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RESUMO

A industria farmacéutica vem investido no desenvolvimento de novas estratégias para
obtencéo de farmacos e formas farmacéuticas a fim de promover uma quimioterapia
mais segura e eficaz para o paciente. Uma nova estratégia que vem se destacando é
a elaboracdo de moléculas hibridas com a finalidade de proporcionar um efeito
farmacol6gico potencializado e uma diminuicdo da toxicidade; outra estratégia
bastante utilizada é a associacdo de farmacos a sistemas carreadores a fim de
promover uma melhora das propriedades fisico-quimicas da molécula, assim como
proporcionar uma entrega direcionada. Com a intencdo de promover o aumento da
solubilidade e estabilidade da LQM168 (a qual apresenta nucleos quinolina e
tiazolidina, com atividade antitumoral comprovada), o presente trabalho tem como
objetivo sintetizar lipossomas e lipossomas funcionalizados com CdSe/CdS, associa-
los a LQM168 e avaliar a formacao dos conjugados. Os lipossomas catidnicos e 0s
conjugados estudados foram sintetizados através do método de hidratacdo do filme
lipidico e caracterizados utilizando AFM, UV-Vis e FTIR. Os estudos eletroquimicos
para a LQM 168 foram realizados em meio aprético (DMF+TBAP) e em meio protico
(PBS pH: 7,0) em um sistema eletroquimico constituido por 3 eletrodos (eletrodo de
trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI", contra eletrodo: fio de platina). Nos
estudos de voltametria ciclca (VC), a LQM 168 apresentou um perfil eletroquimico de
natureza reversivel com valores de potencial redox favoraveis aos processos
fisiologicos de transferéncias de elétrons (Epa: -0,056V e Epc: -0,085V). No
comportamento da LQM168 frente ao sSDNA e o dsDNA por voltametria de pulso
diferencial (VPD), foi observado uma interacdo da LQM168 com as bases guanina e
adenina sem ocasionar a quebra da fita de dupla hélice do DNA; a LQM168 em
presenca de oxigénio ndo promoveu a geracdo de ERO’s. Os estudos de interagao
entre a LQM 168 e os lipossomas por UV-Vis demonstraram o suprimento da banda
em 315nm e um deslocamento batocréomico e hipocromico da banda em 415nm; a
interacdo da LQM168 com lipossomas por fluorescéncia foi possivel avaliar pela
diminuicdo da intensidade da fluorescéncia; por FTIR, a caracterizacdo do complexo
foi verificada pelo suprimento das bandas em 815 cm™ referente ao estiramento C-Cl
e pela permanéncia da banda em 1477 cm referente ao metil na posicéo 4 do anel
tiazolidinico. Os lipossomas unilamelares catibnicos sdo uma alternativa promissora
para driblar os fatores fisico-quimicos da LQM168 permitindo o aumento da sua
estabilidade e solubilidade em meio aquoso. O uso de lipossomas e lipossomas-
CdSe/CdS se demonstraram eficazes para o aumento da solubilidade e estabilidade
da LQ168; a avaliacdo da formacao dos conjugados foi comprovada pelo uso das
técnicas de AFM, FTIR e UV-vis pela observacédo das mudancas de morfologia e dos
espectros obtidos respectivamente. Através das técnicas eletroquimicas foi possivel
propor um mecanismo redox para LQM168, classificar o comportamento eletroquimico
e 0s processos eletrodicos ocorridos, assim como avaliar possiveis mecanismos de
acao que podem estar associados a molécula.

Palavras-chave: Lipossomas. Quinolina-tiazolidina. eletroquimica.



ABSTRACT

The pharmaceutical industry has been investing in the development of new strategies
for obtaining drugs and pharmaceutical forms safer and effective to promote more
effective chemotherapy for the patient. A new strategy that stands out is the
development of hybrid molecules for providing an improved pharmacological effect and
a decrease in toxicity; another strategy is the association of drugs with carrier systems
in order to promote an improvement in the physicochemical properties of the molecules
as well a targeted delivery. To increase the solubility and stability of LQM168 (which
presents quinoline and thiazolidine nuclei with proven antitumor activity), the present
work aims to synthesize liposomes and liposomes functionalized with CdSe/CdS,
associate with LQM168 and evaluate the formation of conjugates by microscopic,
spectroscopic and electrochemical techniques. The cationic unilamellar liposomes and
conjugates studied were synthesized by the hydration of lipid films method and
characterized using AFM, UV-VIS and FTIR. Electrochemical studies for LQM 168
were performed in aprotic medium (DMF+TBAP) and in protic medium (PBS pH 7.0)
in electrochemical system consisting on 3 electrodes (working electrode: glassy
carbon; reference electrode: Ag|AgCI|CI-; counter electrode: platinum wire). In VC
studies, LQM 168 presented a reversible electrochemical profile with redox potential
values favorable to physiological electron transfer processes (Eap: -0.056V and Ecp:
-0.085V). In the behavior of LQM168 against ssDNA and dsDNA by VPD, an
interaction of LQM168 with the guanine and adenine bases was observed without
causing the DNA double strand break; in the presence of oxygen, LQM168 did not
promote the generation of ERO’s. Interaction studies between LQM168 and liposomes
by UV-VIS presented the band supression at 315nm and a batochromic and
hypochromic band shift at 415nm; the complex formation was confirmed by FTIR due
to a band supression at 815cm™ for the C-Cl stretching and the permanence of the
band at 1477cm™ for the methyl in the position 4 of the ring. Cationic unilamellar
liposomes are a promising alternative to overcome the physicochemical factors of
LQM168 allowing increased stability and solubility in aqueous medium; The use of
electrochemical techniques enable to propose a redox mechanism for LQM168, to
classify the electrochemical behavior and the electrodic processes that occurred, as
well to evaluate possible mechanisms of action that may be associated with the
molecule.

Keywords: Unilamellar liposomes. Quinoline-thiazolidine. Electrochemistry.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica investe intensamente em pesquisas com a finalidade
de melhorar as caracteristicas dos farmacos relacionadas a biodisponibilidade, na
elaboracdo de formas farmacéuticas e vias de administracdo mais eficazes com o
objetivo de reduzir os efeitos colaterais, a toxicidade, garantir o efeito desejado e a
seguranca da quimioterapia para o paciente.

A producdo de novos medicamentos atualmente é baseada na utilizagdo de
estratégias modernas capazes de planejar e desenvolver farmacos através do
conhecimento das fisiopatologias das doencas, dos estudos das vias bioquimicas e
da selecdo dos alvos moleculares permitindo assim, o desenvolvimento de moléculas
mais efetivas e seguras.

Uma nova estratégia de planejamento e desenvolvimento de farmacos que vem
sendo bastante explorada é a hibridagdo molecular, a qual consiste na associacdo de
dois grupos farmacoféricos em uma Unica molécula. A hibridacdo molecular permite a
potencializacdo do efeito farmacolégico, reducdo dos efeitos colaterais e diminui¢céo
da ingestdo diaria de medicamento pelo paciente, tornando a terapia medicamentosa
mais comoda e segura (CONTELLES et al., 2011; GEDIYA et al., 2009; TIETZE et al.,
2003; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

A hibridizacdo molecular proveniente da associacao de heterociclicos como a
quinolina e tiazolidina se demonstra uma alternativa interessante para o
desenvolvimento de novos farmacos. Estes compostos heterociclicos apresentam
atividade farmacolégica comprovada frente a varios tipos de patologias, e tem sido
reportado como importantes agentes utilizados no desenvolvimento de novos
derivados para a terapia do cancer (CHAVDA et al., 2010; KRAUSE et al., 2011,
AFZAL et al., 2015; ASSATI et al., 2014).

No entanto, um grande problema associado a maioria dos farmacos e
moléculas heterociclicas estad relacionado a baixa solubilidade e toxicidade
dificultando as aplicacGes biologicas. Desta forma, a busca por metodologias que
permitam o aumento biodisponibilidade desses compostos sem alterar a sua estrutura
guimica vem sendo explorados através da associa¢éo a sistemas transportadores de
farmacos (MACHADO, GNOATT, KLUPPEL, 2007).

Dentre os diversos transportadores de farmacos descritos na literatura, 0s

lipossomas se destacam devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo



17

imunogenicidade. Devido a sua natureza anfotérica, os lipossomas podem encapsular
substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas em uma mesma vesicula, além de serem
estruturas de facil obtencéo e de tamanho e composigcao controlavel de acordo com a
necessidade do farmaco e das caracteristicas da patologia (BATISTA, DE
CARVALHO, MAGALHAES, 2007; SANTOS, CASTANHO, 2002).

Além disso, muitos estudos mostram a aplicacdo dos lipossomas em
formulagdes multifuncionais e multicomponentes, onde essas estruturas podem ser
associadas a agentes com direcionamento especifico a fim de promover a liberacao
do(s) medicamento(s) no alvo de agdo, e é nesse sentido que os quantum dots vem
sendo estudados (CULLIS, ALLEN, 2013; TANG, 2018).

Os quantum dots ou pontos quanticos semicondutores fluorescentes séao
particulas de tamanho nanométrico amplamente utilizados para visualizacdo e
rastreamento de células vivas. A estabilidade e a luminosidade a longo prazo dos QDs,
bem como a possibilidade de ligacdo de diferentes moléculas bioativas as suas
camadas exteriores tornam-se candidatos perfeitos para o direcionamento e o
fornecimento de imagens in vitro e in vivo (GENDELMAND et al, 2016).

Diante de toda problematica que envolve o cancer, seu tratamento e a resposta
do paciente ao mesmo, torna-se evidente a necessidade de desenvolver pesquisas
gue busquem o melhoramento dos medicamentos ja disponiveis e a possibilidade de
trazer para o mercado novas moléculas que além de eficazes, possam ser mais
especificas, usadas em menor quantidade e com pouco ou nhenhum efeito colateral
grave.

Nesse trabalho uma molécula inédita hibrida foi conjugada aos lipossomas e aos
lipossomas-CdSe/CdS, a fim de avaliar o melhoramento da biodisponibilidade e
estabilidade da LQM168 (a qual apresenta atividade antitumoral comprovada)
utilizando técnicas microscopicas, espectroscopicas e eletroguimicas. Além disso, a
associacado dos quantum dots magicos aos lipossomas permite a elaboragdo de um
novo agente teranostico, o qual pode futuramente se aplicado como agente

teranéstico.
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1.1 PLANEJAMENTO E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

A busca pelo desenvolvimento de novos farmacos capazes de minimizar
sintomas e/ou promover a cura das patologias que acometem a saude da populacéo
€ uma realidade que apresenta seus primeiros registros desde o inicio da civilizacao,
onde o homem, através dos recursos presentes na natureza como plantas, animais e
minerais, preparavam suas formulagdes com a finalidade de aumentar o bem estar da
populacédo (CALIXTO, SIQUEIRA, 2008).

A partir do século XIX houve o inicio da busca pelos principios ativos presentes
nas plantas, o que ocasionou o surgimento de medicamentos com as caracteristicas
as guais conhecemos atualmente. Nessa época houve o isolamento de substancias
como morfina (1086), cafeina (1820), atropina (1831), codeina (1848), digoxina (1943)
entre tantas outras, que sao amplamente utilizadas até os dias atuais na
farmacoterapia e como modelo para desenvolvimento de novas substancias
(CALIXTO, SIQUEIRA, 2008).

Os medicamentos que constituem a nossa farmacoterapia apresentam
atividade em cerca de 500 alvos moleculares, os quais séo utilizados na quimioterapia
das doencas conhecidas atualmente. Porém, a maioria desses medicamentos
apresentam baixa biodisponibilidade, baixa seletividade e toxicidade, podendo
promover efeitos colaterais nocivos a saude do individuo (CALIXTO, SIQUEIRA,
2008).

O avanco de diversas areas da ciéncia como a quimica, fisica, biologia,
matematica, computacdo, genética e areas afins vem servindo de base para o
planejamento de novos farmacos permitindo o desenvolvimento de estratégias
inteligentes que possibilitam a elaboracdo de moléculas mais eficazes, seletivas e
menos toxicas a fim de prevenir e/ou promover a cura, e diante desse contexto € que
a hibridagc&o molecular vem se destacando (TIETZE et al., 2003; VIEGAS-JUNIOR et
al., 2007).

A hibridacdo molecular é uma nova estratégia de planejamento e
desenvolvimento de farmacos, a qual consiste na associacdo de dois grupos
farmacofdricos (regido da molécula responsavel por ligar-se ao sitio de acéo e exercer
a atividade farmacolégica) em uma uUnica molécula a fim de potencializar os efeitos
farmacologicos (TIETZE et al., 2003; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).
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Estudos demonstram que a hibridagdo molecular apresenta diversas vantagens
na farmacoterapia por promover um melhoramento da atividade farmacolégica devido
ao efeito sinérgico (acdo da molécula sob o organismo atuando em diferentes
mecanismos de acao, onde o efeito farmacologico é caracterizado pela soma de cada
um dos agentes), reduz os efeitos colaterais, diminui a ingestdo de medicamentos
diarios e promove a diminuicdo do indice de resisténcia a medicamentos, tornando
assim a terapia medicamentosa mais comoda para o paciente (CONTELLES et al.,
2011; GEDIYA et al., 2009).

Muitos sdo o0s compostos que apresentam atividade farmacoldgica
comprovada, porém os heterociclicos sdo amplamente estudados por constituirem
uma classe de grande importancia para a vida vegetal e por serem moléculas
essenciais para o metabolismo das plantas e dos organismos marinhos. Além disso,
a maioria dos heterociclicos apresentam atividade farmacolégica comprovada como
antiparasitaria, anti-inflamatoria, antifingica, antibacteriana, antitumoral, antiviral,
antiprotozodria entre outras, o que tem despertado grande interesse de estudo desses
compostos (BAWA et al., 2010; KUMAR et al., 2017).

A literatura relata varios heterociclicos com atividade farmacologica
comprovada. Porém as quinolinas e tiazolidinas s&o heterociclicos bastante
estudados devido ao seu potencial farmacoldgico frente a varios tipos de patologia, e
tem sido reportado como importantes agentes utilizados no desenvolvimento de novos
derivados para a terapia do cancer (CHAVDA et al.,, 2010; KRAUSE et al., 2011;
AFZAL et al., 2015; ASSATI et al., 2014).

As quinolinas podem atuar interrompendo a proliferacdo de células tumorais
por diferentes mecanismos de agcdo como: inducdo de apoptose, inibicdo do
crescimento celular, inibicdo da angiogénese, interrupcdo da migracéao celular, além
de serem intercalantes de DNA, mecanismo este que vem sendo bastante explorado.
Ja atiazolidina tem a sua atividade antitumoral justificada pela inibicdo da proliferacao
celular ocasionada pela interrup¢cédo da mitose, impedindo assim que o processo de
diviséo celular ocorra (CHAVDA et al., 2010; KRAUSE et al., 2011; AFZAL et al., 2015;
ASSATI et al., 2014).

A 1-(2) -etil-2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-metill-2,3-diidrotiazol-5-
carboxilato a qual iremos nos referir como LQM168, é uma molécula hibrida
constituida por um nucleo quinolinico associado a um nucleo tiazolidinico por uma

hidrazina. Esse composto apresenta um aspecto sodlido cristalino, de coloracao
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amarelo ouro, MM: 362,06 g mol™ e foi obtido a partir da ciclizagc&o da porgéo tioamida
do intermediario (7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida, de acordo com a metodologia

descrita por Santos-Junior (2017) (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismo de sintese da LQM168.
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Fonte: SANTOS-JUNIOR, 2017.

Santos-Junior (2017) avaliou a citotoxicidade da LQM168 frente as seguintes
linhagens de células de cancer humano: HL-60 (leucémica), PC-3 (adenocarcinoma
de prostata) e SF-295 (glioblastoma), onde foi demonstrado uma reducdo da
viabilidade celular (RCV%) acima de 90% para todas as linhagens de célula tumorais
estudadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Citotoxicidade da LQM168 em diferentes linhagens de célula de cancer humano.
coDIGO SF-295 HL-60 PC-3

RVC% EPM RVC% EPM RVC% EPM
LQM168

97,3 0,7 93,2 0,5 98,8 0,2

Fonte: Adaptado de SANTOS-JUNIOR, 2017.

Santos-Janior (2017) também avaliou a LQM168 quanto suas respectivas Clso

frente as linhagens celulares tumoral e ndo tumoral utilizando: HCT-116 (carcinoma
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de cdlon), PC3 (adenocarcinoma de préstata), SF-295 (glioblastoma), HL-60
(leucémica) e L-929 (fibroblasto de tecido conectivo subcutaneo, origem murina). Os
estudos demonstraram que a LQM168 apresenta um potencial citotoxico relevante
frente a linhagem tumoral HL-60, com valor de Clso de 2,4 pM, sendo assim a mais
potente de uma classe de moléculas semelhantes sintetizadas e avaliadas, frente a

esta linhagem (Tabela 2).

Tabela 2 - Citotoxicidade da LQM168 em diferentes linhagens celulares tumoral e ndo tumoral.

cODIGO HCT-116 PC-3 HL-60 SF-295 L929
14,99 20,7 2,41 >27,62 25,32
LQM168 (14,01-16,03) (18,3-23,2) (2,02-2,87) (21,21-30,21)
0,12 0,76 0,02 0,24 0,66
DOX (0,09-0,17) (0,59-0,93) (0,01-0,02) (0,20-0,27) (0,49-0,83)

Fonte: Adaptado de SANTOS-JUNIOR, 2017.

Atualmente centros de pesquisas recebem investimentos de grandes industrias
farmacéuticas para que possam desenvolver novas moléculas mais seletivas e
seguras no combate ao cancer. Através desses estudos, a LQM168 foi selecionada a
fim de avaliar melhor suas propriedades fisico-quimicas, seu mecanismo de acéo e
melhorar aspectos intrinsecos a sua estrutura como solubilidade e estabilidade devido

ao seu potencial farmacoldgico frente a células leucémicas.
1.2 LIPOSSOMAS COMO SISTEMA TRANSPORTADORES DE FARMACOS

Ao longo da historia, a utilizagdo de muitos farmacos assim como o estudo de
substancias que apresentam potencial farmacoldgico foi drasticamente afetada devido
a sua baixa biodisponibilidade. O tempo de permanéncia do agente terapéutico na
circulagao, a sua retencao ou degradacdao, a baixa solubilidade e os efeitos colaterais
nocivos inerentes as doses elevadas, dificultam a utilizagdo da concentracao
necessaria para se obter os efeitos farmacolégicos desejados (MACHADO, GNOATT,
KLUPPEL, 2007; SANTOS, CASTANHO, 2002)

A busca por métodos que possam promover o aumento da biodisponibilidade
de farmacos e de compostos com potencial farmacologico sem alterar a sua estrutura
guimica é uma realidade que vem sendo explorada desde o século passado através

do desenvolvimento de transportadores de farmacos. A associacdo de moléculas a
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esses sistemas promove beneficios para o paciente por garantir a dose necessaria do
medicamento, a entrega direcionada, a diminuicdo das reacdes adversas e interagdes
com outras substancias (MACHADO, GNOATT, KLUPPEL, 2007).

Os primeiros registros sobre sistemas transportadores de farmacos ocorreram
no inicio século XX quando Paul Ehrlich prop6s seu modelo, o qual ficou conhecido
por “Bala Magica”. Nesse modelo, Ehrlich propde que o farmaco se liga ao agente
carreador, e este direcionara a molécula até o tecido alvo diminuindo, assim a acéo
do farmaco em tecidos ndo desejados, aumentando a sua eficiéncia e permitindo a
diminuicdo da dose terapéutica (MACHADO, GNOATT, KLUPPEL, 2007; SANTOS,
CASTANHO, 2002)

O primeiro sistema carreador de farmacos desenvolvido e que apresentou
efetividade foi elaborado a base de vesiculas de nylon e outros polimeros sintéticos;
mas pouco tempo depois foi observado que esse sistema era inadequado, visto que
eles eram produzidos a partir de material sintético que se acumulam no organismo.
Essa descoberta promoveu uma enorme busca pelo desenvolvimento de
transportadores de farmacos biocompativeis (BATISTA, DE CARVALHO,
MAGALHAES, 2007; MACHADO, GNOATT, KLUPPEL, 2007; SANTOS,
CASTANHO, 2002).

Em 1965, Alec Bangham e colaboradores desenvolveram um sistema de
difusdo de ions através de membranas lipidicas artificiais, onde foi produzido e
caracterizado vesiculas formadas a partir de fosfolipidios. Trés anos mais tarde essas
estruturas foram denominadas de lipossomas e foram aplicadas como um modelo
simples para estudo de membrana biolégica se destacando por sua capacidade de se
associar a enzimas, e em 1971, Gregory Gregoriadis prop6s pela primeira vez o uso
dessas vesiculas lipidicas como sistemas transportadores de farmacos (MACHADO,
GNOATT, KLUPPEL, 2007; SANTOS, CASTANHO, 2002; FREZARD, 2005).

Os lipossomas podem ser definidos como vesiculas esféricas constituidas por
substancias naturais ou sintéticas de carater anfotérico, organizadas em bicamadas
concéntricas que isolam um ou varios compartimentos aquosos internos. Sao
sistemas versateis e de grande variedade no que diz respeito a sua composicao,
estrutura e tamanho, e para facilitar a sua compreenséo eles séo classificados, de
forma geral, em termos de constitui¢cdo lipidica, permeabilidade/estabilidade, modo de

preparo, numero de lamelas e tamanho como podemos observar no esquema
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apresentado na figura 2 (SANTOS, CASTANHO, 2002; MACHADO, GNOATT,
KLUPPEL, 2007; SANTOS, CASTANHO, 2002).

Figura 2 - Representacédo dos lipossomas e sua constituicao.
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Fonte: Adaptado de FREZARD, 2005 e MERTINS, 2008.

Quanto a sua composicdo, os lipossomas sdo constituidos por lipideos da
classe dos glicerofosfolipideos cilindricos (moléculas organicas que possuem duas
longas cadeias de hidrocarbonetos ligados a uma extremidade contendo um grupo
fosfato) que tendem a formar bicamadas estaveis em solu¢ao aquosa através de uma
organizacao espontanea do tipo concha esférica. Essas estruturas podem apresentar
carga negativa ou ndo apresentar carga a depender do lipideo utilizado em sua
constituicdo (BATISTA, DE CARVALHO, MAGALHAES, 2007; MACHADO, GNOATT,
KLUPPEL, 2007; SANTOS, CASTANHO, 2002; FREZARD, 2005; LASIC, 1998).

A permeabilidade e a estabilidade dos lipossomas estao diretamente
relacionadas com a temperatura de transicdo de fase (Tc) dos lipideos que os
constituem (Tabela 3). Quando formados por lipideos de Tc menor que a temperatura
do meio estudado, a membrana lisossémica ira apresentar uma maior permeabilidade
(fase cristal-liquido) devido a grande liberdade de movimento das cadeias de
hidrocarbonetos promovendo a diminuicdo da sua estabilidade; quando formados por
lipideos que apresentam Tc maior que a do meio estudado, a permeabilidade da
membrana sera diminuida (fase gel) devido a diminuicdo dos movimentos das cadeias

de hidrocarbonetos, proporcionando uma maior estabilidade (BATISTA, DE
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CARVALHO, MAGALHAES, 2007; MACHADO, GNOATT, KLUPPEL, 2007;
FREZARD, 2005; LASIC, 1998).

Tabela 3 - Exemplos de fosfolipideos utilizados na preparacdo de lipossomas, suas
temperaturas de transicéo de fase (Tc) e suas respectivas cargas.

Fosfolipidios Cadeia hidrofébica de Nomenclatura e abreviatura Tc Carga
acido graxo (R1R2) (°C)
CHs-(CH2) Dioleifosfadilcolina (DOPC) <0 Anfoétero
-CH-CH(CH2)7-(0)-
CHs-(CH2)12-C(0O)- Dimiristoilfosfadilcolina 23 Anfoétero
Fosfatildilcolina (PC) (DMPC)
CH2CHzN+(CHzs)3 CHs-(CH2)14-C(O)- Dipalmitoilfosfadilcolina 42 Anfétero
(DPPC)
CHs-(CH2)14-C(O)- Diestaroilfosfadilcolina (DSPC) 55 Anfotero
CHs-(CH2)7-CH- Dioleifosfatidiletanolamina <0 Anfétero
Fosfatidiletanolamina  CH(CHz2)7-(O)- (DOPE)
(PE) CHs-(CH2)14-C(O)- Diestaroilfosfatidiletanolamina 74 Anfotero
CH2CHz2NH3z (DSPE)
CHs-(CH2)12-C(O)- Dimiristoilfosfatidilglicerol 13 Negativa
Fosfatidilglicerol (PG) (DMPG)
CH2CHOHCH:0OH CHz3-(CH2)14-C(O)- Dipalmitoilfosfatidilglicerol 35  Negativa
(DPPG)
CHs-(CH2)14-C(O)- Dipalmitoilfosfatidillserina 79 Negativo
Fosfatidillserina (DPPS)
CH,CHNHz*COO- CHs-(CH2)14-C(O)- Dimiristoilfosfatidillserina 79 Negativo
(DSPS)

Fonte: Adaptado de Batista, 2007.

O método empregado na producao dos lipossomas ird influenciar diretamente
no tipo de estrutura a ser obtida. Na preparacao classica, a qual continua sendo a
mais difundida na literatura, os lipideos sao dissolvidos em solventes organicos, em
seguida passam por um processo de evaporacao rotativa promovendo a formac¢ao do
filme lipidico, e por fim esse filme € hidratado sob agitagdo promovendo a auto-
organizacdo dos lipideos em bicamadas concéntricas, 0os quais ndo apresentam
uniformidade de tamanho sendo necesséario a padronizacdo dessas estruturas por
meio de sonicacgao, extrusao, filtracao, dialise entre outras técnicas (MERTINS, 2008)

Em relagdo ao tamanho, os lipossomas podem ser classificados como

pequenos ou grandes. Ja com relacdo a quantidade de bicamadas lipidicas, os
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lipossomas podem ser classificados como unilamelares (quando apresentam apenas
uma bicamada lipidica) ou multilamelares (quando apresentam mais de uma
bicamada lipidica bicamada); na tabela 4 e na figura 3 podemos observar a

classificagdo dos lipossomas e a sua representacao respectivamente.

Tabela 4 - Classificagdo dos lipossomas de acordo com o se tamanho e 0 nimero de
bicamadas lipidicas.
Lipossomas Caracteristicas Tamanho

Lipossomas unilamelares pequenos Formada poruma lnicabicamada De 20 a 80nm

(small unilamelar vesicles — SUVs) lipidica

Lipossomas unilamelares grandes Formadaporuma lnicabicamada De 80nm a 1um

(Large unilamelar vesicles — LUVS) lipidica

Lipossomas multilamelares Formada por varias bicamadas De 400nm a alguns
(multilamelar vesicles — MLVs) lipidicas de forma concéntrica micrémetros
Lipossomas multivesiculares Formada por varias bicamadas  De 400nm a alguns
(multivesicular lipossome — MVLSs) lipidicas de forma ndo concéntrica micrOmetros

Lipossomas unilamelares gigantes Formados por uma Unica De 1um a dezenas

(giant unilamelar vesicles — GUVS) bicamada lipidica. de micrometros

Fonte: Adaptado de MERTINS, 2008.
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Figura 3 - Tipos de lipossomas que podem ser obtidos a partir do método classico.

LOV

MVL

Fonte: Adaptado de SANTOS, CASTANHO, 2002.

Uma nova classificacdo dos lipossomas surgiu com a evolucéo da utilizagao
dessas vesiculas como sistemas transportadores de farmacos. Devido a necessidade
de promover alteragcdes em sua estrutura basica que permitisse uma maior interacao
com sistemas biolégicos e uma maior aplicabilidade terapéutica, os lipossomas foram
classificados em duas grandes areas: 0s lipossomas convencionais € 0S nao
convencionais (BATISTA, DE CARVALHO, MAGALHAES, 2007).

Os lipossomas convencionais ou classicos sao aqueles produzidos a partir de
fosfolipideos e colesterol podendo ter um lipideo de carga negativa, agindo como
agente estabilizante, impedindo a agregacao das vesiculas por repulsdo das cargas.
Nas aplica¢des in vivo, os lipossomas convencionais sao rapidamente removidos da
circulagcdo por serem reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear (BATISTA,
DE CARVALHO, MAGALHAES, 2007).

Na tentativa de driblar as limitagdes in vivo apresentadas pelos lipossomas
convencionais e melhorar a sua aplicabilidade terapéutica, surgiram os lipossomas
nao convencionais. Dentro dessa classe estdo contidos os lipossomas de longa
duracdo, os lipossomas sitio especifico e os lipossomas polimorficos (BATISTA, DE
CARVALHO, MAGALHAES, 2007; CASTANHO, 2002).

Lipossomas de longa duracédo também denominados de furtivos ou stealth, sédo
aqueles que apresentam a sua superficie funcionalizada com moléculas hidrofilicas
naturais como monossialogangliosideo GM1 e fosfatidilinositol ou com polimeros

hidrofilicos sintéticos especificamente os polietilenoglicéis (PEG). Esse recobrimento
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superficial previne os lipossomas do reconhecimento fagocitario mononuclear,
permitindo assim, um maior tempo de circulagdo (BATISTA, DE CARVALHO,
MAGALHAES, 2007; NEEDHAM et al., 1992; SAGRISTA et al., 2000; TORCHILIN,
2005).

Lipossomas de sitio especificos foram desenvolvidos com a finalidade de
aumentar a seletividade e a quantidade de farmaco liberado no local de acao através
do acoplamento de ligantes em sua superficie que promovem o direcionamento para
células alvo. Dentro dessa classe estdo contidos os imunolipossomas (lipossomas
funcionalizados com imunoglobulinas), lipossomas como carreadores de proteinas e
peptideos (lipossomas que apresentam sua superficie funcionalizada com enzimas,
horménios, citocinas e peptideos) e os virossomas (lipossomas que apresentam a sua
superficie funcionalizada com hemaglutinina, utilizados para potencializar o efeito de
vacinas) (KERSTEN, CROMMELIN, 2003).

Os lipossomas polimorficos sdo aqueles que se tornam reativos devido a
mudancgas estruturais ocasionada por uma alteracdo de pH, temperatura ou carga
eletrostética; fazem parte dessa classe os lipossomas sensiveis ao pH, os lipossomas
termo sensiveis e 0s lipossomas catiénicos (figura 4) (DERYCKE, WITTE, 2004;
CARVALHO JR et al., 2007).

Figura 4 - Representacdo esquemaética dos lipossomas convencionais e nao convencionais.

Fosfolipidios
Lipidios Cationicos

Lipidios Termossensiveis

peet

Lipidios Sensiveis a pH
Particulas Magnéticas

Colesterol + PEG

00

DNA

Anticorpo

Substancia Hidrofilica

Substancia Hidrofobica

3 PA

Fonte: Adaptado de TANG, 2018.
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Desde a descobertas dos lipossomas muitos estudos estdo sendo realizados a
fim de melhorar, cada vez mais, a sua aplicabilidade. Os lipossomas séo estruturas
utilizadas nas disciplinas de ciéncias fundamentais como modelo de membranas, nos
estudos de quimica e fisica de lipideos avaliando a influéncia da composicéo lipidica
em sua deformabilidade e nos estudos de ciéncias aplicadas principalmente como
transportadores de farmacos.

O interesse dos grandes centros cientificos e das grandes industrias
farmacéuticas em utilizar lipossomas como sistemas transportadores de farmacos
esta relacionado a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao
imunogénicidade. Devido a sua natureza anfotérica, os lipossomas podem encapsular
substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas em uma mesma estrutura sendo as
substancias polares inseridas no compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou
adsorvidas na membrana (BATISTA, DE CARVALHO, MAGALHAES, 2007; SANTOS,
CASTANHO, 2002).

A literatura relata varios estudos onde os lipossomas sdo utilizados como
sistemas transportadores de farmacos em diferentes classes de quimioterapicos. Na
terapia do céancer, essas estruturas sao utilizadas devido a possibilidade de
direcionamento do farmaco ao local de acdo; no desenvolvimento de vacinas, a
liberacdo controlada e especifica em células alvo diminui a exposi¢cao do paciente aos
patdgenos; na terapia génica o grande interesse esta na capacidade dos lipossomas
em se associar em material genético e transferi-lo para o interior das células; na
terapia infecciosa e parasitaria o grande destaque dos lipossomas se da por sua
capacidade de promover a liberagcdo controlada minimizando os efeitos colaterais
dessas classes de medicamentos (SANTOS, CASTANHO, 2002; CULLIS, ALLEN,
2013; TANG, 2018).

Muitos estudos mostram a aplicagdo dos lipossomas em formulagcGes
multifuncionais e multicompetentes. Nessa categoria, as nanoparticulas lipidicas
podem ser associadas a agentes com direcionamento especifico do local,
biomarcadores, recursos de imagem, apresentar resposta a gatilhos interno ou
externo a fim de promover uma liberacéo do(s) medicamento(s) de forma mais efetiva,
porém a medida que aumentamos a complexidade das nanoparticulas lipidicas, os
gastos de producado sdo aumentados e sdo necessarios o uso de técnicas eficazes e
pessoas qualificadas na area a fim de garantir a qualidade e seguranca do
medicamento (CULLIS, ALLEN, 2013; TANG, 2018).
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Nos dias atuais, muitos medicamentos disponiveis para o tratamento do cancer
e de outras patologias apresentam-se na forma lipossomal. Os primeiros
medicamentos lipossomais disponibilizados no mercado foram o DIPRIVAN(propofol
— anestésico) -1986, AMBISOME (anfotericina B — infec¢éo fungica e leishmaniose) —
1990, DOXIL(doxorrubicina — antitumoral ) — 1995, DAUNOXOME(daunoxorrubicina —
antitumoral) — 1996, DEPOCYT (citosina — linfomatosa) — 1999, MYOCET
(doxorrubicina — antitumoral) — 2000, VISUDYNE (verteporfina — degeneracdo) —
2000, DEPODUR(morfina — dor poés cirargica) — 2004, MARQIBO(vincristina —
leucemia) — 2012 (CULLIS, ALLEN, 2013; TANG, 2018).

Dentro do contexto apresentado, podemos observar a importancia dos
lipossomas como sistemas transportadores de farmacos, o quanto eles contribuiram
e vem contribuindo para o avanco do desenvolvimento de novos medicamentos,
produtos farmacéuticos e como base para as pesquisas cientificas; porém muitos
estudos necessitam ser realizados a fim de torna-los carreadores mais eficazes e

seguros.
1.3 ELETROQUIMICA

Muitas rea¢des quimicas que ocorrem em meio biolégico e s&o essenciais para
a vida envolvem os processos de transferéncia de elétrons. As enzimas que catalisam
reacdes de oxirreducdo, a cadeia de transporte de elétrons em mitocondrias e as
neurotransmissdes sdo alguns exemplos de processos biologicos dessa natureza;
além disso, estudar os processos de transferéncia elétrons sédo importantes para o
desenvolvimento das areas quimico-farmacéutica, farmacolégica e toxicoldgica por
permitir a compreensdo dos fendémenos de oxirreducéo que estéo relacionados com
0s principais mecanismos de metabolismo celular desenvolvidos no meio biolégico (
DE MOURA, 2008; DA SILVA, 2018).

Podemos definir a eletroquimica como a area da quimica responsavel por
estudar os fenbmenos associados a transferéncia de elétrons de forma homogénea
(em solucao) ou heterogénea (superficie do eletrodo), permitindo avaliar a reatividade
de compostos orgéanicos, inorganico e organometalicos, sinteses, corrosao, tecnologia
industrial, investigagdes em nanoescala, processos biologicos relevantes, entre outras
aplicacbes (BRETT e BRETT, 1996; SILVA, 2017).
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Os métodos eletroquimicos utilizam as propriedades elétricas para mensurar o
analito a partir de fenbmenos onde a espécie eletroativa interage fisicamente e/ou
guimicamente com os demais componentes do meio, ou mesmo com as interfaces.
Essas interacOes podem ser observadas atravées do emprego de perturbacfes
controladas ao sistema, como por exemplo, a aplicacdo de uma diferenca de
potencial, e as medidas conhecidas por sinais eletroquimicos podem ser relacionadas
com parametros intrinsecos da espécie estudada (PACHECO et al., 2013; SKOOG,
2009; ALEIXO, 2003).

Os métodos eletroanaliticos se dividem em métodos interfaciais e né&o
interfaciais. Os métodos interfaciais podem ser definidos como o fendmeno
eletroquimico que ocorre entre a superficie do eletrodo e a superficie da solucéo, eles
podem ser classificados como dinamico onde a cela eletroquimica € operada com
aplicacado de corrente e estatico quando a cela eletroquimica € operada sem aplicacéo
de corrente. Ja os métodos nédo interfaciais sdo definidos como o fendmeno

eletroquimico que ocorre em solucéo (Figura 5) (SKOOG, 2009).

Figura 5 - Métodos eletroanaliticos

Métodos
Eletroanaliticos

Métodos Métodos em
Interfaciais Solucao (Bulk)
Métodos Métodos 1 1
Estaticos (/=0) Dinamicos />0 Condutome- Titulagdes
- - tria (/=1/R) Condutométri-
| | ca (volume)
Potenciome- Titulagoes
tria (E) Potenciométri
-ca (volume)
| 1
Potencial Corrente
Controlado Constante
| | | 1 | ]
Potencial Voltame Titulagao Eletrogravi- Titulagao Eletrogravi-
constante tria I=f (E) Amperomeé- metria Coulometria metria
de eletrodo trica (volume) (massa) (Q=It) (massa)
Coulometria

Fonte: SKOOG, 2009.

Dentre os meétodos eletroanaliticos podemos destacar a voltametria, um
método interfacial e estatico. Os estudos voltamétricos podem nos fornece

informacdes qualitativas e quantitativas de uma espécie, e essas informacfes séo
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geradas através do registro de curva corrente x potencial durante a realizacdo das
andlises.

Os métodos eletroquimicos oferecem vantagens relevantes sobre os métodos
convencionais por apresentar um baixo custo de instrumentagéo, baixo consumo de
reagentes e consequentemente baixa producdo de residuos, fornece informacdes
pertinentes a estrutura-atividade da espécie quimica, facil controle de variaveis entre
outros. Além disso, o avanco da tecnologia vem proporcionando sistemas
eletroquimicos mais versateis, sensiveis e a possibilidade de miniaturizacdo e
portabilidade facilitando assim, o seu uso e aumentando a sua adesao em diferentes
areas. (DE MOURA, 2008; BRITO, 2011; PACHECO, et al., 2013).

1.3.1 Voltametria ciclica (VC)

Dentre os métodos eletroanaliticos existentes, a voltametria ciclica €
amplamente utilizada por fornecer informacdes rapidas a nivel qualitativo/quantitativo
dos processos de transferéncia de elétrons envolvidos. Através dessa técnica é
possivel obter dados sobre a termodindmica do processo redox, da cinética de
reacdes heterogéneas de oxirreducdo, sobre reacdes quimicas acopladas a
processos adsortivos, além de nos possibilitar a investigacéo da reatividade quimica
das espécies eletrogeradas e auxiliar na elucidacdo do mecanismo da substancia
analisada. (BRETT e BRETT 1996; BARD e FAULKNER, 2001; BRITO, 2011).

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica de varredura reversa de potencial (E)
,onde o potencial aplicado ao eletrodo é submetido a variagdo numa velocidade
conhecida e constante; a varredura do sistema vai de um potencial inicial a um
potencial final e ao atingir o potencial final desejado a varredura é revertida ao valor
inicial na mesma velocidade (figura 6), podendo gerar como resposta a essa
perturbacdo um par de picos catodico e anodico representados em um voltamograma
(SKOOG, 2009; BRETT e BRETT 1996; BARD e FAULKNER, 2001).
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Figura 6 - Aplicacdo de potencial para voltametria ciclica. (A) Potencial com varredura linear;
(B) potencial com varredura em escada.
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Fonte: BOLT, 1997.

A voltametria ciclica nos permite observar os processos eletrédicos através das
informagdes obtidas como potenciais de pico catédico e anddico (Epc € Epa), as
correntes de pico catodico e anddico (lpc € Ipa) € 0s potenciais de meia onda (Eur);
também é possivel determinar as reacdes que ocorrem no eletrodo avaliando os
processos de transferéncia de massa do analito que pode ser difusional quando o
processo de transferéncia de elétrons ocorre da solugdo para a superficie do eletrodo,
e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo (SKOOG, 2009;
BRETT e BRETT 1996; BARD e FAULKNER, 2001).

A dependéncia do potencial e da corrente com a variagdo da velocidade de
varredura, baseados em testes diagnosticos, permite obter informac¢des importantes
como reversibilidade e irreversibilidade do processo de transferéncia eletrénica, a
ocorréncia de reacdes quimicas acopladas, adsorcado e fenbmenos cataliticos, além
de caracterizar o fenbmeno que controla a corrente de pico (Figura 7 ) (GREEF et al.,

1985; SKOOG, 2009)

Figura 7 - Representagéo esquematica do potencial aplicado e dos processos resultantes de

voltametria ciclica.
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Fonte: BOLT, 1997.



33

Os testes diagnésticos utilizados para caracterizar os processos descritos por
voltametria ciclica, nos permite avaliar em uma analise qualitativa o perfil da onda
obtida. Para processos reversiveis observamos a presenca de um par de picos
catédicos e anodicos de mesma altura com potenciais de picos separados por uma
distancia de 59/n mV (n= namero de elétrons), caso as espécies oxidadas e reduzidas
sejam estaveis. Em contrapartida, um processo irreversivel pode ser caracterizado
pela evidencia da completa auséncia do pico reverso apesar de ndo ser o0 unico
critério; na tabela 5 podemos observar com mais detalhes as leis que regem a
classificagdo desses sistemas (GREEF et al., 1985; SKOOG, 2009)

Tabela 5 - Testes diagnosticos em VC para processos reversiveis, irreversiveis e quase
reversiveis.

REVERSIVEL IRREVERSIVEL QUASE REVERSIVEL
1.AEp (Epa— Epc) =59/n (mV) 1. Auséncia do pico reverso 1.lp aumenta com o aumento da
\Y
2.|Ep = Epj2| =59/n (mV) 2.|[Ep — Epr2| =48 an mV
2.|lpa-lpc|=1sea=0,5
3.lpa—Ipcl =1 3. Epcdesloca -30 / an mV
3.AEp = 58 / n mV e aumenta
4. Ep éindependente da v 4. Ipc = V12 com v
5.lp © v12

4. Epc desloca negativamente c/

o aumento da v

Fonte: Adaptado de DE MOURA, 2008.

1.3.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica eletroquimica usada em
medidas a nivel de traco de espécies organicas e inorganicas onde o degrau de
potencial é a base desse tipo de voltametria. Nessas andlises sdo aplicados ao
eletrodo de trabalho pulsos de amplitude fixa sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente, sendo que a forma e os sinais de excitacdo gerados dependem do tipo de
aparelho utilizado. Nos equipamentos analdgicos os pulsos sédo sobrepostos a uma
rampa linear (Figura 8A), ja nos equipamentos digitais, pulsos sdo sobrepostos a uma
rampa em degraus (Figura 8B) (WANG, 2000; SKOOG,2009; BRITO, 2011).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em funcdo do tempo em
VPD. Instrumentos analégicos (a), instrumentos digitais (b).
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Fonte: ALEIXO, 2001.

Nesse sistema a corrente € medida duas vezes, uma antes da aplicacdo do
pulso (S1) e outra ao final da aplicacdo do pulso (S2); a primeira corrente é
instrumentalmente subtraida da segunda e a diferenca das correntes € plotada em
funcdo do potencial aplicado e o voltamograma resultante consiste de picos de
corrente de forma gaussiana cujas areas sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito (BRETT e BRETT, 1996).

Nos estudos e voltametria de pulso diferencial séo realizadas duas leituras de
correntes e a diferenca entre elas promove a corre¢cao da corrente capacitiva gerada
no sistema. Essa correcdo das correntes nos permite obter limites de deteccdo na
ordem de 1 x 108, tornando a técnica muito sensivel (BRETT e BRETT, 1996).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar os lipossomas catidonico e lipossomas-CdSe/CdS

conjugados com LQM168.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Realizar a sintese dos lipossomas catiénicos carregados passivamente com
CdSe/CdS e LQM168;

Caracterizar morfologicamente os carreadores estudados e os complexos
formados;

Caracterizar fisico-quimicamente os carreadores estudados e os complexos
formados;

Avaliar a estabilidade dos complexos;

Estudar o comportamento eletroquimico da LQM168 em meio aprotico e prético
e avaliar os parametros obtidos a fim de elucidar o seu mecanismo redox,
Avaliar a capacidade da LQM168 de gerar ERO'’s;

Estudar a interacdo da LQM168 com ssDNA e dsDNA.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES E SOLVENTES

A 1-(2)-etil-2-(2-(7-cloroquinolin-4-il)hidrazono)-4-metill-2,3-diidrotiazol-5-
carboxilato (LQM 168), apresentada na figura 9, € uma molécula hibrida que
apresenta os nucleos quinolina e tiazolidina com atividade antitumoral comprovada
(SANTOS-JUNIOR, 2017). Foi sintetizada pelo grupo de pesquisa de quimica
medicinal da Universidade Federal de Alagoas e gentilmente cedida pelo Professor

Doutor Thiago de Mendonga Aquino do Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

Figura 9 - Estrutura quimica da LQM 168.

Fonte: Autora, 2020.

O kit lipidico liofilizado utilizado na formacdo dos lipossomas unilamelares
apresenta em sua constituicio: L-a-fosfatidilcolina—63 mmol g* (fosfolipidio catidnico),
colesterol-9 mmol g?, Estearilamina—18 mmol g*. Foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

O acido desoxirribonucleico de fita dupla (dsDNA) altamente polimerizado do
tipo I, obtido a partir do timo do bezerro (calf thymus), com as seguintes
especificacdes: 6,2% de Na" e 13% (v/v) de H20, foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

O quantum dots magico de seleneto de cadmio (CdSe/CdS), séo
nanoparticulas (2nm a 10nm) que podem ser utilizados para visualizacdo e
rastreamento de células vivas devido a sua luminosidade e estabilidade alongo prazo.
Foram sintetizados pelo Laboratério de novos materiais nanoestruturados (SILVA et
al., 2013) e gentilmente cedido pela Professora Doutora Anielle Christine Almeida
Silva do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas.

Todos os reagentes utilizados no preparo das solu¢gdes desse estudo foram de
grau analitico e estdo apresentados na tabela 6 com suas respectivas procedéncia e

grau de pureza.
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Tabela 6 - Reagentes e solventes utilizados, seus respectivos fornecedores e grau de pureza.

Reagente Fornecedor % Pureza

Acetato de sddio (NaC;Hs0y) Exodo cientifica (SP-Brasil) 99 -101%

Acido acético (CH;COOH) Dinadmica contemporanea LTDA 99,7%
(SP-Brasil)

Acido cloridrico (HCI) Dinadmica contemporanea LTDA 99,8%
(SP-Brasil)

Alcool etilico (C2HsOH) Dinadmica contemporanea LTDA 99,5%
(SP-Brasil)

Alcool metilico (CHsOH) Dinamica contemporanea LTDA 99,8%
(SP-Brasil)

Cloreto de potassio (KCI) Labsynth LTDA (SP-Brasil) 99%

Cloroformio (CHsCl) Quemis (SP-Brasil) 99,8%

Ferricianeto de potassio Vertec quimica fina LTDA (RJ- 99%

(K3[Fe(CN)s]) Brasil)

Ferrocianeto de potassio Exodo cientifica (SP-Brasil) 98,5 -102,0%

(K4[Fe(CN)s])

Fosfato de potassio (KH,PO,)  Sigma-Aldrich (Steinheim, 299,0%
Germany)

Fosfato de s6dio (Na;HPO.) Cromato produtos quimicos LTDA  98%
(SP-Brasil

Hidroxido de sédio (NaOH) Vertec quimica fina LTDA (RJ- 99%
Brasil)

N,N-dimetilformamida (DMF) Acros (SP-Brasil) 99%

Perclorato de tetrabutilam6nio Sigma-Aldrich (Steinheim, 99%

(TBAP) Germany)

Fonte: Autora, 2020.

3.2 PREPARO DE SOLUCOES

Para a realizacdo dos estudos eletroquimicos e espectroscopicos foi
necessario o uso de algumas solugdes e sistemas tampoes.

A sonda eletroquimica utilizada na averiguacdo da superficie eletroativa do
eletrodo de trabalho, foi preparada a partir da mistura de ferricianeto de potassio—
Ks[Fe(CN)s] a 1,0x10° mol L?, ferrocianeto de potassio— KiFe(CN)s a
1,0x10° mol L e cloreto de potéssio— KCl a 0,1 mol L™ em agua ultrapura (18 MQ

cm).
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As solucdes-estoques da LQM 168 foram preparadas na concentracdo de
3,0x10°mol Lt em alcool etilico PA (99,5%). Todas as solu¢des da LQM168 foram
protegidas da luz e obtidas uma hora antes de iniciar os experimentos.

O tampdao fosfato utilizado nos estudos eletroquimicos em meio protico foi
preparado utilizando do fosfato de sddio (NazHPOa4) e fosfato de potéssio (KH2PO4)
na concentracdo de 0,20mol L; a solugéo foi preparada em agua ultrapura (18MQ
cm). O sistema tampdao obteve pH 7,0 e for¢a ibnica de 0,222. O valor de pH da
solucéao foi determinado utilizando um pH-metro modelo Quimis Q400A.

O tampdo acetato utilizado nos estudos eletroquimicos de interacdo da LQM
168 com DNA foi preparado utilizando &cido acético (CH3COOH) e acetado de sédio
(C2H3NaO2) na concentracdo 1,0mol L*; a solugéo foi preparada em agua ultrapura
(18 MQ cm) fervida. O sistema tampao obteve pH 4,5 e for¢a idnica de 0,100. O valor
de pH da solugéo foi determinado utilizando um pH-metro modelo Quimis Q400A.

As solucgdes de acido cloridrico (HCI) e hidroxido de sadio (NaOH) utilizadas no
processo de desnaturacédo do DNA, foram preparadas na concentracdo de 1,0mol L*
em agua ultrapura (18MQ cm) fervida.

Os reagentes utilizados na realizagc&o desse trabalho foram de grau analitico e
todas as solu¢des foram preparadas em agua ultrapura (18MQ cm) de um sistema de

purificacdo Milli-Q da Millipore Inc em condicdes ambientes (25°C e latm).
3.3 SINTESE DO NANOCARREADOR
3.3.1 Preparo dos lipossomas unilamelares catiénicos

Os lipossomas unilamelares catiénicos foram preparados de acordo com o
meétodo de hidratagcdo do filme lipidico descrito por ANDRADE et al.,, 2004 com
algumas adaptacdes.

Inicialmente foi pesado 0,5mg da mistura de lipideos (kit de lipossomas:
mistura de lipideos para a preparacdo de lipossomas da Sigma-Aldrich®); esses
constituintes foram solubilizados em uma mistura de cloroférmio: metanol (3:1 v/v),
sob agitacdo manual e, em seguida, permaneceu em repouso por 30 minutos. Os
solventes orgéanicos foram removidos utilizando um evaporador rotativo do tipo
rotavapor R-215; o sistema foi mantido a temperatura de 25°C, com rotacdo na faixa
de 100-200rpm e o vacuo entre 660 a 460mmHg com o intuito de evitar perdas dos

lipideos com uma evaporagéao brusca. Essa etapa foi mantida por aproximadamente
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30 minutos (até a evaporacdo completa dos solventes) resultando em um filme
lipidico.

O filme lipidico formado permaneceu durante 24h a vacuo em um dessecador
para remover quaisquer vestigios dos solventes. Apés esse periodo, o filme lipidico
foi hidratado com 10mL de agua ultrapura (18MQ cm) fervida (pH:6,0) e foi mantido
por 24h em um dessecador a alto vacuo, a fim de promover a formacao de vesiculas
multilamelares.

A suspenséo lipossomal foi submetida ao processo de sonicagdo por sonda
ultrassénica em um Fisher Scientific Sonic dimembrator modelo 100 por 75 segundos

em 5 ciclos de 15 segundos para a obtencdo de vesiculas unilamelares (Figura 10).

Figura 10 - Método de preparacéao dos lipossomas.
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Fonte: Adaptado de Avanti Polar Lipids, 2017.

3.3.2 Preparo dos lipossomas unilamelares cantiénicos carregados com LQM168 e
CdSe/CdS

Os conjugados LIPO:LQM168, LIPO:CdSe/CdS e LIPO: CdSe/CdS:LQM168
foram preparados de acordo com o método descrito na sesséo 3.3.1.

A LQM168 e os CdSe/CdS foram incorporados aos lipossomas de forma
passiva, ou seja, 0 carregamento ocorreu durante o processo de formacédo das
vesiculas. Na primeira etapa do processo foram usados 0,5 mg da mistura de lipideos,
e 1,0 mg da LQM168 e 1,0 mg de CdSe/CdS; as substancias foram solubilizadas em
uma mistura de cloroférmio: metanol (3:1 v/v), sob agitacdo manual. Todo o processo

de preparo das vesiculas ocorreu como descrito anteriormente.
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3.4 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS CONJUGADOS COM QUANTUM
DOT E LQM168

Os lipossomas sintetizados foram caracterizados quanto a sua morfologia pela
técnica de microscopia de forca atbmica (AFM) e as interacbes quimicas foram

avaliadas através de técnicas fisico-quimicas de UV-Vis e FTIR-ATR.
3.4.1 Caracterizacdo morfoldgica dos carreadores e conjugados por AFM

As andlises morfolégicas dos carreadores e complexos de inclusdo obtidas
nesse estudo foram realizadas em parceria com a UFMG utilizando um microscopio
de forca atdmica do tipo Cypher ES Asylum Research pelo modo de leitura ndo
contato. As amostras em suspensao foram depositadas em uma plataforma de mica

e secas sob vacuo.
3.4.2 Caracterizagao fisico-quimica dos carreadores e conjugados por UV-Vis

Os espectros na regidao do UV-Vis para a LQM168, CdSe/CdS, Lipossomas e
os complexos de incluséo LIPO:LQM168, LIPO:CdSe/CdS, LIPO:CdSe/CdS:LQM168,
foram obtidos em um espectrofotémetro UV-Vis HP 8453 (G1103A) da Agilent®, no
modo de varredura com comprimento de onda de 200 a 800 nm. utilizando uma cubeta
de quartzo com capacidade para 3 mL e com caminho 6ptico de 1 cm. O software
utilizado no tratamento dos dados foi o Origin 8.0.

Todas as amostras analisadas foram diluidas na propor¢cdo de 1:2 (v/v) em

agua ultrapura fervida.
3.4.3 Caracterizacao fisico-quimica dos carreadores e conjugados por FTIR-ATR

Os espectros na regiao do infravermelho LQM168,CdSe/CdS, Lipossomas e 0s
complexos de inclusdo LIPO:LQM168, LIPO:CdSe/CdS, LIPO:CdSe/CdS:LQM168,
foram obtidos em transmitancia, a temperatura ambiente em uma regido espectral
entre 4000 e 400 cm? utilizando o espectrofotdmetro de infravermelho por
Transformada de Fourier (FT-IR), IRPrestige (SHIMADZU, 02239), com 0 uso do

acessorio ATR. O software utilizado no tratamento dos dados foi o essential FTIR.
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3.5 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT (AUT73222) da Metrohm Autolab® em um
sistema constituido por trés eletrodos. Como eletrodo de trabalho utilizou-se o eletrodo
de carbono vitreo (BAS, diametro 1,6 mm), como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio
de platina espiralado e como eletrodo de referéncia foi utilizado o sistema Ag|AgCI|Cl”
(saturado) da BAS (Figura 11). Os métodos eletroquimicos selecionados para esses
estudos foram a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD). O
sistema foi protegido da luz a fim de evitar a degradac&o da LQM168, as medidas
foram realizadas atemperaturade 25 £ 1 °C, e os gréficos processados foram tratados

utilizando o programa Origin 8.0.

Figura 11 - Sistema utilizado nos estudos eletroquimicos.
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|

Para os estudos em meio aprotico foi utilizado como eletrolito suporte uma

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO, 2019.

solugcéo de N,N-dimetilformamida (DMF) e perclorato de tetrabutilamonio (TBAP 0,1
mol LY); Para os estudos em meio prético foram utilizados como eletrélito suporte
tampéo fosfato (pH: 7,0) e nos estudos eletroquimicos de interacdo com DNA foi
utilizado tampéo acetato (pH: 4,5); em ambos os sistemas, foi utilizado 20% de alcool

etilico como co-solvente a fim de melhorar a solubilidade da amostra no meio.
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3.5.1 Procedimento de limpeza do eletrodo de carbono vitreo

Inicialmente o eletrodo de carbono vitreo foi submetido a um pré-tratamento da
sua superficie. Esse procedimento foi realizado em duas etapas: uma mecéanica e uma
guimica.

Na etapa mecanica a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi polida em
suspensao de alumina (0,3um) com auxilio de uma lixa até que esta apresentasse um
aspecto espelhado. Apos a etapa de polimento, o eletrodo foi lavado com agua
purificada e submetido ao ultrassom durante 30 segundos, onde a superficie do
eletrodo permaneceu imersa em etanol PA, auxiliando na remocéo das particulas
residuais aderidas a superficie do eletrodo.

A éarea eletroativa do eletrodo de trabalho foi avaliada através da etapa quimica
em um sistema eletroquimico constituido por 3 eletrodos (como ja foi descrito
anteriormente), utilizando como sonda eletroquimica uma solucao de ferri/ferrocianeto
de potassio, e as varreduras do sistema foram realizadas na faixa de potencial de 0,7
a-0,3V. A diferenca de potencial (AE) dos picos anddico e catddico foram avaliadas e
as areas eletroativas considerados aptas para arealizacéo dos estudos foram aquelas

onde a AE permaneceu entre 73-78V.
3.5.2 Perfil eletroquimico da LQM168 em meio aprotico

Os estudos eletroquimicos em meio aprotico foram realizados pela técnica de
voltametria ciclica (VC). O sistema foi desaerado com géas nitrogénio, 0s
voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de 0,6 a -0,4V e a

concentracdo da LQM168 permaneceu fixa (1,0 x 10 mol L'} no meio.
3.5.3 Perfil eletroquimico da LQM168 em meio protico

Os estudos eletroquimicos em meio protico foram realizados pela técnica de
voltametria ciclica (VC), os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de
-1,0 a 1,0V e o sistema foi desaerado com gas nitrogénio para as analises realizadas
na faixa de reducéo (de 0 a-1V). A concentracdo da LQM168 permaneceu fixa (3,0 x

10 mol L") no meio.
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3.5.4 Estudo de velocidade da LQM168

O estudo de velocidade foi realizado com o objetivo de investigar 0 processo
eletrédico ocorrido a partir da avaliacdo de parametros como potenciais e correntes
dos picos estudados. A analise foi realizada em meio prético pela técnica de VC, os
voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de -0,3 a 0,3V, a concentra¢&o
da LQM168 permaneceu fixa (4,0 x 10° mol L) no meio e a velocidade do sitema
variou de 20 a 1000 mV s™.

3.5.5 Estudo de reatividade com oxigénio

O Estudo para avaliar a reatividade da LQM168 frente ao oxigénio foi realizado
em meio aprotico na auséncia e presenca de oxigénio. A concentracdo da LQM168
no meio permaneceu fixa (1,0 x 10 mol L?), o sistema foi desaerado com gas
nitrogénio e a faixa de potencial utilizada para registrar os voltamogramas foi de 0,3 a
-0,4V. A adicdo de oxigénio ao meio foi controlada e monitorada através de um

oximetro - Digimed DM-4 (Figura 12).

Figura 12 - Sistema eletroquimico utilizado no estudo da LQM 168 em presenca de oxigénio.
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Fonte: Autora, 2020.

3.5.6 Preparo e aplicagdo do biossensor de ssDNA
3.5.6.1 Preparo do biossensor de ssDNA

Para a obtencdo do ssDNA a partir do dsDNA do timo de calf thymus foi
realizado o seguinte procedimento descrito por DE VASCONCELLOS et al., 2016.
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Inicialmente foi pesado 1,5 mg de dsDNA em um tubo falcon e foi adicionado
1,0mL de HCI & 1,0mol L!; esse sistema permaneceu em banho maria a 100°C por
1h com a finalidade de promover a desnaturagao efetiva da fita dupla de DNA. Apdés
essa etapa, foi adicionado ao sistema 1,0mL de NaOH a 1,0mol L™ para neutralizar o
meio. A solucdo obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 10mL e o volume
foi ajustado até o menisco com tampao acetato pH 4,5; como podemos observar na

Figura 13.

Figura 13 - Método de preparo do ssDNA.
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Fonte: Autora, 2020.

3.5.6.2 Estudo eletroquimico de interacdo da LQM168 com ssDNA

Os estudos eletroquimicos de interacdo da LQM168 com ssDNA foram
realizados através da técnica de VPD. O eletrdlito de suporte utilizado foi o tampéo
acetato (pH 4,5) contendo o DNA. A LQM168 foi avaliada no sistema em funcao da
variagao da concentragao e do tempo.

Nas analises em func&o da concentracdo, a LQM168 variou de 1,0 x 10%a 1,0
x 10*mol L1, e para cada concentracio estudada foi esperado um tempo de interag&o
de 10min entre o analito e o ssDNA. ApOs esse tempo, 0s voltamogramas foram
registrados na faixa de potencial de 0 a 1,4V.

As analises em fungcado do tempo de interacdo entre a LQM168 e 0 ssDNA foram
avaliadas de 0 a 480 minutos; a LQM168 permaneceu em uma concentracao fixa no
meio (4,0x10°® mol L) e os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de
Oal,4Vv.
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3.5.7 Preparo e aplicagdo do biossensor de dsDNA

O gel de dsDNA do timo de calf thymus utilizado na producao do biossensor do
dsDNA, a producéo do biossensor e os estudos eletroquimicos foram realizados de

acordo com o método descrito por DE ABREU et al., 2008.
3.6.7.1 Preparo do gel de dsDNA

Em um eppendorff foi pesado 15 mg do dsDNA do timo de calf thymus e foi
adicionado 2,0mL de tampé&o acetato pH 4,5. O sistema foi armazenado em baixas
temperaturas (2 a 8°C) por 48h para que o dsDNA fosse dissolvido por completo sem

danos a sua estrutura.
3.6.7.2 Condicionamento da superficie do eletrodo de carbono vitreo (CV)

Para a producdo do bhiossensor eletroquimico de dsDNA, a superficie do
eletrodo de trabalho teve que passar por um pré-tratamento de sua area eletroativa
antes de ser modificado com o gel. Inicialmente o eletrodo passou pelos processos de
limpeza mecanico e quimico como ja foi descrito na sessdo 3.4.1; em seguida, foi
realizado o procedimento de condicionamento da area eletroativa, onde foram
geradas cargas positivas favorecendo a adesao do gel de dsDNA devido as intera¢fes
eletrostaticas que ocorrem com as cargas negativas presentes nos grupos fosfatos do
DNA. Esse processo ocorreu atraves da realizacdo de dez varreduras com
condicionamento de 120s por VPD nos potenciais de 0,0 a 1,4 V, v=50mV st e
amplitude de 0,05 V.

3.6.7.3 Construcao do biossensor de DNA

O biossensor foi construido adicionando 10uL do gel de dsDNA sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo pré-tratada. Apos a deposi¢éo do gel, este foi
seco sob fluxo de gas nitrogénio (N2). Esse processo foi repetido trés vezes totalizando

uma deposicao de 30uL do gel a superficie do eletrodo (Figura 14).
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Figura 14 - Construcéo do biossensor de DNA
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Fonte: Autora, 2020.

Os estudos eletroquimicos de interacdo da LQM168 com dsDNA foram
realizados pelatécnicade VPD onde o biossensor foi analisado em funcao da variagcao
da concentragcdo da LQM168, em funcdo do tempo e em funcdo do tempo sem
aplicacdo da faixa de potencial de oxidagcdo das bases guanina e adenina, utilizando

um sistema semelhante ao apresentado na figura 15.

Figura 15 - Sistema utilizado nos estudos eletroquimicos do biossensor de dsDNA
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Fonte: Autora, 2020.

No estudo de interacdo do dsDNA em fungéo da variacdo da concentracao da

LQM168, a concentracéo da amostra variou de 1,0x10° a 1,0x10° mol L. Para cada
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concentracdo o tempo de interacdo foi de 15min sem agitacdo do sistema e 0s
voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de 0 a 1,4V.

Nos estudos de interacdo do dsDNA em fungcéo do tempo, a concentracéo da
amostra foi de 4,0x10° mol L e o tempo de interagc&o avaliado variou de 0 a 180min.
Durante todo o experimento o sistema né&o foi agitado e os voltamogramas foram
registrados na faixa de potencial de 0 a 1,4V.

Para o estudo realizado de interacdo da LQM168 com dsDNA sem oxidacao
das bases guanina e adenina em funcdo do tempo, foi realizado com um Unico
biossensor o qual permaneceu em contato com a LQM168 na concentracéo de 4,0x10°
® mol L. Os voltamogramas foram registrados no intervalo de tempo entre 0 a 720
min; durante todo o estudo, o biossensor permaneceu em contato com a solugcéo e os

voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de 0 a 0,6V.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DE CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS CONJUGADOS COM
QUANTUM DOT E LQM168

4.1.1 Caracterizagao dos lipossomas conjugados por AFM

Os lipossomas sintetizados e conjugados a LQM168 e aos quantum dots
magicos de CdSe/CdS foram caracterizados morfologicamente utilizando a técnica de
microscopia de forga atbmica.

Nas imagens topogréficas obtidas para os lipossomas ndo conjugados €
possivel observar uma néo uniformidade no tamanho das vesiculas variando entre
10uM a 1000pM aproximadamente. Além disso, foi observado uma aglomeracéo
dessas estruturas, a qual é observada pela variagdo de forma e presenca de

rugosidade nas vesiculas (Figura 16).

Figura 16 — Imagens de AFM dos lipossomas ndo conjugados
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Fonte: Autora, 2020.

As variacbes de tamanho dos lipossomas podem ser justificadas pela néo
efetividade do processo utilizado na reducéo/padronizacéo das vesiculas. O processo

de sonicacéo foi realizado utilizando um ultrassom o qual emite frequéncia de ondas
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de menor intensidade em comparacdo a um sonicador. Esse fator pode ter
prejudicado a converséao das vesiculas multilamelares em unilamelares pequenas.

Outro fator que pode justificar a falta de padronizagdo do tamanho das
vesiculas é a sua instabilidade. Os lipossomas mesmo apresentando carga superficial
positiva, o que promove uma repulsdo eletrostatica dessas estruturas, pode ter sido
insuficiente para permitir uma diminuicdo da movimentacao das particulas no sistema,
permitindo assim a sua aglomeracao (TAl et al, 2018; RUOZI et al, 2007; BERNARDI,
2015).

Na figura 17, é possivel observar as imagens topogréaficas para os lipossomas
conjugados com CdSe/CdS, onde as vesiculas se encontram com tamanho entre
10uM a 1000uM aproximadamente, apresentando uma maior uniformidade das
esferas, diminuicdo da rugosidade, diminui¢c&o da polidispersividade e um aumento do

tamanho das vesiculas quando comparados aos lipossomas néo conjugados.

Figura 17 — Imagens de AFM dos lipossomas conjugados com CdSe/CdS.
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Fonte: Autora, 2020.

Comparando os resultados obtidos com estudos presentes na literatura,
podemos considerar que o aumento do tamanho dos lipossomas esta diretamente
associado a incorporagdo do quantum dots magico de CdSe/CdS a essas estruturas.
Ja a diminuicdo da polidispersividade pode estar relacionado a um possivel aumento

de estabilidade do conjugado formado, porém outros estudos deverédo ser realizados
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a fim de averiguar efetivamente o que promoveu o aumento da uniformidade dessas
estruturas (PLENAGL et al, 2019).

Na figura 18 é possivel observar as imagens topograficas para os lipossomas
conjugados aos CdSe/CdS e a LQM168, onde as vesiculas lipossomais apresentam-
se com tamanhos entre 10uM a 1000uM, apresentando um maior tamanho das
vesiculas, menor polidispersividade e menor rugosidade quando comparados ao
estudo realizado apenas para os lipossomas e os lipossomas conjugados apenas com
CdSe/CdS.

Figura 18 — Imagens de AFM dos lipossomas conjugados com CdSe/CdS e LQM168.

Fonte: Autor, 2020.

Os resultados obtidos para os lipossomas conjugados com CdSe/CdS e a
LQM168 estdo de acordo com estudos ja descritos na literatura, onde o aumento das
vesiculas € proveniente da incorporacdo das substancias as vesiculas. Ja a
diminuicdo da polidispersividade e rugosidade pode estar associado ao aumento da
estabilidade dos lipossomas associados aos CdSe/CdS e a LQM168. Porém mais
estudos devem ser realizados a fim de evidenciar o real fator que esta promovendo o
aumento da estabilidade (PLENAGL et al, 2019).
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4.1.2 Caracterizacdo dos lipossomas conjugados por UV-Vis

Os meétodos espectroscopicos sdo bastante descritos na literatura como
ferramentas Uteis para comprovar a associacao entre substancias e carreadores de
diferentes naturezas, além de proporcionar a realizacao de estudos como cinética de
liberacdo, avaliagcdo da estabilidade dos complexos assim com a sua quantificacéo
(DA SILVA, 2018; DA SILVA, 2017).

Inicialmente a LQM168 foi avaliada por UV-Vis a fim de determinar o seu
comportamento espectroscopico em meio aquoso. Na figura 19a é possivel observar
os espectros da molécula no tempo 0, o qual apresenta uma banda de absor¢cédo no
comprimento de onda de 300nm e outra banda de absor¢cdo em 412nm as quais
aumentaram de intensidade com o aumento da concentracdo da molécula estudada.

Apo6s 24h em exposicao a luz artificial, as mesmas amostras foram novamente
analisadas (Figura 19b) e foi observada uma diminuicao significativa das duas bandas
de absorcao; esse comportamento pode ser explicado pela instabilidade da molécula
em meio aquoso devido a sua baixa solubilidade e/ou pela sua fotodegradacéo

observado durante os experimentos.

Figura 19 - Espectro de absor¢cédo de UV-Vis a LQM168 em diferentes concentragdes — (A)
LQM168 no tempo Oh; (B) LQM168 apos 24h.
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A partir do comportamento apresentado pela LQM168 no estudo anterior, foi
realizado a associacdo da molécula aos lipossomas catidnicos e aos lipossomas
cationicos funcionalizados com CdSe/CdS, a fim de melhorar a sua estabilidade em

meio aquoso. Nos resultados apresentados, € possivel avaliar o aumento da
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estabilidade da LQM168 apés a associacdo aos carreadores, pela permanéncia do

comportamento espectroscépico no tempo 0 e apés 24h. (Figura 20).

Figura 20 - Espectro de absorcdo de UV-Vis dos conjugados — (A) LIPO:LQM168 e
LIPO:QD:LQM168 no tempo 0Oh; (B) LIPO:LQM168 e LIPO:QD:LQM168 apds 24h.
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Fonte: Autora, 2020.

A partir do comportamento espectroscépico da LQM168, foi possivel avaliar a
sua conjugacdo aos lipossomas, atraves das mudancas observadas referente as
bandas de absor¢cédo da molécula. No conjugado LIPO:LQM168 antes e depois do
processo de sonicacdo é possivel observar uma interacdo entre as estruturas pela
supressédo da banda em 300nm, pelo deslocamento batocrémico e hipocrémico da
banda em 412nm, além do surgimento de uma pequena banda em 460nm. Além disso
€ possivel observar que ndo ha mudancas significativas nos espectros dos
conjugados antes e apds o processo de sonicagao, como € possivel observar na figura
21.

Figura 21 - Espectro de UV-Vis para a formacao do complexo LIPO:LQM168 em meio aquoso
na proporgéo de 1:2 (m/m). (A) LIPO:LQM168 nédo sonicado; (B) LIPO:LQM168 sonicado.
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Fonte: Autora, 2020.

A literatura relata que os nucleos quinolinicos apresentam transigées ™ — T
por ser um heterociclico aromatico; essas transicdes apresentam picos maximos de
absorcao entre 263 e 330nm (CORREIA et al., 2015). Através dessas informacdes é
possivel associar a supressdo da banda em 300nm a uma interacdo do nucleo
qguinolinico com a bicamada lipidica dos lipossomas catibnicos devido a alta
apolaridade observada nessa estrutura. Aléem disso, a literatura relata que a presenga
de umanova banda, em estudos dessa natureza, é caracteristica da presenca de mais
de uma espécie absorvente no meio; com isso podemos associar a presenca dessa
nova banda em 460nm com a formacgé&o do conjugado LIPO:LQM168 (SILVERSTEIN,
BASSLER, MORRIL, 1994; CORREIA et al, 2015).

No conjugado LIPO:QD:LQM168 antes de submeter ao processo de sonicagao
€ possivel observar a supressao da banda em 300nm e um deslocamento batocrémico
e hipocrébmico bem acentuado da banda em 412nm, além do surgimento de uma
pequena banda em 460nm (Figura 22a). No complexo LIPO:QD:LQM168 apo6s o
processo de sonicacdo observamos as mesmas alteragdes, porém o deslocamento
hipocromico referente a banda em 412nm € bem semelhante ao do complexo na

auséncia de quantum dot (Figura 22b).

Figura 22 - Espectro de UV-Vis para a formac&o do complexo LIPO:QD:LQM168 em meio
aquoso na proporcdo de 1:2 (m/m). (A) LIPO:QD:LQM168 n&o sonicado; (B) LIPO:QD:

LQM168 sonicado.
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Fonte: Autora, 2020.

O deslocamento hipocrémico em 412nm bem acentuado observado no
complexo ndo sonicado pode ser explicado pela adsor¢do dos quantum dots na

superficie dos lipossomas, permitindo que a por¢cdo da molécula ndo ancorada na
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bicamada lipidica interaja com o0s quantum dots. Esse comportamento ndo é
observado no complexo sonicado, uma vez que, 0 processo de sonicagéo favorece o

acumulo dos quantum no nucleo dos lipossomas (CORREIA et al., 2015).
4.1.3 Caracterizacdo dos lipossomas conjugados por FTIR

Os estudos de FTIR nos permitiu obter informacdes referentes as possiveis
interacdes da LQM168 com os lipossomas e lipossomas associados ao CdSe/CdS, a
partir da avaliagcdo das deformacdes rotacionais e vibracionais referentes as ligacoes
guimicas da LQM168 (SKOOG, 2009).

Santos-Junior (2017), em seus estudos de caracterizagdo da LQM168,
demonstrou por FTIR que a molécula apresentou as seguintes bandas de absorcao:
em 796cm™ a 818cm™ referente a um estiramento de ligagcdo C (aromaético) — Cl; em
1446¢cm™ referente a um estiramento do substituinte metil na posicdo 4 do anel; em
1477cm™ sdo bandas caracteristicas da presenca de grupos -CHz e -CHs; em 1701
cm? referente a um estiramento da carbonila éster (Figura 23) (SILVERSTEIN,
BASSLER, MORRIL, 1994 CORREIA et al, 2015).

Figura 23 Espectro de FTIR-ATR da LQM168.
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Fonte: Autora, 2020.

Através do espectro obtido, foi possivel avaliar uma interacdo entre a LQM168
com os lipossomas e os lipossomas conjugados CdSe/CdS pelo suprimento da banda
em 815cm™referente ao estiramento de ligag&o C — Cl presente no nicleo quinolinico,
indicando uma possivel interacdo desse ndcleo com a bicamada lipidica dos
lipossomas ( TAYARAN, SEVERCAN, 2007)

A permanéncia da banda em 1446cm? apresentando um pequeno
deslocamento, caracteriza um estiramento do substituinte metil na posi¢céo 4 indicando
assim, que a LQM168 pode esta ancorada nos lipossomas uma vez que, bandas que

caracterizam a regido mais apolar da molécula foram suprimidas e bandas referentes
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aregiao da molécula com capacidade de realizar pontes de hidrogénio permaneceram
(Figura 24) ( TAYARAN, SEVERCAN, 2007)

Figura 24 - Espectro de FTIR-ATR para (A) Lipossomas nédo conjugados; (B) lipossomas-
CdSe/CdS; (C) Lipossomas-LQM168; (D) Lipossomas-CdSe/CdS-LQM168 lipossomas.

LIPO S.smf: LIPO S

( B) | 7 h 4 L
0 KA
5_%4\#\&”\ .I‘J""ni ‘ﬁ “up\‘\‘ i N 'ﬂ-.,», L *m || q ‘ Pﬂ"\‘r u‘agh, n‘ llh""-""""ﬂ“' __,m,‘,-\.,"ill h,"“i"-%w""\’hk.ym

\'\\‘u N W™

IMI168 S s PO-LQMI163 5

» =
101 r""’f's«nm kuo-u“ fr\;\ o

(C) "“"‘“-‘-wur.,«r‘-u'lfll‘.l\’\"‘ﬂ]li'!‘rﬂ_l..HJ‘L*N\L\-‘NH#”JT Ifa"w\]‘(' AN ‘-.I.J ||'x [ ‘_er\

% Transmitancia

. o HPO-QDLAMTES < l
) (D) “’wﬁ’\" 8% ru‘.‘" ‘

=

o L
.0 r e “‘"'.._-"‘I \‘\I'JM}" T '\‘L\‘ ?H }H'ﬂ » "y ‘:',‘Tu"‘n"*‘ Hq\" T‘"H‘-f\'p'\""f "; IJ Nlh‘ .~ 'FH‘H
5 ' y

T
N 1000
uu uuu

[$)]

T
o PR . Epy .,
3500 3000 2500 2000 1

Fonte: Autora, 2020.

Através desse estudo foi possivel observar que os espectros referentes aos
lipossomas unilamelares catidnicos e aos lipossomas unilamelares catidnicos
funcionalizados com quantum dots ndo apresentam mudancas em seus espectros.
Esse comportamento pode ser explicado pelos resultados observados nos estudos de
UV-Vis, onde é demonstrado que ap0s o processo de sonicagao essas nanoparticulas
ficam aprisionadas no nucleo dos lipossomas.

Avaliando o0s espectros referentes aos complexos LIPO:LQM168 e
LIPO:QD:LQM168 é possivel observar uma semelhanca de comportamento sem
mudancas referentes as bandas observadas no estudo anterior. A banda em 815 cm’
! referente ao estiramento de ligagdo C — Cl| presente no nucleo quinolinico
permaneceu suprimida e a banda em 1446 cm™ caracterizando um estiramento do
substituinte metil na posi¢céo 4 continuou aparente, demonstrando assim um possivel
ancoramento da LQM168 na bicamada lipidica dos lipossomas.

Esses estudos deverdo ser repetidos com o complexo liofilizado a fim de
aumentar a sensibilidade da resposta obtida. Os sinais de baixa intensidade assim

como as vibragOes presentes em todos os espectros pode ser justificados pela baixa
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concentragcdo do complexo na suspencéo analisada e pela presenca de uma grande

guantidade de agua nas amostras respectivamente.
4.2 ESTUDOS ELETROQUIMICOS DA LQM168
4.2.1 Comportamento eletroquimico da LQM168 em meio aproético

Através do estudo eletroquimico da LQM168 por voltametria ciclica em meio
aprotico foi possivel avaliar os processos de transferéncias de elétrons, permitindo
compreender os fendmenos de oxirredugcdo que podem estar envolvidos nas
atividades farmacoldgicas e toxicologicas da molécula, os quais podem estar
relacionados com os mecanismos de metabolismo celular desenvolvido em meio
biologico ( SKOOG, 2009; BRITO, 2011; DA SILVA, 2014; PACHECO, et al 2013).

O perfil eletroquimico da LQM168 por voltametria ciclica (VC), em meio aprotico
(DMF/TBAP, 0,1 mol L), na concentracdo de 1,0 x 10* mol L?, apresentou duas
ondas de reducao (lIc em 0,073V e llc em -0,157V ) e duas ondas de oxida¢&o ( I em
0,160V e 1l em -0,093V ) de pequena intensidade de corrente, relativas a

transferéncia de um elétron cada como é possivel observar na figura 25.

Figura 25 - Voltamograma ciclico da LQM168, na concentragdo de 1,0 x 10“*mol L*, a 100mV
s, em meio aprético DMF/TBAP (c = 0,1mol L*) vs. Ag|AgCI|Clsa y(0,1mol L), Eletrodo de
trabalho: carbono vitreo.
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Fonte: Autora, 2020.

A presenca dos dois picos anddicos esta relacionado a desprotonacdo da

hidrazina, formando o grupo azo (sua forma oxidada), fenbmeno esse que pode ser



57

explicado pelo mecanismo redox azo-hidrazo. O grupo azo em meio aprotico sofre
dois processos de reducédo de um elétron cada de forma reversivel, como é possivel

observar no mecanismo proposto na figura 26 para a LQM168 (HAMMERICH 2015).

Figura 26 - Mecanismo de oxirreducéo proposto para LQM168 em meio aprético.
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Fonte: Autora, 2020.
4.2.2 Comportamento eletroquimico da LQM168 em meio protico

Os estudos eletroquimicos para a LQM168 por voltametria ciclica em meio
prético foram realizados na faixa de potencial de 1,0V a -1,0V. Como a molécula
apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, optamos por trabalhar inicialmente com
a concentragdo de 3,0 x 10°mol L%, utilizando 20% (v/v) de etanol como co-solvente
para garantir a sua completa solubilizacdo no meio. O perfil voltamétrico obtido
apresentou um par redox Ic/la envolvendo 2H*/ 2e referente a formacdo da sua
espécie oxidada (azo) e o reestabelecimento de sua forma reduzida (hidrazo) como

podemos observar na Figura 27.
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos do comportamento eletroquimico da LQM168 (c = 3,0 x
10°mol L e 4,0 x 10°mol L) em diferentes faixas de potenciais. Tampéao fosfato 0,2mol L,
pH 7,0; 20% de etanol PA; eletrodo de CV; v= 0,10V s™. (a) Voltamograma ciclico da LQM168
de 0 a 1,0V. (b) Voltamograma ciclico da LQM168 de 0 a -1,0V. (c) Voltamograma ciclico da

LQM168 de 0,3 a -0,3V. (d) Reversibilidade do sistema.
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A LQM168 apresenta em sua estrutura quimica um ndcleo quinolinico

associado a um grupo tiazolidinico por uma hidrazina. Avaliando a sua estrutura

guimica e comparando com a literatura, Hammerich (2015) e Patai (1997) em seus

estudos mostram que o grupo azo (R-N=N-R) em meio aquoso sofre uma reducao

bioeletrénica envolvendo 2H" e 2e” de forma reversivel formando hidrazina (R-NH-NH-

R), como podemos observar no mecanismo reacional, representado pela Figura 28.
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Figura 28 - Mecanismo redox proposto para LQM168 em meio protico.
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4.2.3 Estudo de velocidade para LQM168

Fonte: Autora, 2020.

Os estudos eletroquimicos permitem realizar testes diagnosticos a fim de obter
informagdes de grande relevancia como: reversibilidade e irreversibilidade do
processo de transferéncia eletrénica, ocorréncia de reacdes quimicas acopladas,
adsorcdo, fenbmenos cataliticos entre outros. Através da analise de parametros
importantes, como potenciais de picos catédico e anodicos (Epc e Epa), correntes de
pico catodico e anddico (Ipc e Ipa), potencial de meia onda (Ei2), € possivel analisar
0s processos eletrédicos ocorrido (GREEF et al., 1985; DE MOURA, 2008;
SOUTHAMPTON, 2001).

O estudo de velocidade para a LQM168 foi realizado a fim de avaliar o seu
comportamento eletroquimico e o0 processo de transporte de massa. Os
voltamogramas ciclicos obtidos para a molécula em meio prético estdo demonstrados

na figura 29.

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos da LQM168 (c = 4,0 x 10°mol L) em diferentes
velocidades de varredura. Tampao fosfato 0,2 mol L, pH 7,0; 20% de etanol PA (co-solvente);

eletrodo de trabalho: Carbono vitreo.
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Através desse estudo foi possivel observar que os potenciais de pico anddico
e catddico nao foram alterados com o aumento de velocidade de varredura aplicado
ao sistema estudado. Segundo SKOOG (2009) para que sistemas eletroquimicos
sejam classificados como reversiveis um dos parametros que deve ser atendidos é
gue o potencial de pico (Ep) seja independente da velocidade.

A partir dos voltamogramas gerados em funcdo da variacdo da velocidade de
varredura foi possivel obter alguns parametros importantes, os quais estdo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Parametros eletroquimicos encontrados para LQM168 em fungédo do estudo de
velocidade de varredura. Epa vs. Ag|AgCI|Cl" (sat).

v (Vs?) vl’zl(v S log v +Epa(V) Ipa(A) Ipa (MA)  Ipa/lpc
0,020 0,1)41 -1,699 -0,041 1,30(7)X10' 0,130 -0,956
0,030 0,173 -1,523 -0,051 2,81(7)X10' 0,281 -1,011
0,040 0,200 -1,398 -0,046 4,32§X10' 0,433 -1,031
0,050 0,224 -1,301 -0,046 5,52§X10' 0,552 -0,882
0,075 0,274 -1,125 -0,056 6,69.3_X10' 0,669 -1,034
0,100 0,316 -1,000 -0,051 7,85579X10' 0,756 -0,920
0,200 0,447 -0,699 -0,056 2,10§X10' 2,106 -0,884
0,300 0,548 -0,523 -0,056 3,12%X10' 3,121 -0,844
0,400 0,632 -0,398 -0,056 4'1833')(10- 4,181 -0,825
0,500 0,707 -0,301 -0,056 5,34§X10' 5,348 -0,837
0,750 0,866 -0,125 -0,051 8'00%)(10- 8,001 -0,864
1,000 1,000 0,000 -0,051 1,06§X10' 10,660 -0,895

Fonte: Autora, 2020.

Para uma reacao reversivel, a corrente de pico varia linearmente com a raiz
guadrada da velocidade de varredura (SKOOG, 2009). A partir dessa informacéo foi
construida uma curva Ipa vs. 2 para a LQM168, onde foi observado um
comportamento linear para a molécula em baixas (20 a 100mV s?) e em altas
velocidades (200 a 1000mV s?) de varredura (Figura 30).
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Figura 30 - Analise da corrente de pico para a primeira onda de oxidacéo (Ipa) da LQM168
em funcéo da 1?2,
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Fonte: Autora, 2020.

A fim de avaliar melhor o comportamento da LQM168 apresentado no estudo
anterior, duas curvas de Ipa vs. v*2foram construidas, a primeira avaliando o processo

de 20 a 100mV s™ e a segunda de 200 a 1000mV s como é possivel observar na
figura 31.

Figura 31 - Andlise da corrente de pico para a primeira onda de oxidacao (Ipa) da LQM168
em funcdo da v'? (A) De 20 a 100mV st; (B) De 200 a 1000mV s*
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Avaliando a Ipa vs. V2 da LQM168 em baixas velocidades foi possivel observar
um comportamento nao linear da corrente em funcéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura, indicando que o transporte de massa da solucéo para a superficie do
eletrodo é de natureza adsortiva. Para valores de velocidades acima de 100mV
podemos observar um comportamento linear da corrente em funcédo da raiz quadrada
da velocidade, indicando que o processo de transporte de massa é de natureza
difusional (COSTA, 2011; DE MOURA, 2008).

Esse comportamento pode ser explicado, pois em baixas velocidades as
espécies eletrogeradas permanecem mais tempo interagindo com a superficie do
eletrodo, o que pode dificultar o processo de transferéncia de massa. Contudo, o0s
resultados apresentados indicam que o processo de transporte de massa da solugao
para a superficie do eletrodo é de natureza adsortiva em baixas velocidades e
difusional em altas velocidades (COSTA, 2011; DE MOURA, 2008).

Para sistemas reversiveis, a corrente de pico varia linearmente com a
velocidade de varredura (SKOOG, 2009). Através da construgao do grafico Ipa vs. v/
Vs foi possivel observar o aumento da corrente no sistema estudado para a LQM168
(Figura 32)

Figura 32 - Analise da corrente de pico (Ipa) para a primeira onda de oxidagéo para a LQM168
em funcdodav/Vs™
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Fonte: Autora, 2020.

Avaliando o comportamento apresentado no grafico anterior, foi possivel
construir duas curvas, a primeira de 20 a 100mVs™ e a segunda de 200 a 1000mV s’
1 a fim de observar melhor o comportamento da LQM168. Em ambos 0s casos, 0

gréfico Ipa vs. v/ Vs apresentam um comportamento linear, porém de 20 a 100mVs!?
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€ observado uma menor linearidade do processo quando comparado ao

comportamento da molécula de 200 a 1000mVs?! (Figura 33).

Figura 33 - Andlise da corrente de pico (Ipa) para a primeira onda de oxidagdo para a LQM168
em funcdo dav/Vs™t
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Fonte: Autora, 2020.

Esse comportamento de transferéncia de massa pode ser explicado, pois em
baixas velocidades, a transferéncia de elétrons ocorre de forma lenta promovendo
assim, um tempo maior de interacdo do analito com a superficie do eletrodo de
trabalho, podendo ocasionar uma diminuicdo (bloqueio) da area eletroativa desta
plataforma (FERREIRA, 2013). Esse comportamento explica a diminuicdo da
linearidade da LQM168 em baixas velocidades.

Ap0s cada varredura realizada em baixas velocidades (20 a 100 mV s?), a
superficie eletrodica foi avaliada por uma sonda eletroquimica e apresentou uma AE=
Epa — Epc superior a 100mV, demonstrando uma diminuicdo da area eletroativa
devido a passivacdo da superficie eletrédica ap6s o processo de transferéncia
eletrbnica da LQM168. O comportamento descrito anteriormente néo foi observado
nos estudos realizados em velocidades acima de 100mV s, onde o perfil do
voltamétrico da superficie do eletrodo de trabalho avaliado por sonda eletroquimica
permaneceu constante apés as analises da LQM168.

A analise da variacdo do potencial de oxidacdo em funcéo do log da velocidade
de varredura, juntamente com a presenca do pico reverso indicam que 0 processo é
de natureza reversivel, pois 0 Epa ndo varia em funcdo da velocidade de varredura,
como podemos observar na figura 24 (COSTA, 2011; DE MOURA, 2008).
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Figura 34 - Gréfico de potencial de pico de primeira onda de oxidagdo em funcéo do log v em
meio protico (Tampao fosfato pH: 7,0) para a LQM168.
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Fonte: Autora,2020.

Através desses resultados, podemos inferir que a LQM168 apresenta o
processo de transferéncia de massa de natureza difusional e que seu comportamento
eletroquimico € de natureza reversivel por atender os parametros pré-estabelecidos

presentes na literatura.

4.2.4 Estudo em meio aprético da LQM168 em presenca de oxigénio por voltametria

ciclica

Estudos que avaliam a capacidade de moléculas promoverem a geracdo de
ERQO’s é de suma importancia a fim de avaliar possiveis danos a nivel celular. Os
estudos eletroquimicos € um dos melhores modelos para simular o processo de
peroxidacédo lipidica em membranas celulares ocasionado por espécies reativas de
oxigénio (SILVA, 2017).

Estudos presentes na literatura mostram que a adi¢cdo de oxigénio em sistemas
capazes de gerar espécies reativas de oxigénio promovem mudancas notaveis no
perfil voltamétrico como o surgimento de novos sinais eletroquimicos, deslocamento
de potencial e alteracdo na intensidade das correntes (FERREIRA, 2013; SILVA,
2017).

Para que uma molécula seja capaz de gerar ERO’s, 0 oxigénio presente no
meio deve ser reduzido pela molécula a fim de ser gerada as espécies radicalares.
Esse processo de transferéncia de elétrons promove mudancas no perfil voltamétrico
da molécula (FERREIRA, 2013; SILVA, 2017). Nos estudos realizados com a LQM168

em presenca de oxigénio, ndo foi observada mudancas significativas em seu perfil
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voltamétrico, podendo inferir que a LQM168 ndo gera espécies reativas de oxigénio
(Figura 35).

Figura 35 - Voltamogramas ciclicos para LQM168 (c = 1,0 x 10*mol L) em meio aprético
DMF/TBAP (0,1 mol L) na presenca de diferentes concentragcdes de oxigénio. Faixa de
potencial= 0,6V a -0,3V; Eletrodo de carbono vitreo; v= 0,05V s.
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Fonte: Autora, 2020.

4.2.5 Estudo de interacdo da LQM168 com ssDNA por voltametria de pulso diferencial

A LQM168 é uma molécula hibrida a qual apresenta um nucleo quinolinico
associado a um ndcleo tiazolidinico por uma hidrazina e, como ja foi abordado
anteriormente, os dois heterociclicos que constituem essa molécula apresentam
atividade antitumoral descrita na literatura. A quinolina, por sua vez, pode ter sua
atividade antitumoral justificada por varios mecanismos, um deles é a capacidade de
agir como um agente intercalante de DNA (CHAVDA et al., 2010; KRAUSE et al.,
2011; AFZAL et al., 2015; ASSATI et al., 2014).

O ssDNA em solucdo foi avaliado na auséncia e na presenca da LQM168 por
VPD. Inicialmente foi analisada a oxidacdo das bases guanina e adenina em meio
acido (tampao acetato pH: 4,5), onde foi observado sinais intensos e bem definidos
nos potenciais de +0,9V, referente a oxidagcdo da guanina, e em +1,2V, referente a
oxidacdo da adenina como demonstrado na figura 25 (DA SILVA, 2018;
FERREIRA,2013; COSTA, 2011).
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Figura 36 - Voltamograma de Pulso Diferencial do ssDNA - (G) guanina e (A) adenina; tamp&o
acetato pH= 4.5; Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude de pulso 50 mV; largura de pulso 70
ms; v=50mV s?.
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Fonte: Autora,2020.

Avaliando o comportamento eletroquimico do ssDNA na presenca de LQM168,
foi possivel observar o aparecimento de um pico anddico no potencial de +0,085V, o
gual apresentou um aumento da intensidade de corrente a medida que a concentracao
da amostra aumentou no sistema. A presenca desse novo sinal foi correlacionada ao
processo de oxidagdo da LQM168 (Figura 37).

Com o aumento da concentragdo da molécula no sistema também foi possivel
observar uma diminui¢céo da intensidade de corrente dos sinais de oxidacao das bases
guanina e adenina, assim como o0 deslocamento dos potenciais de oxidacdo das

bases para valores mais positivos (Figura 37).

Figura 37 - Voltamogramas de Pulso Diferencial do ssDNA na presenca de diferentes
concentragfes de LQM168. Tampdao acetato pH= 4.5; Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude
de pulso 50 mV; largura de pulso 70 ms; v =50 mV s™.
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Fonte: Autora, 2020.

Esse estudo demonstrou maiores alteracbes nos sinais referentes ao
comportamento eletroquimico da guanina e adenina em concentragdes acima de
1,0 x 10° mol L%, Como forma de avaliar melhor o comportamento observado, o tempo
de interacdo entre o ssDNA e a LQM168 foi avaliado.

Para entender a influéncia do tempo no sistema analisado, a concentracdo da
LQM168 permaneceu fixa (4,0 x 10® mol L) e o tempo de interacéo foi avaliado
durante um periodo de 180 minutos. No voltamograma apresentado na figura 38, é
possivel observar uma diminuicdo do sinal referente a oxidacdo da LQM168 e um
discreto deslocamento do seu potencial para valores mais positivos; também foi
observado uma diminui¢c&o da intensidade de corrente assim como um deslocamento

dos potenciais de oxidagao das bases guanina e adenina para valores mais positivos.

Figura 38 - Voltamogramas de pulso diferencial ssDNA:LQM168 em funcdo do tempo.
Tampéo acetato pH = 4,5. [LQM 168]: 4,0 x 10 mol L; Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude

de pulso 50 mV; largura de pulso 70 ms; v =50 mV s™.
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Fonte: Autora, 2020.

Podemos explicar a diminuicdo da intensidade de corrente do ssDNA pela
diminuicdo da disponibilidade das bases purinicas passiveis de oxidacdo, uma vez
gue, a LQM168 ao interagir com a guanina e adenina através de interacfes
eletrostaticas tornando-as menos disponiveis. Essas interagdes modificam a estrutura
das bases e da molécula estudada, tendo como consequéncia o deslocamento do
potencial para valores positivos, mostrando que o processo de oxidacdo das bases e
da LQM 168 esta sendo dificultado devido a interacdo ssDNA-LQM168 (COSTA,
2011; SILVA, 2018; KAMEL et al 2008).
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4.2.6 Estudo de interacdo da LQM168 com dsDNA por voltametria de pulso diferencial

A fim de investigar o comportamento da LQM168 frente a dupla hélice de DNA,
os estudos foram realizados utilizando um biossensor de DNA através da técnica de
voltametria de pulso diferencial.

Inicialmente avaliamos o comportamento eletroquimico do biossensor na
auséncia da LQM168 em uma varredura anodica de 0 a +1,4V. No voltamograma
obtido foi possivel observar a auséncia de sinais de oxidacao nos potencias de +0,9V
e +1,2V referentes a oxidag&do da guanina e adenina, respectivamente, como podemos

observar na figura 39.

Figura 39 - Voltamogramas de pulso diferencial de dsDNA. Tampao acetato pH = 4,5;
Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude de pulso 50 mV; largura de pulso 70 ms; v = 50mV s,
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Fonte: Autora, 2020.

Avaliando o comportamento eletroquimico do biossensor em presenca da
LQM168, este foi posto em contato com as solu¢cdes das amostras (em diferentes
concentragdes) por um tempo de 10 minutos de interacdo; ao realizar as varreduras,
os voltamogramas obtidos apresentam um sinal de oxidac¢é&o no potencial de +0,0885V
com aumento de intensidade da corrente a medida que a concentracao da LQM168
aumentava no meio, e nao foi observado o deslocamento do potencial confirmando o
processo de oxidacdo da molécula estudada.

Os estudos eletroquimicos de interacdo da LQM168 com dsDNA néo
demonstraram sinais de oxidacdo nos potenciais de +0,9V e +1,2V referente a
oxidacdo das bases purinicas. O perfil eletroquimico observado foi semelhante a

varredura na auséncia da LQM168 como podemos observar na figura 40,



69

demonstrando que a LQM168, ndo promoveu danos a estrutura de dupla hélice do
DNA (quebra das ligacdes covalentes) impossibilitando a oxidacdo das bases

purinicas.

Figura 40 - Voltamogramas de pulso diferencial de dsDNA-LQM168 em diferentes
concentragBes. Tampao acetato pH = 4,5; Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude de pulso 50

mV; largura de pulso 70 ms; v=50 mV s-1.
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Fonte: Autora, 2020.

A fim de avaliar melhor os resultados obtidos, fixamos a concentracdo da
LQM168 (4,0 x10® mol L) e avaliamos o comportamento do sistema durante 180
minutos. Os voltamogramas obtidos permaneceram com um comportamento
semelhante a varredura na auséncia de LQM168 nos potenciais referente a oxidagao
das bases purinicas (guanina e adenina) e demonstraram um sinal anddico em

+0,0885V com o aumento de intensidade de corrente em fungédo do tempo (Figura 41).
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Figura 41 - Voltamogramas de pulso diferencial dsSDNA-LQM168 em fungéo da variagdo do
tempo. Tampéo acetato pH = 4,5; Eletrodo de carbono vitreo; Amplitude de pulso 50 mV;
largura de pulso 70 ms; v=50mV s™.
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Fonte: Autora, 2020.

O aumento do sinal referente a oxidagcédo da LQM168 pode ser justificado pelo
aumento da sua concentracdo na superficie do eletrodo. Com o aumento do tempo de
interagdo entre a molécula e a dupla hélice de DNA, o aumento da corrente é
ocasionado devido a uma maior quantidade de molécula na superficie do biossensor
passivel de sofrer oxidacdo quando o potencial é aplicado.

Como a concentracdo da amostra nesse estudo ndo sofreu variagdo, o
aumento da corrente pode ser justificado pelo aumento da concentracdo da LQM168
no dsDNA em funcédo do tempo. A LQM168 pode estar sendo intercalada na fita dupla
de DNA de forma néo covalente, pois nao foi observado picos anddicos referentes as
bases purinicas (indicativo da abertura da dupla hélice pela quebra das ligacdes
covalentes). (PAULA, 2006; SANTOS-JUNIOR, 2017; SILVA, 2018).

Analisando o comportamento observado anteriormente, um biossensor de
dsDNA foi construido e avaliado nafaixa de potencial de 0 a +0,6V. Os voltamogramas
obtidos apresentaram um comportamento semelhante ao estudo anterior, onde foi
possivel observar um pico anddico referente a oxidagdo da LQM168 com aumento da
intensidade da corrente em funcéo do tempo de interac&o, provando, mais uma vez,
gue a LQM168 apresenta afinidade pelo dsDNA, e que pode estar interagido com a

dupla hélice de DNA por intercalacao ndo covalente (Figura 42).
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Figura 42 - Voltamogramas de pulso diferencial do dsDNA sem oxida¢&o das bases purinicas
na presenca de LQM168 (c = 4,0 x 10° mol L) em funcéo da variacdo do tempo. Eletrodo de
carbono vitreo; Tampao acetato pH = 4,5; Amplitude de pulso 50 mV; largura de pulso
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Fonte: Autora,2020.

Ao terminar o estudo foi possivel observar que a solu¢ao do sistema analisado
no inicio do experimento apresentava uma coloragcao amarelo claro translicido e ao
fim do estudo estava incolor; 0 mesmo aconteceu com o gel de dsDNA que no inicio
do experimento apresentava um aspecto translicido e ao final do experimento
apresentou uma coloracdo amarelo claro, confirmando que a LQM168 tem afinidade

pela estrutura da dupla hélice de DNA (Figura 43).

Figura 43 - Imagem do biossensor de dsDNA na presenca da LQM168 no inicio do
experimento (A) e ao final do experimento.

Fonte: Autora,2020.
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5 CONCLUSAO

Através das andlises de AFM, foi possivel observar a conjugacéo dos quantum
dots magicos e da LQM168 aos lipossomas pelo aumento do tamanho das vesiculas,
diminuicdo da polidispersividade e rugosidade das vesiculas. Foi possivel observar
também que a conjugacdo da LQM168 e dos CdSe/CdS possivelmente aumentam a
estabilidade dos lipossomas quando comparado aos lipossomas nédo conjugados.

A caracterizagcdo dos complexos de inclusdo da LQM168:LIPO nao sonicado e
sonicado por UV-Vis, demonstrou que uma interagcdo estd ocorrendo entre as
estruturas analisadas pelo suprimento da banda em 300nm (referente ao nucleo
quinolinico), pelo deslocamento batocrémico e hipocrémico da banda em 412nm e
pelo surgimento de uma banda em 460nm (caracteristico da presenca de uma nova
espécie no meio).

Os complexos LIPO:QD:LQM168 também foram caracterizados por UV-Vis e
demonstraram uma interacdo pelo suprimento da banda em 300nm (referente ao
nucleo quinolinico), pelo deslocamento batocrémico e hipocrémico da banda em
412nm e pelo surgimento de uma banda em 460nm o que caracteriza a presenca de
uma nova espécie no meio. Nesse estudo também foi possivel observar que o
processo de sonicacdo favorece o acumulo dos quantum dots na parte interna do
lipossomas, pois 0s espectros apresentados mostram que o lipossomas nao sonicado
apresenta um deslocamento hipocrémico bastante intenso quando comparado ao
complexo sonicado, 0 que indica uma interacdo dos quantum dots adsorvidos na
superficie dos lipossomas com a regiao da molécula ndo ancorada na bicamada
lipidica.

Os espectros de FTIR foram realizados apenas para 0s complexos
LIPO:LQM168 E LIPO:QD:LQM168 sonicados onde foi possivel observar o
suprimento da banda 815cm™ referente ao estiramento da ligagdo C-Cl e a presenca
da banda em 1446 cm™ caracterizando um estiramento do substituinte metil na
posicao 4 do anel. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por UV-
Vis indicando a formagao do complexo de inclusdo e que possivelmente a LQM168

esta ancorada na bicamada lipidica.
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Através dos estudos eletroquimicos utilizando a técnica de voltametria ciclica
(VC) para a LQM168 em meio aprotico e protico, foi possivel avaliar o processo de
transferéncia de elétrons, o qual é de natureza bieletrénica (envolve 2H" e 2¢’).

Foi possivel propor os mecanismos redox em meio aprotico e proético para a
LQM168 pelas informa¢des obtidas nos voltamogramas de VC e comparando esses
resultados com a literatura especifica.

Os estudos diagnosticos realizados demonstraram que o0 processo de
transferéncia de massa da LQM168 para a superficie do eletrodo é de natureza
difusional, e o sistema foi classificado como reversivel por atender os parametros
estabelecidos na literatura.

Os estudos de reatividade com oxigénio foram realizados e demonstraram que
a LQM168 nao promoveu a reducdo do oxigénio presente no sistema estudado, néo
promovendo a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Portanto a LQM168
nao é capaz de promover estresse oxidativo.

Nos estudos de interacdo com ssDNA, foi possivel observar que a LQM168
interage com as bases purinicas. pela diminuicdo da intensidade dos sinais de
oxidacao das bases guanina e adenina e pelo deslocamento dos seus potenciais para
valores mais positivos. Foi possivel observar também que esse comportamento é
dependente da concentracdo e do tempo de interagéo.

O comportamento da LQM168 frente a fita dupla de DNA foi observado
utilizando um biossensor eletroquimico de dsDNA pela técnica de VPD, onde as
analises foram realizadas em diferentes concentragdes da amostra e tempo de
interagdo. Em nenhum dos sistemas analisados a LQM168 promoveu a abertura do
DNA (quebra das ligacGes covalentes das bases purinicas comprovado pela nédo
exposi¢cao das bases guanina e adenina.

Utilizando o biossensor de DNA pela técnica de VPD foi possivel observar que
a LQM168 apresenta uma afinidade pelo dsDNA devido ao aumento da intensidade
de corrente, o qual foi observado nos estudos de variagdo de tempo. Comparando os
resultados obtidos com a literatura, a LQM168 apresenta um comportamento

caracteristico de agente intercalante de DNA.
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6 PERSPECTIVAS

Obter os complexos de incluséao liofilizados a fim de melhorar os resultados de
caracterizacao por FTIR e realizar outros estudos de caracterizagdo como: TG, MEV
e MET

Realizar os estudos de caracterizacdo dos complexos por potencial zeta e
indice de polidispersividade, a fim de avaliar a carga superficial e o tamanho dos
lipossomas respectivamente.

Avaliar a estabilidade dos complexos por UV-VIS em diferentes condigdes de
armazenamento.

Avaliar a formacdo dos conjugados por eletroquimica utilizando a técnica de
VPD.

Calcular a taxa de encapsulamento utilizando a espectroscopia de UV-Vis.

Concluir os estudos de dindmica molecular.
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