, o espectro se apresenta bem similar
a etapa de AET-MUA com absor¢gdo um pouco menor e deslocamento batocrémico

da segunda banda para 562 nm. O ITO com o PAMAM apresentou tanto efeito
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hipercromico em ambas as bandas como um deslocamento batocrémico 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, ap6s deposi¢cdo de nano Au e as
imobilizagcBes consecutivas com AET/MUA/CdSe-CdS/MUA/PAMAMGS3/UA. A direita,
um esquema da heteroestrutura montada no ITO.
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Fonte: Autora, 2018.

Com o intuito de avaliar a area eletroativa do ITO, a cada etapa de modificacéo,
o mesmo foi imerso em solucdo usando o [Fe(CN)e]>/* como probe para estudar a
adsorcdo das moléculas envolvidas, pois a transferéncia de elétrons desta sonda é
altamente sensivel a taxa de cobertura superficie de Au (YANEZ, 2006). As mudancas
no perfil voltamétrico da sonda, mesmo que discretas estdo de acordo com as
modificacdes promovidas na superficie do eletrodo de ITO. Onde partindo do ITO
antes e apos a eletrodeposigéo de nanocristais de Au observa-se um aumento de area
e aproximacao do Epc € Epa da sonda, associado ao aumento da condutividade
promovida pela nanoAu na superficie, como previsto (WANG et al., 2009). Nas fases

seguintes de modificacdo as alteracGes de area e AE, estdo descritas na Tabela 12.

O PAMAM-G3 apresenta grupos aminas terminais (-NHz) que em pH neutro se
apresenta com carga positiva (-NHs*), em sua forma protonada, um acido conjugado,
condicdo semelhante ao tépico de EIE. Assim, foi verificado em pH basico também e

se observou a reduc¢do da conducéo, pois desta forma n&o ha afinidade com a sonda.
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Por Ultimo o ITO foi imerso em solucdo de 100 umol Lt de UA e se mostrou também

menos condutor.

Figura 68 - Voltamograma ciclico do ITO em sistema [Fe(lll)(CN)s*/Fe(I1)(CN)s*] sem e
com as imobilizacdes 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 simulagdo da
SAM de eletrodo de ouro partiram dos nanocristais a este depositados, justifica as
discretas variacdes envolvidas no perfil voltamétrico da sonda redox. Haja vista, a
eletrodeposi¢do formar uma camada fina e translicida onde parte do ITO pode

interagir com o0 meio.
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Tabela 12 - Valores de AE;, e area dos voltamogramas correspondentes em cada etapas

de modificagéo do ITO em solug&o de [Fe(CN)s]>"*.

Fase de Area (10% AE,/V
Modificacao

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 substituido por
tampédo fosfato, pode ser feito para corroborar com os dados apresentados,
evidenciando a oxidacdo do grupo amina em torno de 0,9 V e a amostra testada
préximo de 0,6 V, ap6s imobilizacdo das mesmas. Sendo esta, uma nova proposta de
sensor, com o qual pode ser construida uma curva de calibracdo para os compostos
estudados via amperometria, técnica eletroquimica mais sensivel, comumente
empregada para deteccédo eletroanalitica em potencial fixo. Por fim, seus resultados
podem ser comparados com os eletrodos proposto neste trabalho e assim ter um
vasto padrao comparativo quanto aos tipos de imobilizacdo envolvidas a carga de
carreadores envolvida nas modificacdes propostas e seus LDs.

4.7  Caracterizagdo dos complexos com PAMAM

4.7.1 Analise dos espectros obtidos por ATR-FTIR

Os espectros de acido usnico livre e complexado com PAMAM geracdo 2 e 3
sdo mostrados na Figura 69. O &cido Usnico livre tem uma banda em 1690 cm™ que
corresponde ao grupo cetona conjugado a um anel aromatico, a banda em 1536 é
referente a carbonila ndo conjugada e ndo aromatica. As banda 1283 e 1070 cm! sdo
atribuidas aos modos assimétrico e simétrico de v(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™ e B) faixa de 1800 a 400 cm™.

Transmitancia / U.A.

Transmitancia / U.A.

Fonte: Autora, 2018.
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O espectro de infravermelho da MGF esta representado na Figura 70 para a
MGF, as bandas de absorcdo em 3367 e 2923 cm, sdo do grupo hidroxilo e
estiramento assimétrico C-H, um grupo carbonilo conjugado a aromatico pode ser
observado em 1650 cm™ em conjunto com sinais de nucleo aromatico (1619, 1487
(C=C), 1407 cm). Bandas em 1255 e 1093 cm séo atribuidas a alongamento —C-O

e —C-O-C, respectivamente.

A regido de 1650 a 1550 para o complexo ndo exibe os picos definidos
referente a MGF, devido haver o estiramento C=0 de amida em 1654 e em 1552 pico
atribuido a amida secundaria HNC=0O. No espectro do complexo ocorreu
desaparecimento das bandas em 1488 e 1407 cm? de absor¢cdo da MGF e
deslocamento de 1255 e 824, para 1280 e 811 cm respectivamente. V& se no
complexo a presenca da banda em 3250 de estiramento N-H em amina primaria, com

supressao dos picos em 3355 e 3160 cm™ da MGF livre.

Tanto para AU como para MGF, foi preparado os complexos com PAMAM de
geracédo 1 e 0, e para ambos 0s compostos o rendimento se apresentou muito baixo,
de modo que nao foi possivel realizar caracterizacdo por FT-IR. Lembrando que, por

se tratar de reagentes muito caros a sintese partia de um minimo 6timo.

A técnica de RMN-H pode ser dutil para elucidar os mecanismos de
complexacdo. Dados de H! estdo disponiveis no anexo Il, para MGF com PAMAM-
G2. Entretanto, devido a baixa concentracdo faz-se necessario maior tempo de

acumulacéo e RMN de 600Hz.
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Figura 70 - Espectro de ATR-FTIR da MGF e seu complexo com PAMAM-G3 na razao
1:32. A) faixa de 4000 a 400 cm e B) faixa de 1800 a 400 cm™.
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Fonte: Autora, 2018.

Para os complexos de interacdo com os PAMAMSs das vérias geracdes optou-

se por realizar, inicialmente um estudo de interacdo no UV-vis, para avaliar a
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viabilidade da preparacédo destes complexos. Entretanto, até entdo, ndo foi possivel
determinar com exatiddo a estequiometria para os estudos com PAMAM, devido a
dependéncia de resultados de RMN H! 2D, por variacdo em razdo molar entre as
amostras e o PAMAM. Por se tratar de um estudo muito robusto optou-se por ser

realizado posteriormente na continuacéo do projeto.

Em experimentos de RMN H?, preliminares, do complexo MGF:PAMAM-G2 e
MGF:PAMAM-G3 (ver anexo Il), pode-se notar mudancas nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios 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 complexacdo, para melhor resolucdo dos espectros obtidos ha a

necessidade de um tempo consideravel de acumulacao (overnight).

4.7.2 Estimativa da estequiometria de conjugacao dos complexos com PAMAM no
UV-vis

Os complexos de AU e MGF com PAMAMGS3 nas razdes 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 equacdes obtidas pelas curvas analiticas de MGF e UA livres
(Figura 72 e Figura 73) em metanol e dividir pela concentracéo de partida do PAMAM.
Dada a maior afinidade dos compostos pelo meio, em relagdo ao PAMAM

Pode-se observar mudancas nas bandas de absorcéo destes compostos, como
deslocamentos e supressdes, ja relatados como evidéncia de complexagcdo para
outras substancias com dendrimeros (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.



152

Figura 71 - Espectros no UV-vis dos complexos AU-PAMAMG3 e MGF-PAMAMG3 em

metanol narazao 1:20 e 1:40.
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Fonte: Autora, 2018.

A partir da curva analitica com valores de absorbancia da MGF em metanol no
comprimento de onda de 365 nm (Figura 72), foi possivel realizar a anélise da
regressao linear que demonstrou um coeficiente de correlacdo muito préximo a 1,0
R= 0,9999, demonstrando que ha correlacdo entre as variaveis 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 pmolL?. Inset: curva

analitica da concentracdo de MGF vs absorvéncia para a banda em 365 nm.
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Fonte: Autora, 2018.



153

Assim como, com a MGF, foi construida uma curva para o UA no comprimento
de onda de 287 nm (Figura 73), a regressao linear demonstrou um coeficiente de
correlacdo R=0,9998, um coeficiente angular de 0,02 e coeficiente linear de 0,008,

dados que possibilitaram o calculo do numero de moléculas complexadas.

Figura 73 - Espectro no UV-vis de UA em metanol de 10 a 80 umolL™. Inset: curva

analitica da concentracédo de UA vs absorvéncia para a banda em 287 nm.
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A partir da equacao da reta obtida da curva de calibracao, tanto para UA como
para MGF, calculou-se o niumero de moléculas incorporadas em cada dendrimero
PAMAM nos complexos formados, conforme Tabela 13. Com base no numero de
moléculas de MGF e UA que foi associado com cada molécula de dendrimero, sendo
uma evidéncia contundente da complexacédo entre os compostos (DEVARAKONDA
et al., 2007).
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Tabela 13 - Nomero de moléculas incorporadas pelo PAMAMGS3.

Complexo Razéo N° de
moléculas
incorporadas
PAMAMGS3-UA 1:20 11
1:40 7
PAMAMG3-MGF  1:20 6
1:40 14

Fonte: Autora, 2018.

As moléculas de UA apresentaram um padrao diferente do de MGF, entre as
razbes estudadas, a maior proporcdo mostrou menor numero de moléculas
encapsuladas/conjugadas. Outros fatores também devem ser levados em
consideracdo, como exposto anteriormente, a densidade de cargas envolvidas, pode
estar ligada diretamente na eficiéncia de complexacgéo. De modo que, fazer um estudo
de proporcao de agente encapsulado por complexo formado via variagdo do pH é um

trabalho a ser considerado para melhor explicacdo do rendimento obtido.

Ja4 a MGF, mostrou uma relacéo direta entre as concentracfes de partida e o
namero de moléculas obtidas no complexo formado com 14 moléculas associadas a
um PAMAMG3. Sabendo-se que ambas as moléculas apresentam natureza
hidrofébica, o uso de PAMAM como carreador se mostra vantajoso e promissor,

possibilitando biodisponibilizar no meio aquoso 14 moléculas por unidade.
4.8 Interacdo com DNA eletroquimico em eletrodo de carbono vitreo

Estudos de interacdo dos compostos naturais supracitados com CT-DNA no
UV-vis e outras técnicas ja estdo descritos na literatura. Tanto para UA como MGF e
BLP, esta ultima ndo causa dano nem interage com o DNA, porém UA e MGF
interagem supramolecularmente e esta pode ser uma via de mecanismo de agéo
terapéutica (TAJIK; TAHER; BEITOLLAHI, 2014)

Os dados apresentados a seguir foram submetidos a corre¢éo de linha de base

com software GPES.
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4.8.1 Biossensor eletroquimico de dsDNA

Baseado na Figura 74, representacdo do modo de operacédo do biossensor de
DNA, o analito em solucédo entra entre as fitas do dsDNA adsorvido na superficie de
carbono, modifica sua conformacao, o que leva a exposicao de suas bases, passiveis

de oxidacao anddica.

Figura 74 - Esquema das etapas do biossensor eletroquimico de dsDNA.
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Fonte: Adaptado de ABREU et al., 2011.

A varredura anddica do biossensor de dsDNA apés 10 min em contato com as
solugcdes das amostras, exibiu um perfil semelhante a varredura sem amostra, onde
nao houve mudanca significativa no comportamento voltamétrico das nucleobases
para o UA. Na Figura 75A o UA exibe Epa = 0,86 V em eletrodo de carbono vitreo
limpo, quando em contado com filme de dsDNA adsorvido na superficie do eletrodo,
este valor desloca para potencial mais positivo nas concentra¢cdes testadas. Devido
ao sinal de oxidagdo do UA ser muito préximo ao Epa da guanina (0,99 V) vé-se uma
sobreposicao, ja a adenina com Epa = 1,25 V ndo sofre mudancas significativas
guanto ao perfil de oxidacdo. Com isso, pode-se inferir que o UA interage com o DNA
sem exposicao dos sitios ativos para oxidacéo da base Adenina e parcialmente o da
guanina, onde ha um aumento Ipa para o potencial correspondente a esta, mesmo
que comprometido com a sobreposi¢cdo de UA, e este Ultimo por romper a barreira
fisica do biofilme adsorvido demonstra uma afinidade pela molécula. A pequena Alpa

de UA entre a superficie limpa e modificada é uma evidéncia de interacdo. 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
auséncia e presenca A) de 1, 10 e 15 umol L de UA e 15umol L de UA em eletrodo
limpo. B) de 1, 10 e 15 pmol L de MGF e 15umol L' de MGF em tampaéo acetato pH 4,5,

20% etanol, v=10mV s™.
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Fonte: Autora, 2018.

Para MGF (Figura 75B), ha discreta oxidacdo 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 anddico de
MGF nédo estar comprometido pela oxidacdo das bases, foram realizados estudos com

dsDNA em solucéo exibidos mais adiante.
4.8.2 Estudo do ssDNA em solugéo

Quanto aos estudos de interagdo dos compostos com a solugao de ssDNA, os
sinais caracteristicos da oxidac&o das bases guanina em +0,9 V e adeninaem +1,2 V
em tampao 4,5 foram intensos e bem definidos (Figura 76). Com a adicdo dos
compostos foi observada a reducao dos sinais de oxidagao das bases que se deu de

forma mais intensa para o UA.
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Figura 76 - Voltamogramas na VPD do ssDNA em solucdo na auséncia e presenca A)
de 1,5,10 e 15 umol L de UA e 15pumol L™ de UA em tampédo sem ssDNA, B) de 1, 5, 10
e 15 umol L de MGF e 15pumol L de MGF em tampé&o sem ssDNA. Tampéao acetato pH
4,5, 20% etanol, v=10mV s™.
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Fonte: Autora, 2018.

De acordo com os resultados, UA interage significativamente com ssDNA em
solucéo, indisponibilizando parte dos sitios de oxidacdo das bases com deslocamento
de potencial para valores mais positivos (Figura 76A), diferentemente de MGF que a
uma concentragdo equivalente a maxima de UA exibiu uma reducéo de corrente bem

inferior (Figura 76B).
4.8.3 Constante de interacdo com dsDNA em solucgéo

Com base na interacdo de MGF demonstrada em biossensor de dsDNA, esta
também foi avaliada em dsDNA em solu¢cdo com determinacdo de constante de
ligacdo empregando a equacao 27, descrita na metodologia, uma adaptacdo de

Benesi-Hildebrand para analises em VPD de sistemas irreversiveis.

A Figura 77A torna clara a interacdo entre as moléculas, nas condi¢cdes 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 interacdo, comprovada pelo valor de constante de ligacdo K de
2,6 x 10* L mol? (Figura 77B).
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Figura 77 - A) Voltamograma de pulso diferencial da MGF a 10 umol L na auséncia e
presenca de dsDNA de 3 - 12 umol L. B) Curva analitica para determinar a K entre MGF
e DNA. Tampéo 4,5, 10% etanol.
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Fonte: Autora, 2018.

Em pH fisiologico Figura 77C, menor Alpa foi evidenciada e consequentemente
menor valor de K, para as concentracdes elegidas de DNA, como esperado. A
constante de ligacéo foi de 1,2 x 10% L mol. As constantes estdo 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 CONCLUSAO

De posse dos dados apresentados no trabalho, podemos concluir que
eletrodo modificado com PQ/CDSH tem melhor resposta frente ao UA que uma
modificacdo CDSH sem o semicondutor.

PQs modificados com CDSH em solu¢do aumenta a fluorescéncia de MGF e
UA se comporta como um quenching, havendo diminuicdo da fluorescéncia do PQ.

O processo de interacdo com PAMAM imobilizado ndo pode ser
acompanhado via VC ou VPD por oxidacao, ja a interacdo entre o PQ CdSe/CdS e
PAMAM, no ITO se mostrou promissora, dada a dupla deteccéo.

Por eletroquimica, a imobilizacao tanto de PQ/CDSH como MUA/PAMAM no
eletrodo foram caracterizadas por EIE com obtencdo dos respectivos valores de Rct
de cada etapa, 0s quais estdo concordantes com as modificacdes realizadas.

O UA apresentou interacdo de 3 x 10 moléculas por cm? de SAM
MUA/PAMAM (imobilizada), calculada através de MECQ, cuja massa foi monitorada
por 2h.

Os estudos por UV-vis para determinacdo de constante de interacéo
mostraram que os compostos de escolha para o trabalho interagiram em grau distinto,
de modo espontaneo (AG negativo) com os PAMAMs de 12 a 32 geracao, onde foi
possivel determinar as constantes de interacdo. Os melhores resultados foram para
MGF e PAMAMG3 com K de 5 x 10° Lmol?; UA e PAMAMG3 K =2,58 x 10 Lmol*
numa relagcéo inversamente proporcional a temperatura; e f-LP com PAMAMG exibiu
uma K=2,7 x 10* Lmol* a 25 °C.

As 3 geragdes de PAMAMs reduzem a fluorescéncia de MGF, dentre as
constantes calculadas G2 apresentou o maior valor, e determinagéo da Ksv e Ka. As
demais geracgdes nao se enquadraram no modelo de Ksv refor¢cando a forte afinidade
de MGF pelo PAMAMG2.

Parte dos complexos formados foram caracterizados por UV-vis, FTIR e
RMNH?!. Onde se observou as mudancas nos espectros que evidenciam o complexo
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PAMAM:MGF e PAMAM:UA, para a 22 e 32 geracdes. A resuspensao mostrou uma
estimativa de estequiometria numa relacdo de numero de moléculas do carreador e
agente encapsulado, para UA altas concentracdes desfavorece o processo, ja para

MGF favorece.

Quanto a interacdo dos compostos com DNA, o UA reage com ssDNA em
solucéo reduzindo seu sinal analitico, numa relacdo dependente da concentracéo e
MGF interage com dsDNA tanto imobilizado como em solugdo com K de

2,6 x 10* L mol, num estudo em triplicada por VPD.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista que o presente trabalho € um ramo de um projeto maior, parte

nao foi concluida. Dentre os pontos importantes da sequéncia metodoldgicas estao:

» Uso de lipossomas na separacéo e identificacdo dos taninos presentes no
extrato de barbatiméao.

= Empregar bioconjugacédo de proteinas nos pontos quanticos (CdSe/CdS e

CdSe), no desenvolvimento de metodologias diagndsticas e deteccao ultra-sensivel.

= Imobilizacdo de PAMAM com terminacdo anima de geracdes maiores, 42
e 5% nos pontos quanticos 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; KLAIJNERT; BRYSZEWSKA, 2010).
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Abstract

The -lapachome | FLF) is a very promising antiumor drag, bat its low solubdlity in water limdts its clinical application. This work
repanis the study of encapsulation of GLF, 2 guinone with pelyamidoamine dendnimers (FAMA M) immobilized on the sorface of
the carbon nanotubes and gald elecirodes. This polymer can form complexes with hicactive subsiances, having low toxicity and
an excellent drog delivery system The elecirechemical techniques proved 1o be an important ool for the study of the inchasion
complex, and electrochemical mesmemenis were obiained by the oyclic veltammetry techmique in a protic mednm (sodium
sulfate, 0.2 mol L ! with 5% of the edhanal) To calpalate the constand (K nderaction and the number of notivabion sites {s)
between dendrimer and SLF, the working gold electrade was modified with |1-mercaptoundecanaic acid (MUA) and PAMAM
(MUAPABMAM) and the valwes obtaimed from them, using the squation adapted from Scaichard -Klotz, were K=2.9 = 10° M
andn = 2177, respectively. (fserving the generated voltammaograms and impedance experiments, we can noie a much larger and
significant interaction between the quinome with PAMAM and the MUAPAMAM electode than with MUA alone or without
maodification. FTIR and 1N'V-Vis studies were also performed to demonstraie the formation of an inclusion complex amang GLF

and PAMAM.

Eeywords Electrochemisiry - Encapsulation - f-Lapachone - Impedance spectroscaopy

Imtroduction

A:Lapachene (FLP; 3 d-dibydro-2.2-dimethyl-2H-naph-
thal]1,2-b]pwvran-5, t-dione; also named as ARG or
ARQTEL in clinical form) is 2 mabarally ocosming quinomne
aniginally isolated from the bark of South American lapacho
trees ( Tabehuiln avellanedar) 1. 2]. FLP exerts a number of
pharmacalogical actions, inchiding antihacterial, antifungal,
antmalarial, antizngiogenic, and anti-mflammatory activilies
[F-6]. In addition, FLP also exens significant anticancer ac-
tivity against some known cancer cell bines, mcluding the
breast, hung. hepatoma, esieasarcoma, and pancreatic ones
[2]. Althoagh several groups have preventative or therapeubic
effects of FLF an various cell types and diseases., the method
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for Emproving their solubidlity in aqueous mediam is still nec-
exsary, awing 1o their vabmble pharmacological properties.
Previous reponts of the association of this quinone with some
camiers were found in other studies, such as cyclodextrin.
liposomes, and linear polymers. ba problems were sall en
courtered betwesn all of them [ 7-5].

In recent years, polymer-based nanomedicine has received
increasing attention because of ilx ahility fo improve thempeo-
tic efficacy in cancer reatmends [10] Dendritic scaffold bhas
been foand #o be a soitable camer for a variety of drogs.
including anticances, antiviral, antibacterial, antituberoalar,
and others, with the capacity fo improve solubility and bao-
availahility of poorly sobable drugs [11]. A promismng atema-
tive 1o solubilize GLP in aguecus media is the use of
dendrimers, highly branched polymers that have physico-
chemical properties, such as a high oomtral in their architec-
ture, sire, shape, density, and surface groups with many func-
tionalitves, which are ideal camers in bicmedical applications,
as in drug transpart ot specific sites in the Bologecal system
[12]. Ameaomg the available dendrimers, dhe palyamidoamine
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Electrochemical and associated techniques for the study
of the inclusion complexes of thymol and F-cyclodextrin

and its interaction with DNA
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Abstract Thymaol, a potent agent for microbial, fungal, and
bacterial disease, has low agueous salubility and it is
genotoxic, i.e., is capable of damaging deoxyribonuclec acid
(DA, This possible problem of DNA toxicty needs 1o be
solved to allow the use of diferent doses of thymal, This
study chamaerized the inclusion compound containing thy-
mal and G-cyclodextrin (FCD) by measuring the interaction
haween these two components and the ability of tymal 1o
bind DNA inits free and 5-C D complexed form. The encap-
sulation approach using 00 is particularly useful when con-
iralled targe release is desired, and a compound is insoluble,
unstable, or genotoxic. The imeraction between tlymal and
DNA has been studied using dectrochemical quarte crystal
microbalance (EQUM), atomic force microscopy {AFM),
and differemtial pulse voltammery (DPV) The chamcierizs-
tiom of the inclusion complex of thymal and F-CD was ana-
lyzed by UV-vis spectmophotomery, cydic voliammetry, and
scanming dectmchemical microscopy (SECM). Based on the
free -CI by spectmphotom ary method, the association con-
stant of thymal with the J-CD was estimated 1o be

01 Fahisme Caxico de Abseu
i odshin e g loom

Y Imstinie de Quinsica ¢ Biotanologia, Universidsde I ederal de
Alaposs, Macekh, AL ST072-900, Bracil

¥ Crupo de Optics ¢ Namosaopis (GON), Instituo de Fisica,
Universidade Fodersl de Alsgoss, Maceid, AL S N72-900, Bewil

Centro de Investigacidn de bos Mraoesos Redox (CiFRexh, Faoulad
de Ciencias Quinsicas v Famaoduticss, Llniversidad de Chile,
HER(MYY Semtisga, Chile

4 Prograns Instilcions! de Fomenio s b Investigaciin, Desamollo ¢

Imnovacidn, Liniveridsd Tecnokigica Mdropaliana, lpnaao
Weldiviesa 24009, 10, oy K980577, Santisga, San Jasquin, Chile

PFubshisbed onding: 29 Dtober 2007

28 % 10 L mol . The AFM images revealed that in the pres-
ence of small concentrations of nymal, the &SDNA molecules
appeared less knotied and bemt on the mica surface, showing
significant damage 1o DNA, The SECM and voltammetry ne-
sults boih demonsiraied that the interaction of thymal- -C0
complex was smaller than the free compound showing (ha
the encapsulation process may be an advantage leading 1o a
reduction of toxic effects md increase of the biomvailahility of
the drug.

Keywords Thymol - -Cyclodextrin - AFM - SECM -
EQCM - DPV

Introduction

Thymaol is a natural phenol found in vanous plant species,
including the Lamiaceae and Verbenaceae families [1].
Thymal (2 isopropyl-5 methyl phenol, Scheme 1) is a major
componeni of the essential oils exiracied from Thymus
wilgaris (0% ail) and Lippia sidaigder (66% oil) [2-4]. For
centurics, thymal has been used to flavor home remedies,
perfume, and insccticide. Medicinally, it is used as a spasmo-
Iytic, antibacterial, antifungal, expectorant, antiseptic, anthel-
mintic, and antitussive [4-6), These propentics are atinbuted
i the presence of phenolic compounds such as thymal, car-
vaeml, and hydmcarbons | 7-9], Thymol alone is toxic 1o lar-
vae of 8. micraphis | 10] and a potent antioxidant [2, 3], thene-
fore exhibiting larvicidal and repellent properiics,

Thyme volatiles, principally thymol and the oter phenaol
compounds, and carvacrol are usually present in human food,
beverages, pharmaceuticals, perfumes, and cosmetics [ 11, 12].
Thymol is present at low levels in human food: however, if the
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Abstract Semiconductor nanocrystal quantum dos have
b the subject of extensive investigations in differen arcas
of seience and technology in the past years. [n particular, there
are Fow studies of magic-sized quanium dots (MSQDs), even
thaugh they exhibil features such & extremely small size,
Muorescence quantum ¢ Mickency, molar ahaoapivity greater
than traditional QDs, and highly stable luminescence in
Hela eell culures, thereby enabling monioring of bielogical
or chemical processes. The present study investigated the
clectrochemical behavior of free CdSe'CdS MSQDs using
lassy carbon chectrode and CdSeCdS MSQDs immabilized
ona gold @ lectrode madi fod with a self-asse mbled cyclsdex-
trin monalayer The MSQDs showed two peaks in aprotic
medium. The functionalized Gilm modifier was prepared and
characterized by moans of eyelic voltammetry and elecino-
chemical impoedance spectrascopy using Ferricyanide ions as
arede probe. The prepared modified electrode exhibited a
stable behavier. The proposed method was successfully
applied ® encapsulation studies of mangiferin, a natural anti-
oxidant compound, and cyelodentrin associated with the
quantum dot, and the response was compared with that of
the maodified electrode without QL) The Duorscence study
revealed dhat CdSeACdS quanium dots emit blue light when
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axgited by an oplical source of wave lengh of 350 nm and a
significant increase in Muorescencs and abaorhance intensity
is obacrved from the core-shell CdSe/CdS MSQDs when
quandities of mangiferin are added 10 the solwtion containing
thislated eyclodextrin, CdSe'CdS MSQDs are optically and
electrochemically sensitive and can be used for the detection
andl imteraction of compounds encapsulaied in e ye ldextrin

Koywords CdSe/UdS MSQDE - Electrochemistry -
Encapaulation « P Cyclodexirin - Impedane spociroscopy

Introduction

Quantum dods { QD) are nanocrystals that exhibit optical
properties depending on the quantum conlinement of the light
Their photophysical ¢fMects have been investigated sinee 1he
carliest studies ol lowing 16 discovery [|=5]. More specifical-
Iy, the absomption and emission spectra of CdSe Qs can be
tuned from blue to red in the electromagnetic specirm
depending on their size and shape [6]. This makes them a
suitablke candidate material for use insolid=stake devices, sueh
as LED displays or high=density optical memory [7, B], or
chemical and biological sensors [9, 141, For bislogical appli-
cations, espocial attention is devoetad 1o drug delivery’
sctivation and cell imaging. Magic-sized nanocrystals
{MEQDs) are wlrasmall quantum dots LIS QD) with @xtrao-
dinary physical properics compared 1o traditional QDs. Thase
MEQDs have a thermodynamically stable structiure, broad
cmission spectra, Nuorescenee quantum « T ieney and maolar
absorpivity greater than traditional Qs [11, 12], and highly
sable minescence in wiering cell culures [13], Thay have
therefore enabled advances 10 be made in the study of moni
toring of biclegical or chemical processes and intracellular
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9 ANEXO I

9.1 Espectros e voltamogramas complementares

Figura 78 - Espectro de RMN-'H da HP-B-CD.
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Fonte: autora, 2018.

Figura 79 - Espectro de RMN 'H do acido tanico.

B
= P 0 & & [+ =t
w oo O = ) o ) | =
Cl= =1 w0 m o L =
=== [+ — —
=== = = = B
=] s
-2
L
L w
.
I N
g L 1 .
| T T T | T T T | T T T | T T T
8 B 4 2 [ppm]

Fonte: autora, 2018.



176

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 4cido e C) ap6s tratamento com &cido nitrico; D); E)

e F) as respectivas curvas.
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Figura 83 - Espectros de RMN H1 para PAMAMG2 e MGF.
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Fonte: Autora, 2018.

O espectro de RMN H! obtido em D20, a temperatura de 19 °C, esta
concordante com a literatura para os deslocamentos quimicos tanto do PAMAM como
de MGF (GOMEZ-ZALETA et al., 2006). As devidas atribuicdes estéo identificadas. O
complexo com PAMAMG?2 foi realizado na propor¢céo de n° de aminas terminais, ou
seja, para cada 1 mol de PAMAM foi posto em contato com 16 mol de MGF, este
apresentou identificacéo e resolugcédo, de modo que para o PAMAMG3 e G1, mesmo
apos um numero de scan de 1536, para esses carreadores complexados. Enquanto

que para o G2, um numero de scan 256 foi suficiente para identificacdo dos sinais.

Assim, outras razdes de complexacdo devem ser testadas, afim de encontrar a
estequiometria de maxima complexacdo. Com isso, pode-se inferir que ndo ha uma
relacdo direta entre o nimero de aminas primarias terminais e o dos compostos MGF
e AU, pois estes se mostraram muito diluidos para analise de RMN, mesmo ap6s um
alto tempo de acumulacéo, sendo que todos os calculo tomaram como base uma

concentracdo de PAMAM fixa e igual para todas as geragdes, variando a biomolécula.



