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RESUMO

Estima-se que cerca de 70% de novas moléculas possuam baixa solubilidade em meio aquoso
0 que pode provocar uma baixa biodisponibilidade a até mesmo a ndo utilizacdo, em meio
bioldgico. De forma a contornar este problema, esses compostos podem ser associados a
macromoléculas formando um complexo droga-hospede onde multiplas interacbes podem
estar envolvidas. Neste trabalho, foi avaliado a interacdo de potenciais farmacos, p-lapachona
(BLP), 6CN10 (2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[]tiofeno-3-carbonitrila) e
LOM10  (2-[(3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenil)metileno]hidrazinacarboximidamida), = com
PAMAMG3 (poliamidoamina de 3° geracdo) e com BSA (albumina do soro bovino). No
primeiro trabalho, utilizou-se eletrodo ITO modificado. O novo eletrodo construido sob ITO,
foi planejado eletrodepositando nanoparticulas de ouro (NPAu), cisteamina e PAMAMGS3,
resultando em ITO/NPAu/Ciss/PAMAMGS3. Este sistema foi caracterizado por espectroscopia
no ultravioleta visivel (UV-Vis), microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia de forca atbmica (AFM),
Voltametria Ciclica (VC), Voltametria de Pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (ESI). Posteriormente, por VPD em pH 7,4, foi possivel avaliar a
interacdo do dendrimero de PAMAMGS3, veiculo sintético de transporte de farmacos com as
moléculas em estudo. Foi visto que ha encapsulacdo das substancias pelo dendrimeros e foi
possivel determinar a constante de interacdo do complexo BLP-PAMAMG3 e LQM10-
PAMAMGS3, sendo 1,42 x 10° L mol™ e 3,33 x 10° mol L. Por UV-Vis as constantes foram
2,00 x 10® L mol! e 2,50 x 10° mol L para os complexos PLP-PAMAMG3 e 6CN10-
PAMAMG3. No segundo trabalho, considerando que a albumina do soro humano (HSA) é a
principal transportadora de farmacos dentro do organismo, realizamos o estudo de interacéo
de BSA, com os farmacos mencionados, utilizando fluorescéncia molecular e UV-Vis em pH
7,4. Por fluorescéncia foi possivel determinar que todos os complexos sdo formados por
quenching estatico com formag&o de um complexo nédo fluorescente. O valor de K foi de 4,10
x 10% 1,69 x 10% e 3,31 x 10° L mol™? para os sistemas BSA-BLP, BSA-6CN10 e BSA-
LQML10, respectivamente, o que revela maior afinidade da proteina pelo LQM10. De acordo
com os pardmetros termodindmicos, forgas eletrostaticas governam as interacdes de PLP e
LQM10 com a proteina. Ja o nitrocomposto, majoritariamente, interage por forcas de Van der
Waals e ligagOes de hidrogénio. A fluorescéncia tridimensional mostrou que ha mudangas

conformacionais na proteina a partir da interagdo com as moléculas. Sendo a maior mudanca



com adicdo de LQM10. Mostrando que quanto maior o valor de K, maior mudangas na

estrutura proteica.

Palavras-Chaves: Interacdo. p-lapachona. 6CN10. LQM10. ITO. PAMAMG3.BSA.



ABSTRACT

About 70% of new synthetic molecules have low solubility in aqueous media, which can
impair their bioavailability or even their use. In order to get around this problem, these
compounds can be associated with macromolecules forming a drug-guest complex where
multiple interactions can be involved. The present work evaluated the interaction of potential
drugs, p-lapachone (BLP), 6CNI10 (2-[(4-nitrophenyl)-amino]-4,5,6,7-tetrahydro-4H-
benzo[]thiophene-3-carbonitrile) and LQM10 (2-[(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)methylene]hydrazinecarboximidamide), with PAMAMG3 (3rd generation
polyamidoamine) and with BSA (bovine serum albumin). At first, a modified ITO electrode
was used. The new electrode, built under ITO, was planned by electrodepositing gold
nanoparticles (NPAu), cysteamine and PAMAMGS3, resulting in ITO/NPAuU/CisslPAMAMG3.
This system was characterized by visible ultraviolet spectroscopy (UV-Vis), scanning electron
microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), atomic force microscopy
(AFM), Cyclic Voltammetry (VC), Differential pulse (VPD) and electrochemical impedance
spectroscopy (ESI). Subsequently, by using VPD at pH 7.4, it was possible to evaluate the
interaction of the PAMAMG3 dendrimer, a synthetic drug transport vehicle with the
molecules under study. It was observed that there is encapsulation of substances by the
dendrimer and it was possible to determine the interaction constant of the BLP-PAMAMG3
and LQM10-PAMAMG3 complex, being 1.42 x 10° L mol™* and 3.33 x 10° mol L%, By UV-
Vis the constants were 2.00 x 10° L mol™ and 2.50 x 10% mol L™ for the BLP-PAMAMGS3 and
6CN10-PAMAMG3 complexes. Considering that human serum albumin (HSA) is the main
drug carrier within the body, a study was carried out on the interaction of these molecules
with BSA, using molecular fluorescence and UV-Vis at pH 7.4. All complexes are formed by
static quenching with formation of a non-fluorescent complex. The Kp, value was 4.10 x 103,
1.69 x 10% and 3.31 x 10° L mol™* for the BSA-BLP, BSA-6CN10 and BSA-LQM10 systems,
respectively, which reveals greater affinity for protein by LQM10. According to
thermodynamic parameters, electrostatic forces govern the interactions of PLP and LQM10
with the protein. The nitrocompound, on the other hand, mostly interacts by Van der Walls
forces and hydrogen bonds. Three-dimensional fluorescence showed that there are
conformational changes in the protein from interaction with the molecules. The biggest
change is with the addition of LQM10. Showing that the greater the value of Kb, the greater

the changes in the protein structure.

Keywords: Interaction. B-lapachone. 6CN10. LQM10. ITO. PAMAMG3.BSA.
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1. CAPITULO | - DESENVOLVIMENTO DE METODO UTILIZANDO
CARACTERIZACOES POR MICROSCOPIA E TECNICAS
ELETROQUIMICAS E ESPECTROSCOPICAS PARA O ESTUDO DE
ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS COM CARREADOR
SINTETICO DE FARMACOS
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1. INTRODUCAO

Um dos desafios da utilizacdo de compostos que apresentam atividades farmacoldgicas,
reside na baixa solubilidade de algumas substancias, o que pode comprometer caracteristicas

desejaveis como biocompatibilidade e biodisponibilidade (BOYD et al., 2019).

As moléculas de p-lapachona (quinona), 6CN10 (nitrocomposto) e LQM10
(quanilhidrazona) sdo moléculas que apresentam diversas atividades farmacol6gicas como
atividade antitumoral, anticancer, antihirpetensivo, antialzhemier, entre outras. Entretanto,
seus potenciais efeitos farmacologicos sao atenuados pela baixa solubilidade em meio aquoso,
tornando-as inviaveis para utilizacdo em meio biolégico (AZEVEDO DE BRITO et al., 2017;
ELEAMEN et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018).

A fim de contornar esse problema, essas substancias podem ser associadas a carreadores
bioldgicos sintéticos como os dendrimeros, que sdo macromoléculas poliméricas que
apresentam grupos funcionais em sua superficie e estrutura hidrofébica interna, conferindo
caracteristicas polar e apolar, respectivamente. Além disso, em sua estrutura ha espacos
vazios internos que podem acomodar moléculas, processo conhecido como encapsulagdo. Ao
interagir com pequenas moléculas, como as citadas, esses carreadores podem atravessar
membranas celulares e atingir o alvo especifico liberando assim a molécula carreada desejada
(CZARNIK-KWASNIAK et al., 2020).

Desta classe, os dendrimeros de PAMAM (poliamida-amina) sdo a classe mais conhecida
e utilizada. Esse composto encapsula moléculas formando um complexo supramolecular
conhecido também como sistema droga-hdspede. A partir desta interacdo, é possivel a
melhora da solubilidade resultando numa maior biocompatibilidade, biodisponibilidade e
diminuicdo da toxicidade. Além disso, PAMAM tém como vantagem uma liberacdo
programada do composto bioativo (ANTONIO-ANTONIO et al., 2022).

Estudos eletroquimicos ja foram realizados com B-lapachona (CANDIDO et al., 2018) e
6CN10 (SILVA et al, 2017) associados a PAMAM em sistemas eletroquimicos
convencionais, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado. A molécula de LQM10 esta
em fase de estudo de suas caracteristicas eletroquimicas pelo grupo LEMAN (laboratério de
Eletroquimica e Microssistemas de Andlise). Porém, se faz necessarios esforcos para
desenvolver um sistema que permita, além da avalicdo eletroquimica, estudos

espectroscopicos da interacdo com a mesma plataforma de analise. De forma a suprir esta
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lacuna, os eletrodos transparentes de ITO sdo promissores candidatos por apresentarem

propriedades eletroquimicas e serem transparentes na regiao visivel.

Diante do apresentado, foi utilizado eletrodo de ITO funcionalizado com nanoparticulas
de ouro, cisteamina e PAMAMG3 (PAMAM de 3° geracdo) para avaliar as interagdes do
dendrimero com os farmacos selecionados, sendo este sistema o primeiro na literatura com
utilizacdo de técnicas eletroquimicas e epectroscopicas de avaliagdo da interagdo PAMAMG3

com substéncias de interesse farmacoldgico.

1.11TO

Oxido de indio dopado com estanho (ITO, In,03:Sn) é uma solugdo sélida, incolor e
transparente pertencente ao grupo dos éxidos transparentes condutores (TCO). Esse material é
comercializado como uma fina pelicula depositada sob um substrato de vidro ou um polimero
(geralmente o politereftalato de etileno, PET) com uma proporcao de 9:1 entre 6xido de indio
e Oxido de estanho IV. Apenas o Oxido de indio isolado seria um isolante (AYDIN;
SEZGINTURK, 2017).

Classificado como um semicondutor tipo n, possui uma boa faixa de transparéncia na
regido visivel com transmitancia superior a 82% na regido de 400 a 700 nm (Figura 1) além
de uma ampla area de trabalho eletroquimica, baixa corrente capacitiva, baixa resistividade
(cerca de 1,0x10* Q cm™) e caracteristicas eletroquimicas estaveis. Amplamente utilizado por
apresentar propriedades Opticas e elétricas Unicas, suas caracteristicas resultam numa grande

quantidade de trabalhos no campo da eletroquimica (WEI et al., 2017).

Figura 1 - Transparéncia do substrato ITO.
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Algumas areas de aplicagdo deste material se encontram no &mbito dos biossensores,
células foto voltaicas, telas de cristal liquido (LCD) e de plasma. Também sdo
comercializados em telas sensiveis ao toque (tecnologia touchscreen), foto diodos,
revestimentos antirreflexo, sensores de gas, telas planas, entre outras aplicagdes. A demanda
por produtos que contenham ITO em sua composi¢do € alta com uma producdo global de
1400 toneladas ao ano (MEI, FANGSHENG; YUAN, TIECHUI;CHU, AIMIN; LI, 2019).

Uma das vantagens da lamina de ITO é seu menor custo em comparacdo com
eletrodos de ouro, prata e platina, mas a desvantagem advém do fato do eletrodo ser, em
grande parte do uso, descartavel necessitando de estudos especificos para uma possivel
recuperacio (AYDIN; SEZGINTURK, 2017). Uma aplicacdo bastante documentada na
literatura é a deposicdo de nanoparticulas de ouro na superficie do ITO para melhoria de suas
propriedades como condutividade e area eletroativa.

1.2 Nanoparticulas de ouro depositadas sob substrato de ITO

Nanoparticulas de ouro (NPAu) podem ser utilizados para modificar eletrodos
melhorando a condutividade elétrica e facilitando a transferéncia de elétrons. Tais
modifica¢Oes resultam num aumento de seletividade e da sensibilidade analitica (FENG et al.,
2019).

Apesar de existir outras nanoparticulas conhecidas advindas de metais como prata e
cobre, as NPAu sédo preferiveis por apresentarem boa estabilidade e resisténcia a oxidacao.
Outro motivo é sua biocompatibilidade que favorece a imobilizagdo de macromoléculas como
proteinas e DNA, por exemplo (RAMALINGAM, 2019).

Dentre as aplicacbes convencionais, estdo a deposicdo destas particulas em eletrodos
de carbono vitreo, nanotubos de carbono, eletrodo de ouro e eletrodo de prata, entre outros.
Outra aplicacdo ¢é a deposicdo no substrato de ITO que permite investigagdes no ambito da
eletroquimica assim como na area da espectroscopia, devido sua transparéncia. Estudos desta
natureza com NPAu depositados em ITO buscando dados eletroquimicos e espectroscopicos

séo bastante empregados e estéo relatados na literatura (RAMALINGAM, 2019).

As estratégias de ligacdo das nanoparticulas de ouro ao ITO para fins de
funcionalizacdo sdo diversas em duas vertentes, as estratégias por ligacdo quimica e outra
alternativa é a deposicéo fisica. Por ligacdo quimica, pode ser utilizados moléculas contendo

grupo silanol (SiOH), grupo tiol (SH) ou até mesmo o grupo amino (NHz) em ligagcdo com 0
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Oxido. Na deposicao fisica, um procedimento bastante utilizado é por eletroquimica, sendo um
método mais rapido e simples e com tamanho da nanoparticua definido entre 114 a 217 nm. O
tamanho das particulas de ouro influencia diretamente na capacidade catalitica (WEI et al.,
2017).

Nanoparticulas metalicas depositadas em substrato sélido fornecem boa estabilidade e
resposta estdvel do sensor na matriz com as nanoestruturas. Essas estruturas quando
depositadas ndo necessitam de estabilizantes organicos. A partir da técnica utilizada e o meio
reacional € possivel obter diversas formas geométricas como bastdo, tridngulo e a forma
esférica (ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018). Além das formas, outras caracteristicas
podem variar como o tamanho e cor. Estas propriedades das NPAu sdo governadas pela

ressonancia plasmonica, fendmeno este que ocorre na superficie da particula.

1.2.1 Ressonancia Plasmonica de Superficie

As cores das nanoparticulas sdo dependentes das propriedades Opticas em relacdo a
sua forma e tamanho. O fenémeno de Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado
(RPSL) explica as cores das nanoparticulas e algumas outras caracteristicas. Esse fendBmeno
consiste na oscilacdo coletiva dos elétrons livres (plasmon) nos metais excitados por radiacdo
eletromagnética, contrario ao campo elétrico (E) da onda incidente na nanoparticula. O
resultado disto é a inducdo de um dipolo elétrico na nanoparticula. O dipolo induzido
promove 0 aparecimento de um campo elétrico restaurador na particula, o qual tem a funcéo
de restaurar o equilibrio dado pela distorcdo das cargas. Esta forca restauradora e a indugdo do
dipolo, quando acopladas, geram a ressonancia plasmonica que acontece na superficie
metélica (Figura 2). Tal caracteristica resulta numa absor¢do de radiacdo eletromagnética no
visivel com rela¢do aos metais de ouro, prata e cobre (YADAV; SHARAN; KUMAR, 2020).
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Figura 2 - Representacdo do dipolo elétrico induzido e efeito da forca restauradora devido a
separacao de cargas nas nanoparticulas metalicas.
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Fonte: OLSON, 2015.

Esse fendmeno é o responsavel por algumas caracteristicas imprescindiveis no estudo
da deposicdo de nanoparticulas sob o substrato de ITO, como a absor¢cdo no UV-Vis.
Particulas com tamanho médio de 1 a 100 nm podem ser estudadas e suas propriedades
esclarecidas a partir do RPSL e assim garantir melhor preparo do sistema com as possiveis
modificacdes. Essas propriedades podem ser Uteis no desenvolvimento de sistemas de
monitoramento da interacdo entre macromoléculas e ligantes. A deposi¢cdo de NPAu no
material transparente € utilizado para imobilizar proteinas e também pode ser util no estudo da
interacdo de veiculos sintéticos, como os dendrimeros, com compostos de interesse
farmacoldgicos(XIAO et al., 2018).

1.3 Dendrimeros

A palavra dendrimeros deriva do grego “dendrimer” que significa “arvore”. Esta
analogia se deve pela grande quantidade de ramificacBes presentes nestes compostos. Os
dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas criadas por polimerizacdo de subunidades
menores que apresentam geometria proxima a esférica com véarios grupos funcionais e
espacos internos vazios. Apresentam alto grau de ramificacdo com estrutura tridimensional
variando de 1 a 10 nm com arquitetura globular e massa molar bem definida (WAZIR et al.,

2020). Na Figura 3 é demonstrada a estrutura basica de um dendrimero.
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Figura 3 - Estrutura e geraces de um dendrimero.

Fonte: Adaptado de SEPULVEDA-CRESPO, 2015.

Essas macromoléculas podem ser dividias em trés regides: ndcleo multifuncional
central (circulo vermelho), pontos de ramificacdes (circulos em verde) e regido de superficie

externa (circulos em amarelo), conforme Figura 3.

Os dendrimeros sdo produtos de sintese organica em varias etapas. Essas moléculas
sdo sintetizadas passo a passo, ao contrario de uma polimeriza¢do, dando origem a uma
estrutura bem definida e reproduzivel. Na maioria dos casos, essas macromoléculas sdo
construidas camada a camada a partir de um nucleo central. Dendrimeros de baixa geracao

possuem uma estrutura aberta (WAZIR et al., 2020).

Os procedimentos mais utilizados para a sintese sdo a abordagem divergente e
convergente. Na sintese divergente, a mais usual, o dendrimero é sintetizado a partir do
nacleo como ponto de partida e construido geracdo a geragdo formando assim n geracgdes (G1,
G2, G3, G4, ...). A molécula do nucleo interage (molécula inicial) interage com a molécula do
mondmero que possui um grupo reativo e dois ndo reativos, originando um dendrimeros de
geragdo zero (G0). A nova superficie é ativada para reacdes com mais mondmeros, sendo este
processo repetido por varias geragfes, construindo o dendrimero camada sobre camada,
constituindo-se uma boa op¢do para grandes quantidades dendriticas. Este processso esta
representado na Figura4 (H. MEDINA; E. H. EL-SAYED, 2009).
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Os monomeros dispostos a cada adicdo formam camadas em torno do ndcleo com
aspecto globular, dispostas de dentro para fora em trés dimensdes. Geragdes posteriores séo
obtidas pela adicdo dos mondmeros ramificados, resultando em dendrimeros completos
finalizados com grupos quimicos funcionais na superficie (JOHN R.GIUDICESSI,
BA.MICHAEL J. ACKERMAN., 2008).

Figura 4 - Método divergente para sintese de dendrimeros.
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Fonte: adaptado de H. MEDINA; E. H. EL-SAYED, 2009.

Entretanto, ha alguns problemas nesta metodologia como uma grande quantidade de
reagdes numa unica molécula e também um rendimento maximo de 25% (JOHN
R.GIUDICESSI, BA.MICHAEL J. ACKERMAN., 2008).

A sintese convergente comeca na superficie e termina no ndcleo em que o0s

mondmeros sdo acoplados. A vantagem neste procedimento é que apenas um pequeno nimero
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de locais reativos é funcionalizado em cada etapa, fornecendo um pequeno ndmero de
possiveis reacoes colaterais (KOLOTYLO et al., 2019).

As propriedades desta classe sdo Unicas ao se associar de forma supramolecular a
moléculas de interesse bioldgico. Além do que ja foi mencionado, os dendrimeros podem
atravessar as membranas celulares e chegar ao seu alvo especifico. (CHENG et al., 2008).
Essas estruturas sdo utilizadas na absor¢édo e liberagdo de farmacos, acidos nucleicos, entre
outros (GOLSHAN et al., 2020). A interacdo dessas estruturas com a molécula alvo se da,
majoritariamente, pelo aprisionamento da molécula dentro da estrutura do dendrimero onde
ocorrem multiplas interacfes. Na superficie, pode ocorrer interacdes net works, ligacdo

covalente e interacdes entre cargas (interacoes eletrostaticas), conforme Figura 5.

Figura 5 - Interacdes entre dendrimero e molécula alvo.
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29

1.3.1 PAMAM

Dendrimeros de poliamida-amina (PAMAM) pertencem aos veiculos sintéticos
bioldgicos mais explorados como resultado de suas propriedades especificas: tamanho e peso
molecular estritamente definido, forma esférica, baixas viscosidades intrinsecas, alta
solubilidade em varios solventes e alta densidade de grupos funcionais localizados na
superficie (DODANGEH et al., 2020).

Os dendrimeros PAMAM séo estruturas nanométricas que interagem com pequenas
moléculas do sistema droga-hospede e podem ser utilizadas para buscar caracteristicas
desejaveis a potenciais farmacos como: adequacdo, solubilidade, baixa toxicidade, entre
outras caracteristicas. Visto que inUmeros potenciais farmacos ndo apresentam uma ou mais
desses itens, o complexo formado PAMAM-ligante pode solucionar tais problemas
(FARMANZADEH; GHADERI, 2018).

Esses resultados da interagdo sdo obtidos, pois as pequenas moléculas sdo
encapsuladas dentro da estrutura dendritica apolar, conferindo as caracteristicas supracitadas.
Esse sistema de interacdo entre PAMAM e ligantes (macromolécula-ligante) ja foi
amplamente estudado. PAMAM ¢ a classe mais utilizadas na encapsulacdo de biomoléculas
(FARMANZADEH; GHADERI, 2018; Ll et al., 2017).

PAMAM de 3° geragdo (Figura 6) consiste num ndcleo de etilenodiamino com
ramificacdes ligados ao grupo amida do nucleo e 32 grupos de aminas terminais em sua
superficie. Com o aumento no namero de geragdes (GO, G1, G2, G3, G4, G5, ...) de PAMAM
acarreta a um amento de tamanho, peso molecular e os grupamentos de superficie conforme
Tabela 1. A biocompatibilidade e a toxicidade dos dendrimeros sdo dependentes da geracéo,
sendo as geracdes mais altas as mais toxicas. Os dendrimeros PAMAM de geracdo completa,
com grupos aminas de superficie, sdo bases relativamente fortes e sdo policatiénicos em pH
fisiolégico. Portanto, eles sdo capazes de interagir com membranas bioldgicas carregadas
negativamente, bem como  &cidos  nucléicos, perturbando  sua  funcdo
(BANISHEYKHOLESLAMI; HOSSEINI; NAJAFPOUR DARZI, 2021)
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Figura 6 - Estrutura do PAMAM G3.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 1 - Geragdes de PAMAM e suas propriedades.

Geragdo  N°de Grupos Massa molar ~ Diametro

na superficie (g mol?) (nm)
0 4 609 15
1 8 1522 2,2
2 16 3348 2,9
3 32 7001 3,6
4 64 14307 4,5
5 128 28919 54
6 256 58140 6,7
7 512 116585 8,1

Fonte: Adaptado de CANDIDO, 2017.

Essas moléculas ao atuarem como carreadores de farmacos, mesmo diante de
moléculas com baixa solubilidade, podem aumentar a solubilidade do composto encapsulado
que fica alojado no interior do dendrimeros que possui estrutura hidrofébica ou em sua
superficie, contendo os grupos polares. Assim, a macromolécula tem afinidade por compostos
hidrofobicos e hidrofilicos. Além destas caracteristicas de aumento de solubilidade a interacéo
dendrimero-molécula estabiliza a molécula hospedeira e permite uma liberacdo programada
no meio. Moléculas contendo quinonas, grupo nitro e guanil-hidrazonas fazem parte de uma
grande classe de potenciais farmacos para diversas atuacdes como antibidtico, antibacteriana e
anticancer. Todavia, a aplicacdo da maioria desses derivados é limitada pela pouca
solubilidade. A associacdo desses compostos com dendrimeros, formando complexos de

inclusdo, pode ser um dos caminhos para utilizacdo em meio biolégico (LI et al., 2018).

A interacdo do complexo acontece através de ligacdo covalente ou por interagdes
intermoleculares. Dentre as intermoleculares estd a ligacdo de hidrogénio que pode ocorrer
entre 0s grupos aminas presente na superficie do dendrimero e 4tomos eletronegativos como
fldor, oxigénio e nitrogénio do farmaco avaliado. Outra forma é a interacdo eletrostatica caso
a molecula encapsulada possua atomos com carga negativa ou positiva. Quando ha ligacéo
direta entre 0 complexo macromolécula-ligante, ocorre a formacdo de uma amida ou grupo
funcional éster (URAM et al., 2017).
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1.4 Quinonas

As quinonas fazem parte do grupo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
oxigenados, podendo ser encontradas em familias de plantas, fungos, algas e bactérias. Sua
estrutura bésica é representada por dois grupamentos carbonilas em um anel ciclico com seis
atdbmos de carbono nas posi¢oes orto ou para (SYMONS, 2021). Na Tabela 2 estdo mostradas

as classificacdes basicas e algumas de suas atividades.



Tabela 2 - Classificacdo das Quinonas e sua atividade.
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Classe

Benzoquinonas

R1, (o}
R2 R4

Estrutura

o
R

Atividade

Antibiético

Antitumoral

Antimalarico

Ref.

(ABRAHAM et al., 2011)

R1
R4

(o]
R1 R4
R2 R3
3 o
(o] R1 [o]
R2 o] R2 R6
Naftoquinonas OO O‘
R3 R6 R3 R5
R5 R4 o

Antibiético

Antitumoral

Antiviral

(LOPEZ et al., 2014)

Antragquinonas

R1 (0] R8

Antibi6tico

Anticancer

Anti-inflamatério

(CHIEN et al., 2015)

Fenantraquinonas

Antibi6tico

Anticancer

Antioxidante

(SUN et al., 2016)

Fonte: Adaptado de ANDRADE, 2016.
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Quinonas com atividade redox participam de ciclos enziméticos e/ou ndo enzimaticos
que produzem semiquinonas e hidroquinonas pela captura de um ou dois elétrons (Figura 7).
Esses anions-radicais podem ser danosos as células devido a geracdo de peroxido de
hidrogénio(SYMONS, 2021).

Figura 7 - Equilibrio redox das Quinonas.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE, 2016.

O lapachol (Figura 8) que também pertence ao grupo das quinonas é obtido a partir de
plantas da familia Bignoniaceae. Apresenta diversas atividades bioldgicas como atividade
antiparasitaria contra Trypanosoma Cruzi, Schistosoma mansoni, Leishmania amazonenses e
L. braziliensis. (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 8 - Estrutura do Lapachol e da p-lapachona.
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H,SO,
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Lapachol B-lapachona

Fonte: Autor, 2022.
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1.4.1 B-lapachona

Um dos derivados desta classe ¢ a -lapachona (BLP, Figura 8), um composto natural
da ortonaftoquinona encontrado na casca da arvore lapacho, natural da América do Sul. Seu
extrato ja era conhecido popularmente ha centenas de anos como um farmaco. (PARK et al.,
2019).

BLP é utilizada para prevencdo de trofia muscula, atividade antibacteriana,
antifungica, antimalarica e antitumorais. Nos efeitos benéficos frente a células cancerigenas,
BLP atua principalmente contra linhas celulares do pulmdo, mama, e pancreas(PARK et al.,
2016) (PARK et al., 2016) . Na literatura encontramos outras atribuicdes do farmaco como o
combate ao estresse oxidativo, disfuncdo renal e apoptose, em estudos com camundongos que
apresentavam isquemia/reperfusdo nos rins (GANG et al., 2014). O estudo de PINK e
colaboradores (2000) mostrou que PLP causa apoptose em células malignas epiteliais de
glioma humano e de pigmentos de retina humana. Esse mesmo mecanismo € ativado por
células do tipo MCF-7% e T47D%, da linhagem do céncer de mama quando interagem com
BLP.

Entretanto, quinonas, semiquinonas e hidroquinonas (quinonas reduzidas) podem gerar
espécies reativas de oxigénio (ERO) como Oz, OH®, H20. e O2. Essas espécies podem
danificar moléculas bioldgicas como proteinas e DNA originado tumores cancerigenos
(CASSAGNES et al., 2018).

Estudos eletroquimicos recentes utilizando sistema com eletrodo de carbono vitreo
demonstrou que BLP pode ser encapsulada com PAMAM G2 e G3 (CANDIDO et al., 2018).
Diante do exposto e considerando baixa solubilidade do derivado de quinona, neste trabalho
avaliamos a interagdo da [-lapachona com PAMAM num novo sistema de detecgéo,
suportado em eletrodo ITO por vias eletroquimicas e espectroscopicas afim de determinar

pardmetros que possam ajudar a compreender melhor este tipo de interagao.

Afim de propiciar o estudo de interacdo de outras classes de compostos com o
carreador sintético de PAMAMG3 suportado em eletrodo ITO para assim obter uma
plataforma para avaliagbes similares, estudos de composto bioativo derivado de

nitrocomposto e de molécula da classe de guanilhidrazona foram feitas.
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1.5 Nitrocompostos

Moléculas de nitrocompostos sdo potenciais agentes biologicos com atuacédo
antibacteriana, antiparasitario, antineoplasico, entre outros. Estudos com essa classe sdo
relatados na literatura ha décadas (XAVIER et al., 2021).

Sua atividade bioldgica advém da presenca do grupo nitro em sua estrutura que
confere mudancgas na estabilidade pela interagdo entre o grupo NO: e seu alvo de interesse.
Essas espécies apresentam alta afinidade por elétrons, classificados como retiradores de
elétrons, e também podem apresentar mecanismo de ressonancia entre os atomos de oxigénio
e nitrogénio e como consequéncia, se reduzem com facilidade (RAMU et al., 2021). A maior
parte das moléculas desta classe sofre biorredugdo enzimatica, de maneira gradual, gerando
radicais livres que atingem e bactérias e parasita, impedindo a sintese enzimatica. A reducédo
completa envolve um total de 6e” até o derivado amino de acordo com o apresentado nas

reacOes a seguir.

RNO; + & — RNO,* (Eq. 1)
RNO2* + & + 2H* — RNO + H;0 (Eq. 2)
RNO + 2" + 2H* — RNHOH (Eq. 3)
RNHOH+ 26" + 2H* — RNHz + H,0 (Eq. 4)

N&o ha consenso sobre 0 mecanismo de a¢do que varia de acordo com a estrutura de
cada molécula. Mas a literatura relata que a passagem dessas espécies reativas pela membrana
dos microorganismos ocorre por difusdo passiva e aumenta com a desestabilizacdo da
membrana celular sendo este um dos resultados da acdo desses anions-radicais causando
extresse oxidativo. Em meio anaerobio, as espécies RNO2*" e RNHOH s&o os principais
intermediarios da reducdo enzimatica. Essas espécies podem interagir com o DNA de
bactérias e parasitas promovendo a inativacdo da biomolécula. Referente ao meio aerdbio,
RNO:*" reage com o oxigénio formando O2*. O radical superoxido formado, através de
enzimas como a superoxido dismutase propiciam a formacdo do perdxido de hidrogénio
(H202) que pode desestruturar membranas bioldgicas e reagir com enzimas ferrodoxinas,
liberando hidroxilas (OH®") que séo tdxicas para células bacterianas e parasitarias. Outra
caracteristica importante é que os radicais livres e os intermediarios de grupos nitros podem
induzir a liberacdo de fosfato de timidina, promovendo a desestabilizacdo e ruptura da dupla
hélice do DNA (AVENDANO; MENENDEZ, 2015).
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Também, uma possivel rota de mecanismo para 0s nitro-compostos se da pela ligacéo
de intermediarios do processo de redugdo a grupos tidis de enzimas essenciais de parasitas e

bactérias ocorrendo decréscimo e inativacdo destas enzimas (RUIZ-BARRERA et al., 2020)

Entre os compostos nitros, a classe com maior potencial biolégico sdo o0s
nitroaromaticos com aplicac6es contra diversos tipos de cancer, infeccdes anaerdbicas e como
radiossensibilizadores. Nesta classe estdo os nitroimidazois que sdo capazes de induzir a
morte celular em ambientes hipdxicos na auséncia de radiacdo. Tal atividade deve-se a
presenca de dois dos seus metabolitos, o anion radical nitro e da hidroxilamina. Desta forma é
possivel a oxidacdo do DNA pelo radical nitro sendo possivel a formacdo de ligaches
covalentes através do derivado O-acetil da hidroxilamina, Figura 9 (AVENDANO;
MENENDEZ, 2015).

Figura 9 - Oxidagdo do DNA pelo radical nitro.
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Fonte: Adaptado de AVENDANO, 2015.

Alguns exemplos de aplicacdo de moléculas nitro com comprovada acéo
farmacoldgica sdo a nifedipina e nitredipina, que atuam como agentes antihipertensivos, o
acenocumarol como anticoagulante, clonitiazina com a¢do analgésico narcético, nimesulida

como anti-inflamatorio, cloranfenicol e nitrofural como antibacterianos, metronidazol e
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tinidazol com caracteristicas antiparasitarios. As estruturas basicas dos compostos nitros estéo

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Estrutura de derivados de nitrocompostos e respectivo agente etiolégico.

Classe Estrutura Agente etioldgico
Leishmania major

Derivados \ .
Trypanosoma brucei
Nitrofuranicos R NO,

O Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi

Derivados / \ Entamoeba histolitica
Nitrotiofénicos R S NO,

Staphylococus aureus

Clostridium perfringes
Derivados Bacterioides sp
Nitrobenzénicos
NO, )
R Micobacterium
I tuberculosis*
Derivados .
NO, Trypanosoma cruzi
Nitroimidazolicos N~
R' Giardia muris

Fonte: Adaptado de PAULA, 2009.

1.5.1 6CN10

O 6CN10 (Figura 10), molécula da classe dos nitroaromaticos, foi desenvolvida e sua
eficAcia atinfungica comprovada (ELEAMEN et al., 2017). Estudos de SILVA e
colaboradores (2017) demonstram que o composto interage com DNA e forma complexos
com dendrimeros de B-ciclodextrina e PAMAM, levando a um aumento de solubilidade.
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No presente trabalho, apresentamos um novo método para avaliarmos a interagdo do
complexo PAMAM-6CN10 em eletrodo de ITO para coletar dados no &mbito eletroquimico e

espectroscopico.

Figura 10 - Estrutura do 6CN10.

NO,

Fonte: Autor, 2022.

1.6 Guanil-hidrazonas

As hidrazonas apresentam estrutura basica RiR2C=NNH>. A combinagdo de
hidrazonas com outros grupos funcionais criam compostos quimicos com caracteristicas
singulares. As principais aplicacdes destes compostos € no tratamento de cancer de mama,

ovario, pulmao, préstata, leucemia, entre outras (KATHURIA et al., 2018).

A classe de compostos pertencentes as guanilhidrazonas apresentam atividades
biolégicas ja conhecidas na literatura como atividade antimalaria, tripanocida,
antihirpetensivo, antitumoral, antialzhemier, antibacteriano, entre outros. Uma subclasse sdo
as aminoguanidinahidrazonas (AGH) que sdo representados por grupo amidina (guanil) ligado
ao grupamento hidrazones (Figura 11), que podem apresentar, além das ja relatadas,
atividades anti-trypanossoma, antifungica, antiglicacdo, entre outras. (DANTAS et al., 2018;
KATHURIA et al., 2018; SANTANA et al., 2019).

1.6.1 LQM10

Um dos derivados do grupo de AGH é o LQM10 (2-[3,5-di-terc-butil-4-hidrolxifenil-
metileno]hidrazinecarboxilamida), substancia sintetizada pelo grupo Laboratorio de Sintese e
Pesquisa em quimica Medicinal (LSPMED), liderado pelo professor Thiago Aquino, que
apresenta atividade contra c6lon humano, melanoma, gliobastoma e leucemia promielocitica
(AZEVEDO DE BRITO et al., 2017). Esta substancia ainda é pouco estudada. Em um dos
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estudos, SANTANA (2019), relatou que LQM10 (Figura 11) foi capaz de inibir em 33% a
atividade da lipase de Candida Rugosa simulando condigdes fisioldgicas.

Figura 11 - Estrutura da Aminoguanidinahidrazone e LQM-10.
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Fonte: Autor, 2022.

Sabendo-se dos poucos estudos envolvendo o composto LQM-10, procuramos estudar
a interacdo entre PAMAM e o composto com possivel formacdo do complexo PAMAM-

LQM-10 com avaliacdo espectroscépica e eletroquimica.

1.7 Técnicas Eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas sdo amplamente empregadas em diversas areas do
conhecimento como medicina, bioquimica, biologia molecular, quimica analitica, fisico-

quimica, entre outros (ZEA et al., 2020).

Técnicas eletroquimicas sdo sistemas versateis que oferecem alta sensibilidade,
precisdo e exatiddo com instrumentacdo de custo relativamente baixo. S8o exploradas
propriedades elétricas como corrente elétrica, diferencas de potencial e acimulo interfacial de
cargas. A partir de uma dada perturbacdo no meio reacional, as espécies redox interagem de
modo fisico, quimico ou/e superficial com os componentes do meio reacional. As medidas
coletadas sdo correlacionadas a caracteristicas da molécula em estudo (BANSOD et al.,
2017).

Dentre as técnicas voltamétricas estdo a voltametria ciclica, voltametria de pulso

diferencial, cronoamperometria e espectroscopia de impedéancia eletroquimica.
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1.7.1 Voltametria Ciclica

Informag0es eletroquimicas qualitativas sdo comumente encontradas na Voltametria
Ciclica (VC). A técnica é baseada na varredura de potencial de forma direta e inversa em
varios ciclos com monitoramento dos picos catdédico e anddico. Esta técnica fornece
informacdes sobre 0s processos redox e cinéticos das reacdes heterogéneas de transferéncia de
elétrons e reagBes quimicas acopladas a processos adsortivos. Os sistemas que podem ser
estudados por esta técnica séo classificados como reversiveis, irreversiveis e quase-reversiveis
(PUTHONGKHAM; VENTON, 2020)

Os sistemas reversiveis sao caracterizados por apresentar velocidade de transferéncia
de carga elevada (Ks > 10 cm s™) o que garante a restauragdo do equilibrio quimico de
forma répida na superficie do eletrodo de forma que apenas a etapa de transferéncia de massa
influencia o processo. A equacdo da corrente de pico para este sistema pode ser calculada
conforme a equagéo 5.

ipe = (2,69 X 10%)n2/3 /ADY *v1/%¢, (Eq. 5)

Sabendo que n representa 0 numero de mols de elétrons envolvidos no processo, A é a area do
eletrodo (cm2), Do 0 coeficiente de difusdo (cm2 st), v é velocidade de varredura (V st) e Co €

a concentracéo da espécie em solugéo (mol cm™3).

Diferentemente, nos sistemas irreversiveis a transferéncia de carga é lenta e com isso o
equilibrio quimico demora para ser reestabelecido. Além desses, 0s sistemas quase-reversiveis
a reacdo torna-se reversivel em baixas velocidades de varredura e irreversivel em altas
velocidades. Desta forma, o perfil quase-reversivel é observado em velocidades medianas de
varredura. Essas caracteristicas influenciam a resposta da Voltametria Ciclica como ¢é
mostrado a seguir (P. BALDWIN; RAVICHANDRAN; K. JOHNSON, 1984).

Para que aconteca a inversdo do sentido de varredura é preciso antes que seja aplicado
um potencial no eletrodo numa velocidade fixa até atingir o potencial desejado, a partir desse
momento a varredura segue em sentido oposto. Em sistemas reversiveis, um par de picos é
observado, potenciais de pico catddico (Epc) e anddico (Epa) e correntes de pico catddico (Ipc)

e anddico (Ipa), além do potencial de meia onda (Ei2) (WANG, 2006). Entretanto, em
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sistemas irreversiveis, como a rea¢do sé acontece em um unico sentido, s6 ha surgimento dos
picos mencionados na varredura inicial (Figura 12). A separagdo entre Epae Epc € crescente a
medida que ocorre 0 aumento da velocidade de varredura, assim o valor da diferenca de
potencial varia com o aumento da velocidade (P. BALDWIN; RAVICHANDRAN; K.
JOHNSON, 1984).

Desta forma, a andlise dos dados resulta em constatacfes sobre a reversibilidade da
transferéncia de elétrons, existéncia de espécies intermedidrias, adsorcdo e fendbmenos
cataliticos e determinagdo da concentracdo de substancias eletroativas (ZOSKY, 2006).

Figura 12 - Representacdo da Voltametria Ciclica de sistema reversivel, quase-reversivel e
irreversivel.
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Fonte: Adaptado de LEE, 2014.

1.7.2 VVoltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica que propicia maior
sensibilidade em comparacdo a VC além de propiciar baixos limites de detec¢do (CRESPI,
2020).

As técnicas de pulso sdo baseadas na aplicacdo de degraus de potencial, fixos ou
variaveis. O decaimento da corrente capacitiva, apos aplicacdo do pulso de potencial, € muito

mais rapido que a da faradaica. Isto se deve a um aumento na contribuicdo da corrente
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capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui exponencialmente,
enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente. Desta forma, com um tempo
apropriado para iniciar a segunda corrente, faz-se a leitura da corrente total a um valor de
corrente onde a contribuicdo da corrente capacitiva pode ser desconsiderada. (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003).

Pulso de potencial sucessivos de mesma amplitude (AEp) sdo aplicadas sobre uma
rampa linear ou escada de potencial com incrementos (AEs) em intervalos de tempos e a
corrente é medida duas vezes, uma antes da aplicacdo do pulso (l1) e outra ao final do pulso
(I2). A subtracdo numérica (AI) dessas duas correntes é plotado versus o potencial aplicado
(Figura 13). O voltamograma resultante consiste de picos de correntes de forma gaussiana em
que a area do pico é diretamente proporcional a concentragdo do analito. O termo “1”
representa o tempo entre duas aplicacdes sucessivas de pulso, sendo este parametro que
determina a largura do pulso (PACHECO et al., 2013).

Figura 13 - Representacdes da técnica de Voltametria de Pulso Diferencial.

A B

+

—ip— f

B g —=

Fonte: BRETT, 1996.

1.7.3 Cronoamperometria

A cronoamperometria é baseada na aplicagcdo de um potencial constante ao eletrodo de
trabalho em funcdo do tempo. O fluxo de corrente é correlacionado com o gradiente de
concentracdo das espécies na superficie do eletrodo de trabalho. Nessas condi¢Ges o
transporte de massa se da apenas por difusdo. A curva corrente versus tempo se apresenta
como uma curva de decaimento exponencial da corrente com o tempo (KONDRATYEVA et
al., 2020)
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Na cronoamperometria (potencial-step) é aplicado a dois potenciais, o potencial (AEz1)
é realizado em regides onde ndo h& reacdo com espécies eletroativas, sem processos
faradaicos, que tem como funcéo carregar a dupla camada elétrica na superficie do eletrodo de
trabalho. O segundo potencial (AE2) € o potencial responsavel pela reducdo das espécies
eletroativas (YANG et al., 2021).

Informacdes sobre a identidade das espécies podem ser obtidas a partir da razéo entre
a corrente de pico de oxidacdo e a corrente de reducdo de pico. A técnica pode ser utilizada
para determinar estabilidade de compostos em consideraveis intervalos de tempo. Entretanto,
a cronoamperometria gera altas correntes de carga que decaem exponencialmente com o
tempo (COSTENTIN; SAVEANT, 2020).

1.7.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A base da técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) esta ancorada
na descricdo de um circuito para resistir corrente elétrica. A lei de Ohm rege este sistema
(para um resistor ideal) pela relagdo existente:

R:% (Eq. 6)

A resisténcia (R) é expressa em ohms (), o potencial em volts (V) e a corrente em
ampére (A). Entretanto, o resistor ideal requer algumas caracteristicas como valor de
resisténcia ser independente da frequéncia e seguir a lei de Ohm em todos os niveis de

corrente e tensao.

Corrente alternada (ac) € uma corrente elétrica que o sentido varia com o tempo de
forma oposta a corrente continua (sistema ideal) em que o sentido permanece constante ao
longo do tempo. Na ac, que corresponde a maioria dos sistemas, a(éasi%éncia a corrente

elétrica é chamado de Impedéncia e é dada pela Equacgéo 7.
E(@t) = ZI(t) Eq. 07

Em que Z é a impedancia em Ohm. O potencial elétrico esta diretamente relacionado ao

tempo (t) em m circuito ac, dado por :

E(t) = Eysenwt (Eq. 8)
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Sendo Eo a amplitude do sinal. W é a velocidade angular e é definido por :
w = 2nf (Eq. 9)
Em que f, dado em Hertz, refere-se a frequéncia de ac.

A corrente elétrica relacionada a esta oscilacao I(t) é:

I(t) = I,sen(wt + ¢) (Eq. 10)

@ ¢ a defasagem da corrente em relagdo ao potencial, chamado também de angulo de fase

(MARQUES, 2011).

De forma sintetizada, é realizado uma perturbacdo inicial (AE) do tipo
senoidal. A resposta do eletrodo € uma corrente (AI) também senoidal, porém com diferenca
de fase ®@ em relagdo ao sinal aplicado. Assim a impedancia (Z), mede a relacdo entre AE e Al
(RIBEIRO, D.V.; SOUZA, C. A. C.; ABRANTES, 2015).

EIE fornece dados mensuraveis das caracteristicas elétricas da interface
eletrodo/solucdo, sendo de suma importancia no processo de caracterizagdo de eletrodos. A
técnica possibilita a aquisi¢do de informacdes que visam compreender 0 comportamento geral
de um sistema que possui diversos processos inter-relacionados ocorrendo em diferentes
velocidades (CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006).

A impedancia eletroguimica restringe sua aplicacdo para sistemas que ndo se alteram
com o passar do tempo, ou seja, € uma técnica do estado estacionario. A resposta da aplicacédo
de um sinal alternado de pequena amplitude (5-20 mV) é relacionado com a resposta do
eletrodo pela mudanca de fase dos componentes corrente, voltagem e amplitude. Desse modo
é possivel diferenciar processos com tempos caracteristicos distintos possibilitando distinguir
contribuicdes simultaneas a resposta total (CIUCCI, 2019). O gréafico da Figura 14 é chamado

de diagrama de Nyquist e obedece a relagéo:

Z=27+j7" (Eq. 11)

Em que Z’ representa a parte real da impedancia e Z’’ a parte imagindria. O diagrama de
Nyquist é formado por um conjunto de pontos cada um representando a grandeza e a diregéo
do vetor de impedancia para uma determinada frequéncia. Pela Figura 14 pode-se observar

que os dados de impedancia relativos a baixas frequéncias estdo do lado direito (Regido B) e
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os de alta frequéncia do lado esquerdo (Regido A). O intercepto do semi-circulo com o eixo
real em altas frequéncias fornece a resisténcia do eletrdlito (Re). De forma analoga, o
intercepto do semi-circulo com o eixo real de baixas frequéncias indica a resisténcia de
polarizacdo (Rp), conhecida como resisténcia de transferéncia de carga que representa as
caracteristicas da interface eletrodo/solucdo. Desta forma, quanto maior o semicirculo, maior
Rp, € maior a resisténcia de transferéncia de carga (RIBEIRO, D.V.; SOUZA, C. A. C,;

ABRANTES, 2015) .

Figura 14 - Representacdo do diagrama de Nyquist.

N

Impedancia Imaginaria

Z'  |mpedancia real

Fonte: RIBEIRO, 2015

1.8 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) é uma ferramenta poderosa para
analises de microestrutura de materiais solidos, inclusive no processo de caracterizagdo. Além
disso, é possivel obter imagens tridimensionais, com elevada resolucéo, informacdes sobre a
composi¢do quimica da amostra e identificacdo da morfologia e tipologia da superficie de

analise (ABDULLAH; MOHAMMED, 2019).

Esta técnica baseia-se na utilizagdo de um feixe de elétrons é inicialmente
demagnificado a partir de um sistema de lentes condensadoras, de pequeno diametro, gerado a
partir de um filamento de tungsténio aquecido (operando numa faixa de alta tenséo) ou cristal,
com o objetivo de explorar a superficie da amostra, ponto a ponto provocando uma série de

emissdo de radiacdo. O sinal desse procedimento é transmitido para um detector a uma tela
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catédica cuja varredura estd perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente.
Através de bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a superficie da
amostra segundo uma malha retangular. O sinal da imagem resulta da interacdo do feixe
incidente (elétrons primarios) com a superficie da amostra, resulta na liberacdo de elétrons
secundarios, retroespalhados, entre outros, que podem ser coletados por detectores e
convertidos em sinal de video (KLEIN; BUHR; GEORG FRASE, 2012).

Para a geracdo de boas imagens é necessario que o material analisado seja condutor de
corrente elétrica. Dessa forma, materiais que apresentam baixa condutividade precisam ser
preparados para que passem a apresentar conducdo elétrica mas que ndo tenham, com o
procedimento adotado, modificacdes em sua estrutura. Uma das técnicas para a conducéo € a
aplicacdo de uma pelicula de ouro na amostra a ser analisada (NAZEM-BOKAEE et al.,
2018).

1.9 Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (Scanning Force Mircroscope, AFM) é muito usada
para caracterizar morfologicamente materiais, com precisdo em escala micro, nano ou
subnano. Esta técnica permite determinar através de forcas atrativas e repulsivas entre uma
sonda (ponta ligada a um cantilever) e uma amostra depositada sobre um suporte de vidro,
silicio ou mica (FUKUMA; GARCIA, 2018).

O principio de funcionamento é baseado no contato da sonda, ou por proximidade, da
superficie da amostra que se quer investigar, 0 que da origem a uma interacdo altamente
localizada entre a sonda e a amostra. No modo contato, o cantilever (pequena haste flexivel)
da AFM enverga-se na direcdo oposta a amostra. No modo ndo contato, o cantilever da AFM
enverga-se na direcdo da amostra. Essas deflexfes sdo resultado de forcas de atracdo e
repulsdo. O AFM opera medindo as forcas entre a ponteira e a amostra que dependem de
diversos fatores como, por exemplo, dos materiais que compdem a amostra e a ponteira, da
distancia entre elas, da geometria da ponteira e de qualquer tipo de contaminacéo que houver
sobre a superficie da amostra. A deflexdo da sonda em funcdo da interagdo com a amostra e
utilizada para o estudo da morfologia de superficie como a topografia, rugosidade, disperséo e
tamanho de particulas (ANDO, 2018).
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A atragdo superficial entre a ponteira e a superficie do material analisado é devido a
uma grande quantidade de forcas atrativas como as forgas de van der Waals. A atracéo
continua até o limite maximo que acontece quando os orbitais se repelem mutuamente. Esta
repulsédo eletrostatica enfraquece a forca atrativa a medida que a distancia diminui. A forca
anula-se quando a distancia entre os atomos € da ordem de alguns &ngstroms (da ordem da
distancia caracteristica de uma unido quimica). Quando as forgcas se tornam positivas,
podemos dizer que os atomos da ponteira e da amostra estdo em contato e as for¢as repulsivas
acabam por dominar (JALILI; LAXMINARAYANA, 2004).
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2. OBJETVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar o eletro de ITO/NPAu/Cis’lPAMAMGS3 e avaliar a interacdo de
PAMAMG3 com B-lapachona, 6CN10 e LQM10.

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar o sistema ITO/NPAU/Cis/lPAMAMG3 através das técnicas de UV-Vis, MEV,
FTIR, AFM, VC, VPD e ESI;

b) Promover a estabilizacdo da deposicdo de nanoparticulas de ouro através da adi¢do de

cisteamina ao sistema;

c) Verificar se ha interagdo de PAMAMG3 com [-lapachona, 6CN10 e LQM10 neste novo

sistema de monitoramento;

d) Calcular constantes de interacdo para as moléculas avaliadas por VPD, com indicacdo da

magnitude da ligagdo PAMAM-ligante;

e) Realizar a avaliagdo da interacdo e calculo de constante por UV-Vis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e solventes

Placas de ITO (8-12 Q) foram obtidos pela Delta Technologies. HAuCls, cisteamina
(NH2CH2CH>SH), PAMAMG3 (20% m/v em metanol) foram adquiridos pela sigma Aldrich.
Acido sulftrico (H2S04), alcool isopropilico ((CHs).CHOH), glutaraldeido (CsHsO2) e etanol
(CH3CH20H) foram obtidos pela Dinamica. 3-Lapachona foi sintetizada pelo Laboratdrio de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro e cedida pela professora Ligia
Maria Marino Valente. 6CN10 e LQM10 foram sintetizados e cedidos pelo professor Thiago
Mendonca Aquino do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de

Alagoas.

Todos os reagentes foram de grau analitico e as solucdes preparadas em agua ultrapura

(18 MQ cm) obtida através de um sistema de purificagdo Milli-Q da Millipore Inc.

3.1.1 Limpeza do eletrodo ITO

Eletrodos ITO foram limpos imergindo-os em solucdo 10% de Extran MAO1 alcalino
(Merck) durante 30 min. Feito isso, foram lavados com agua deionizada e deixados por 30
min em agua deionizada. Em seguida, ficaram durante 30 min em alcool isopropanol. Ao fim
desta etapa, os eletrodos foram deixados expostos ao ar para secagem. Através de um
multimetro foi identificado a superficie condutora e adicionada uma fita adesiva (3 x 8 mm)
de cobre para contato elétrico. Os eletrodos foram armazenados em dessecador a vacuo.
Procedimento de acordo com ALMEIDA, 2016.

3.1.2 Preparo de solugdes

Tampaéo Britton-Robinson (BR) foi utilizado para as analises. O preparo foi realizado
pela mistura de 100 mL das solucBes de acido acético, acido fosférico e acido borico, todas a
0,1 mol L resultando no tamp&o de concentragdo 0,1 mol L™ com faixa tamponante de 2 a
12. Solugdo de HAUCI; 1x10“ mol L foi preparada em meio &cido utilizando solugdo de
H,S04 0,5 mol L. Solugio estoque de 6CN10, PLP e LQMI10 foram preparadas com

concentragdo 1x10° mol L, sempre no dia da respectiva anélise, em alcool etilico P.A.
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3.2 Estudos eletroquimicos

Medidas eletroquimicas foram realizadas em potenciostato PGSTAT (AUT73222) da
Metrohm Autolab em um sistema de trés eletrodos. O eletrodo de trabalho neste trabalho é o
ITO, o eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina e como eletrodo de referéncia foi
utilizado o sistema Ag/AgCI/CI (saturado). As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente (25°C + 1°C). Todos os tratamentos de dados que resultaram em

gréficos/voltamogramas foram realizados no programa Origin 8.0.

Figura 15 - Representacdo da cela eletroquimica com todos eletrodos.

—» Eletrodo de referéncia

—» Eletrodo auxiliar

ITO—» | « GasN;

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
3.2.1 Deposicdo de nanoparticulas de ouro na superficie de ITO

Através de cronoamperometria, aplicando um potencial de -0,3V, foi depositado
nanoparticulas de ouro utilizando solugdo HAUCI3 1x10* mol Lt em meio 4cido (H2SO4 0,5
mol L) na superficie do eletrodo ITO. Antes e durante a deposi¢do a solucéo ficou sob gas
Na.

3.2.1.1 Avaliacdo do tempo de eletrodeposicdo de NPAu por UV-Vis

O tempo de eletrodeposicdo de NPAu por cronoamperometria, foi avaliada
empregando potencial fixado em -0,3V com variagdo do tempo de 120, 300, 500 e 800s. Foi
utilizado um eletrodo ITO para cada deposi¢do. O sistema foi desaerado com N durante 15
min antes da medida. Durante a analise o gas foi mantido na superficie da solucdo. A &rea de
eletrodeposicdo de NPAu no ITO foi de 1,2 cm? (1,5 cm x 0,8 cm).
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3.3 Construcao do eletrodo ITO/NPAuU/CissPAMAMG3

Com a deposicao de NPAu na superficie do ITO, as placas foram imersas em solucao
de cisteamina 1x102 mol L%, durante 2h formando o sistema ITO/NPAu/Cis. Logo em
seguida, sdo inseridas em solucdo de glutaraldeido (1% em etanol) durante 2h. Por fim, o
sistema é deixado overnight com PAMAMG3 2,5x10° mol L. Com isso é formado o
eletrodo com todas as modificagdes: ITO/NPAuU/CisslPAMAMG3. Ao fim de cada etapa o
eletrodo é lavado com agua deionizada para eliminar material adsorvido. Processo

representado na Figura 16.
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Figura 16 - Representacdo das modificagdes no eletrodo de ITO.

 Glutaraldeido

Cronoperometria Cisteamina
HAUCL/H,SO, PAMAMG3
ITO ITO/NPAu ITO/NPAu/Cis ITO/NPAW/Cis/IPAMAMG3

“  NPAu s/ nHe Cis - PAMAMG3

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
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3.4 CARACTERIZACOES

As caracterizacbes foram realizadas para os sistemas, ITO, ITO/NPAU/,
ITO/NPAU/Cis e ITO/NPAU/CisslPAMAMG3.

3.4.1 UV-Vis

As medidas por UV-Vis foram realizadas com o eletrodo (1 x 1 cm) inserido numa
cubeta de quartzo na faixa de 250 a 1100 nm. As medidas foram realizadas sem presenca de
qualquer solucdo, apenas para avaliacdo da superficie do eletrodo . As medidas foram
efetuadas em um dnico ITO utilizando o espectrometro Shimadzu Multispec-1501.

34.2FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos com 16 varreduras e resolugdo de 4 cm™ na
regido de 4000 a 400 cm? a temperatura ambiente (27°C) utilizando o equipamento
espectrometro IRPrestige-21 com transformada de Fourier e reflectancia total atenuada (ATR)

com cristal de selénio, Shimadzu Corp.

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Quatro eletrodos 1TO, cada um com uma modificagdo distinta, foram analisadas por
MEV. Os eletrodos ndo necessitaram de metalizacdo visto que o ITO é um semicondutor e ha
eletrodeposicdo de NPAu. Entretanto, foi necessario revestir as bordas das amostras com
pasta de carbono com esmalte incolor (comercial) para aumentar a condutividade do sistema.
As micrografias foram obtidas operando com tensdo de aceleracdo de 25,0 a 30,0 kV
utilizando um microscépio Shimadzu VEGAS3 com detectores de elétrons secundarios (SE) e
retroespalhados (BSE).

3.4.4 Microscopia de Forga Atdmica

Todas as imagens da morfologia das amostras (uma amostra para cada modificagdo)
foram obtidas utilizando um microscopio de for¢a atomica Multiview 1000™ (Nanonics)
montado em conjunto com um microscopio 6ptico BXFM (Olympus). Esta combinacéo
permitiu o posicionamento lateral da ponta de AFM sobre as amostras com precisao de escala
micromeétrica. Os experimentos foram realizados usando uma ponta de varredura com um raio
tipico de curvatura < 20 nm em um cantilever de 320 um de comprimento, com constante de
mola < 1 N/m e uma frequéncia nominal de 35 kHz. O sistema de AFM foi acusticamente

isolado para reduzir qualquer interferéncia de ruidos ambiente durante as medicGes. A
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topografia das amostras foi imageada (256x256 pixels) no modo de contato intermitente com
uma taxa de varredura de 0,3-1 Hz. As imagens foram analisadas usando o software WSxM.

3.4.5 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

As medigdes eletroquimicas foram realizadas utilizando 15 mL da sonda Fe(CN)¢>* a
2,5 x10° mol L1 1:1 do par redox e 5 x 10 mol L de KCI utilizado como eletrodo de
suporte, usando um sistema eletroquimico de trés eletrodos. As medidas de EIE foram
realizadas em potencial de circuito aberto com aplicacdo de amplitude de potencial de 5,0 mV
e intervalo de frequéncia na faixa de 10° a 10 Hz de acordo com (DE LIMA FRANCA et al.,
2016). A fim de preservar a mesma area de modificacdo, todo o estudo foi feito apenas numa

amostra do eletrodo, com medidas feitas para cada modificacao.

3.4.6 Voltametria Ciclica

Utilizando 15 mL da sonda Fe(CN)s>/# foi realizado o ensaio de voltametria ciclica a
uma taxa de varredura de 50 mV s* de -0,3 a 0,6V. Também por eletroquimica foi realizado
VC utilizando tampao BR pH 7,4 para este mesmo sistema com velocidade 50 mV s fazendo
uma primeira varredura de -0,8 a 0,0V (sob N2) e posteriormente de 0,0 a 0,4V. As medidas

foram feitas numa Unica amostra de ITO.

3.5 Voltametria de Pulso Diferencial

Foi utilizado a técnica de VPD para avaliar a interacdo de PAMAMG3 com as
substancias e para determinar a constante de formagéo (Ks). O estudo foi feito em tampéao BR
7,4 com adigdes sucessivas do analito. As medidas foram realizadas na faixa entre -0,8 a 0,0V
(sob N2) para BLP e 6CN10 e de 0,0 a 0,5V para LQM10.

3.6 Avaliacéo da interagdo por UV-Vis

O eletrodo ITO/NPAU/CissPAMAMGS3 foi inserido em cubeta de quartzo 1 x 1 cm.
Aliquotas das solucdes das moléculas (1-14 x 10 mol L, 20% etanol) foram adicionadas
a cubeta e cada aliquota adicionada ficou em contato com o eletrodo por 15 min.
Posteriormente, o eletrodo foi lavado com agua deionizada para retirar material adsorvido.
Por fim, ap6s secagem, foi realizada a leitura do ITO no equipamento na faixa 300 — 700

nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da interagdo de PAMAMGS3, suportado em eletrodo de ITO modificado,
e as interagdes com BLP, 6CN10 e LQM10, sdo descritos a seguir. Inicialmente o sistema
ITO/NPAU/CisS/IPAMAMGS3 foi caracterizado e posteriormente foi estudado a interacdo do

dendrimeros com as moléculas selecionadas por VPD e UV-Vis.

4.1 Avaliacéo do tempo de eletrodeposicédo de nanoparticulas de ouro

A eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro em meio &cido propicia a redugdo do
metal segundo a reacdo (RAJI et al., 2022)

AU (ag) + 36" =AU (Eq. 11)

A maior parte dos trabalhos envolvendo eletrodeposicdo de NPAu na superficie
condutora ITO, utiliza solu¢do de ouro (HAuUCl4) em meio acido com concentragdes maiores
ou iguais a 1 x 10° mol Lt (COLOMBO et al., 2015; ZHANG et al., 2013a). Empregando a
concentracdo de ouro 10 vezes menor que o convencional (1x10* mol L), foi realizado o
estudo por UV-Vis para definicdo do tempo de deposicdo das NPAu. Além disso, esta técnica
fornece dados importantes como o tamanho da nanoparticula formada (ZUBER et al., 2016).
Mudancas de absorcdo para maiores comprimentos de onda sdo observados a medida que o
tamanho das NPAu aumenta e a medida que a distancia entre as nanoparticulas diminui
devido a agregagdo. Fendmeno este resultado da falta de uma camada eficiente de passivagao
das particulas metélicas, incapaz de estabilizar eletrostaticamente ou estericamente as
nanoparticulas (CHANDRA et al., 2016; ZUBER et al., 2016).

A Figura 17 mostra o perfil de absorcdo de plasmon de superficie das NPAu em
diferentes tempos de eletrodeposicdo. Em 120 segundos, a banda de plasmon de superficie
(LSPR) esta localizada em 582 nm, que corresponde a particulas com diametro médio de 80
nm. Em 300 segundos, a banda diminui para o valor de 570 nm o que indica um diametro
estimado de 80 nm. Na aplicacdo de 500 segundos de cronoamperometria, ha mais um
deslocamento para 557 nm com tamanho da nanoparticula entre 90 a 100 nm (HAISS et al.,
2007). 616 nm € a banda ao se utilizar a eletrodeposicdo de 800 segundos com diametro
médio de 125 nm (STAROWICZ et al., 2018).
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Figura 17 - Avaliacdo do tempo de eletrodeposicdo de NPAuU por UV-Vis.

Absorvancia

L] L] L] L] L}
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Com o0 aumento de tempo de deposi¢do houve aumento na banda de absorcdo. Esse
resultado j& era esperado visto que com o maior tempo de deposicdo resulta numa maior
concentracdo de NPAu na superficie do eletrodo. Entretanto, o comprimento de onda
diminuiu entre os tempos de 120, 300 e 500 segundos. Esse fato se deve a alteracdes no
didmetro médio das nanoparticulas. Possivelmente em 120 e 300s, a banda é o resultado de
uma média de tamanhos das AuNPs tornando a absorcdo larga em detrimento da maior
contribuicdo de particulas maiores. Em 500 segundos o tamanho das particulas estd mais
uniforme o que resulta numa média de tamanho menor (Al; OMPTON, 2006). Em 616 nm o

tamanho aumenta pela agregacdo das particulas.

Desta forma, foi selecionado o tempo de 500 segundos para eletrodeposicdo para as
demais avaliacbes por apresentar maior uniformidade de tamanho da particula e
consequentemente uma banda de absor¢cdo melhor definida. A amostra ITO antes e depois da
adicdo do nanometal estd mostrado na Figura 18. O voltamograma da cronoamperometria de

500s esta representado na Figura 19.
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Figura 18 - a) Representacao do eletrodo ITO sem modificacéo; b) apds eletrodeposicdo de 500s
de NPAu.

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Figura 19 - Cronoamperometria da eletrodeposicdo de NPAu com potencial de -0,3V durante
500s em solucdo de HAUCI, 1 x 10* mol L.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

4.2 Espectroscopia no UV-Vis

Foram realizada medidas de espectroscopia de UV-Vis que é uma técnica muito
utilizada para validagéo das etapas de funcionalizagdo do substrato (OZKARTAL, 2019). O
fendmeno de LSPR oriundo das particulas de ouro é o referencial nesta caracterizacéo.

O espectro de Figura 20 mostra a transparéncia do substrato de ITO sem modificacéo.
Mudangas da banda de absor¢cdo de LSPR do sistema ITO/Au acontecem e deslocam a
absorcdo. Com adicdo de cisteamina as NPAu ha um deslocamento para o vermelho (557 para

580 nm), somado ao efeito hipercrémico (+8,6%). A cisteamina se liga as nanopaticulas de
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ouro reduzidas por ligagéo tiol (S-Au) e possuem o efeito de aproximar as NPAu presentes
conferindo maior estabilidade e formando um sistema mais compacto e homogéneo. O
resultado dessas mudancas € uma absor¢do com maiores comprimentos de onda pois houve
alteraces no ambiente dielétrico local das nanoparticulas (BURGI, 2015). Com adicdo de
PAMAM o comprimento de onda ndo se alterou, mas houve um aumento na absorgcao em
14,2 % indicando que houve modificag&o.

Resultado similiar obteve os estudos de (FENG et al., 2018) com eletrodo de
ITO/NPAu funcionalizado com glutationa utilizado para detecgio de cations Pb?*. Feng
observou deslocamento da ressonéncia plasmonica para maiores comprimentos de onda e

maior absorgéo ao realizar a funcionalizagéo do eletrodo de trabalho.

Figura 20 - Caracterizacio por UV-Vis das modificagdes no eletrodo de ITO.

0,5 4

0,44
o)
e 0,3-
& — 170
CE) —— ITO/NPAU
3 — ITO/NPAU/Cis

0,2 4
< —— ITO/NPAU/Cis/PAMAMG3

0,14

ITO
\—/-
400 500 600 700 800 900

A(nm)
Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

4.3 MEV

A Miscroscopia Eletronica de Varredura é uma técnica versatil utilizada para
caracterizagdo de microestruturas por produzir imagens de alta resolugdo da superficie da
amostra. MEV é fundamentado na aplicacdo de um feixe de elétrons que interage com a
regido de incidéncia (GIANNATOU et al., 2019). Esta microscopia foi utilizada para

caracterizacgdo de todas as etapas no processo de funcionalizagdo do eletrodo de trabalho.
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A imagem da Figura 21a mostra a superficie de ITO sem modificagcdo. Na Figura 21b,
a imagem referente a eletrodeposicdo, € possivel observar nanoparticulas de ouro
impregnadas na superficie do eletrodo. Essas NPAu estdo dispersas na superficie e
apresentam aspecto esférico com relativa uniformidade sem indicios de agregacdo. Este
resultado corrobora com a avaliacéo por UV-Vis referente a uniformidade das particulas.

Figura 21 - Micrografia de MEV a) ITO; b) ITO/NPAu; c) ITO/NPAuU/Cis e d)
ITO/NPAU/CissPAMAMG3.

a) b)

SEM HV: 25.0 kV WD: 10.30 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 3.01 pm Det: SE 500 nm
SEM MAG: 69.0 kx Date(m/dly): 06/06/19 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 30.0 kV WD: 8.76 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 2.01 ym Det: SE 500 nm
SEM MAG: 103 kx  Date(midly): 07/22/19 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 30.0 kV WD: 8.54 mm VEGA3 TESCAI
View field: 6.08 ym Det: SE 1pm
SEM MAG: 34.1 kx Date(m/dly): 07/22/19 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 30.0 kV WD: 8.45 mm | | VEGA3 TESCAN

View field: 4.33 pm Det: SE 1pm
SEM MAG: 47.9kx Date(m/dly): 07/22/19 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

Com a modificacdo com cisteamina (Figura 21c), é possivel notar que as particulas de
ouro estdo mais proximas. Essa constatacdo estd de acordo com as caracteristicas da ligacéo
tiol S-Au. Esse fendmeno de aproximacdo pode ser explicado pois a cisteamina forma
ligacdes cruzadas com as NPAu. Sabendo-se que a molécula tiolada representar centros

bésicos de Lewis, essa caracteristica leva a interacbes acido base com as nanoparticulas
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metalicas resultando numa aproximacédo e produzindo uma ligacdo covalente S-Au (ALVES
M; SAMUEL S.; NOGUEIRA C.; 2012). Outra observacdo € que a deposi¢do da molécula
contendo enxofre forma monocamadas auto-montadas (SAMs) (G. ACRES et al., 2014). Vale
salientar que a escala do equipamento foi aumentada devido a propriedade de isolante da
cisteamina.

A modificacdo com PAMAMGS3 (Figura 21d) apresenta uma imagem sem definicéo,
com poucas particulas de ouro. Esta imagem indica que a molécula de PAMAMGS3 foi
imobilizada na superficie de ITO/NPAuU/Cis promovendo o recobrimento da superficie e
dificultando a observacdo das NPAu, pela mesma propriedade da cisteamina mencionada no
parégrafo anterior.

Zhu e colaboradores (2019) na caracterizacdo do eletrodo de trabalho formado por
NPAu/oxido de grafeno reduzido/PAMAMG1/Ferroceno por MEV, foi constatado uma ampla

diminuicdo na resolucdo das imagens na etapa de adi¢do do dendrimero.

44 FTIR

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho no modo transmitancia foi
utilizada para investigar ligacGes e interagdes existentes nas diversas etapas de modificagdo na

superficie de 1TO numa faixa espectral de 4000 a 400 cm™™,

A Figura 22a mostra o espectro da superficie de ITO com banda principal em 2360
cm? que provavelmente corresponde a ligagio O=C=0 proveniente do CO, da atmosfera
adsorvido na superficie. Além desta banda, em 650 cm™ é possivel observar uma pequena
banda correspondente a as ligagdes O-In e O-Sn (YADAV et al., 2016).

N&o foi possivel detectar bandas relacionadas a eletrodeposicao de ouro (Fig. 22b) e a
modificagdo com cisteamina (Fig.22c), mesmo com a surgimento de duas bandas em 2923 e
2852 cm™ | pois ndo ha mencdo desses sinais reportados na literatura. Apesar disto,
teoricamente, a ligagio S-Au é observada em 1777 ou 1545 cm™ (HARRISON et al., 2017).

O espectro da Figura 22d correspondente a ligacdo do dendrimeros que apresenta uma
banda caracteristica em 1565 cm™. Essa banda ocorre pelo estiramento da ligagdo da
carbonila (C=0) e pela deformacdo da ligagho NH e CN de amidas do interior da
macromolécula (ROLIM; CANCINO; ZUCOLOTTO, 2015).
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Figura 22 - Espectro de FTIR para amostras de a) ITO; b) ITO/NPAu; ¢) ITO/NPAu/Cis e d)

d)
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

4.5 AFM

AFM mede quantitativamente a rugosidade que é definida como a frequéncia de

desvios extremos na distribuicdo de irregularidades em uma superficie (FERNANDES;

PAULIN FILHO; MORELLI, 2011). Para as analises € empregada uma sonda pontiaguda

para digitalizar e criar as imagens de superficie. As imagens séo geradas atraves das forcas de

interacdo provenientes da sonda e a amostra ao se aproximarem (NOEL et al., 2019). A

técnica foi utilizada para estudo da morfologia da superficie ITO e das modificacdes em

estudo.
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As imagens de AFM foram registradas em 2D e 3D. A superficie do substrato 1TO
esta apresentada na Figura 23a. e mostra um alto grau de rugosidade. A deposicdo de NPAu
(Figura 23b) resulta numa diminuicdo da rugosidade media pelo preenchendo das cavidades
do ITO, indicado pelo grafico de amplitude Z(nm). Estas observagdes estdo consoantes aos
estudos de Barbara (2016) e também de Dhibi (2014), estudando uma amostra ITO/NPAu
com um filme de 5nm de espessura de NPAu utilizando sistema de deposi¢do por feixe de

elétrons sob ultra vacuo.

Entretanto, a analise da eletrodeposi¢cdo foi comprometida, pois na realizacdo do
experimento constatou-se que a sonda, ao entrar em contato com o filme de NPAu, formava
agregados em sua extremidade, inviabilizando a correta analise. Com esta informacéo pode-se
afirmar que as areas mais claras do grafico 2D e os picos mostrados na topografia sdo
decorrentes dessa agregacao de nanoparticulas. Diante do exposto, € possivel afirmar que a

eletrodeposicdo ndo esta firmemente ligada a superficie do material.

A proxima modificacdo, com cisteamina (Fig. 23c) conferiu estabilidade as NPAu
permitindo a analise sem o desprendimento de material de superficie. Pode-se observar maior
uniformidade pela Figura 2D e picos com amplitude média de 45 nm. Este resultado esta
condizente com os resultados de MEV, indicando que a camada de SAM estabiliza as

nanoparticulas, aproximando-as e conferindo maior interacdo com a ligacdo NPAu-Cis.

A ligacdo de PAMAMGS3 na estrutura pode ser confirmada através da imagem da
Figura 23d. Os pontos mais claros em 2D representam as maiores estruturas moleculares (Z=
120 nm) da area analisada indicando a ligacdo do dendrimeros ao sistema ITO/NPAu/Cis. Em
3D se observa picos arredondados. Essas caracteristicas de modificagdo com a molécula
carreadora estdo em conformidade com a imagem de AFM do trabalho de Spyropoulos-
antonakakis (2015) ao imobilizar fisicamente PAMAMGO (2,5 x 10 mol L) na superficie
de uma lamina de vidro comum (Figura 24). De forma similiar, tanto o trabalho com

PAMAMGO quanto este em estudo apresentaram 4 picos bem definidos.



65

Figura 23 - Micrografias AFM 2D e 3D das amostras a) ITO; b) ITO/NPAu; ¢) ITO/NPAU/Cis e d) ITO/NPAuU/CisslPAMAMGS3.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 24 - Micrografia AFM de PAMAMGO 2,50 x 102 mol L™ depositado em uma lamina de
vidro comum.

Fonte: SPYROPOULOS-ANTONAKAK, 2015.

4.6. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Recorreu-se a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (do inglés -
electrochemical impedance spectroscopy, ESI) para monitorar as modifica¢Ges. Para preservar
a area das analises utilizou-se 0 mesmo ITO para garantir que a mesma area superficial fosse
apreciada. As medidas aconteceram a partir de uma perturbacdo inicial (aplicada) com a
resposta do eletrodo, pela medida da mudanca de fase dos componentes de corrente, voltagem
e amplitude (STANKEVICIUS et al., 2019).

A Figura 25a apresenta o diagrama de Nyquist representado pelo plano complexo real
(Z’) versus imaginario (Z’’) que denotam a presenca de um semicirculo em altas frequéncias
em que o didmetro do semicirculo se refere a resisténcia de transferéncia de carga (Rt). Em
baixas frequéncias, a técnica traz informacdes do mecanismo de transporte de massa por
difusdo. Pelo Nyquist é observado um angulo de 45° na regido do fim do semicirculo com o
inicio da reta o que corresponde a difusdo semi-infinita representado pela impedancia de
Waburg (Zw). A regido linear no fim do Nyquist (lado direito) esta associada a uma resposta
capacitiva (CARVALHO; ANDRADE, 2006). O circuito equivalente estd representado na
Figura 25b (inset) de acordo com (DE LIMA FRANCA et al., 2016).
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As ITO, ITO/NPAu, ITO/NPAu-Cis e
ITO/NPAU/Cis/PAMAMG3 em solucdo de KCI 0,1 mol L contendo 5 x 102 mol L? de

medidas foram registradas para

Fe(CN)s*"* como par redox.

Os resultados mostram que a resisténcia (Rt) diminui a medida que as modificagdes
acontecem ITO < ITO/NPAu < ITO/NPAU/Cis <
ITO/NPAU/CisSIPAMAMGS3, conforme a Tabela 4. Os valores Rt para ITO sem modificacéo,

segundo a ordem
estdo de acordo com a literatura, provando desta forma que a superficie esta totalmente limpa
(L1U et al., 2017; SUN et al., 2017). A diminuigdo da resisténcia com a eletrodeposicdo ja era
prevista, pois as nanoparticulas de metais aumentam a area eletroativa da superficie do 6xido
e sdo excelentes condutores, facilitando a passagem de elétrons além de diminuir a
rugosidade, como mostrado por AFM, o que reflete na diminuicdo de R: Resultado
de ouro trabalho de

condizente com a eletrodeposicdo de nanoparticulas no

Chinnadayyala,(2019).

Figura 25 - a) Diagrama Nyquist para as modifica¢des no eletrodo ITO; b) Ampliacdo do
diagrama para os sistemas ITO/NPAuU/Cis e ITO/NPAuU/CissPAMAMGS3. Inset: circuito

equivalente.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
Tabela 4 - Valores de Rt e Rs para a caracterizacdo por ESI.
Modificagéo
Parametros ITO ITO/NPAuU ITO/NPAU/Cis ITO/NPAU/CislPAMAMG3
R¢(ohm) 178,05 34,90 5,18 5,39
Rs (Ohm) 59,85 52,12 55,90 57,2
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Entretanto, os resultados seguintes apresentaram um padrdo diferente do
inicial. Tanto na modificacdo com cisteamina quanto na adicdo da macromolécula, a
resisténcia diminuiu de 34,90 para 5,18 e depois 5,39 Q, respectivamente (Tabela 4). As
ultimas adicGes apresentaram valores muito pequenos, sendo necessario a ampliagdo do
Nyquist (Figura 25b). Esse resultado esta relacionado a carga positiva presente na estrutura da
molécula. No pH em estudo (pH 7,4), apesar de ndo ajustado com tampao nesse experimento,
¢ necessario salientar que a molécula possui dois valores de pKa’s, 8,2 para o tiol e 10,75 para
a amina (Figura 26). Desta forma, nesta modificagéo, o enxofre se liga ao ouro, mas a amina
permanece com carga positiva facilitando a migracdo de elétrons com a sonda que possui
carga negativa. Zhang e colaboradores (2014), ao analisar os resultados por ESI, para uma de
suas modificagdes, observou o perfil de Nyquist similar ao estudo aqui apresentado. As
modificagdes em eletrodo de ouro foram com cisteamina, glucose oxidase e quitosa, na
sequéncia descrita. A ligacéo tiol da cisteamina com eletrodo de ouro foi relatado como de
baixa resisténcia, apesar do valor ndo mencionado. As demais modificacGes seguiram ordem
crescente de Ry, Figura 27.

Figura 26 - Molécula de cisteamina em pH 7,40 com seus respectivos pKa’s ligada a
nanoparticulas de ouro.

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 27 - Diagrama Nyquist para a caracterizacdo do sistema a) eletrodo de ouro/cis; b)
eletrodo de ouro/cis/glucose oxidase; c-f) eletrodo de ouro/ cis/glucose oxidase/quitosana em
diferentes espessuras de ouro.
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Fonte: ZHANG, 2014.

A modificacdo com PAMAMG3, embora se espere um aumento em Ry, por ser uma
macromolécula que recobre a superficie, o valor permaneceu praticamente estavel (Tabela 4).
A prevaléncia de baixa resistividade esta relacionado ao fato da interacdo entre as cargas
positivas presentes nas aminas do carreador (em pH 7,4) e a carga anidnica da sonda redox
(SILVA, 2018).

Apesar da interacdo eletrostatica de PAMAMG3 com a sonda Fe(CN)g’*, uma
possivel solucdo seria a mudanca de pH para fornecer um meio com carga neutra e assim
evitar a atracdo de cargas. Entretanto, esta ndo seria a melhor escolha para a avaliagcdo deste
parametro visto que a analise por impedancia depende da dupla camada que varia com o pH
no eletrodo ITO, pois os grupos oxidos da superficie sofrem modificages com mudangas de
pH e assim os valores de R; ficam comprometidos, ndo mensurando as modificacbes mas sim,
uma contribuicdo da adicdo de moléculas, somadas as modificagdes de pH na superficie do
eletrodo (FOLKERTSMA et al., 2018).
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4.7 Estudos por VC

A solucdo de Fe(CN)e*'* foi utilizada como sonda eletroquimica para avaliar a
reversibilidade da reacdo na superficie do eletrodo com as modificacdes pois a area resultante

da eletrodeposicdo metalica € determinada com precisdo (GROCHOWSKA et al., 2015).

A Figura 28 representa a VC de cada modificacdo no ITO. Observa-se, de maneira
geral, que as curvas mostram um aspecto tipico de oxido-reducdo com reversibilidade da
sonda Fe(CN)e*"*, resultado de uma perturbagio na cinética de transferéncia de elétrons. A
modificacdo com NPAu provocou aumento de 13,51% (Tabela 5) da area eletroativa em
relacdo ao ITO sem modificacdo. Este resultado estd condizente com as propriedades das

nanoparticulas metalicas que aumentam a area eletroativa (GROCHOWSKA et al., 2015).

Alguns pardmetros como correntes geradas nos processos de oxidorreducéo (corrente
de pico anddico (Ea) e catddico (Ep)), que estdo representadas no voltamograma, sdo cruciais
para determinar o comportamento redox. Para uma reacdo reversivel, a diferenca entre 0s
picos mencionados (AE, potencial de pico) deve ser proximo a 59/n mV, em que n é o nimero
de elétrons transferido no processo. A separa¢dao do potencial de AE diminuiu de 0,166 para
0,117 V, confirmando que a reversibilidade aumenta quando ha o contato da solugdo com as

nanoparticulas metalicas.

Com a ligacdo da cisteamina, a area apresenta um decréscimo de 30,16% pela
formacdo das camadas auto organizadas que diminuem o contato da sonda com a superficie
dos nano metais tendo um comportamento de isolante. O aumento da area com PAMAMG3
deve-se ao fato da interagcdo eletrostatica deste com a sonda, fato ja mencionado nos

resultados de impedancia.
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Figura 28 - Voltametria Ciclica das modificacGes utilizando a sonda [Fe(CN)g]*"*.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 5 - Valores da area eletroativa e AEp para as modificacdes.

Modificacéo Area (10%) Alteracdo da area (%0) AE (V)
ITO 2,22 - 0,166
ITO/NPAU 2,52 +13,51 0,117
ITO/NPAU/Cis 1,76 - 30,16 0,112
ITO/NPAU/CissPAMAMG3 2,55 + 44,89 0,097

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Adicionalmente, realizou-se o estudo de VC com tampédo BR 7,4. Os estudos por
voltametria ciclica das modificacGes nestas condicdes estdo classificados em duas regifes: a
faixa da reducdo (Figura 29a) e a da oxidacdo (Figura 9b). Na regido anddica (-0,8 a 0,0V),
houve aumento da janela de potencial com adicdo de NPAu. Resultado semelhante com o
trabalho de Alessio e colaboradores (ALESSIO et al., 2011).

A Figura 29c, que nada mais € que uma ampliacdo de Figura 29b, mostra que as
nanoparticulas promovem aumento na area eletroativa como ja mencionado. Perfis similares
voltamétricos de ITO e ITO/NPAu foram publicados por Zhang e colaboradores (ZHANG et
al., 2013b). Na modificiacdo ITO/NPAuU/Cis surge um par redox, sendo Ea.- +0,25V e Ec-
+0,18V. Ao se ligar as aminas da molécula ancorada, PAMAMG3 diminui a area eletroatiava
do sistema e também minimiza a reversibilidade da reacdo (Figura 29c). Resultado oposto das
analises por impedancia e VC, ambos utilizando a sonda Fe(CN)3”*, em que o PAMAM com

carga positiva interage coma carga negativa da sonda. Como neste experimento utilizamos um
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meio neutro, o dendrimero pdde ser avaliado corretamente, de forma a ndo sofre interagdes
eletrostaticas ocasionadas pelo pH do meio, resultando numa diminuigdo da &rea eletroativa e

também da reversibilidade.

Figura 29 - Perfil voltamétrico das modificacGes na a) reducdo e b) oxidacdo; ¢) imagem
ampliada da regido positiva.
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4.9 Avaliacio da interagido da B-lapachona, 6CN10 e LQM10 com PAMAMG3 por VPD

Com o eletrodo caracterizado e pronto para uso, foi avaliada por VPD a interacdo das
trés substancias com PAMAMG3 em tampdo pH 7,4 com 20% de etanol, sendo duas com
sinais caracteristicos na reducdo (B-lapachona e 6CN10) e uma outra na regido anddica
(LQM10).

A interagao da BLP com PAMAM (Fig. 30a) mostra um aumento significativo de sinal
com as sucessivas adigdes de aliquotas de BLP (0-32uM) com excelente correlacéo linear
(R?= 0,996), indicando intera¢do e formagdo do complexo BLP-PAMAMG3 com Limite de
deteccdo (LD) de 1,94 x 10 mol L e Limite de quantificacdo (LQ) de 6,46 x 10° mol L. O
voltamograma apresenta Epc de -0,37V, regido caracteristica pela reducéo das quinonas, com
posterior deslocamento mé&ximo (Ultimo ponto do voltamograma) para -0,39V.

Esse deslocamento provavelmente estd relacionado a migracdo para regibes mais
internas de determinada quantidade da molécula no arcabougo do dendrimero, visto que esse
dendrimero possui ramificacdes e cavidades internas hidrofobicas que contribuem para
interacbes com moléculas pouco sollveis em meio aquoso LP (TAGHAVI POURIANAZAR,;
MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Estudos semelhantes deste sistema s&o os de Candido e colaboradores (CANDIDO et
al., 2018) que realizaram a avaliacdo da interagdo de BLP com PAMAMG3 em sistema
convencional com eletrodo de carbono vitreo utilizando VC em pH 7,00 com concentracao de
BLP fixa e com adicdes de PAMAMGS3. Os resultados evidenciam que BLP foi encapsulada
por PAMAMGS3 e sinal eletroquimico em -0,3V com deslocamento para regides anddicas
(valor nao informado), com a adicao de aliquotas. O sinal de BLP nesta tese, esta ainda mais

deslocado para regides catddicas o que é indicio de uma interacdo maior com PAMAM.

A interacdo de PAMAMG3 com 6CN10 apresenta sinal caracteristico para grupos
nitro em -0.5V (Figuraa 30b), indicando encapsulacdo da molécula pelo dendrimeros. Apesar
da formacéo do complexo PAMAM-6CN10 néo foi possivel obter linearidade do sistema pois
h& formacdo de dois sistemas (picos em -0,50V e -0,32V) que impossibilitam determinar a

linha de base do sinal analitico.



Figura 30 - VPD das interacdes de a) p-lapachona; b) 6CN10 e ¢) LQM10 com PAMAMGS3.
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O perfil de VPD de LQM (0-38 x 10° mol L™?) com aumento de sinal com boa
correlacgéo linear (R?= 0,999), porém sem deslocamento de potencial. O mesmo apresentou
LD de 3,14 x10® mol L e LQ de 10,46 x10° mol L. Resultado indica que PAMAMG3
encapsulou a molécula promovendo seu aumento de solubilidade sendo possivel ser detectada
no eletrodo de ITO.

Infelizmente ainda ndo ha dados na literatura em relacdo a interacdo desta molécula
com carreadores e ainda ndo se sabe qual € o grupo responsavel pelo sinal de oxidacéo.
Contudo, vé-se claramente um sistema hdspede-hospedeiro classico indicando que

PAMAMG3 pode ser utilizado como carreador desta substancia.

A partir das curvas construidas corrente versus concentracdo (Figura 30, inset) foi
possivel calcular o limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) para BLP e
LQM10. LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado. Por sua vez, LQ € a menor quantidade do analito que pode ser determinada com
precisao e exatiddo. Ambos os parametros sao obtidos pelas Equacgdes 12 e 13.

_ 3X5 (Eq. 12)

LD
b
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Lo = 10 x S, (Eq. 13)
b
Sb ¢ o desvio padrdo médio e o termo “b” refere-se ao coeficiente angular da reta
(SKOOG, WEST, HOLLER, 2006).

Os valores calculados de LD foram 1,94 x 10 e 3,14 x10° mol L™ e LQ de 6,46 x10®
e 10,46x10° mol L para PLP e LQM10, respectivamente. Desta forma, o sistema avaliado
apresentou boa sensibilidade. Os valores dos parametros analiticos (LD e LQ) para BLP
comparados com os trabalhos de Candido et al. (2018) foram proximos, indicando que a
plataforma de andlise, apresentada neste trabalho, pode ser uma boa alternativa frente a

andlises de interacdo com eletrodos de trabalho tradicionais.

4.9.1 Determinacdo da Constante de associacédo (Ky)

Os 32 grupos funcionais presentes na superficie do PAMAMGS3 séo um indicativo que
a estequiometria de formagdo do complexo pode ser diferente de 1:1 e que essa proporcgao
afete diretamente a constante de formacédo. Desta forma, recorreu-se a equacdo de Scatchar-

Klotz (Equacdo 14) para esta avaliacao.

r_ 1 + 1 (Eq. 14)
Al K[ligante] n

Al ¢é a diferenga de corrente (Ip-lm) gerada pela molécula avaliada em diferentes
concentragoes. I € a corrente referente & substancia complexada e Im a corrente da substancia
livre. K é a constante de equilibrio do complexo formado e [ligante], a concentracdo do
ligante. O numero de sitios ativos em que o farmaco pode se ligar ao dendrimeros é dado por
n. Para esta avaliacdo, foi atribuido o valor de zero para I, , pois a area modificada com
PAMAMGS3 (Im) € diferente da area ITO/NPAu-Cis (lp).

A razdo entre 1/K[ligante] € o coeficiente angular da reta e 1/n o coeficiente linear. As
curvas analiticas para determinacdo da constante estdo apresentadas na Figura 31. Foram
obtidos os valores de K 1,42 x 10° mol L™* (R? = 0,983) e 3,33 x 10° mol L (R? = 0,997) para
BLP e LQM10, respectivamente. O nimero de sitios de ligacdo foi 9,81 para o derivado de

quinona e 10,67 para o derivado de guanilhidrazona.

Figura 31 - Curva analitica gerada através de valores de concentragéo e corrente de VPD de a)
BLP-PAMAMGS3; b) LQM10-PAMAMGS3.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Candido e colaboradores (2018) relatou Ks no valor de 2,59 x 10> mol L para PLP.
De forma comparativa, o valor da constante apresentado neste trabalho foi maior 10* maior
para a molécula avaliada. Vale ressaltar que as medidas do trabalho de Céandido foram por
VC. Como esta técnica € menos sensivel que VPD, possivelmente contribua para diferengas
no valor da constante. Outra possibilidade é que a molécula de PAMAM esteja mais estavel

na superficie do ITO possibilitando uma maior interacéo.

4.10 - Avaliaciio da interagio da p-lapachona, 6CN10 e LQM10 com PAMAMGS3 por
UV-Vis

Os espectros de UV-Vis para os complexos das substancias com PAMAMG3 no
eletrodo ITO estdo mostrados na Figura 32. O complexo com BLP apresenta banda de
absorcdo proximo a 430 nm devido as transi¢des n—n da ligagdo C=O (Figura 32a). A
ligagio N=N com transi¢io n—mn , do composto 6CN10 (Figura 32b) complexado com a
macromolécula é a responsavel pela absorcdo em 403 nm (WORMELL, 2013). Néo foi
possivel obter bandas definidas para complexo contendo LQM10 (Fig. 32c), o que indica que
esta técnica € ineficaz para avaliacdo da interagdo LQM10-PAMAMG3. Este resultado
reforga a versatilidade deste sistema, moléculas que apresentam dificuldade de resposta por
vias eletroquimicas e espectroscopicas, podem superar esta barreira ser avaliadas com apenas

uma dessas técnicas, tornando o sistema abrangente. Foi possivel construir curvas analiticas
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com os dois primeiros compostos mencionados com boa correlacio linear, R?= 0,996 e R?=
0,998 para BLP e 6CNI10, respectivamente. O valor de K, calculado através da eq. 14
(substituindo corrente por absorvéncia) foi de 2,00 x10% mol L para BLP and 2,50 x 10% mol

L para 6CN10, conforme graficos inset 32a e 32b.

Este resultado indica que este eletrodo ITO pode ser utilizado para analises

quantitativas e qualitativas de técnicas espectroscdpicas e eletroquimicas.

Figura 32 - UV-Vis das interacdes de a) p-lapachona; b) 6CN10 e ¢c) LQM10 com PAMAMGS3.
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5. CONCLUSAO

O sistema ITO/NPAu/CisslPAMAMGS3 foi caracterizado por UV-Vis, MEV, FTIR,
AFM, Impedéancia eletroquimica e VC. O tempo de deposicdo das NPAu foi otimizado para
500s pela técnica de UV-Vis. Ainda por esta técnica, foi visto que as nanoparticulas possuem
tamanho médio de 100 nm, o que foi confirmado por MEV. Além disto, a microscopia
eletronica de varredura mostrou que as nanoparticulas possuem forma esférica e ndo
apresentam agregados. As imagens de microscopia mostraram que a adicdo de cistemaina
promove uma aproximacao e garante maior estabilidade as nanoparticulas, 0 que comprova a

ligagédo S-Au.

Por FTIR é possivel observar a presenca de PAMAMG3. AFM confirmou que ha uma
estabilizacdo das nanoparticulas com a ligacdo por cisteamina e também possibilitou a
confirmacdo da presenca do carreador. As técnicas ESI e VC foram utilizadas com a sonda
[Fe(CN)s]>*0 que gerou dados inconclusivos, pois existe atragio eletrostatica entre o
dendrimero e a sonda. Eletroquimicamente foi possivel determinar que as modificagdes em

ITO aumentam a janela de potencial.

Por fim, o eletrodo construido mostrou bom desempenho na avaliagdo eletroquimica
da interagdo entre BLP e LQM10 registrando constantes de formacéo 1,42x10° e 3,33x10°
mol L, respectivamente, com excelentes correlagBes lineares. Utilizando UV-Vis, a
constante foi de 2,0x10% mol L para BLP e 2,5 x10° mol L™ para 6CN10.

Deste modo é possivel afirmar que o eletrodo modificado é uma boa plataforma para
avaliacdo da interacdo entre PAMAMG3 e moléculas passiveis de encapsulacdo, pois como
esse processo se da na superficie do ITO, possibilita a obtengdo de dados eletroquimicos e

espectroscopicos num mesmo sistema.
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6. PERSPECTIVAS

e Avaliar a eletrodeposicdo de NPAu/Cis em uma Unica etapa,;

e Avaliar a interacdo de PAMAMG3 com outras moléculas com potencial farmocoldgico no

eletrodo construido.
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CAPITULO Il - AVALIACAO DA INTERACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS COM CARREADOR NATURAL DE FARMACOS UTILIZANDO
TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
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1. INTRODUCAO

As interacOes de proteinas com compostos de baixo peso molecular no sangue s&o um
dos fatores significativos no transporte e liberacdo de muitos medicamentos e hormonios no
meio biologico. Essas interacbes podem influenciar a distribuicdo biologica desses
compostos, bem como sua excrecao, atividade terapéutica e toxicidade. Considerando que a
principal funcdo da albumina é transportar moléculas de baixa solubilidade aquosa, essa
proteina tem papel fundamental para o transporte e liberacdo de farmacos com baixa
solubilidade. Este tipo de ligacdo se d& no arcabougo de bolsas hidrofobicas na proteina
(WANI et al., 2020).

Neste segundo capitulo, mimetizando condic¢6es fisioldgicas (pH 7,4), toda a pesquisa
foi direcionada a investigacdo da interagdo dos compostos BLP, 6CN10 ¢ LQM10 com
albumina do soro bovino, visto que as albuminas séo excelentes transportadoras de diversas
substancias. Com isso, este trabalho pretende determinar o0s principais parametros
relacionados ao sistema macromolécula-ligante e desta forma ajudar a compreender melhor a

dindmica do complexo formado.

Inicialmente foi realizado um estudo preliminar utilizando UV-Vis com objetivo de
identificar os possiveis complexos formados. Posteriormente, todas as avaliagdes foram feitas
por fluorescéncia com determinacdo de constante de ligacdo, parametros termodindmicos,

modificacdes na estrutura proteina, entre outros.
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1.1 Albumina do Soro Bovino

As albuminas sdo proteinas solGveis mais abundantes no plasma de mamiferos com
caracteristicas notaveis atuando principalmente no sangue. Essas proteinas desempenham uma
série de fungdes fisiologicas essenciais para 0 metabolismo humano. Uma das propriedades
proeminentes dessas proteinas é sua capacidade de transporte no caso de farmacos e outras
substancias semelhantes (RABBANI et al., 2017).

A albumina do soro bovino (bovine serum albumin, BSA), Figura 33, € amplamente
empregada nos estudos de interacdo supramolecular pela similaridade estrutural, cerca de
76% na sequéncia de aminoacidos, com a albumina do soro humano (human serum albumin,
HSA). A BSA apresenta alta estabilidade, disponibilidade e também € de baixo custo
comparada a HSA. Além disto, esta proteina é constituida por 583 residuos de aminoacidos
com dominios classificados em I, Il e 11l sendo cada um subdivididos em A e B. As moléculas
que ficam armazenadas na proteina geralmente ficam localizadas nos subdominios 1A e 111A,
conhecidos como sitios | e 11, respectivamente (NAN et al., 2019).

Devido a presenca de aminoacidos aromaticos como os 20 residuos de tirosina e 0s
dois triptofanos Trp-134 e Trp-212, as proteinas possuem propriedades fluorescentes que
podem ser investigadas e relacionadas as mudancas estruturais da proteina a partir de
interacdo (KHATUN et al., 2018).

As ligacdes por interacdo entre uma macromolécula com uma pequena molécula
(ligante) podem formar um complexo supramolecular em que a ligacdo € de natureza néo
covalente conhecidas como quimica supramolecular. Essas ligacbes podem ser ligacdes de
hidrogénio, hidrofébicas, atracdo eletrostatica ou forcas de Van der Waals (JIANG et al.,
2018). Estas avaliacdes podem ser feitas por fluorescéncia, visto que a proteina apresenta

residuos fluorescentes.
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Figura 33 — Estrutura da albumina do soro Bovino (BSA).

Fonte: SASBDB, 2021

1.2 Espectroscopia de Fluorescéncia molecular

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia molecular baseia-se na absorcdo de
radiacdo em um determinado comprimento de onda e posterior reemissdao em um diferente
comprimento de onda (LAINO MARTA, E.DIAZ-GARCIAJOSEFA, 2019).

De forma geral, o fendmeno de fluorescéncia pode ser classificagdo em trés etapas. A
primeira é a excitacdo em que um foton de energia hvex é fornecido por uma fonte externa, na
maioria dos equipamentos é utilizado lampadas incandescentes ou laser, e absorvido pelo
fluor6foro (molécula fluorescente), criando um estado singlete excitado, Si’. O estado
excitado, segunda etapa, é a etapa mais rapida, na ordem de nanosegundos, e neste periodo o
fluordforo sofre mudancas conformacionais e interagdes com seu ambiente molecular. Nestas
mudangas, a energia Si’ ¢ parcialmente dissipada, resultando num estado singlete relaxado,
S1. Vale ressaltar que nem todas as moléculas excitadas retornam ao estado fundamental por
fluorescéncia, pois outros processos acontecem simultaneamente, como transferéncia de
energia por ressonancia de fluorescéncia (Fluorescence Ressonance Energy Transference,
FRET). Por fim, a emissdao de fluorescéncia ocorro quando o foton é emitido (hvewm),
retornando ao seu estado fundamental, So (Figura 34). Como consequéncia da dissipacéo de
energia durante 0s processos no estado excitado, a energia desse foton é menor e assim o
comprimento de onda € maior comparado ao foton de excitacdo inicial. Esta diferenca de

energia ou comprimento de onda é chamada de deslocamento Stokes (YANG et al., 2019)
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Figura 34 - Processo energético de emissdo de Fluorescéncia.
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Fonte: (LAKOWICZ, 2006)

Os estudos de interacdo envolvendo moléculas do &mbito farmacoldgico, alimenticio,
dos pesticidas, entre outros, com macromoléculas como proteinas e DNA sdo feitos,
majoritariamente, por fluorescéncia. As vantagens da fluorescéncia molecular comparada as
demais técnicas espectroscopicas, sao a sua alta sensibilidade, a grande faixa de concentracéo
linear e seletividade (WANI et al., 2020).

Especificamente, a interacdo de proteinas com pequenas moléculas pode ser
monitorada pelo sinal intrinseco de fluorescéncia da macromolécula. Desta forma, alguns
dados como mecanismo de interacdo (tipo de quenching), valor da constante de formacéo
(Kb), parametros termodinamicos (AH, AS e AG), tipos de forgas intermoleculares envolvidas,

entre outras caracteristicas podem ser investigadas (EL-MESSERY et al., 2020).

1.2.1 Quenching de fluorescéncia

A interacdo de determinada molécula com um fluoréforo ocasionando diminuicdo do
sinal de fluorescéncia, denomina-se quenching. A molécula responsavel por esta diminuicédo é
chamada de quencher (HU et al., 2005).

Nos estudos de interacdo proteina-ligante, o mecanismo de interacdo pode ser
determinado através do sinal de fluorescéncia da proteina (fluoréforo) com a molécula em
estudo (quencher). Este mecanismo ¢é classificado em dois: quenching dindmico ou estético.
No primeiro, 0 mecanismo ocorre quando o fluor6foro no estado-excitado (F") é desativado
ao entrar em contato com outra molécula (Q). O choque é suficiente para a desativacdo
energética do fluoréforo. Apos a colisdo, ocorre transferéncia de energia do fluor6foro no
estado excitado para a espécie quencher, levando assim a uma diminuicdo do sinal de
fluorescéncia. De modo diferente, o quenching estatico refere-se a formagdo de um complexo

ndo-fluorescente (F—Q). Este mecanismo ocorre no estado fundamental e ndo depende de
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processos de difusdo ou colisdes moleculares resultando na desativacdo energética do
fluoroforo, liberagdo de calor e com isso, reducdo do sinal analitico de fluorescéncia (LV et
al., 2018).

1.2.2 Fluorescéncia Sincronizada

Esta técnica € baseada na varredura simultdnea do espectro de excitacdo (lexc) € de
emissdo (Aem) enquanto a diferenga de comprimento de onda (AL) entre Aex € Aem € Mantida
constante. Quando a diferenca entre o comprimento de onda de excitagdo e emissdo (AX = Aem
- ex) € igual a 60 nm, monitora-se 0 microambiente dos residuos de triptofano, enquanto que
para AA = 15 nm, se avalia o microambiente dos residuos de tirosina (PRASAD et al., 2020).

A fluorescéncia sincronizada é utilizada frequentemente para caracterizar a interacdo
entre supressores e proteinas, uma vez que esse tipo de estudo permite a analise do
microambiente em que se encontra o fluoréforo. As principais caracteristicas desta técnica séo
0 estreitamento da banda espectral, simplificacdo do espectro de emisséo e contracdo da faixa
espectral (SANTOS et al., 2018).

1.2.3 Fluorescéncia Tridimensional

Mudancas na estrutura da proteina podem ser monitoradas pela fluorescéncia
tridimensional. Além disso, é possivel determinar mudancas no microambiente da
macromolécula (BYADAGI et al., 2017).

Neste estudo é feito a comparacdo entre o grafico em 3D da proteina com e sem 0
ligante com possivel variacdo de fluorescéncia, o que indica mudanca no microambiente da
macromolécula. Para a proteina, sdo observados trés picos caracteristicos: o primeiro
associado ao efeito rylight, em 280 nm relacionados aos residuos de aminoacidos triptofano e
tirosina e o terceiro em 220 nm é referente a cadeia polipeptidica da estrutura secundaria da
proteina, Figura X. Neste sentido, havendo diminui¢do destes picos ocasionado pelo ligante,
indica que ha alteracBes na estrutura da proteina e ela torna-se menos enovelada com a

exposicdo de alguns residuos de aminoéacidos hidrofobicos (LI et al., 2022).
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Figura 35 - Fluorescéncia em 3D da BSA. Pico 1 referente ao efeito Rayleigh; pico 2 relacionado
aos residuos de triptofano e tirosina e pico 3 referente a cadeia polipeptidica.

u.)

Fluorescence intensity (a

Fonte: SANTOS, 2018.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o mecanismo de interagdo entre BSA com BLP, 6CN10 e LQM10 por UV-vis

e fluorescéncia e determinar os principais parametros associados a este processo.

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar a possivel formacdo do complexo entre BSA e com BLP, 6CN10 ¢ LQM10 por
UV-vis;

b) Calcular constantes de ligacéo dos sistemas formados por Fluorescéncia;

c) Determinar parametros termodindmicos como AH, AS e AG para os sistemas de interacdo

avaliados e inferir sobre as forcas predominantes de interacao;

d) Realizar o mapeamento da regido de interacdo, através dos residuos de tirosina e triptofano,

aplicando fluorescéncia sincronizada;

e) Avaliar mudancas conformacionais na estrutura da proteina por fluorescéncia 3D.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Albumina do soro bovino, NaCl foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). B-Lapachona
foi sintetizada pelo Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e cedida pela professora Ligia Maria Marino Valente. 6CN10 e LQM10 foi
sintetizado e cedido pelo professor Thiago Mendonca Aquino do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Outros reagentes empregados nos ensaios
foram de grau analitico com pureza acima de 98%. As solucdes estoques de BLP, 6CN10 e
LQM10 (0,1 mM) e de BSA (100 uM) foram preparados em tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4
+ 0,1) com 100 mM de NaCl para ajuste da forca i6nica. Em todos os experimentos foi

utilizada 4gua ultrapura (18,2 MQ cm™) para o preparo das solugdes (Millipore, EUA).

3.2 Espectrometria de absorcdo molecular (Uv-vis)

As medicdes por UV-vis foram realizadas numa cubeta de quartzo 1x1 cm de 250 a
400 nm utilizando espectrofotébmetro Shimadzu Multispec-1501 de duplo feixe equipado com
par de cubetas de quartzo de 10 mm de caminho dptico. Os espectros foram obtidos em
moédulo de absorvancia das solugBes de BSA (3 pM), BLP (12 uM), 6CN10 (12 uM) e
LQM10 (12 uM) e mistura (BSA+ligante).

3.3 Fluorescéncia molecular

Os espectros de fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos utilizando
espectrofluorimetro modelo RF-5301PC (Shimadzu, Japao) com lampada de xenénio (150 W)
como fonte de radiacdo. As medidas foram realizadas em cubeta de quartzo com caminho
optico de 10 mm. O slit utilizado em todos experimentos foi de 5 nm para excitagcdo e
emissdo, respectivamente. Nas titulacfes espectrofluorimétricas a concentracdo de BSA foi
fixada em 2 uM, sendo adicionado incrementos ds ligantes (0-36 M) com excitagédo em 280
nm e emissao em 342 nm.

Na avaliacdo dos parametros termodinamicos as temperaturas utilizadas foram 20, 27
e 37°C.

Para monitoramento dos residuos de triptofano e tirosina, assim como, avaliacdo da

polaridade do microambiente destes aminoacidos foi empregada fluorescéncia sincronizada.
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Esta técnica se baseia na variacdo simultanea dos dois monocromadores (excitacdo e emissao)
mantendo-se uma diferenca de comprimento de onda fixa (AL = Xem - Aex). Os residuos de
triptofano foram monitorados utilizando AA = 60 nm, enquanto tirosina igual a 15 nm
(CHUNMEI et al., 2014).

Para a avaliagdo da fluorescéncia 3D as solugbes da BSA (2 pM) na auséncia e
presenca de cada um dos ligantes (20 uM) foram excitadas na faixa de 220-340 nm sendo 0s

espectros de emissdo registrados na faixa 270 - 450 nm.



107

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacéo da interagdo por UV-vis

A espectroscopia por UV-vis € utilizada para estudos preliminares de interagcdo, como
a possivel formacdo do complexo macromolécula-ligante. Além de denotar mudancas na
conformacao da proteina, oriundas da interacao intermolecular (BUTNARASU et al., 2021).

A Figura 38 mostra a absorcdo maxima da albumina em 277 nm, oriunda das
transicbes n—m e, majoritariamente, pelos residuos triptofano, tirosina, fenilalanina, cisteina,
cistina, metionina e histidina presentes na proteina. Embora apenas os trés primeiros citados
(residuos aromaticos) possuam absortividade molar consideravel em pH 74
(SURYAWANSHI et al., 2016).

A mistura das solugdes de BSA+BLP, resulta no efeito hipercromico do espectro,
quando este € comparado ao da solucdo de BSA (Figura 38a). Ademais, a subtracdo dos
espectros do sistema BSA+ BLP pelo do ligante (BLP) deu origem a um espectro que ndo foi
sobreponivel ao espectro da proteina, indicando que ha formacdo de um novo composto com
absortividade molar diferente da soma entre a macromolécula e o ligante. Desta forma, os
resultados evidenciam a formacdo do complexo supramolecular BSA-BLP. De forma analoga,
nas Figuras 38b e 38c, houve efeito hipercromico ao adicionar solucao de ligante a solugédo da
macromolécula, seguido de um deslocamento batocrémico (AA = 6 nm) no sistema com
LQM10. Além disto, em todos os sistemas, a subtracdo dos espectros, como mencionado
anteriormente, ndo foi sobreponivel. Estes resultados indicam interacdo e formacdo dos
complexos BSA-BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQM10 (ZAHEER; KOSA; AKRAM, 2021).

A constatacdo da formagdo dos complexos BSA- BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQM10
por UV-vis pode fornecer dados do tipo de quenching no processo. O quenching dinamico
estd associado a formacdo do complexo no estado excitado e seria evidenciado caso néo
houvesse mudangas no espectro de absorcédo do complexo formado (subtragcdo dos espectros).
De outra forma, o quenching estatico é caracterizado pela formacdo do complexo no estado
fundamental e por isso é possivel observar mudangas no espectro resultante da interagéo
(MANOUCHEHRI et al., 2016). Pelo exposto, todos os complexos formados sao

caracteristicos de quenching estatico.
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Figura 36 - Espectros de absorc¢io dos sistemas a) BSA (3uM), BLP (12 pnM), da mistura BSA+
BLP e a diferenca dos espectros (BSA+ BLP) — BLP; b) BSA (3uM), 6CN10 (12 pM), da mistura
BSA+ 6CN10 e a diferenca dos espectros (BSA+ 6CN10) — 6CN10; ¢) BSA (3uM), LQM10 (12
pUM), da mistura BSA+ LQM10 e a diferenca dos espectros (BSA+ LQM10) — LQM10. Na faixa
de 250 a 365 nm. Condicdes: pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) a 27°C.

0,20 0,20
a) b)
——BSA3uM ——BSA 3uM
—— Blapachona 12uM ——6CN10 12 uM
0,15~ —— BSA-plapachona 0,154 e BSA-GCNl}é
- - (BSA-Blapachona)-(Blapachona) - - (BSA-6CN10)-(6CN10)
©
©
&
0,10 4 s 0,104
S
(%]
9
| <
0,05 - 0,05 -
0,00 r — = ¥ 0,00 T T —_
250 275 300 325 350 250 275 300 325 350
A(nm) A(nm)
0,4
c)
—— BSA 3uM
—— BSA-LQM10
0,34 —— LOM10 12 M

- - (BSA-LQM10) -(LQM10)

0,2 -

Absorvancia

0,1

0,0 T T T T
250 275 300 325 350

A(nm)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.2 Avaliacéo da interagdo por fluorescéncia e constantes de ligagcdo

No sistema, mimetizando condi¢des fisioldgicas, BSA foi titulada com BLP, 6CN10 e
LQM10, Figura 39a-c. Para os trés sistemas, BSA apresentou maximo de fluorescéncia em
341 nm sendo sua fluorescéncia suprimida sem deslocamento do maximo de emissdao com

adicdo de aliquotas do ligante. Este resultado indica que ha interagdo entre a macromolécula e
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os farmacos e que a diminuicdo do sinal de fluorescéncia resulta da formacdo de um

complexo supramolecular ndo fluorescente (CHI et al., 2018) .

A avaliacdo das constantes de ligagdo permite quantificar a interagédo de modo que seja
possivel obter valores de ligacdo considerados fracos, moderados ou fortes, A constante de
Stern-Volmer (Ks) indica a eficiéncia do quencher (ligante) de reduzir a intensidade de

fluorescéncia do fluoroforo (BSA), calculada pela equagdo (JIANG et al., 2018) .

2=1+Ky[Q] Eq. (14)

Sendo Fo e F os sinais de fluorescéncia na auséncia e presenca do ligante, respectivamente.
[Q] é a concentracdo do quencher e Ksy € a constante de Stern-Volmer. A constante € obtida
através do coeficiente angular da relagéo Fo/F versus [Q], conforme Figura 39 a-c.

Ko € a constante de ligacdo e quantifica a magnitude da interacdo entre a
macromolécula e o ligante. Também, a partir da Equacdo 15 é possivel obter o nimero de
sitios de ligacdo (n) entre o fluor6foro e a molécula de interesse, conforme Figura 39 a-c
(MAKARSKA-BIALOKOZ, 2018) .

F,-F
log| -°
g( -

j =K, +nlog[Q] Eq. (15)

A constante de ligacdo é obtida através do coeficiente linear e n pelo coeficiente
angular da relacéo log (Fo-F/F)

Os valores calculados das constantes estdo na Tabela 6. Os espectros de fluorescéncia
assim como os graficos para determinar as constantes estdo representados na Figura 39. Os
valores de Ksy demonstram quantitativamente que ha interacdo entre BSA e as moléculas. Os
valores de Ky para BLP e 6CN10 sdo considerados intermediarios neste sistema de interagao.
Entretanto, para o0 LQM10, K, apresenta alto valor de interacdo. Isto pode estar associado a
maior solubilidade do LQM10 frente as outras moléculas, facilitando a interacdo com a
albumina. Além disso, a estequiometria do complexo, para todos os sistemas, foi proxima de
1:1. Trabalhos de interagdo de Rafols e colaboradorespor por fluorescéncia em pH 7,4 a 30°C
entre BSA e HSA com varfarina, um anticoagulante, utilizado na prevencao de trombose e
tromboembolismo, mostraram que as constantes de iteracdo para este sistema foram de 8,39 x
10* L mol™? para a albumina do soro humano e 1,16 x 10° L mol * para albumina do soro
bovino com a molécula de estudo (RAFOLS et al., 2018). Pang e colaboradores (2017)
estudaram a possivel interacdo mimetizando condicdes fisiologicas entre BSA com farmaco

sintético com melhoria de solubilidade, derivado de curcumina. O valor da constante foi de
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10,0 x 10% L mol™ e esse mesmo farmaco associado a piperazina foi de 9,1 x 10° L mol
ambos os sistemas a 25°C (PANG et al., 2017). Este resultado indica que os valores de Ky
para as interacbes mensuradas neste trabalho sdo similares com os descritos na literatura. Com
isso, as interacOes neste estudo tém potencial para prosseguir com investigacdes acerca da
liberacdo da molécula na regido desejada visto que os valores calculados mostram que a
interacdo € moderada indicando que ha ligacdo da molécula com a macromolécula e que essa

interacdo ndo é muito forte a ponto de ndo ocorrer liberacédo da substancia.

Tabela 6 - Constantes de interacdo e numero de sitios de ligacdo para interagdo entre BSA com
BLP, 6CN10 e LQM10.

Ligante Ksv Iksv Kb I'kb n
plapachona 6,00 x 10* 0,983 4,10 x 10° 0,992 1,02

6CN10 4,30 x 10* 0,997 1,69 x 102 0,997 1,35

LQM10 1,21 x 10° 0,995 3,31 x 10° 0,999 1,12

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 37 - Espectro de fluorescéncia e célculos de K, e Ky de BSA (2 uM) com adicdo de
incrementos de a) BLP; b) 6CN10 e ¢) LQM10. Condi¢des pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100

mM).
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4.3 Parametros termodinamicos

A partir da titulacdo da proteina com incrementos do ligante em diferentes
temperaturas € possivel determinar o tipo de quenching e parametros termodinamicos do
sistema. Reducdo de Ksy com aumento da temperatura indica processo de quenching estéatico.
Todavia, caso ocorra aumento da constante, o quenching do tipo dindmico é predominante
(HAO et al., 2017).

A Tabela 7 mostra que titulando BSA a 20°C, 27°C e 37°C, houve diminuicdo de Ksy
para todas substancias com aumento da temperatura, indicando que 0 mecanismo acontece por
quenching estatico. Este resultado confirma as avaliacfes da formacdo do complexo por UV-

Vis.

Além disso, os parametros termodinamicos foram calculados (Tabela 7) possibilitando
a determinacdo das forcas intermoleculares presentes na interacdo. A equacéo de vant’ Hoff
possibilita o calculo de AH ¢ AS (FATHI et al., 2019):

AH| 1| AS
InK, =-—2| = [+22 ,
- M S Eg. (16)
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T é a temperatura em Kelvin (K) e R (8,314462 J mol™ K1), a constante universal dos gases.
Estes parametros foram calculados a partir dos valores do coeficiente angular e linear do
sistema InKy versus 1/T. Os graficos referentes a linearizagdo da equacdo de vant’ Hoff sdo
apresentados na Figura 40. O valor de AG foi obtido empregando a equacgédo a seguir (FATHI
etal., 2019):

AG = AH - TAS Equacéo (17)

De acordo com Ross e Subramanian (1981), entalpia e entropia menores que zero é o
indicativo que forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio atuam predominantemente
no sistema. Entalpia e entropia positivas resultam de interacfes hidrofobicas; Entalpia
negativa e entropia positiva, mostra que forcas eletrostaticas atuam na interacdo. Os valores

calculados para estes parametros sdao apresentados na Tabela 7.

Nesta tabela mostra que BLP apresentou AH = -31,60 kJ mol™ e AS =+35,33 Jmolt e
LQM10 AH = -20,92 kJ mol? e AS =+54,95 J mol™?. Esses resultados indicam que forgas
eletrostaticas atuam predominantemente sobre o sistema. O atomo de oxigénio da carbonila,
assim como as aminas presentes na estrutura da molécula, podem estar protonadas

ocasionando as atracdes de carga.

Os parametros para 6CN10 foram AH = -37,80 kJ mol! e AS =-24,44 J mol*
indicando que a forca predominante é forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Este
resultado € coerente com a estrutura ciclica da molécula com for¢as de Van der Wals atuando
na interacdo assim como 0 grupo nitro responsavel pelas ligacdes de hidrogénio com a

proteina.

Além disso, todos os sistemas acorreram com entropia menor que zero, indicando a

espontaneidade das interacgoes.
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Tabela 7 - Parametros de ligaciio e de termodindmicos para a interacio entre BSA com BLP,
6CN10e LQM10 em diferentes temperaturas.

Ligante T(K) Ksv Kb AH AS AG
(10*°L mol)  (10°L mol?) kJ mol* J mol ! kJ mol™

293 (20°C) 6,22 0,064 -21,25
BLP 300 (27°C) 6,00 0,043 -31,60 +35,33 -21,00
310 (37°C) 6,12 0,031 -20,65
293 (20°C) 2,55 3,10 -30,64
6CN10 300 (27°C) 2,30 1,98 -37,80 -24,44 -30,47
310 (37°C) 2,10 1,30 -30,23
293 (20°C) 13,10 39,90 - -37,02
LQM10 300 (27°C) 12,60 33,00 -20,92 +54,95 -37,40
310 (37°C) 12,00 24,95 -37,95

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.

Figura 38 - Curva de Van’t Hoff para a interacio a) BSA- BLP; b) BSA- 6CN10 e c) BSA- BLP.
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4.4 Fluorescéncia Sincronizada

Aplicando titulagio da BSA com o0s compostos e monitorando 0s residuos de
triptofano (AL = 60 nm) e tirosina (AL = 15 nm) separadamente, através da fluorescéncia
sincronizada, foi possivel verificar a influéncia dos residuos para esta avaliacdo de interacéo.
A Figura 41 mostra o espectro de titulacdo, BSA-BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQM10, todos
com maximo de emissdo de 338 nm para triptofano e 298 nm para tirosina. De acordo com a
Figura 41a, com adigdo de BLP, a intensidade de fluorescéncia da BSA diminuiu, porém, ndo
houve mudancas no maximo de emissdo quando se monitorou tirosina. Entretanto, um
deslocamento de 2 nm, no maximo de emissdo, para maiores comprimentos de onda foi
observado para o triptofano seguido de reducdo do sinal de fluorescéncia ao interagir com
BLP (Figura 41a), indicando que o microambiente proximo a este aminoacido se torna mais
polar e mais acessivel ao solvente (dgua) (HEA, et al., 2016). Além disso, com base na Tabela
8 o valor de Ksy para o triptofano (1,36 x 10* L mol™) é maior em relacio a tirosina (0,46 x
10* L mol?). Em funcéo do exposto, conclui-se que PLP esta mais proxima da regido que

contém o residuo de Trp durante a interagcdo com a proteina.

A Figura 41b referente a interacdo com o nitrocomposto, aplicando AA = 60 nm para
triptofano, houve deslocamento do maximo de missdo em 0,8 nm para o azul (Tabela 8). Este
deslocamento no comprimento de onda indica que o ligante altera o microambiente da
proteina, tornando-o menos polar e consequentemente mais hidrofébico. Além disso a
estrutura da proteina torna-se mais fechada (CHENG et al., 2021). Os deslocamentos para
azul também foram observados no trabalho de Magdalena na investigacdo da interacdo entre
as proteinas BSA e HSA e hemoglobina humana (HHB) em pH 7,4 com farmaco hemina,
uma porfirina marrom que contém ferro utilizada no tratamento de ataques de profirias
(MAKARSKA-BIALOKOZ, 2018).

Ksv para este residuo foi de 3,80 x 10° L mol™. Entretanto, ndo foi possivel determinar
o0 valor da constante para o residuo de tirosina, pois a titulacdo ndo obteve resposta linear.
Com isso, o residuo de triptofano é a sonda mais adequada para monitoramento da interacéo
BSA-6CN10. De forma similar, a interagio BSA-LQM10 (Figura 41c), com AL = 60 nm,
mostrou um deslocamento no méximo de emisséo de 2,6 nm para menores comprimentos de
onda. Além disto, Ks foi de 1,15 x 10° L mol™®. Para tirosina a titulagdo forneceu

deslocamento de 2,6 nm para menores comprimentos de onda com K, de 2,77 x 10° L mol*
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(Tabela 8). Esta molécula, diferentemente das demais, interagiu mais proximo do residuo de

tirosina.

Figura 39 - Fluorescéncia sincronizada para o residuos de tirosina (AA= 15 nm) e triptofano
(A= 60 nm) na interagio a) BSA-6CN10 e b) BSA-LQM10 com adic¢éo de incrementos do
ligante (0-36 uM).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela 8 - Fluorescéncia sincronizada para a interacdo BSA-6CN10 e BSA-LQM10.

Ligante AL = Dem - hex (NM) Ksv (10°L mol) r A) (nm)

60 1,36 0,981 0

BLP

15 0,46 0,986 +2

60 3,80 0,981 -0,8
6CN10

15 - 0,986 -

60 1,15 0,990 -2,5
LQM10

15 2,77 0,992 -2,6

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.5 Fluorescéncia 3D

A fluorescéncia tridimensional é capaz de revelar mudancgas conformacionais na
estrutura proteica ocorridas a partir da interagdo com uma molécula (SIDDIQUI et al., 2018).
A Figura 42 mostra bandas em 3D caracteristicas desta avaliagdo. Efeito espalhamento
Rayleigh (banda 1) com comprimento de excitacdo igual ao de emissdo (Aex = Aem), residuos
aromaticos de tirosina e tripfotano (banda 2, Aex/Aem = 275/336 nm) e a cadeia polipeptidica
pela transicdo n—n" , devido a ligacdo da carbonila da ligacdo peptidica (banda 3, Aex/Aem =
238/338 nm ) (WU et al., 2021). De acordo com a Tabela 9, houve diminui¢cdo de
fluorescéncia para todos os sistemas (BSA-BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQM10) considerando a

banda 2, referente ao sinal de dos residuos aromaticos, indicando mudancas conformacionais
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na proteina a partir da interagdo. A banda 3 ndo apresentou mudancas consideraveis, exceto a
da interagdo com a molécula de guanilhidrazona. A maior mudanga proteica, para as bandas 2
e 3, na estrutura da BSA foi provocada pelo LQM10, com diminuicdo do sinal de
fluorescéncia de 25%. Esta maior mudanca na estrutura da BSA esta de acordo com a maior
constante de ligacdo (Kb) entre todos os sistemas, em que é provavel que uma ligacdo mais
forte provoque maiores alteracbes na estrutura da macromolécula. Também houve
deslocamento Stokes (Tabela 9) para as bandas 2 e 3, 0 que pode ser indicios que ha
mudancas na polaridade da proteina. Esta avaliagdo mostra que ha mudancas conformacionais
e de polaridade da proteina a partir da interacdo com os ligantes. De maneira similar, estudos
de interacdo com base na fluorescéncia tridimensional entre piperaquina, farmaco
antimalarico, e seus metabolitos com HSA mostrou que a partir da formacdo do complexo
macromolécula-ligante ocorreu diminuicdo (valores ndo informados) nos picos caracteristicos
da proteina , indicando mudangas na estrutura secundaria e terciaria da proteina (MA et al.,
2019).
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Figura 40 - Espetro de fluorescéncia tridimensional para BSA 2uM (a). Adicao de b) BLP (50 uM); ¢) 6CN10 (50 uM) e d) LQM10 (50 uM). Condigdes: pH
7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) a 27°C.

Fonte: elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 9 - Espectro de fluorescéncia tridimensional para a interacdo BSA-BLP, BSA-6CN10 e
BSA-LQM10.

Posicao (Aex/Aem) Intensidade de fluorescéncia
Sistemas . . S :
Trp+Tir Stoke Cadeia polipeptidica  Stokes T . Cadeia

rp + Tir - e

(nm) (nm) Polipeptidica
BSA 275/337 62 238/340 102 507 (100%) 370 (100%)

BSA-BLP 275/341 66 238/338 100 482 (95,10%) 367 (99,20%)
BSA-6CN10  275/338 63 238/338 100 477 (94,10%) 385 (104,50%)
BSA-LQM10  275/337 62 238/338 100 384 (75,70%) 277 (75,00%)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo de interacdo simulando condi¢oes fisioldgicas, ficou constatado, por UV-
Vis, que ha interagdo de BLP, 6CN10 e LQM10 com BSA, formando os complexos BSA-
BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQM10, respectivamente.

Todos os complexos sdo formados por quenching estatico com formagdo de um
complexo ndo fluorescente. O valor de Ky foi de 4,10 x 103 1,69 x 10° e 3,31 x 10° para os
sistemas BSA-BLP, BSA-6CN10 e BSA-LQMI10, respectivamente, o que revela maior
afinidade da proteina pelo LQM10. Em todos os sistemas a estequiometria ficou proxima de
1:1 (macromolécula-ligante).

De acordo com os parametros termodinamicos, forcas eletrostaticas governam as
interacdes de BLP ¢ LQM10 com a proteina. J& o nitrocomposto, majoritariamente, interage
por forcas da Van der Walls e ligacdes de hidrogénio.

Através da fluorescéncia sincronizada para avaliacdo dos residuos que monitoram a
interacdo, os valores de Ksv mostraram que para BLP ¢ 6CN10, o residuo mais proximo €é o
de triptofano, 1,36 x 10° L mol? e 3,80 x 10° L mol?, respectivamente. Contudo, para
LQM10, o residuo de tirosina mostrou-se uma sonda mais eficaz com Ksv 2,77 x 10° L mol™.

A fluorescéncia tridimensional mostrou que hd mudancas conformacionais na proteina
a partir da interacdo com as moléculas. Sendo a maior mudanca com adicdo de LQM10.
Mostrando que quanto maior o valor de Ky maior mudangas na estrutura proteica.
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6. PERSPECTIVAS

* Realizar estudos eletroquimicos das moléculas estudadas com BSA
* Realizar estudos de FRET

* Realizar estudos de competidores
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