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RESUMO

B-lapachona (BLP) € uma quinona de origem vegetal bastante estudada e promissora
no tratamento do cancer, porém sua baixa solubilidade em agua limita explorar ainda
mais suas propriedades farmacologicas. Por isto, neste trabalho é apresentado uma
alternativa para aumentar a solubilidade da naftoquinona p-lapachona com o
dendrimero poliamidoamina (PAMAM) de geracéo 2 e 3 (G2 e G3), que € uma classe
de polimeros altamente ramificados e de tamanho nanométrico. A técnica
eletroquimica de voltametria ciclica foi escolhida para analisar a interacdo entre estes
compostos em meio protico (tampéo fosfato pH = 7,0), utilizando eletrodos de carbono
vitreo e ouro, modificados ou ndo, como eletrodo de trabalho, um fio de platina como
contra eletrodo e Ag|AgCI|CI~ (saturado) como eletrodo de referéncia. As medidas
eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT
(AUT73222). Todos os experimentos foram conduzidos em temperatura ambiente (25
t 2 °C) e sob atmosfera inerte. Também foram preparados complexos da B-lapachona
com PAMAM que foram caracterizados por técnicas espectrocrépicas de ultravioleta
visivel (UV-vis) e Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR). Nos estudos
eletroquimicos observou-se maior intensidade de corrente para a B-lapachona quando
utilizou-se eletrodo modificado com nanotubo de carbono (CNT) e PAMAM G2 ou G3,
do que quando utilizado o eletrodo de carbono vitreo modificado com CNT, indicando
uma maior interacdo desta quinona com dendrimero. Ao variar a concentracéo da BLP
com eletrodo CNT/PAMAM G2 ou G3, calculo-se a constante de interacao entre eles
com valores de 6,63x102 e 2,59x102 M, respectivamente. A fim de dispor da maior
parte dos sitios ativos do dendrimero e propor como ocorre esta interacdo, o PAMAM
G2 foi imobilizado em eletrodo de ouro com MUA e a concentragcdo da quinona foi
variada e a constante de equilibrio do complexo calculada dando 2,9x10* M1, Estudos
com o PAMAM livre em solucdo foram realizados, adicionando concentragdes
crescentes do PAMAM em meio aquoso com a quinona nao solubilizada, em que se
observou um aumento gradativo na corrente de pico de reducdo e oxidacédo, até a
saturacao do sistema, indicando transferéncia de fase. Os estudos espectroscépicos
de UV-vis demostraram a formacao do complexo a partir de mudancas na banda de
absorcdo da BLP em 256 nm e os estudos de FTIR indicaram que a interagcdo entre
estes compostos provavelmente ocorre através dos grupos carbonila da quinona com
0s grupos amida do interior do dendrimero.

Palavras-chaves: Quinonas. Dendrimeros. Eletroquimica. B-lapachona.



ABSTRACT

B-lapachone (BLP) is a highly studied and promising plant-derived quinone in the
treatment of cancer, but one of its characteristics limits its pharmacological properties,
which is its low solubility in water. In the present study an alternative to increase the
solubility of B-lapachone naphthoquinone with polyamidoamine dendrimer (PAMAM)
of generation 2 and 3 (G2 and G3), Which is a highly branched and nanometer-sized
polymer. Electrochemical techniques such as cyclic voltammetry were used, in protic
media (phosphate pH 7.0) using glassy carbon as working electrode, while the counter
electrode was a Pt wire and the reference electrode an Ag|AgCI|CI~ (saturated), using
a Autolab PGSTAT12 potentiostat. All experiments were conducted at room
temperature (25 + 2 °C) and purging an inert gas (Argon). Also complexes of BLP with
PAMAM were prepared and characterized by spectroscopy techniques, as UV visible
(UV-vis) and Infrared by Fourier Transform (FTIR). In the electrochemical studies, it
was observed a better amount of current to BLP when it was analyzed electrode
modified with carbon nanotube (CNT) and PAMAM G2 or G3 than when it was only
with the CNT, indicating a higher interaction of this quinone with dendrimer. Varying
the concentration of the BLP with CNT/PAMAM G2 or G3 electrode can calculate the
constant of interaction between them (6,63x10? e 2,59x102). To have the most of active
sites available of the dendrimer and propose how is this interaction, the PAMAM G2
was immobilized on the gold electrode with MUA and the concentration of the quinone
was varied and the equilibrium constant of the calculated complex (2,9x10%). Studies
with the free PAMAM in solution were performed, in which increasing concentrations
of PAMAM was added in a medium with the non-solubilized quinone, where was
observed a gradual increase in the peak current of reduction and oxidation, until
system saturation, indicating phase transfer. Spectroscopic studies of UV-vis have
shown the formation of the complex from changes in the absorption band of the BLP
and FTIR indicated that the interaction between these compounds probably occurs
through the carbonyl groups of the quinone with the amide groups inside the
dendrimer.

Keywords: Quinones. Dendrimers. Electrochemistry. B-lapachone.
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1 INTRODUCAO

O interesse em compostos isolados de fontes naturais tem crescido nas ultimas
décadas, principalmente de plantas, devido a presenca de inUmeros compostos
bioativos, como as quinonas, possuidoras de potentes e variados tipos de atividades
biolégicas. Plantas que possuem em sua constituicdo quinonas sao bastante
utilizadas na medicina popular (FERREIRA et al, 2011).

Entre as quinonas, a B-lapachona (BLP), embora bastante estudada, ainda vem
se destacando nos ultimos anos, devido suas varias atividades farmacologicas
comprovadas, tais como: antibacteriana, antifungica, antitripanossémica, antiviral,
antiinflamatdria e anticancerigena (DONG, 2009).

Apesar do seu elevado potencial terapéutico a BLP nunca chegou a ser
comercializada devido a dificuldade de obtencdo de uma forma farmacéutica estavel,
pois apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, inviabilizando sua
biodisponibilidade, fato que tem gerado inUmeras pesquisas na tentativa de criar
microambientes que favorecam sua solubilizacdo (FREITAS-NETO, 2012). Existem
diversas formas de aumentar a solubilidade de um farmaco, entre elas pode-se citar:
modificacdes quimicas, complexac¢do, aumento da area superficial de dissolucéo e
dispersodes solidas (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Nos ultimos anos, a nanomedicina baseada em polimeros tem recebido aten¢ao
crescente devido a suas habilidades de melhorar a eficacia terapéutica no tratamento
do céncer (PARK et al, 2008). Com isso, varios sistemas foram desenvolvidos com a
esperanca de conseguir uma liberacdo intratumoral controlada de farmacos
anticancerigenos. Esta estratégia € muito vantajosa, uma vez que 0s tumores séo
expostos a niveis terapéuticos do farmaco durante um periodo de tempo prolongado,
reduzindo ao mesmo tempo a toxicidade para as células saudaveis e os demais efeitos
secundarios sistemicos (WANG, 2006).

Uma alternativa promissora para solubilizar a BLP em meio aquoso € a utilizacéo
de dendrimeros, que sdo polimeros altamente ramificados e que suas propriedades
fisico-quimicas, como o alto controle em sua arquitetura, tamanho, forma, densidade
e grupos superficiais com muitas funcionalidades, os fazem carreadores ideais em
aplicacdes biomédicas como transporte de farmacos em locais especificos do sistema
biolégico (SVENSON; TOMALIA, 2005). Entre os dendrimeros disponiveis destaca-se
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o dendrimero poliamidoamina (PAMAM), ja testado com diversos farmacos
antitumorais e o primeiro a apresentar sua série completa, ou seja, da geracédo 0 até
10, sendo os de geracdo mais baixa (GO-G3) aqueles que apresentam quase ou
nenhuma citotoxicidade (PAN et al, 2013; POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Moléculas de farmacos podem ser incorporada nos dendrimeros PAMAM, quer
através de encapsulacdo ou complexacdo. Uma vez que os agentes terapéuticos
podem ser encapsulados dentro da estrutura dendritica ou ligados aos grupos
funcionais terminais de dendrimeros PAMAM através de ligacdes eletrostaticas ou
covalentes (pro-farmaco) para serem entregues (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ,
2014).

Devido as suas excelentes propriedades estruturais, ha um grande uso de
dendrimeros PAMAM para modificar a superficie de eletrodos no desenvolvimento de
biossensores, podendo estar associados a outros hanomateriais ou ndo e com isso
auxiliar no reconhecimento de diversas substancias bioativas (BAHADIR;
SEZGINTURK, 2016).

Neste contexto, a eletroquimica permite obter dados relativos aos produtos de
reducdo, a estabilidade dos intermediarios de reducdo e/ou interacdes com alvos
bioldgicos importantes. Essas informacfes séo relevantes para o entendimento dos
mecanismos de ag¢do em nivel molecular (SOUZA, 2011).

A literatura nao relata, até o momento, metodologias para avaliar a formacéo de
complexos de inclusdo entre substancias bioativas e dendrimeros através da
eletroquimica, por isso este trabalha visa propor uma alternativa para investigar este
tipo de interacéo, entre a BLP e o dendrimero PAMAM de geracéo 2 e 3, associado a
técnicas espectroscopicas comumente ja utilizadas (UV-vis e FTIR), a fim de

corroborar com os resultados obtidos.

1.1 Quinonas

As quinonas séao divididas em diferentes grupos de acordo com sua estrutura
molecular utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel
quinonoidico: benzoquinonas (anel benzénico); naftoquinonas (anel naftalénico);

antraquinonas (antracénico linear ou angular), conforme Figura 1, a seguir.
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Figura 1: Tipos de quinonas de acordo com sua estrutura molecular.
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Fonte: SILVA, 2008.

As naftoquinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas em quimica
medicinal, com base em suas atividades bioldgicas e propriedades estruturais. Podem
apresentar isomerias 1,2 ou orto-quinonoidica (quando as carbonilas sdo vizinhas) ou
1,4 ou para-quinonoidica (quando as carbonilas estdo separadas por dois carbonos).
Essas formas isoméricas diferem muito em suas propriedades fisicas, quimicas e
quanto a sua atuacao bioldgica. Um exemplo tipico é a orto-naftoquinona p-lapachona
gue € muito mais ativa contra formas tripamastigotas de Trypanosoma cruzi do que
seu isomero a-lapachona (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; MOLFETA, 2007).

O lapachol e seus isbmeros, a-lapachona e B- lapachona sdo naftoquinonas de
grande importancia farmacolédgica e sédo encontradas em espécies vegetais de varias
familias. Como uma das mais importantes desta classe, a B-lapachona, pode ser
facilmente obtida por catalise acida do lapachol, um composto extraido de plantas da

familia Bignoniaceae ou de Lomatia (Fig. 2).
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Figura 2: Alguns derivados quindnicos obtidos a partir da oxidagdo de Hooker do lapachol.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2008.

A acdo das quinonas pode estar envolvida com sua capacidade de gerar

estresse oxidativo ao induzirem a formacao deletéria enddgena de espécies bioativas

derivadas do oxigénio (O2, "OH, Oz e H20z), pois quando reduzidas ocorre a formacéo

do radical semiquinona (Q™) ou hidroquinona (HQ - relativamente mais estavel), que
pode ser oxidado quando ocorre a transferéncia de elétrons a uma molécula ou radical
aceptor. Quando formada, a espécie semiquinona reduz o oxigénio molecular ao anion
radical superoxido (O2), em outra reacdo, na presenca da enzima superoxido
desmutase (SOD) transforma o anion radical superoxido em peréxido de hidrogénio
(H202). Ainda que o H202 ndo seja um radical livre, ele pode ser responséavel pela
oxidacdo de biomoléculas devido a sua reatividade. O anion Oz por catélise com
metais de transicdo, em reac¢des do tipo Fenton, ou com H202, reacdo de Harber-
Weiis, gera radicais hidroxilas ("OH) no interior da célula (CAVALCANTI, 2010; SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003; SILVA, 2008; MOLFETA, 2007).
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Figura 3: Mecanismo de acdo das quinonas.
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A producado dessas espécies, perdxido de hidrogénio e radicais hidroxilas, é o
principal mecanismo do estresse oxidativo, sendo elas responsaveis pela inativacdo
da enzima e danos na membrana celular. O radical semiquinona € uma espécie
extremamente reativa o que favorece a ocorréncia de lesbes em estruturas celulares
(peroxidacdo lipidica, destruicdo de proteinas, danificacdo de acidos nucléicos e
quebra das fitas do DNA), que podem provocar a morte celular. Além do estresse
oxidativo, as quinonas também sdo capazes, diretamente ou através de
intermediéarios, de formar ligacbes covalentes com estruturas celulares (proteinas e
acidos nucléicos). A alteracdo da normalidade celular pode induzir a apoptose como
alternativa, caso ndo se consiga eliminar por completo o estresse oxidativo, como
ocorre no Trypanosoma cruzi, agente causador da doengca de Chagas.
(CAVALCANTI, 2011; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; SILVA, 2008; MOLFETA,
2007).

1.1.2 B-lapachona

A B-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) (Fig. 3)
€ um ortonaftoquinona originalmente obtido das folhas e casca interna da arvore

lapacho ou ipé-roxo (Tabebuia avelanedae) na América do Sul. Os compostos que
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contém o grupo quinona séo encontrados em varios produtos naturais e muitas vezes
estdo associados a diferentes atividades farmacoldgicas, como fungicida (FREIRE et
al, 2010), antimalarico (SHARMA et al, 2013), tripanossomicida (CARNEIRO et al,
2012), antituberculose (FERREIRA et al, 2010) e antibacteriana (FRANCISCO et al,
2010).

Figura 4: Estrutura da B-lapachona.

CLX

Fonte: Autora, 2017.

Mais especificamente, B-lapachona (BLP) demonstrou atividade citotdxica contra
uma variedade de células cancerigenas in vitro e in vivo, até mesmo em doses
micromolares, de modo que foi postulado como um novo agente antitumoral
(LAMBERTI et al, 2013).

A BLP ativa a morte celular por apoptose em véarias linhas celulares de cancer,
incluindo cancer de prostata, de mama e leucemia. Esta naftoquinona também é
considerado como sendo um bom sensibilizador da radioterapia no cancer do colon e
células da préstata. Sua atividade atitumoral € conhecida por estar diretamente
correlacionada com uma hiperativagdo seletiva da PARP1 (poli (ribose ADP)
polimerase 1) e deplecdo de NAD+ de forma especifica, pois atua na atividade
enzimatica da NAD(P)H: oxidorredutase quinona 1 (NQO1) (CHAKRABARTI et al,
2015; MOORE et al, 2015; PARK et al, 2014).

A NQOL1 é uma flavoproteina encontrada na maioria dos tecidos humanos e
possui sua expressdo aumentada (até 20 vezes mais) em uma variedade de canceres
humanos, incluindo de mama, célon, pulméo, pancreas e prostata (BLANCO, 2007).
Normalmente, esta enzima reduz as quinonas (Q) para hidroquinonas (HQ) estaveis,
que sao entdo excretadas quando conjugadas com glicuronideo ou sulfato. No

entanto, sob condi¢cdes aerdbias, NQO1 metaboliza BLP a uma hidroquinona instavel
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altamente reativa e esta € entdo espontaneamente oxidada de volta para
semiquinonas ou quinona, envolvendo dois elétrons, de duas moléculas de O:
diferentes, esta etapa € chamada de ciclo futil.

Esta ciclagem entre as formas Q e HQ da BLP, utiliza NADH ou NAD(P)H como
fontes de elétrons e com isso diminuem sua concentragao intracelular, aumentando
assim a de NAD* e NAD(P)*. Através dos niveis elevados de NAD* criados por NQO1
via ciclo futil da BLP s&o entéo geradas espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
0 anion radical superoxido e peréxido de hidrogénio, que causam danos ao DNA.
Estes processos levam a uma hiperativacdo da PARP1, que promove esgotamento
rapido e dramético dos niveis NAD" intracelular resultando na deplecdo severa do
poder redutor intracelular, que induz a um aumento rapido do calcio intracelular, a
despolarizacdo da membrana mitocondrial, perda de ATP, fragmentacdo do DNA e
apoptose. Portanto, pLP pode matar seletivamente as células cancerosas que se
destinam a NQO1, o esquema do mecanismo de acao desta quinona encontra-se na
Figura 4. (CHAKRABARTI, et al, 2015; MOORE et al, 2015; PARK et al, 2014; SIEGEL;
YAN; ROSS, 2012).

Figura 5: Esquema do mecanismo de agéo da BLP (Q) em células cancerosas.
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Fonte: Autora, 2017.

BLP provou ser uma promissora substancia anticancerigena, cujo mecanismo
de acdo unico permite agir com especificidade em alguns tumores. No entanto, sua

baixa solubilidade em &gua limita a sua aplicacdo clinica e a literatura relata alguns
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veiculos que ja sédo utilizados na pratica clinica, como os lipossomas e 0s conjugados
de polimero-farmaco: DOXIL ® (injecdo de cloridrato de doxorrubicina encapsuladas
em lipossomas) e Abraxane® (particulas paclitaxel se ligam as proteinas para
suspensao injetavel) sdo administrados como tratamentos de primeira linha em varios
tipos de cancer. Os polimeros lineares tradicionais, como polietileno glicol (PEG),
acido poliglutamico, polissacarideo, poli (cloridrato de alilamina) e N- (2-hidroxipropil)
metilacrilamida foram revistos como veiculos de entrega de farmacos e aceitos para
uso clinico, porém estes polimeros lineares tém estruturas quimicas pouco definidas
(MADAAN et al, 2014).

Alguns trabalhos ja buscaram melhorar a limitacdo da solubilidade da BLP com
0 uso de ciclodextrinas e lipossomas, bem como a associacao destes dois carreadores
(CAVALCANTI et al, 2011). Polimeros millirods Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA)
(DONG et al, 2009) e polimeros micelares também tém sido utilizados (BLANCO,
2007). Apesar do sucesso do objetivo proposto pelos trabalhos, limitacbes séo
encontradas em todos eles. Os lipossomas, por exemplo, possuem uma capacidade
de carga limitada devido a efeitos de desestabilizacdo da membrana e a intrinsecas
limitagcBes estruturais, ja que a maioria das particulas de lipossomas apresentam
didmetro maior que 90 nm, o que pode limitar consideravelmente o seu transporte em
tecidos tumorais (BLANCO, 2007).

Os estudos que envolveram a formulagao clinica de BLP com o veiculo
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPB-CD), foi responsavel por causar hemolise. A rapida
dissociagao de BLP com HPB3-CD levou a um curto tempo de sua circulacéo no sangue
e distribuicdo rapida entre todos os érgaos (DONG et al, 2009).

Sabendo que a baixa de solubilidade da BLP em meio aquoso, sua inativagao
a nivel de soro humano e a falta de uma estratégia eficaz para sua administracéo
limita utilizacdo deste composto clinicamente, é necessario combinar esta quinona
com um sistema que permita sua liberacdo controlada, que demonstre eficacia

antitumoral significativa e toxicidade sistémica minima.

1.2 Dendrimeros

Dendrimeros sdo moléculas poliméricas, versateis e tridimensionais com sintese

quimica bem definida. Apresentam tamanho manométrico e baixo indice de
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polidispersidade, além de possuirem propriedades fisico-quimicas, tamanho e forma
comparaveis a biomacromoléculas, tais como proteinas e enzimas, e serem
geralmente, n&o-imunogénicos (CAMINADE; TURRIN, 2014; GONZALO;
FERNANDES, 2009).

Os dendrimeros tém recebido grande atengcédo nos ultimos anos por causa de
sua possivel utilizacdo em aplicacbes tdo variadas como sensores de catalise em
nanoescala quimica, micelas unimoleculares, imitacdo da funcdo da enzima,
encapsulamento de molécula, reconhecimento molecular, agentes de diagndstico e
como veiculos para o transporte de genes e medicamentos. Uma grande parte das
propriedades biolédgicas diz respeito a entrega de substancias ativas ("drug delivery")
no local de acgdo e por isso tem se mostrado como uma nova e das mais eficientes
plataformas para sistema de liberacdo de farmacos (CAMINADE; TURRIN, 2014;
GONZALO; FERNANDES, 2009; MADAAN et al 2014).

Eles sdo caracterizados por camadas entre cada ponto de ramificacao,
popularmente conhecido como "geragbes". A arquitetura completa pode ser
distinguida na porc¢éo interior do nucleo seguido de geracdes radialmente ligados que
possuem grupos funcionais quimicos na superficie terminal exterior (Figura 5). Com o
aumento da geracdo, o peso molecular e grupos superficiais terminais aumentam e
oferecem grande potencial para interacées mdultiplas e, portanto, designado como
altamente funcional (MADAAN et al 2014).

Figura 6: Representacao genérica de um dendrimero de quarta geracao.
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Fonte: CENTURION, 2015.
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Existem trés razGes principais que justificam o recurso a dendrimeros como
sistema de liberacéo de farmacos. O primeiro estéa relacionado ao fato de que apenas
uma molécula de dendrimeros poder possuir varias moléculas do farmaco
incorporadas em sua estrutura e por isso pode induzir um efeito de multivaléncia, que
lembra as interacdes polivalentes que ocorre amplamente em sistemas biologicos. A
segunda diz respeito a solubilidade de diversos farmacos em agua e formulagdes com
dendrimeros que poderia aumentar a solubilidade e, portanto, aumentar a
biodisponibilidade destes compostos (CAMINADE; TURRIN 2014).

A terceira razdo para a utilizacdo de dendrimeros na area bioldgica é devido ao
seu tamanho relativamente grande (geralmente varios nanémetros) que excede o
limiar renal, e geralmente néo é filtrado pelos rins. Além disso, o tamanho hanométrico
pode induzir o chamado efeito de maior penetracdo e retencdo (EPR), do inglés
“‘Enhanced Penetration and Retention”. Tecidos normais possuem uma vasculatura
bem formada com endotélio altamente revestido que impede o extravasamento dos
materiais nanométricos, enquanto que os tecidos de tumor tém um endotélio
ligeiramente comprimido que permite a permeacdo de materiais de grandes
dimensdes. Além disso, o0 sistema linfatico, que geralmente remove materiais
nanométricos ndo funciona em tecidos tumorais. Ambos os fenémenos sao
responsaveis pelo efeito EPR. No entanto, este efeito é frequentemente imprevisivel
e ineficaz para tumores ndo-sélidos, induzindo uma evolucdo clinica limitada
(CAMINADE; TURRIN 2014).

Pode prever cinco tipos diferentes de interacdes entre farmacos e dendrimeros
como mostrado na Fig. 6. Véarias copias do farmaco podem estar associadas ao grupo
terminal de dendrimeros, ligadas, quer através de uma forte ligacdo covalente (6a),
ou uma ligacéo clivavel (6b). O farmaco também pode interagir de forma ndo covalente
com a estrutura interna do dendrimero (6¢), ou com a parte externa (6d). Consoante
a estrutura e tamanho do dendrimero e do farmaco, esta interagéo pode ocorrer entre
dendrimeros associados (6e e 6f) (CAMINADE; TURRIN 2014).
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Figura 7: Tipos de formulac¢des utilizando dendrimeros de terceira geragdo, esquematizado.

Fonte: CAMINADE; TURRIN, 2014.

A sintese de dendrimeros pode ser rastreada até 1980, quando D. Tomalia usou
a "metodologia divergente" para sintetiza-los. Este método oferece uma vantagem de
produzir dendrimeros modificados mudando os grupos terminais e por sua vez as suas
propriedades fisico-quimicas podem ser alteradas de acordo com a aplicacéo
desejada. Embora, esta abordagem sofra de limitacdes de defeitos estruturais, devido
a uma reacao incompleta de grupos que podem ser diminuidos pela adicdo excessiva
de unidades monoméricas.

Uma outra abordagem para a sintese de dendrimeros € "metodologia
convergente" iniciada por Hawker e Frechet em 1990. Essa metodologia sofre de uma
limitac&o importante, pois da um baixo rendimento na sintese de estruturas grandes
e, portanto, € apropriado para a producao de dendrimeros de baixas geracoes.

Vérios dendrimeros como poliamidoamino (PAMAM), poli (propilenoimina) (PPI),
poli-L-lisina, melamina, poli (eterhidroxilamina) (PEHAM), poli (esteramina) (PEA) e
poliglicerol foram sintetizados e explorados como veiculos para transporte de
farmacos(Fig. 8) (MADAAN et al, 2014).
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Figura 8: Diferentes tipos de dendrimeros.
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Ao contrario dos polimeros tradicionais, os dendrimeros tém recebido atencao
consideravel em aplicacdes bioldgicas, devido a sua alta solubilidade em agua,
biocompatibilidade, polivaléncia e o0 peso molecular bem definido. Estas
caracteristicas fazem deles um veiculo ideal para a administracdo e direcionamento
de farmacos (MADAAN et al, 2014).

Os dendrimeros também sado ideais para a imobilizacdo de superficies
eletrodicas e no biorreconhecimento de moléculas, através de biossensores,
melhorando sua capacidade de captura do alvo e analise especifica, sensivel e
estavel (BAHADIR; SEZGINTURK, 2016).

1.1.1 Dendrimero PAMAM

O dendrimero PAMAM tem crescido como promissor veiculo como carreador de
farmacos na medicina moderna devido as suas caracteristicas Unicas, como tamanho
previsivel e nanométrico, baixa polidispersidade e estrutura globular. Sua arquitetura

ramificada e superficie multivalente e alta capacidade de entrega de farmacos, faz
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deste dendrimero como um grande candidato para carreador de farmacos, genes,
moléculas alvo e agentes de imagens (ABBASI et al, 2014).

A literatura mostra que a elevada solubilidade aquosa, arquitetura Unica, elevado
namero de grupos de superficie qguimicamente versateis dos dendrimeros PAMAM
estdo entre as vantagens que 0s tornam ideais transportadores para a entrega de
agentes terapéuticos incluindo farmacos anticancerigenos (POURIANAZAR; MUTLU;
GUNDUZ, 2014).

O tamanho do PAMAM varia de 1 a 13 nm de didmetro da geracado 0 (GO) até a
geracdo 10. Sendo assim, o diametro cresce aproximadamente 1nm por geracdo. Da
mesma forma que o diametro cresce com a gerag¢ao, o niumero que grupos funcionais
em sua superficie também, de forma exponencial (Tabela 1). O formato do dendrimero
também é afetado a depender da geracdo, pois as gera¢des mais baixas (GO — G4),
possuem uma forma planar e eliptica, enquanto nas gerac6es maiores (G5-G10), suas
ramificacbes sdo densamente empacotadas, conferindo a eles uma conformacéao
esférica (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Tabela 1: Dados dos dendrimeros de PAMAM da GO-G7.

Geracao N° de grupos Massa molar Diametro
superficiais (g mol?) (nm)
0 4 609 1,5
1 8 1522 2,2
2 16 3348 2,9
3 32 7001 3,6
4 64 14307 4.5
5 128 28918 54
6 256 58140 6,7
7 512 116585 8,1

Fonte: Adaptado de TOMALIA, 2004.
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Para aplicacbes farmacéuticas € altamente eficiente e seguro, porém para
PAMAM com grupos catiénicos em sua superficie a citotoxidade e atividade hemolitica
€ dependente da sua concentracdo e geracao, propriedades que estdo associadas
com suas aminas terminais. Por isso, as gera¢cdes maiores de dendrimero PAMAM,
geralmente a partir de geracfes intermediarias (G4 ou G5), possuem uma maior
toxicidade. Na tentativa de mascarar esta desvantagem, a depender da aplicacao do
dendrimero, pode-se modificar a superficie do PAMAM, introduzindo grupos quimicos
eletricamente neutros ou negativos ou truncar a cadeia polimérica na metade de uma
geracao, fazendo com que a superficie apresente hidroxilas. Entre estes grupos que
podem ser adicionados incluem-se polietilenoglicol (PEG), acetil, folatos, carboidratos
e conjugacdao de peptidios (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Devido as suas excelentes propriedades estruturais, ha um grande uso de
dendrimeros PAMAM na superficie de eletrodos, em que o sucesso desta imobilizacao
depende também de outros nanomateriais empregados, como nanotubos de carbono
(CNT), nanoparticulas de ouro, grafeno e quantum dots. As vantagens de se utilizar o
PAMAM na superficie do eletrodo estado relacionadas as suas multiplas possibilidades
de conjugacdo com as moléculas e sitios de ligacdo estruturalmente estaveis
(BAHADIR; SEZGINTURK, 2016).

1.2 Técnicas eletroquimicas

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informacfes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas
corrente-potencial, obtidas durante a eletrolise dessa espécie em uma cela
eletroquimica constituida por pelo menos dois eletrodos, sendo um deles o eletrodo
de trabalho, de menor superficie, e o outro um eletrodo de superficie relativamente
grande, usualmente um eletrodo de referéncia. O potencial € aplicado entre os dois
eletrodos em forma de varredura, isto €, variando-o a uma velocidade constante em
funcdo do tempo. O potencial e a corrente resultante sdo registrados
simultaneamente, a curva entre estes dois parametros é chamada de voltamograma.
Para resolver algumas limitagdes das células de dois eletrodos, foi desenvolvida a
célula de trés eletrodos, onde o terceiro eletrodo é chamado de eletrodo auxiliar,

geralmente de platina, mas podendo ser de outro, carbono vitreo, entre ouros. Ele foi
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introduzido na célula voltamétrica para assegurar o sistema potenciostatico (Fig. 7)
(ALEIXO, 2003).

Figura 9: Cela eletroquimica de trés eletrodos:
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Fonte: ANDRADE, 2013.

O eletrodo de trabalho é comumente feito de um material inerte, como ouro,
platina, carbono ou mercurio. Quando é constituido de um eletrodo gotejante de
mercurio, a técnica € chamada de polarografia, porém por questdes ambientais os
demais passaram a substituir o mercurio e o carbono vem se mostrando uma
alternativa bastante util e utilizada, devido a sua ampla faixa de potencial, ser
guimicamente inerte, possuir grande reprodutibilidade e apresentar custo
relativamente menor (ALEIXO, 2003; BRITO, 2011).

Muitos dos mais importantes processos em célula viva, desde seu metabolismo
até sua defesa, envolvem processos de oxidagcédo e reducdo, tornando seu estudo
relevante para a compreenséo de diversos processos que ocorrem no meio biolégico.
Esses processos requerem uma atmosfera redox que permita realizar corretamente
sua funcao, sustentado por um complexo grupo de proteinas, pepitideos e genes, com
base em uma série de transformagbes redox e ndo-redox, catalisadas
enzimaticamente ou ndo, e envolvem transferéncia de elétrons e de atomos.
Alteracdes nesse equilibrio podem acarretar mudancgas na homeostase celular ou em
outros ambientes (MOURA, 2008).

1.2.1 Voltametria ciclica

Dentre os varios métodos eletroquimicos, a voltametria ciclica (VC) é

provavelmente a técnica mais amplamente utilizada, pois tem se mostrado
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experimentalmente simples e precisa para aquisicdo quantitativa de dados cinéticos e
termodinamicos que auxiliam na elucidacdo do mecanismo de acéo de farmacos ou
até mesmo pode colaborar no planejamento de compostos biologicamente ativos. E
uma das principais técnicas utilizadas no estudo eletroquimico de uma infinidade de
compostos, inclusive quinonas, tanto em meio aprotico, quanto em meio protico
(BRITO, 2011; WANG et al., 2010; JIMENEZ-ALONSO, et al., 2011; MA et al., 2011;
SOUZA, 2011).

Na voltametria ciclica é possivel fazer apenas um ciclo ou multiplos, a depender
do analito eletroativo estudado, em solvente estavel e em velocidade conhecida. Para
a reducdo da espécie em andlise, deve-se aplicar um aumento do potencial para
valores mais negativos, o que nos fornece um pico de corrente catddica proporcional
a concentracdo do analito em solucao, até o potencial atingir o valor em que néo se
espera nenhuma reducao. Apds isso, o0 potencial é varrido no sentido inverso até o
valor inicial. Novos ciclos podem ser produzidos quando o potencial retorna ao inicio
e com 0s mesmos parametros do primeiro ciclo. Quando o potencial aplicado for no
sentido positivo, as reacdes possiveis serdo de oxidacao e a corrente, neste caso
anadica, sera proporcional a concentracao (BRITO, 2011).

A partir dos resultados gerados nas reacdes de oxirreducdo, ou seja, 0S
potenciais de pico catodico e anodico (Epc e Epa), as correntes de pico catodico e
anaodico (Ipc e Ipa) e os potenciais de meia onda (E1/2) ou de pico a meia altura de onda
(AEp/2) pode-se analisar o processo eletroquimico ocorrido, como pode-se observar
na Fig. 8, para um sistema reversivel. O estudo do potencial e da corrente com a
variacdo da velocidade de varredura, com a concentracdo da substancia eletroativa e
a partir da adi¢ao de eletrofilos, nucleofilos ou prétons, com analise baseada em testes
diagnosticos, permite obter informagbes importantes como reversibilidade do
processo eletrédico, ou seja, se 0 processo € reversivel, quase-reversivel ou
irreversivel, a presenca de rea¢bes quimica acopladas, adsorcdo e fenbmenos
cataliticos, bem como avaliar a influéncia do meio reacional sobre estes parametros,
sobre a existéncia e estabilidade de radicais e intermediarios formados pela reducéo
de espécies eletroativas como as quinonas (GREEF et al, 1985; BRETT; BRETT,
1996).



Figura 10: Voltamograma ciclico para um sistema reversivel
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a formacao de complexo de inclusédo da B-lapachona com dendrimeros

de geracOes 2 e 3 através de técnicas eletroquimicas e espectroscopicas.
2.2 Especificos

o Verificar a formacédo de complexos por inclusédo da B-lapachona, BLP, com
dendrimeros de 22 e 32 geracao através da técnica eletroquimica de voltametria
ciclica,

o Verificar a interacao da BLP com nanotubo de carbono (CNT);

o Preparar o complexo BLP e dendrimero PAMAM, de diferentes geracfes e
caracteriza-los através das técnicas de espectroscopicas UV-vis e FTIR.

o Calcular a constante de interagédo entre a BLP e o PAMAM por técnica

eletroquimica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes e Solventes

A quinona utilizada neste trabalho foi a B-lapachona, obtida no Laboratério de
Produtos Naturais da UFRJ e gentilmente cedida pela Professora Ligia Maria Marino
Valente. O hidrogenossulfato de potassio (KHSOa4), fosfato de sédio monobasico
(NaH2PO4), fosfato de sédio dibasico (NazHPOa4), N,N-dimetilformamida (DMF) e o
metanol tém procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). O
nanotubo de carbono (CNT) de Nano-Lab (Massachusetts, EUA), PAMAM G2 e G3
(20% m/v em metanol), 1-[3-(dimetillamino)propil]-3-etill carbodiimida hidrocloreto
(EDC; 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) e o acido 11-
mercaptoundecanoico (MUA) foi obtido da Merck (Darmstadt, Germany).

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas a
solucdes foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm) obtida de um sistema de

purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.

3.2 Estudos Eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT (AUT73222) da Metrohm Autolab® em um sistema de trés eletrodos. Como
eletrodo de trabalho utilizou-se eletrodo de carbono vitreo (BAS, didametro 1,6 mm) ou
eletrodo de ouro; como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina e como eletrodo
de referéncia foi utilizado o sistema Ag|AgCI|ClI- (saturado) da BAS. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente 25 + 1 °C. O tratamento posterior dos gréficos foi
realizado através do programa Origin 8.0.

Nas analises eletroquimicas em meio prético utilizou-se como eletrdlito suporte
uma solucéo de tampéo fosfato (pH 7,0, forga idnica 0,2 mol L) ou solucéo de sulfato
de sodio 0,2 mol L1 e utilizou-se etanol como co-solvente neste sistema. Para o
preparo do tampao, foram utilizados fosfato de sédio monobasico (NaH2POa4) e fosfato
de sédio dibasico (NazHPOa4), dissolvidos em agua purificada. O valor de pH da

solucéo foi determinado em pH-metro modelo Quimis Q400A.


https://www.iq.ufrj.br/docentes/ligia-maria-marino-valente/
https://www.iq.ufrj.br/docentes/ligia-maria-marino-valente/
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3.2.1 Avaliacéo da interacéo da pB-lapachona com PAMAM G2 e G3 em solucéo

Utilizou-se como eletrdlito de suporte uma solugcédo de tampéao fosfato pH 7,0,
eletrodo de carbono vitreo e a técnica de voltametria ciclica. Apos varredura do
eletrolito de suporte, adicionou-se na cela 0,24 mg da BLP sdlida (ndo-solubilizada) e,
em seguida, foram realizadas adi¢des sucessivas do PAMAM G2 ou G3 (20% m/v —
solucéo comercial) (2, 5, 10 e 20 yL), variando a concentracdo do PAMAM 10,5 a 105
umol L1, com o objetivo de observar se ocorre transferéncia de fase, através do perfil

eletroquimico e os valores de corrente catodica e anddica gerados.

3.2.2 Avaliacdo da interacéo da pB-lapachona com CNT e PAMAM G2 ou G3 em

eletrodo de carbono vitreo.

Antes dos experimentos, o eletrodo de carbono vitreo (BAS) passou por um
procedimento de limpeza mecénica, sendo inicialmente polido com alumina (0,3 pm)
e lavado abundantemente com agua, para entdo de ser levado em etanol ao ultrassom
por 30 s. Apds este procedimento, para verificar a eficiéncia do polimento, foi realizado
o teste com uma solucdo de ferricianeto de potassio/ferrocianeto de potassio e, com
isso verificou-se também a area eletroativa do eletrodo.

Para avaliar a interacdo da quinona com nanotubo de carbono (CNT) e os
dendrimeros de PAMAM, inicialmente a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi
modificado com 10 pL de uma suspensao de CNT (1 mg/mL) em DMF, adicionando 1
UL por vez na superficie do eletrodo de carbono vitreo e levado a estufa por 10 minutos
a 70°C.

Na analise com dendrimeros, utilizou-se o de poli (amidoamina) (PAMAM 20%
m/v metanol), das geracdes 2 ou 3, que foi imobilizado na superficie do eletrodo
posteriormente ao CNT, adicionando-se 5 pL da solucdo de PAMAM, seco sob um
fluxo de gas inerte, até observacdo de um filme em sua superficie.

Utilizou-se como eletrélito suporte uma solucao etandlica tamponada (tampéo
fosfato pH 7,0, 10% v/v de etanol). Apds a varredura do eletrélito suporte, adicionou-
se a cela o correspondene a 100 umol Lt de BLP, previamente solubilizada em etanol.
Em seguida foram realizados 20 scans sucessivos para cada modificagao do eletrodo.
Antes das varreduras o meio foi desaerado e para isto foi borbulhado gas inerte

(argbnio) por cerca de 10 min.
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Para calcular a constante interacdo entre a quinona e o PAMAM G2 e G3 em
eletrodo de carbono vitreo, variou-se a concentracdo da BLP de 10-100 pmol L?, a
partir de uma solucéo estoque desta quinona a 1 mmol Lt em etanol.

A partir dos valores de corrente catédicos obtidos para cada concentracdo, a
equacdao da reta foi gerada e, em seguida, foi calculado a constante de interacdo entre
a BLP e o PAMAM, através da equacao derivada da isorterma de Langmuir (Eq 1)
(MAEDA, 1997; FERREIRA et al, 2010).

[ALP], 3 1 +[ﬂLP]0

= Eql
I KImax | max

Onde | o valor de corrente catdédica quando a concentragdo inicial da pLP é
[ALP]o, K € a constante de associagao do complexo, Imax é o valor méximo de corrente
obtido.

Com a finalidade de verificar como ocorre 0 processo de transferéncia de massa
Da solucéo para a superficie do eletrodo, a velocidade de varredura foi variada (10,
20, 35, 50, 100, 200 e 300 mV s?).

3.2.3 Avaliagédo da interacdo da B-lapachona com PAMAM G2 em eletrodo de

ouro.

Através da metodologia descrita por Bustos e colaboradores (2008), o eletrodo
de ouro foi modificado com o MUA e, posteriormente, com o PAMAM G2.
Inicialmente o eletrodo de ouro foi limpo através o aquecimento em chama, até
atingir a cor rubra. Para a funcionalizacdo com a MUA o eletrodo limpo foi imerso por
24h em uma solucdo metandlica deste acido com concentracdo de 1x10-2 mol L.
Passada as 24h, o eletrodo foi lavado com metanol e entdo imerso em outra solugcao
metandlica, agora contendo 5x10-2 mol L* de EDC e 21x10® mol L' de PAMAM G2
por 12h. Apos decorrido o tempo da modificacdo do eletrodo, este foi lavado com
metanol e utilizado para as analises.
Utilizou-se como eletrélito de suporte uma solucdo etandlica ( desulfato de
s6dio 0,2 mol L1, 5% v/v de etanol). Ap6s varredura do eletrélito de suporte, adicionou-
se na cela aliquotas de uma solucéo estoque de BLP (1 mmol L't em etanol), sendo

sua concentragdo variada de 5-20 umol L. A cada adi¢éo da BLP a solucéo foi agitada
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com o auxilio de um agitador magnético e desaerada com gas inerte (argonio) por 30
minutos, pois observou-se a necessidade de um tempo maior de interacdo da quinona
com o dendrimero antes da varredura.

Os valores de corrente catédica gerado pela interagcdo da BLP com eletrodo
modificado com MUA e MUA/PAMAM G2 e a concentragcdo da quinona foram
utilizados para calcular a constante de interagdo com o dendrimero PAMAM G2,
utilizando equacao adaptada de Scatchar-Klotz (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI
et al, 2011; STATCHARD, 1949):

Lt 1
Al K[ALP] n

Eq 2

Onde Al, é a diferenca entre os valores de corrente com eletrodo modificado com
MUA/PAMAM e apenas com MUA (lr-Im), geradas pela reducdo da BLP em diferentes
concentracfes, com o eletrodo de ouro modificado com MUA/PAMAM (lp) e apenas
com o eletrodo modificado com MUA (Im), n € 0 nimero de sitios ativos em que o

farmaco pode se ligar no dendrimero, K a constante de equilibrio do complexo formado

e [ALP], a concentragdo da pLP.
3.3 Estudos espectroscopicos

3.3.1 Preparagao do complexo B-lapachona com os dendrimeros PAMAM G2

Para obtencdo dos complexos solidos de B-lapachona (BLP) com os
dendrimeros PAMAM (PAMAM-BLP) foi escolhido o PAMAM G2 (BLP -PAMAM G2)
conforme descrito na literatura (DEVARAKONDA et al, 2007; NA et al, 2006; KOLHE
et al, 2003).

Pesou-se 1,21 mg de BLP, que foi transferido para um baléo volumétrico de 5
mL. Adicionou-se metanol até completar o volume, obtendo-se uma solugdo com
concentracdo de 1,0x10-3 mol L 1. A partir desta solucédo mée e da solucdo de PAMAM
(20% m/v — solucéo comercial) foram adicionados volumes adequados para se obter
as seguintes proporgdes de BLP-PAMAM em 5 mL de metanol: 1:1, 2:1, 4:1, 8:1 e
12:1, em balbdes de fundo redondo de 10 mL. A solugdo permaneceu com agitacao
constante durante 24h a 250 rpm. Apdés a agitagdo o metanol foi evaporado a 40°C

sob vacuo. Em seguida, adicionou-se 5 mL de agua purificada e a dispersao formada
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foi novamente agitada a 150 rpm durante 24 h. A suspenséao foi filtrada em membrana
Polietersulfénica (PES) 0,2 um. A dispersao aquosa contendo o complexo de BLP -
PAMAM foi congelada em freezer e liofilizada. Em seguida, realizou-se a analise por
UV-vis.

Os complexos liofilizados foram individualmente solubilizados em 5 mL de
metanol e analisados no comprimento de onda de 256 nm, que é comumente utilizado
para andlise da BLP em ensaios de identificacdo e quantificacdo (PRESMICH et al,
2010).

O numero de moléculas de BLP para cada mol de PAMAM foi obtido a partir da
equacdao da reta gerada na curva analitica para a BLP em metanol (descrito abaixo).
A equacado gerada é do tipo y= a + bx, onde y é a absorbancia em 256 nm, a o
coeficiente linear e b coeficiente angular e x a concentracdo da quinona. A partir da
concentracéo obteve-se o numero de mols da BLP, que dividido pelo nimero mols de

PAMAM, obtem-se nimero de moléculas da BLP para cada mol de PAMAM.

3.3.2 Preparacgdo para a curva analitica

Para quantificacdo da BLP através de espectrofotometria de UV-vis foram
obtidas curvas de calibrac&o a partir de uma solucdo estoque de BLP em metanol na
concentragdo de 1 mmol L. Posteriormente, sucessivas diluicdes foram realizadas,
para a construcéo das curvas de calibragdo, nas seguintes concentragdes: 10, 20, 40,
80 e 120 umol L. Os espectros de absor¢do da BLP no espectrofotdbmetro UV-Vis
foram obtidos a 256 nm, utilizando como branco o metanol. A metodologia utilizada
para esta curva analitica da BLP foi desenvolvida e validada por Presmich e

colaboradores em 2010.

3.3.3 Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR)

Os espectros FTIR da BLP e dos complexos BLP — PAMAM liofilizados foram
registrados a temperatura ambiente, utilizando o equipamento espectrometro
IRPrestige-21 com transformada de Fourier (Shimadzu Corp, Kyoto, Japdo) com
dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio. A analise foi
realizada com 16 varreduras e resolucdo de 4 cm na regido compreendida entre 4000

a 400 cm, com a andlise direta do po.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Interacdo entre PAMAM G2 e G3 com a BLP pela técnica de Voltamentria
ciclica (VC)

4.1.1 Avaliagao da interagao da p-lapachona com PAMAM G2 e G3 em solugéo

Com a finalidade de observar de verificar o processo de transferéncia de fase
da BLP néo solubilizada em solucdo contendo PAMAM G2 ou G3 em meio aquoso,
variou-se a concentracdo do PAMAM G2 no meio, conforme o voltamograma da Fig.
11. Esse processo de transferéncia de fase também foi acompanhado visualmente,
pois a solucéo passa de incolor para uma coloracdo alaranjada (Fig. 12).

Figura 11: Voltamograma ciclico da BLP variando a concentracdo de PAMAM a) G2 e b) G3
10,5 a 105 pmol L%, com, em Tampao fosfato pH 7,0.
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1A

1A

T T T T T T T T T 1
T T T T T T T T T T
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E/V vs. AgIAgCI|CI (sat.) E/V vs. AglAgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora, 2017.

Figura 12: Foto da cela eletroquimica antes do experimento com a BLP nao solubilizada e
apos a adicdo do PAMAM G2.

Fonte: Autora, 2017.
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Em meio aquoso a BLP na auséncia de co-solvente apresenta pico catdédico em
torno de -0,3 V (ABREU, 2002), gerando sua HQ correspondente que esté relacionada
a onda de reducao nos voltamogramas obtidos para PAMAM G2 (Fig. 9a) e PAMAM
G3 e (9b). Conforme aumentou a concentracdo do PAMAM no meio, observou-se um
aumento na corrente de pico de catodico e sua correspondente onda anddica, até a
saturacdo do sistema. Isto ocorre devido a provavel interacdo da BLP com o
dendrimero, sem interferir significativamente no processo de oxirreducdo desta
qguinona. Além disto houve um discreto deslocamento no potencial de reducdo para
valores mais negativos, que pode ser atribuido a uma maior interiocdo da quinona
reduzida pelo interior do dendrimero.

A forma elipsoidal dos dendrimeros PAMAM, a presenca de diversas
ramificacGes e cavidades internas vazias 0s tornam capazes de encapsular moléculas
de farmacos diretamente para o interior da macromolécula. Estas cavidades internas
vazias tém geralmente propriedades hidrofébicas, que torna possivel a interacdo com
substancias fracamente sollUveis em agua através de interacdes hidrofébicas. O
método mais comum para o encapsulamento de moléculas hdspedes em dendrimeros
faz uso destas interagbes (POURIANAZAR; MULTLU, GUNDUZ, 2014).

H& poucos relatos na literatura de estudos entre dendrimeros e quinonas, porém
uma substancia desta classe foi anteriormente estudada com PAMAM, o farmaco
doxorrobucina (DX). Papagiannaros e colaboradores (2005) prepararam o complexo
entre eles, a fim de obter um sistema de liberagdo da DX, sendo o complexo,
posteriormente incorporado em lipossomas. Ke e colaborados (2007) também
utilizaram o complexo DX-PAMAM contra células cancerosas do célon em um sistema
de liberacédo oral de farmacos que aumentou a biodisponibilidade da DX cerca de 700
vezes mais do que ela livre. Em ambos 0s casos, apenas estudos espectrocdspicos
foram realizados com a finalidade de caracterizar a interagéo entre estes compostos.

No estudo reportado por Papagiannaro e colaboradores (2005), a quinona DX
foi melhor incorporada no PAMAM quando o meio apresentava pH 7,5 do que em um
meio mais acido (pH 4,5), pois naquele pH as intera¢des hidrofébicas entre PAMAM
e doxorubicina s&o favoraveis, aumentando a incorporagdo do farmaco no
dendrimero. Ke e colaboradores também atribui a incorporacdo as caracteristicas

basicas do PAMAM neste meio, junto com o carater acido da DX.
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4.1.2 Avaliagdo da interagdo da B-lapachona com CNT e PAMAM G2 ou G3 em

eletrodo de carbono vitreo

O uso de CNTs com dendrimeros de PAMAM é bastante vasto na literatura,
principalmente no desenvolvimento de sensores e biossensores (ZHU et al, 2009; WU
et al 2016; ZHANG et al 2015; XU et al, 2007), bem como em aplicacdes biomédicas,
como transferéncia génica e terapia antimicrobiana (ABBASI et al, 2014). Os
nanotubos de carbono tém atraido um interesse crescente em sensores, uma vez que
possuem uma éarea de superficial relativamente grande, alta estabilidade quimica,
capacidade de adsorcéao forte e uma excelente condutividade elétrica. Por outro lado,
os dendrimeros PAMAM sao uma classe Unica de macromoléculas poliméricas, que
possuem numerosos grupos periféricos e sdo adequados para modificar superficies
de eléctrodos (ZHANG et al 2015).

Segundo Vijayaraghavan e Steveson (2007) a adsorcdo do PAMAM ao CNT puro
(sem modificacdes) € atribuida a fortes interagdes de van der Waals com a superficie
do nanotubo e, de modo especial, ao PAMAM com terminagdes amino que adsorvem
ainda mais fortemente em suportes incluindo HOPG (Highly oriented pirolised
graphite), ouro e carbono vitreo, do que PAMAM com terminacdes OH.

Funcionalizacdo por ligacdo covalente tanto no CNT quanto no dendrimero
poderiam danificar a superficie do CNT e alterar algumas propriedades do PAMAM,
por isso este tipo de metodologia tem sido uma estratégia ndo s6 para o
desenvolvimento de biossensores, como para aumentar a solubilidade do CNT em
solventes polares (VASUMATHI et al, 2013; HERRERA et al 2010). Porém, quando
comparado ao CNT oxidado, ou seja, funcionalizado com grupos OH, a adsor¢céao do
PAMAM em sua superficie € mais baixa e € formado aglomerados, e ndo uma camada
bem dispersa, mas ainda assim apresenta alta atividade catalitica (HERRERA et al,
2010; VIJAYARAGHAVAN; STEVESON, 2007).

Com o objetivo de verificar a diferenca entre a interagdo da quinona com o CNT
e o0 CNT/PAMAM no eletrodo, foram realizados 20 scans sucessivos, com o eletrodo
modificado. Ao fim dos 20 scans, verificou-se uma estabilidade, (figura 13a e b) e
observou-se um valor de corrente cerca de duas vezes maior para o eletrodo
modificado com PAMAM G2 ou G3 quando comparado ao mesmo eletrodo,

modificado apenas com CNT.
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O uso do dendrimero PAMAM para modificar a superficie do eletrodo é indicada
também devido a sua boa biocompatibilidade e seus grupos funcionais que séo
adequados para sua fixacdo. Ha relatos de que este polimero é capaz de aumentar a
concentragdo de moléculas hidrofébicas na interface solugéo-eletrodo, aumentado a
sensibilidade do sistema, bem como sua seletividade, visando detectar reacdes

eletroquimicas especificas (XU et al, 2007)

Figura 13: Voltamogramas ciclicos obtidos para a BLP (10 mmol L'') em eletrodo de carbono
vitreo modificado com CNT e CNT/PAMAM G2 (a) e G3 (b). Tampao fosfato pH 7,0, 10% de
etanol, v=0,05V s™.
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Fonte: Autora, 2017.

Em meio aquoso-etandlico a BLP apresentou potencial de reducdo em cerca de
-0,3 V, gerando sua HQ correspondente que esté relacionada a onda de reducéo, de
natureza reversivel, dos voltamogramas (Figura 13a e b). O potencial de reducéo para
BLP nos eletrodos modificados CNT/PAMAM G2 e CNT/PAMAM G3 néo apresentou
variagcdo significativa, conforme valores mostrados na Tabela 2. Desta forma,
observou-se que o CNT e PAMAM néo interferiram significativamente no processo de
oxirreducdo desta quinona. Além disto, varios estudos tém investigado e relatado o
comportamento eletroquimico de quinonas demonstrando a correlagdo entre o0s
parametros eletroquimicos (Epc) e suas atividades bioldgicas (BOUFFIER et al, 2012;
CRUZ et al, 2014; MORENO, 2011).
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No entanto, deve-se salientar que o perfil do processo de oxidacdo apresenta-
se ligeiramente mais lento do que a reducdo quando o eletrodo esta modificado
apenas com CNT, indicando uma possivel complexacao entre a forma reduzida da
BLP e CNT, o que poderia explicar a ligeira diminuicdo aparente na reversibilidade do
processo redox para este sistema, conforme também relatado por ABREU e
colaboradores (2007).

Tabela 2: Valores dos parametros eletroquimicos da BLP frente a eletrodo modificado com
CNT e PAMAM G2 ou G3.

Epc (V) Ipc (WA)  Epa(V) Ipa (HA)
CNT - 0,312 -44,33 - 0,201 59,99
CNT/PAMAM | -0,312 -96,74 - 0,207 120,8
G2
CNT/PAMAM  [-0,329 -90,60 - 0,201 104,4
G3

Fonte: Autora, 2017.

Para obter a constante de interacdo entre a quinona e o PAMAM de G2 e G3,
voltamogramas ciclicos foram obtidos (Fig. 14a e b) em concentracfes crescentes da
BLP (10-100 pumol Lt), com o eletrodo modificado com CNT e PAMAM G2 ou G3, em
meio aquoso-etandlico.

A constante de associagao de estabilidade do complexo foi calculada de acordo
com a equacao derivada da isorterma de Langmuir (MAEDA, 1997; FERREIRA et al,
2010), a partir dos valores de corrente catddica obtida para cada concentracdo e a

equacao da reta gerada entre eles (Fig. 15a e b):

[P, 1 L LALP,

| K/max | max

Eql

Onde | o valor de corrente catddica quando a concentracdo inicial da pLP é
[FLP]o, K é a constante de associa¢cdo do complexo, Imax € o valor maximo de corrente
obtido. As constantes obtidas foram 6,63x10% e 2,59x102 M para PAMAM G2 e
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PAMAM G3, respectivamente. Apesar da constante apresentar um valor baixo,
demonstra que ha interacdo entre eles. E importante ressaltar que neste tipo de
imobilizacdo do PAMAM no eletrodo apenas alguns dos seus sitios ativos estédo
disponiveis, pois como mencionado anteriormente a adsorcdo do PAMAM na
superficie do CNT é baixa, formando aglomerados, e ndo uma camada bem dispersa

e uniforme.

Figura 14: VC da BLP com concentragdes de 10-100 pmol L, com eletrodo modificado com
a) NTC/PAMAM G2 e b) NTC/PAMAM G3. Tampao fosfato pH 7,0 e 10% de etanol, v = 0,05
Vst
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Figura 15: Curva analitica gerada através dos valores de concentracdo e corrente catodica
da BLP com a) CNT /PAMAM G2 e b) CNT /PAMAM G3. Tampéo fosfato pH 7,0 e 10% de
etanol, v=10,05V s™.
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Fonte: Autora, 2017.

A partir das curvas analiticas construidas, calculou-se os limites de detecgéo
(LD) e quantificacdo (LQ) para BLP em eletrodo modificado com NTC/PAMAM G2 e
NTC/PAMAM G3. Sabendo que limite de deteccédo € a menor quantidade do analito

presente em uma amostra que pode ser detectado, este foi obtido segundo a equacao
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3 num valor de 3,5824 e 9,396 umol L para NTC/PAMAM G2 e NTC/PAMAM G3,

respectivamente

38,
b

LD = Eq. 3

O limite de quantificagcdo por sua vez, é a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo, obtido pela
aplicacdo da equacéo 4 resultando em 11,96 e 31,3221 pumol L* para NTC/PAMAM
G2 e NTC/PAMAM G3, respectivamente.

LQ= 105’3 Eqg. 4

Onde Sg é 0 desvio padrdo médio e o b o valor do coeficiente angular da curva
analitica. O sistema avaliado apresentou alta sensibilidade, permitindo seu usopara
identificacéo e eletroanalise da pLP.

Com a finalidade de verificar como ocorre o processo de transferéncia de massa
da solucéo para a superficie do eletrodo, variou-se a velocidade de varredura na (0,01,
0,02, 0,035, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 V s1). A partir dos voltamogramas mostrados nas Fig.
16a e 16b, e através do plot entre corrente versus velocidade de varredura (Fig. 17) e
corrente versus velocidade de varredura ao quadrado (Fig. 18), observa-se que este
processo se deu de forma difusional para ambos eletrodos modificados com PAMAM
G2 e G3 (ABREU; GOULART; BREET, 2002).

Figura 16: Voltamogramas obtidos para a BLP a partir da variagéo da velocidade de varredura
de 0,01 a 0,3V s, em eletrodo de carbono vitreo modificado com CNT e a) PAMAM G2 e b)
PAMAM G3, tampao fosfato pH 7,0 e 10% de etanol.
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E /V vs. Ag|AgCI|CI™ (sat.)

(X3

Figura 17: Plot entre corrente versus velocidade de varredura obtida para BLP em eletrodo
de carbono vitreo modificado com CNT e a) PAMAM G2 e b) PAMAM G3.
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Fonte: Autora, 2017.

Figura 18: Plot entre corrente versus velocidade de varredura ao quadrado, para BLP em
eletrodo de carbono vitreo modificado com CNT e a) PAMAM G2 e b) PAMAM G3.
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4.1.3 Avaliagao da interagao da B-lapachona com CNT e PAMAM G2 em eletrodo de
ouro

Bustos e colaboradores (2008) realizaram uma modificacdo no eletrodo de ouro
com PAMAM e MUA, que mais se aproximou com a realidade experimental do
trabalho, mantendo disponivel a maior parte das aminas terminais e demais sitios

ativos deste dendrimero para possivel encapsulacao, conforme ilustrado na Fig. 19.

Figura 19: Representagéo do eletrodo de ouro modificado com MUA e dendrimero PAMAM.

B by g,

Fonte: Adaptado de BUSTOS et al, 2008.

A estequiometria de formagcdo do complexo com o dendrimero PAMAM
geralmente envolve mais de uma molécula do farmaco para cada mol do PAMAM
(DEVARAKONDA et al, 2007). Por isso, segundo dados da literatura, a equacao de

Benesi-Hildebrand é aplicavel para interacdes com estequiometria 1:1 ou 1:2 para
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calcular a constante de equilibrio de um complexo (WANG; YU, 2007; KADAR et al,
2005). Neste caso, foi necessario buscar uma metodologia alternativa para calcular
uma constante mais fidedigna e também que permita deixar disponivel o maior
namero possivel de sitios ativos do dendrimero.

Inicialmente, avaliou-se a interacdo da BLP com o eletrodo de Au e este
modificado apenas com MUA, conforme mostrado nos voltamogramas das Fig. 20a e
20b, respectivamente. Foi possivel verificar uma fraca interacdo em ambos o0s
sistemas. No eletrodo de Au modificado com MUA, verificou-se diminuicdo da
reversibilidade do processo redox da BLP, por provavel bloqueio da transferéncia de

elétrons.

Figura 20: Voltamogramas ciclicos para a BLP de 5 a 20 umol L™ com eletrodo de a)ouro e

b) ouro modificado com MUA. Sulfato de sédio 0,2 mol L, 5% de etanol, v= 0,05V s™.
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Fonte: Autora, 2017.

Com o objetivo de investigar o numero de sitios ativos no PAMAM e da constante
de equilibrio entre a BLP e este dendrimero, avaliou-se os valores de corrente catddica
referente as concentragdes crescentes da quinona para os eletrodos Au/MUA e
Au/MUA/PAMAM-G2 (Figura 21), conforme valores na tabela 3.

Figura 21: Voltamogramas ciclicos obtidos para BLP (5-20 umol L?) eletrodo de ouro
modificado com MUA e PAMAM G2. Sulfato de sédio 0,2 mol L, 5% v/v de etanol, v = 0,05
Vst
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Tabela 3: Parametros eletroquimicos obtidos pela interacao da BLP com os eletrodos de ouro
modificados com MUA/PAMAM e MUA.

[BLP] | Epc(V) Ipc (LA) Epa (V) Ipa (HA)

umol L* ' MUA/PAMAM [ MUA | MUA/PAMAM | MUA | MUA/PAMAM | MUA/PAMAM
5 -0,374 -0,373 | -3,943 -1,005 |-0,291 -

8 -0,374 -0,373 | -5,052 -1,005 |-0,291 -

10 -0,374 -0,373 | -6,159 -1,005 |-0,291 0,1441

12 -0,374 -0,373 | -7,039 -1,007 |-0,291 0,2806

15 -0,374 -0,373 | -8,465 -1,31 | -0,291 0,3148

18 -0,374 -0,373 | -9,546 -1,31 | -0,291 0,7003

20 -0,374 -0,373 | -9,435 -1,402 | -0,291 1,119

Fonte: Autora, 2017.

Inicialmente, a interacdo da quinona com o PAMAM pode estar ocorrendo por

encapsulamento, por isso sua identificacdo com este sensor se mostra tao eficiente

guando comparado ao eletrodo modicado s6 com MUA ou sem modificacéo (Fig. 20).
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Isto ocorre devido as ja citadas cavidades internas vazias do PAMAM que o tornam
capaz encapsular moléculas de BLP.

Analisando o voltamograma da Fig. 21, em que foi realizada modificagdo do
eletrodo de ouro com PAMAM G2, observou-se uma variagdo de potencial
correspondente & (AE) 83 mV, menor do que com o eletrodo de carbono vitreo
modificado com CNT/PAMAM G2 (105 mV), que pode ser explicada pelo fato da
oxidacdo da quinona semireduzida esta sendo dificultada, provavelmente devido a
uma estabilizacdo do radical gerado durante a reducdo da BLP. Isso também explica
a menor reversibilidade do processo, que é notavel neste mesmo voltamograma.
Durante a reducao, a estabilidade do radical gerado na semirreducéo da BLP pode ser
atribuida a uma interacao eletroestatica entre este radical e os grupamentos aminos
(aminas primarias e terciarias) que estéo protonados em pH 7,0. Vale salientar que ha
um pico de reducédo em -0,408 V ainda no branco do voltamograma da Fig. 21, que
pode ser atribuida a uma impureza no tampédo, porém como o potencial difere do
composto analisado, isto ndo interferiu na compreenséo dos resultados.

Estudos utilizando outros agentes encapsulantes, calcularam a constante de
formacdo do complexo da BLP com tais agentes. Nasonglkla e colaboradores (2003)
avaliaram através da técnica espectroscopica de fluorescéncia a interagdo da PLP
com os agentes B-CD e HPB -CD em meio aquoso, no qual os valores encontrados
foram de 1,23x 10° e 0,94x10° M! respectivamente. Ja Abreu e colaboradores (2007)
por técnica espectroscépica de UV-vis encontraram um valor bem menor (Kr= 15 M-
1) em meio aquoso-etandlico para interacdo com B-CD.

A dependéncia do numero de moléculas de ligantes combinadas por 1 mol de
receptor e a concentragdo da substancia adicionada no meio possui uma reta de
carater hiperbdlico (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al, 2011):

1 kn[ALP]

Al 1+ K[ALP] Eas

Onde Al, é a diferencga entre os valores de corrente com eletrodo modificado com
MUA/PAMAM e apenas com MUA (lr-Im), geradas pela reducéo da BLP em diferentes
concentracdes, com o eletrodo de ouro modificado com MUA/PAMAM (Ip) e apenas

com o eletrodo modificado com MUA (Im), n € o niUmero de sitios ativos em que o
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farmaco pode se ligar no dendrimero, K a constante de equilibrio do complexo formado
e [ALP], a concentracéo da BLP.

A linearizacdo da Eq. 5 é chamado de equacédo de Scatchar-Klotz e que foi
adaptada para parametros eletroquimicos (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al,
2011; STATCHARD, 1949):

Al K[ALP]

+ Eq 2

1 1 1
n

Os resultados experimentais obtidos (Tabela 3) foram descritos pela equacéo de
Scatchard-Klotz para avaliar o intervalo de variagdo em que se deve procurar o
namero de sitios ativos e a constante de equilibrio da combinacdo pLP-PAMAM G2
em solucdo aquosa. A dependéncia inversa da corrente (Al), pela concentracao de
BLP adicionada (Fig. 22) é descrita com a equacéao de linha reta: Y = (0,0439) X +
(1,51107) x 10 (R? = 0,98954). O nimero de sitios ativos n em dendrimeros e a K
entre BLP e PAMAM a partir da Equagéo de Scatchard-Klotz, forneceu os valores de

22,77 e 2,9x10* M1, respectivamente.

Figura 22: Curva analitica gerada através dos valores de concentracdo e corrente da pLP
com eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G2. Sulfato de sédio 0,2 pumol L, 5%
de etanol, v=0,05V s™.
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A partir da curva analitica gerada através dos valores de concentracéo ([BLP]) e
corrente da BLP ([BLP]/) com PAMAM G2, calculou-se os LD e LQ, pelas Eq. 3 e 4,
para este sistema, que apresentaram os valores de 4,98 e 16,62 pmol L7,
respectivamente.

A fim de evidenciar a formagéo de complexo entre a LP e o PAMAM G2 foram
realizados estudos espectroscopicos visando corroborar com os dados

eletroquimicos.
4.2 Estudos espectroscopicos daformacao do complexo entre PAMAM G2 e BLP

4.2.1 UV-vis da BLP e dos complexos PAMAM - BLP

Apés a preparacdo dos complexos da BLP com PAMAM G2, estes foram
analisados, em metanol, por espectrofotometria UV-vis (Fig. 23), assim como a BLP
livre (Fig. 24) e observou-se mudancas nas bandas de absorgéo desta quinona, como
deslocamentos e supressoes, ja relatados como evidéncia de complexagcdo para
outras substancias ativas e os dendrimeros (DEVARAKONDA et al 2007; KLEINMAN
et al., 2000; KOLHE et al., 2003; MUSTAFA, 2015). Nota-se que a propor¢ao 1:1 do
complexo analisado apresentou comportamento divergente, sugerindo que a

formacao do complexo nesta proporgéao foi pouco efetiva
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Figura 23: Espectros UV-vis dos complexos BLP-PAMAM em metanol na regido de 200 a 600

nm, em concentragées de 10 a 120 pmol L.
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Figura 24: Espectros UV-vis da BLP em metanol na regido de 200 a 600 nm em

concentracdes de 10 a 120 pmol L.
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A partir da curva analitica com valores de absorbancia da BLP em metanol no

comprimento de onda de 256 nm (Fig. 25),foi possivel realizar a analise de regressao

linear que demonstrou um coeficiente de correlacdo proximo da unidade, R? =

0,98635, demonstrando que ha correlacédo entre as variaveis X e Y, apresentando

coeficiente angular de 0,06481 e coeficiente linear de 0,02627.
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A partir da equacdo da reta gerada calculou-se o numero de moléculas
incorporadas em cada mol do dendrimero PAMAM nos complexos formados,
conforme Tabela 4. Com base no niumero de moléculas de BLP que foi associado com
cada molécula de dendrimero, fica evidente a complexacdo (DEVARAKONDA et al
2007).

Figura 25: Curva analitica com valores de absorbancia da BLP em metanol no comprimento

de onda de 256 nm.
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Fonte: Autora, 2017.

Tabela 4: Numero de moléculas incorporadas pelo PAMAM.
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Complexo N° de moléculas
PAMAM - BLP incorporadas
1:1 2,90
1.2 1,73
1:4 2,66
1:8 5,95
1:12 9,31

Fonte: Autora, 2017.

4.2.2 Espectros de infravermelho da BLP e dos complexos PAMAM - BLP
obtidos por ATR FTIR

A utilizacdo da técnica de espectroscopia de FTIR permite ndo s6 evidenciar a formacéo
de complexos de inclusdo, como avaliar quais os grupos funcionais do farmaco ou do
dendrimero de PAMAM que estdo envolvidos no processo de complexacdo no estado solido.
Além de ser considerada uma identificacdo importante na caracterizacéo de ativos e
excipientes, esta técnica é vastamente utilizada na verificacdo da formacéo de
complexos de inclusdo utilizando ciclodextrinas e dendrimeros com farmacos
hidrofobicos (DEVARAKONDA et al, 2007; LYRA et al., 2010).

O espectro de absorcdo da BLP na regido do infravermelho médio,
representado na Figura 26a e foi registrado no intervalo de 4000 a 400 cm™ e de 1800
a 1000 cm(Fig. 26b) com a finalidade de observar possiveis mudancas no perfil do
espectro. A presenca das bandas de absorcdo de média intensidade em 2972 cm
séo caracteristicas das deformacdes axiais assimétricas e simétricas, da ligagdo C
(sp®-H da metila desta quinona. A regido entre 2000 e 1800 cm correspondem as
bandas fracas de combinacdo harmonicas, caracteristicas das estruturas aromaticas.
A presenca da banda de forte intensidade na regido de 1695 cm-! refere-se a vibragéo
do estiramento da carbonila. J& a ligacdo C-O-C apresenta bandas de deformacao
axial assimétrica e simétrica, respectivamente, nas regides de 1115 e 1092 cm™. Os
dados espectrais observados no espectro FTIR sdo concordantes com os descritos
na literatura (ALVES et al., 2008; NETO et al, 2012).
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Figura 26: Espectros ATR FT-IR na regido de a) 4000-500 cm e b) 1800-1000 cm *da BLP

(*) e dos complexos 1:1 (¢), 1:2 (*), 1:4 (*), 1:8 (*) e 1:12 (-) de PAMAM- BLP.
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Fonte: Autora, 2017.

Conforme relatado na literatura para o PAMAM G2, as bandas de absor¢ao

média presentes nos espectros obtidos para os complexos BLP-PAMAM, em
diferentes proporc¢des, proximos a 3256, 3066, 2962, 2831, 1654, 1552, 1458, 1128 e
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1033 cm sdo caracteristicas deste dendrimero (CENTURION, 2015; MUSTAFA et
al, 2015; PAN, 2013; ROVEDA Jr et al, 2014).

Nos espectros dos complexos estudados ocorreu desaparecimento das bandas
de absorcdo da BLP em 2972 cm™ e do PAMAM G2 em 2962 cm™, que corresponde
ao estiramento simétrico CH2 deste dendrimero. Houve também uma diminuicdo da
intensidade e o deslocamento da banda referente a carbonila da BLP préximo a 1685
cm, bem como supresséo da banda em 1458 cm™ atribuida a scissoring da ligacdo
H-C-H do PAMAM G2 (ALVES et al., 2008; CENTURION, 2015).

Mudangas nas bandas de absor¢cdo amida | para valores mais baixos no
dendrimero PAMAM (1633 cmt), bem como na carbonila da BLP, (1684 cm?), indica
que as moléculas de BLP estdo incorporadas no dendrimero através de interacfes
que envolvem as amidas no interior do dendrimero e o grupo carbonila da quinona
(DEVARAKONDA et al, 2007; KOLHE et al., 2003).

Observou-se também um surgimento de bandas proximas a 1196 e 1152 cm™:
nos espectros obtidos para complexos. Todos os deslocamentos, surgimentos e
supressodes das bandas nos espectros ATR-FTIR estdo descritos na tabela 5.

Apesar da variacdo de mudancas entre as diferentes propor¢cdes dos
complexos, ao analisar as bandas dos espectros observa-se principalmente na
proporcao 1:1 um menor comprometimento da carbonila na interacdo com o PAMAM.
Nas demais propor¢bes houve um desaparecimento na banda de absorcdo da
carbonila nas proporgdes 1:4, 1:8 e 1:12 e um deslocamento para a proporgéo 1:2.
Esta menor interacao explica o fato do complexo, preparado pela primeira propor¢ao,
ter tido comportamento diferente dos demais nos espectros UV-vis, indicando que
nesta concentracdo a formacdo do complexo BLP-PAMAM G2 néo foi favorecida.
Sendo assim o0s nas proporgoes 1:4, 1:8 e 1:12 sao os mais relevantes para avaliar a
interacdo entre a BLP e PAMAM e os mais indicados para futuros estudos de

solubilidade e andlises in vitro e in vivo.
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Tabela 5: AtribuicGes das bandas (em cm™) para a BLP e os complexos com PAMAM

G2.

Atribuicao

PAMAM
G2 (cm™)

BLP
(cm™)

Complexo
1:1 (cm)

Complexo
1:2 (cm?)

Complexo
1:4 (cm?)

Complexo
1:8(cm™)

Complexo
1:12 (cm™)

Estiramento N-
H em amina
primaria, H
ligado?

3256

3268

3263

3263

3268

3265

Harmodnica de
amida
secundaria e
ressonancia de
Fermi da
vibragdo N-H!

3066

3079

3071

3069

3071

3067

Estiramento
simétrico CH»!

2962

Deformagdes
axiais
assimétricas da
ligacédo

C (sp3)-H

da metila.2

2971

Deformagdes
axiais
simétricas da
ligacado

C (sp3)-H

da metila.?

2932

2924

2922

2927

2922

2927

Estiramento
assimétrico
CH2!

2831*

2850

2850

2843

2846

2849

Estiramento da
carbonila?

1695

1684

1684

1687

1683

1684

Estiramento C=
O em amida I3

16541

1653

1650

1633/1653

Amida
secundaria
HNC=0?

15521

1557

1557/1533

1559/1535

Scissoring H-C-
Hl

14581

Deformagdes
axiais
simétricas da
ligagéo

C (sp3)-H da
metila?

1116

1122

1118

1120

1116

1117

Deformagdes
axiais
assimétricas da
ligacado

C (sp3)-H da
metila?

1096

1081

1078

1093

Fonte: Autora, 2017.1 CENTURION, 2015; 2 NETO, 2012;3 ROVEDA JUNIOR et al, 2014
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5 CONCLUSAO

O estudo da interacdo da quinona BLP com o dendrimero PAMAM, através da
técnica de voltametria ciclica, mostrou-se bem significativo, pois pode-se observar um
maior valor de corrente quando comparado ao mesmo eletrodo modificado apenas
com nanotubos de carbono, mostrando também a sensibilidade deste sistema, ja que
ele ndo altera significativamente o potencial de reducédo da BLP.

Através da imobilizacdo do PAMAM G2 e G3 no eletrodo de carbono vitreo,
com CNT, foi possivel calcular as constantes de interacdo com BLP, obtendo valores
de 6,63x10?% e 2,59x10?, respectivamente. A constante de interacdo obtida para BLP
em eletrodo de ouro modificado com PAMAM também foi obtida (K = 2,9x10%).

O sistema apresentado para o PAMAM G2 mostrou-se uma boa metodologia
para avaliar a interacdo da BLP com este dendrimero, prevendo que a BLP poderia
estd sendo encapsulada em seu interior, assim como pode ser bastante util para a
eletroandlise desta quinona.

Os estudos espectroscopicos de UV-vis e FTIR corroboraram para demonstrar
a encapsulacédo desta quinona no dendrimero PAMAM G2 através da interacdo da

carbonila da BLP com os grupos amida na cavidade do dendrimero.
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