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RESUMO

Os nitrocompostos aromaticos sdo muito aplicados na industria farmacéutica por suas
conhecidas propriedades bioldgicas. Um dos provaveis mecanismos de acdo dessa
classe de compostos pode estar envolvido em reag6es de oxirreducao. A identificacédo
do nitro e de seus produtos, por uma técnica simples, sensivel e de baixo custo como
as técnicas eletroquimicas, € fundamental, pois através delas é possivel analisar o
processo de solubilizacdo desses compostos em associagdo com alguns agentes
encapsulantes. Uma caracteristica do nitrocomposto estudado, 2-[(4-nitrofenil)-
amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila, (6CN10) € sua baixa
solubilidade em &gua, o que justifica sua associacdo com substancias como
ciclodextrina e dendrimeros, como o PAMAM. A formag¢do de um complexo de
inclusdo entre 0 6CN10 e a B-Ciclodextrina e 6CN10 e PAMAM 32 geracdo foi avaliado
nesse trabalho através das técnicas eletroquimicas e espectroscopicas. O sistema
eletroquimico utilizado foi composto por 3 eletrodos, Ag/AgCI/Cl- saturado (referéncia),
platina (auxiliar), carbono vitreo com e sem modificacdo com nanotubos de carbono
(NTC) ou ouro (Au) (trabalho), em meio tamponado pH 7,03 com e sem um co-
solvente, e em uma solugdo de Na:SO4 a 0,2 mol L. Também foram realizados
estudos espectroscopicos por UV-Vis em meio aquoso-etandlico em diferentes
concentragbes de B-Ciclodextrina, bem como a caracterizagdo do complexo
6CN10:PAMAM em solucdo metandlica. Os estudos demonstraram que o 6CN10
possui mecanismo de reducdo padrao de nitroaromaticos com potencial dentro da
faixa esperada para compostos com atividade bioldgica, podendo seu mecanismo de
acao estar associado ao processo redox. As primeiras analises demonstram a
interacdo do 6CN10 como B-CD e a influéncia do tempo nesse processo. Através da
formacdo de uma monocamada auto-organizada (SAM) de B-CD-SH no eletrodo de
Au, foi possivel determinar a constante de equilibrio entre 0 complexo 6CN10:3-CD
com valor de 3,3x10° M1, J& por métodos espectrofotométricos, a constante foi de
7,86x10* Mt. Em relacdo ao PAMAM os primeiros resultados verificaram a influéncia
do tempo na formacdo do complexo entre 6CN10:PAMAM, chegando ao tempo
otimizado de 30 min. Em seguida, com as variagcdes crescentes na concentracao de
6CN10 foi possivel determinar a constante de equilibrio (K=5,61x10° M) entre o
complexo 6CN10:PAMAM em sensor de NTC. Observou-se que o valor obtido é
relativamente maior em comparacdo com a constante eletroguimica para o complexo
6CN10:B-CD. Tal comportamento de favorecimento do complexo 6CN10:PAMAM
também pode ser observado pelo valores de LD e LQ obtidos, que foram,
respectivamente, 1,49x106 e 4,96x10° mol L para o complexo com PAMAM e de
1,83x10° e 6,1x10%mol L para B-CD. Quando a SAM de PAMAM-MUA foi utilizada,
a constante obtida foi de 2,16x10°> M. Ao caracterizar o complexo 6CN10:PAMAM
por UV-Vis, os resultados demostraram que uma quantidade maior que o n° de
ramificacbes do PAMAM (32 ramificacbes) e do 6CN10 interagiram, propondo que o
nitro interage por diferentes formas com o PAMAM. Ambos 0s agentes encapsulantes
demonstraram eficiéncia para formacdo do complexo com o composto em estudo,
porém o PAMAM apresentou uma sutil vantagem. Entretanto, ambos poderiam ser
utilizados para o desenvolvimento de diferentes formulagdes farmacéuticas contendo
0 nitrocomposto.

Palavras-chave: Nitrocompostos. Ciclodextrina. Dendrimeros. Eletroquimica.



ABSTRACT

Nitroaromatic compounds are very used in the pharmaceutical industry for their known
biological properties. One of the probable mechanisms of action of this class of
compounds may be involved in redox reactions. The identification of nitro and its
products, for a technique simple, sensitive and low cost technique such as
electrochemical techniques, is fundamental, because through them it is possible to
analyze the solubilization process of these compounds in association with some
encapsulating agents. A feature of nitro compound studied, 2 - [(4-nitrophenyl) amino]
-4,5,6,7-tetrahydro-4H-benzo [B] thiophene-3-carbonitrile, (6CN10) is its low solubility
in water, which justifies its combination with substances such as cyclodextrin and
dendrimers, such as PAMAM. The formation of an inclusion complex between 6CN10
and B-cyclodextrin and 6CN10 and PAMAM 3rd generation was evaluated in this work
through electrochemical and spectroscopic techniques. The electrochemical system
was composed of three electrodes, Ag/AgCI/Cl- saturated (reference), platinum
(auxiliary), glassy carbon with and without modification with carbon nanotubes (NTC)
or gold (Au) (working) in a buffered medium pH 7.03 with and without a cosolvent and
a Na2SO0a4 solution of 0.2 mol L-1. Also was performed spectroscopic studies by UV-
Vis in agueous-ethanolic medium in different concentrations of 3-Cyclodextrin, as well
as the characterization of the complex 6CN10: PAMAM in methanolic solution. The
studies demonstrated that the 6CN10 has standard reduction mechanism of
nitroaromatic in potential within the expected range for compounds with biological
activity its mechanism of action may be associated with the redox process The first
analysis showed the interaction of 6CN10 as B-CD and the influence of time in this
process. By forming a self-assembled monolayer (SAM) of B-CD-SH on the Au
electrode it was possible to determine the equilibrium constant between the complex
6CN10:B-CD with value 3,3x10°> M. Already by spectrophotometric methods, the
constant was 7,86x10* M. Regarding the PAMAM the first results verified the
influence of time on complex formation between 6CN10:PAMAM, reaching the
optimum time of 30 minutes. Then With the increasing variations in the concentration
of 6CN10 it was possible to determine the equilibrium constant (Kr = 5,61x10° M)
between the complex 6CN10:PAMAM, in NTC sensor. It is observed that the obtained
value is relatively higher in comparison with the electrochemical constant for the
complex 6CN10:B-CD. This favoring behavior 6CN10:PAMAM complex can also be
observed by the values of LD and LQ obtained, which were, respectively, 1,49x10°
and 4,96x10° mol L to the complex with PAMAM and 1,83x10 and 6,1x10° mol L
to B-CD. When the SAM of PAMAM-MUA was used the constant obtained was of
2,16x10° M. In characterizing the 6CN10:PAMAM complex per UV-Vis, the results
show that a higher amount than the number of PAMAM ramifications (32 ramifications)
and of the 6CN10 interacted, suggesting that the nitro interacted of different forms with
PAMAM. Both encapsulating agents demonstrated efficiency for complex formation
with the compound under study, but PAMAM presented subtle advantage. However
both could be used for the development of different pharmaceutical formulations
containing the nitro compound.

Keywords: Nitrocompounds. Cyclodextrin. Dendrimer. Electrochemistry.
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R — NHOH Hidroxilamina derivado do R-NO2

R — NOY~ o radical anidnico derivado do R-NO2
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1 INTRODUCAO

Uma gama de medicamentos esta disponivel no mercado para as mais diversas
enfermidades, contudo o niumero de pesquisas nesse campo encontra-se em contaste
desenvolvimento. Uma infinidade de novas moléculas é sintetizadas, reinventadas, e
remodeladas na intencdo de descobrir a cura para doencas que ainda nao tem
tratamento eficaz ou para aquelas em que o farmaco apresenta diversos efeitos
colaterais. Da descoberta de uma molécula até o produto final na forma de um
medicamento, leva bastante tempo, investimento financeiro e muitos estudos, pois
varios fatores devem ser avaliados para uma nova molécula como: toxicidade, via de
administracdo, mecanismo de acéo, solubilidade entre outros.

A solubilidade, de modo especial, € uma propriedade muito importante, tem
influéncia direta na farmacocinética de um composto com atividade biolégica. A baixa
solubilidade acarretard em problema desde absorcdo a eliminagdo. Desse modo,
torna-se importante a busca por alternativas, que consigam aumentar a solubilidade
dos farmacos sem interferir em sua atividade farmacolégica. Ha uma vasta literatura
que relata a possibilidade de complexacdo entre moléculas organicas lipofilicas de
tamanho apropriado, ions inorganicos, e outras espécies, como ciclodextrina,
dendrimeros e lipossomas.

Ciclodextrinas (CDs) pertencem a uma classe de receptores naturais; sao
oligbmeros ciclicos constituidos de unidades de glicopiranose capazes de formar
complexos de inclusdo estaveis ou nanoestruturas supramoleculares organizadas,
com uma variedade de moléculas, em sua cavidade hidrofébica via interacdes nao
covalentes (ROJAS et al., 1995). Dentre suas aplicacdes, destaca-se a possibilidade
de solubilizacdo de substratos lipofilicos em meio aquoso, reconhecimento molecular,
estabilizacdo de substancias, bem como o surgimento de sistemas de liberacéo de
farmacos no alvo de acdo (WANG et al., 2006; FERANCOVA; LABUJA, 2001;
CHMURSKI; TEMERIUSZ; BILEWICZ, 2004). O estudo da formagédo de complexos
(host-guest) com ciclodextrinas pode ser feita por técnicas eletroquimicas que
confirmam a formacgédo desses complexos através das mudancas observadas na
corrente de pico, bem como no potencial de reducdo e/ou oxidacdo apoés inclusdo do
substrato (HROMADOVA et al., 2009).

Os dendrimeros pertencem a uma classe de polimero que ganhou destaque no

século XXI, sé ditos como polimeros tridimensionais, altamente simétrico, com uma
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matriz monodispersas que |lhe garante caracteristicas singulares (TOMALIA; CHENG
2012; SHCHARBIN; KLAIJNERT; BRYSZEWSKA, 2009; TOMALIA; CHRISTENSEN;
BOAS, 2012). Sao constituidos de unidades de repeticdo, como polimeros
tradicionais, mas se diferenciam deles por duas caracteristicas principais: ndo séo
sintetizados por reagbes de polimerizagdo mas passo-a-passo, resultando em
estruturas perfeitamente definidas e altamente reprodutiveis, aliado a esse séo
polimeros muito ramificados (CAMINADE; TURRIN, 2014). Todo esse contexto
justifica a variada aplicabilidade dos dendrimeros, dentre elas a possibilidade de
interacdo com algumas moléculas, por meios de seus grupos funcionais especificos,
conferindo a elas diversas propriedades como uma maior estabilidade, liberacao
controlada, reconhecimento celular, catalise e solubilizacdo de compostos lipofilicos
(YAM et al., 2006; ABRUNA, 2014; POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014)

No decorrer desde trabalho, pretende-se analisar o perfil eletroquimico do 2-
[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzol[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CN10),
composto com atividade antifingica, porém baixa solubilidade em agua. Como a CD
tem grande afinidade por compostos nitroaromaticos (TREDICI et al., 2010), sera
avaliado o processo de inclusdo do composto frente a CD em solugédo, quanto em
superficie eletrédica, usando as monocamadas altamente organizadas (SAM’s),
através da funcionalizacdo da molécula de ciclodextrina, com grupos tiél. Juntos a elas
também sera avaliado um outro agente encapsulante que vem despertando grande
interesse nos estudos de desenvolvimento de nosso farmaco, os dendrimeros.

Os nanotubos de carbono (NTC) tem aplicagbes em circuitos micro e
nanoeletrénicos. Apresentam uma propriedade singular que os tornam extremamente
atraentes para o papel de sensores quimicos, em geral, como também na detecc¢éo
eletroquimica, em particular, sendo utilizados como material eletrédico alternativo para

diversos analitos.

1.1 Nitrocompostos

O grande interesse no estudo de nitrocompostos dar-se pela grande variedade
de aplicacdo desses compostos. De maneira mais intensa no inicio da década de 40,
com a insercao e emprego de nitrocompostos na terapéutica, muitos compostos desta
classe foram sintetizados e testados frente a diversas doencas, tais como: doenca de

chagas, hipertensdo, leishmaniose, infeccbes bacterianas, cancer, entre outras
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(HORROCKS et al.,, 2007; REMERS; BEARS,1997). Os primeiros relatados de
toxidade foram na década de 50 e 60 (KOROLKOVAS; FRANCA, 2007), mas até hoje
alguns desses farmacos sdo usados no combate a alguns tipos de infeccbes em
humanos.

O emprego dos nitrocompostos ndo limita-se a um Unica classe terapéutica,
possuem diversas aplicacfes clinicas dentre as quais: antianginosos (dinitrato de
isossorbida, nitroglicerina), anti-hipertensivos (nifedipina, nitredipina e nisoldipina),
anticoagulante (acenocumarol), sedativo hipnético (nitrazepan), analgésico narcético
(clonitiazina), anti-inflamatério (nimesulida), anti-histaminico H-2 (ranitidina),
antibacterianos (cloranfenicol, metronidazol, nitrofural, nifuroxazida), antineoplasicos
(nitacrina, 1-(1,5-dicloropentano-3-il)-4-nitrobenzeno) e antiparasitarios (metronidazol,
tinidazol, secnidazol, benzinidazol e nifurtimox) (TAVARES et al., 1999;
KOROLKOVAS; FRANCA, 2007; RANG et al, 2011; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2007). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas fundamentais, das

classes de nitrocompostos com atividade bioldgica de maior relevancia.

Figura 1 - Subestruturas quimicas fundamentais de nitrocompostos empregados em

terapéutica.
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Fonte: Adaptado de PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009

O grupo nitro ligado a molécula é fundamental para a atividade biologica desta
classe de compostos como resultado de alteracdes na estabilidade do mesmo,
intermediada por interagdes entre o nitrocomposto e o0 seu alvo na biofase. Por ser um
forte aceptor de elétrons, o grupo nitro reduz facilmente em nivel molecular levando

as essas alteracdes, contribui também, o efeito de ressonancia entre o nitrocomposto
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e o0s dois atomos de oxigénio de sua estrutura (KOROLKOVAS; BURCKHALTER,
1988). A maioria dos compostos nitratos tem por mecanismo de acao a biorreducgao
enzimatica, levando a formacao de radicais livres com toxicidade preferencial para
células bacterianas e parasitarias.

Os nitrocompostos aromaticos podem sofrer reducdo por duas vias diferentes,
dependendo da presenca ou auséncia de oxigénio (meio aerébio ou anaerdébio,
respectivamente), porém ambas situacdes, a primeira etapa € a reducéo de um elétron
para a formac&o do anion radical nitro (ABREU; FERRAZ; GOULART, 2002; NUNEZ-
VERGARA et al.,, 2001; MOSCOSO et al.,2011; PAULAI; SERRANO; TAVARES,
2009; CAVALCANTI et al., 2004; BOELSTERLI et al., 2006)

R—NO,+e~=R—-NO® Eq.1

Observa-se nas equacdes abaixo, que em condi¢cdes anaerébicas, o nitro
radical pode sofrer sucessivas reacdes e produzir os derivados nitroso (RNO) e
hidroxilaminico (R-NHOH):

R—NO} + e+ 2H* >R—-NO + H,0 Eq.2
R—NO +2e” +2H" = R— NHOH Eq.3
Ocorrendo a adi¢éo de mais dois elétrons pode forma a amina correspondente:
R—NHOH 4 2e” +2H* — R—NH, + H,0 Eq.4

Em condic¢des aerdbicas, o nitro anion radical reage com oxigénio, regenerando
0 composto, conforme equacéao 5.

R—NO® 4+0,=R—NO,+ 0O Eq. 5

O nitro radical e a hidroxilamina formados sdo os principais metabdlitos do
processo de reducdo enzimatico.

No presente trabalho, o nitroaromético estudado (Figura 2) foi o 2-[(4-nitrofenil)-
amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila  (6CN10), um  novo
nitrocomposto lipofilico da classe dos nitrobenzenos como atividade antifingica contra
leveduras do género Candida e cepas de Criptoccocus neoformans (MENDONCA
JUNIOR et al 2011; ELEAMEN, et al., 2016). Sabe-se que o grupo nitro confere ao
anel aromatico maior estabilidade quimica e resisténcia a degradagdo microbiana
(DENG et al., 2012), além do grupo tiofeno que tem destague como promissor farmaco
em diversas classe terapéutica, como leshimanicida, ao qual o proprio 6CN10
apresentou uma leve atividade, passivel de ser melhor explorada (RODRIGUES et al.,
2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica do 2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-
carbonitrila (6CN10).
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Fonte: Autora, 2016

Esse nitroderivado foi testado frente a biossensor de dsDNA que pode ser
usado para estudos de interacao entre a macromolécula e compostos biologicamente
ativos, como uma tentativa de elucidar o mecanismo de a¢ao do composto. Pode-se
observar que ndo ha mudanca muito evidente no comportamento voltamétrico do
dsDNA, quando em presenca do 6CN10, além da presenca da onda de oxidacdo do
6CN10, Epa = 0,08V (Figura 3). A interacdo do 6CN10 foi testada direta e
indiretamente, diretamente sem aplicacéo de potencial durante o condicionamento e
indiretamente aplicando o potencial referente a reducéo do grupo nitro do 6CN10, para
certificar que além do grupo nitro seus derivados de reducdo também interagem
fracamente com o DNA (Figura 3) (SILVA, 2014).
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Figura 3 - Voltamograma de pulso diferencial de biossensor de dsDNA em auséncia e
presenca de 1x10®° mol L'* de 6CN10.
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Fonte: SILVA, 2014

Como o 6CN10 apresentou uma fraca interacdo com o DNA, conclui-se que
seu mecanismo de acao antifingica, provavelmente, ndo se da por esta via e além
disso a chance deste farmaco ser toxico ao organismo humano sdo menores que a
maioria dos nitrocompostos (SILVA, 2014).

Por outro lado, o 6CN10, apresentou capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio com consequente inducdo do estresse oxidativo, quando avaliado em
presenca de oxigénio, o potencial de redu¢do do nitroaroméatico (Epcl = -0,737 V)
sofre um deslocamento de 14 mV para valores mais negativos (Epcl = -0,751 V). O
aumento da concentracao de oxigénio promoveu um aumento na corrente de pico da
primeira onda de reducéo (Ic) e desaparecimento da onda de oxidacéo (la), perfil
caracteristico de processo catalitico. O efeito sobre a corrente de reducdo foi
analisado em funcédo da concentracdo de oxigénio (Figura 4a), como constante de
associacao aparente entre o radical eletrogerado na reducéo do nitro com oxigénio,
sendo a mesma igual a 0,45 s (Figura 4b) (SILVA, 2014).
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Figura 4 - a) Voltamogramas ciclicos de 6CN10 em diferentes concentracbes de oxigénio b)

Curva de IpR / IpO em funcéo da concentracdo de oxigénio.
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A formacdo dos radicais livres provenientes do processo de biorreducdo do
grupo nitro pode resultar em peroxidacdo de membranas biolégicas e proteinas,
inibicdo de enzimas e danos ao DNA, sendo um dos provaveis mecanismo de acao
do 6CN10 (SILVA, 2014).

1.2 Ciclodextrinas (CDs)

As ciclodextrinas pertencem a familia dos oligossacarideos ciclicos naturais ou
semi-sintéticos. Sao carboidratos complexos, composta por unidades de glicose (a—
D-glucopiranose) unidas por ligacao a -1,4. a-, B- e y-CDs estdo entre as CDs mais
importantes de ocorréncia natural, diferenciam-se pelas unidades de glicose que as
constituem, sendo respectivamente com 6, 7 e 8 unidades (Figura 5) (CEREDA, 2003;
VENTURINI, et al., 2008).

As CDs foram descobertas em 1891, pelo pesquisador francés A. Villiers, ao
descrever a acao de enzimas entdo denominadas CD glicosiltransferases (CGTases),
sobre o amido. Com base nessa descoberta em 1903, Franz Schardinger, um
microbiologista alemé&o, descreveu o processo de preparacao e isolamento por meio
da digestao bacteriana do amido da batata das formas a—CD e B-CD, distinguindo-as
através do método do iodo. (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al.,
2008).
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Figura 5 - Estrutura molecular e propriedades de a-, B- e y-CD.
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Fonte: Adaptado de ROJAS et al., 1995; VENTURINI et al., 2008

As CDs foram descobertas em 1891, pelo pesquisador francés A. Villiers, ao
descrever a acao de enzimas entdo denominadas CD glicosiltransferases (CGTases),
sobre o amido. Com base nessa descoberta em 1903, Franz Schardinger, um
microbiologista alemé&o, descreveu o processo de preparacao e isolamento por meio
da digestéo bacteriana do amido da batata das formas o—CD e 3-CD, distinguindo-as
através do método do iodo. (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al.,
2008).

Um grande esforc¢o tecnoldgico foi empreendido nos ultimos anos para reduzir
0s custos de producéo das CDs, viabilizando sua aplicacéo farmacéutica. Atualmente,
as ciclodextrinas sdo uma nova classe de excipientes farmacéuticos, sendo possivel
encontrar mais de 35 medicamentos disponiveis no mercado que apresentam em sua
formulag&o ciclodextrina, seja soélida ou em solugdo, como insulina, nimesulida,
omeprazol, itraconazol, meloxicam e nicotina (ELEAMEN et al., 2016).

Sua estrutura quimica e espacial confere propriedades fisico-quimicas
singulares, como a capacidade de solubilizar-se em meio aquoso e, além disso,
encapsular no interior de sua cavidade moléculas hidrofobicas, devido as hidroxilas
primarias do residuo sacaridico voltadas para extremidade estreita do cone e as
hidroxilas secundarias voltadas para a extremidade larga. Em meio aquoso, 0S grupos

hidroxila formam ligacdes de hidrogénio com as moléculas de &gua, levando a
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hidratacdo ao redor da molécula de CD dissolvida. (CUNHA-FILHO; SA BARRETO,
2009; LOFTSSON; MASSON, 2001; BREWSTER; LOFTSSON, 2007). A cavidade é
levemente ndo-polar, ocupada também por moléculas de agua, que sao rapidamente
substituidas por um substrato menos polar do que a agua, resultando em um estado
energeticamente mais favoravel, esse processo ocorre por difusdo (VENTURINI et al.,
2008).

As CDs tém a capacidade de formar complexos por inclusdo com moléculas
organicas de tamanho apropriado e ions inorganicos nos mais diversos meios. O
processo de encapsulacdo ocorre sem que haja formacéo de ligacbes quimicas ou
mudancgas estruturais, interacdes do tipo “hdspede-hospedeiro” (host-guest). A
formacéo desses complexos € de grande importancia, devido as inUmeras aplicagdes,
dentre as quais se destacam a alta seletividade molecular (discriminagéo quiral), maior
estabilidade, inclusive de radicais eletrogerados, a diminuicdo da volatilidade de
perfumes, reducdo ou eliminacdo de gostos ou odores desagradaveis de farmacos e
alimentos; o aumento na solubilidade de substratos lipofilicos em meio aquoso e,
consequentemente, maior biodisponibilidade, a reducdo na irritabilidade (ocular ou
gastrointestinal), na toxicidade e na liberacéo in loco de compostos biologicamente
ativos, prevenindo interagdes e incompatibilidade (FERREIRA et al., 2010; WANG et
al., 2006).

O estudo da formagéo de complexos (host-guest) com ciclodextrinas pode ser
feito por técnicas eletroquimicas que confirmam a formacdo desses complexos
através das mudancas observadas na corrente de pico, bem como no potencial de
reducéo e/ou oxidacéo apos incluséo do substrato (HROMADOVA et al, 2009).

1.3 Dendrimeros

Dendrimeros podem ser definidos como uma classe de materiais poliméricos.
Comecou a ser estudado no final da década de 1970, mas sO recebeu essa
nomenclatura, em 1985, por Tomalia, 0 nome dendrimeros origina de "dendron"
palavra grega que significa arvore ou ramo e "meros" que significa parte. Eles podem
ser descritos como macromoléculas nanométricas tridimensionais, altamente
ramificados que se desenvolvem a partir de um nucleo central, seguido de uma série
de unidades de repeticAo (geracdes) e o0s grupos funcionais terminais. As

propriedades Unicas, tais como tamanho uniforme, alto grau de ramificacdo, a
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solubilidade em &gua, multivaléncia, peso molecular bem definido e a presenca de
cavidades internas “livres” fez destas moléculas foco de interesse na comunidade
cientifica (KALBASI; ZAMANI, 2013; ABRUNA, 2004; SORSAK et al., 2015;
MELINDA-EMESE; DIUDEA; GABRIEL, 2016).

Na figura 6 podemos observar as trés principais partes que constitui 0s
dendrimeros, a primeira é o nucleo central encapsulado, que apresenta propriedades
singulares gracas ao microambiente criado em torno dele pelas ramificacdes que os
sucedem, permitindo abrigar diversas espécies quimicas; a segunda parte sdo as
ramificacbes da estrutura, cada uma delas comporta a introducdo de duas novas
cadeias idénticas a cadeia mae, e ao final desse processo o dendrimeros ganha uma
nova camada denominada geracao, é por muitos considerada também um “santuario”
criado sobre medida entre os espacos dos ramos flexiveis que os constituem, servindo
de refagio para outras moléculas; por fim a Gltima parte, a superficie multivalente do
dendrimero que pode ter as mais varias funcbes a depender dos grupos que a
constitui, interagi com uma vasta diversidade de compostos e que sdo facilmente
modificaveis o que abre ainda mais o leque de possibilidades dessa molécula
(POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014; SORSAK et al., 2015).

Figura 6 - Representacdo de uma molécula genérica de dendrimero com quatro geracoes.
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Fonte: Adaptado de ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2012

1.3.1 Poliamidoamina (PAMAM)

Dentre os diversos tipos de dendrimeros que ja foram sintetizados até hoje, e
também entre os que ja estdo comercialmente disponivel, os dendrimeros

Poliamidoamina (PAMAM) sdo os mais comuns e utilizados em uma vasta gama de
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aplicacOes, principalmente biomédicas (ESFAND; TOMALIA, 2001; MADAAN et al.,
2014; MOHAMMADIFAR ; KHARAT; ADELI, 2015). Foram sintetizados a primeira vez
em 1984 por Tomalia e colaboradores, partindo de dois possiveis ndcleos, seja
etilenodiamina ou amoniaco, com quatro ou trés pontos de ramificacdo
respectivamente, sendo aminas primarias na superficie e terciarias nos pontos de
ramificacdo (SHI; MAJOROS; BAKER, 2005) e foi também o primeiro a ter toda a sua
série, da geracédo 0 a 10, produzida (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

O tamanho de PAMAM varia de 1 a 13 nm de diametro da geracdo O a geracao
de 10, ou seja, a cada geracdo é observada uma mudanca de cerca de 1 nm no
didmetro molecular do dendrimero (Tabela 1). Tem se estabelecido entdo que os
dendrimeros tem um aumento linear em seu diametro a cada geracao, e em contra
partida, um aumento exponencial de seus grupos funcionais. Resultando numa menor
distancia entre os grupos funcionais e uma menor flexibilidade de sua estrutura com
0 aumento da geracdo (SCOTT; WILSON; CROOKS, 2005; MOHAMMADIFAR ;
KHARAT; ADELI, 2015; BAHADIR; SEZGINTURK, 2016). A gquantidade de geracdes
do PAMAM também influencia sua forma, dendrimeros de menor geracéo (G0-G4) no
plano tem a forma eliptica, enquanto os de geracdo maior (G5-G10), tendem para
formar uma conformacéo esférica (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014). O
namero de geracdo também afeta o peso molecular, tamanho e o nimero dos grupos

de superficie, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Diametro aproximados dos dendrimeros PAMAM (GO — G7).

Geracdo N°de grupos NHz Férmula Molecular Peso Diametro
na periferia Molecular(g/mol) Hidrodindmico (nm)
0 4 C24Hs52N1001S2 609 1,5
1 8 Ce4H132N26012S2 1522 2,2
2 16 C144H292N52022S2 3304 29
3 32 C304H612N122060S2 7001 3,6
4 64 Co24H1252N2500124S2 14307 4,5
5 128 C1264H2532N5060252S2 28918 54
6 256 C2544H5092N10120500S2 58140 6,7
7 512 Cs104H10212N204201020S2 116585 8,1

Fonte: Adaptado de TOMALIA (2004); POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ (2014); BAHADIR;
SEZGINTURK (2016)
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Outro destaque importante e que se mostra relacionado as geracdes é a
toxicidade do PAMAM. Dentre os dendrimeros, eles sdo o0 que apresentam menor
toxicidade, contudo esse perfil aumenta conforme o nimero de geracdes, passando a
ter efeitos in-vitro comprovados a partir da quarta geragao, apesar disso muitos
estudos j& mostram diversas alternativas viaveis para driblar essa toxicidade
(MANDAAN et al., 2013; POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014; SORSAK et al.,
2015).

Como ja mencionado PAMAM tem em seu interior espacos vazios que mudam
de acordo com sua geracdo. Nesses locais, 0o PAMAM assim como as ciclodextrinas
também podem fazer interagdes do tipo “hdspede-hospedeiro” (host-guest), onde a
molécula hidrofébica pode interagir com os dendrimeros por ligacdes de hidrogénio,
ligacdo idnica ou de interacfes hidrofébicas, além desse tipo de interacdo PAMAM
pode fazer ligacbes covalentes e n&do-covalentes por meio de seus grupos aminas
primérios e terciarios (ESFAND; TOMALIA, 2001; SATIJA; SAl; MUKHERJI, 2011,
MANDAAN et al., 2013; CAMINDE; TURRIN, 2014; POURIANAZAR; MUTLU;
GUNDUZ, 2014; MOHAMMADIFAR ; KHARAT; ADELI, 2015).

A capacidade de PAMAM para encapsular moléculas hidrofébicas dentro dos
espacgos vazios em seu interior e para formar micelas com estas moléculas é a
principal razdo para aumento da solubilidade atribuido a esse sistema
(MOHAMMADIFAR ; KHARAT; ADELI, 2015). Diante disso, justifica a utilizacdo desse
agente encapsulante como uma alternativa e de modo comparativo as ciclodextrinas,
como um meio de aumentar a solubilidade do composto estudado e levando em
consideracdo estudos prévios e o perfil de toxicidade optou-se por desenvolver os
estudos como o PAMAM de 32 geracdo (PAMAM 3G), exemplificado na Figura 7:

Figura 7 - Estrutura do PAMAM 3G

Fonte: Adaptado de BAHADIR; SEZGINTURK, 2016.
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1.4 Nanotubos de Carbono (NTC)

Alotropia é o fendmeno onde uma substéncia simples varia o numero de
atomos, ou sua estrutura cristalina, formando outra substancia, os nanotubos de
carbono sdo alétropos do carbono. Nao ha certeza quando a primeira observagao
dessas estruturas, as primeiras imagens datam de 1952, feitas através de microscopia
eletrbnica de transmissdao onde foram identificados objetos carbonaceos
comprovadamente tubulares e com didametros nanométricos (MONTHIOUX;
KUZNETSOV, 2006).

Os nanotubos de carbono séo caracterizados pelo enrolamento de uma ou
varias folhas de grafeno de forma concéntrica, com didmetro em dimensdes
nanometricas, com cavidade interna oca (Figura 8). Os NTCs podem ser divididos em
dois grupos: os NTCs de camada unica (“SWCNTs da sigla em inglés: “single-walled
carbon nanotubes”) (Figura 8a) e os de camadas multiplas (MWCNTSs da sigla em
inglés: “multi-walled carbon nanotubes”), constituidos de varios cilindros concéntricos
de grafite espacgados de 0,34-0,36 nm um do outro (Figura 8b) (RAO et al., 2001).

Os NTCs sédo considerados materiais estratégicos e com variadas
aplicabilidades tecnoldgicas, devido a propriedades como: alta resisténcia quimica,
baixa densidade, resisténcia a alta temperatura e a oxidacao. Quanto ao transporte
elétrico, podem apresentar caracteristicas metdlicas semicondutoras ou até
supercondutoras, de acordo com sua estrutura, didmetro e quiralidade. Sua
constituicdo basica do reticulo séo as ligacdes covalentes C-C, uma das mais fortes
na natureza, como nas camadas do grafite. Portanto, nos nanotubos o carbono se
apresenta com uma hibridacdo sp? (AJAYAN, 1999). Estéo entre as estruturas mais
robustas conhecidas, com altissima resisténcia mecanica, flexibilidade e resisténcia a
ruptura, quando dobrados ou torcidos. A elevada massa molecular relativa (M) e as
forcas de van der Waals que mantem os tubos unidos fazem com que os NTC existam
como pacotes em seu estado nativo, tornando-os insoluveis na maioria dos solventes
e pode limitar sua manipulacdo, processamento, caracterizacéo, e aplicacao pratica
dos mesmos. (FERREIRA, 2003; LIU et al., 2008).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura de nanotubos de carbono. (a) nanotubo

de parede simples, (b) nanotubo de parede mdltipla.

Fonte: Adaptado de LIU et al., 2008.

Dentro da eletroquimica, NTC € usado para preparar eletrodos quimicamente
modificados (EQM-NTC). Os NTC podem modificar a eficiéncia do eletrodo, devido a
suas propriedades quimicas e fisicas, tais como &rea superficial, muitos grupos
funcionais aderidos a superficie, atividade catalitica, dentre outras. A notavel
sensibilidade da condutividade da superficie adsorvida com NTCs permite seu uso
como sensores altamente sensiveis (nanoescala). Estas propriedades tornam o NTC
extremamente atraente para uma ampla gama de biossensores eletroquimicos,
devido a sua boa resposta de corrente. A literatura descreve algumas metodologias
de preparo de EQM-NTC, dentre elas a dispersao de NTC em varios solventes (JIANG
et al., 2008; WANG, 2005).

Levando em conta as propriedades eletroquimicas de NTC, como também as
propriedades de dendrimeros PAMAM 3G, foi possivel sugerir a modificagdo de um
eletrodo de carbono vitreo com uma matriz de NTC + PAMAM 3G para o estudo do
6CN10, onde os NTC serviram como suporte para que o PAMAM 3G seja aderido a
superficie do eletrodo além de incorporar a vantagem da transferéncia de elétrons
mais rapida, em razdo da presenca de NTC na interface do eletrodo aumentando a
area eletroativa, pois se trata de tubos de carbono, 6timos condutores elétricos,
esperando que assim o processo de encapsulagéo e solubilizagcdo da substancia pelo

PAMAM 3G seja favorecido.

1.5 Monocamadas auto-organizadas (SAM’s)

Camada de espessura molecular formada por moléculas quimicamente ligadas

a superficie de um solido com alto grau de organizacdo, definicdo aplicada a
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Monocamada auto-organizada (SAM, do inglés “Self Assembled Monolayer”). Sua
estrutura € melhor entendida quando avaliada em partes, sendo trés partes principais:
um grupo ativo com forte interacdo por um substrato, uma cadeia alquila para
promover estabilidade a montagem devido as interacdes de van der Waals e um grupo
funcional na cauda da cadeia alquila que desempenha um papel importante em termos
de acoplamento de uma biomolécula a monocamada (ARYA et al., 2009).

Para a formacédo dessas camadas auto-organizadas, o grupo mais empregado
e estudado é, indubitavelmente, de tidis sobre superficies de ouro, devido a
estabilidade da ligacao Au-SH. Um emparelhamento perfeito entre alcanotiois resulta
em uma estrutura altamente ordenada e inclinada de 20 a 30 graus em relacdo a
normal. A técnica de imobilizacdo de SAM sobre a superficie do eletrodo por meio da
imersdo em solucéo € realizada em um periodo de 24 horas, em que o0 acoplamento
do adsorvate é uma etapa rapida, quando comparada ao processo de organizacao,
que ocorre de maneira muita mais lenta, conforme esquema apresentado na figura 9.
(FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003; CANCINO, 2008; FERREIRA et al., 2010;
ECKERMANN et al., 2010).

Figura 9 - Esquema da cinética de formacdo de SAM; a etapa inicial € caracterizada pela
rapida adsorcéo e crescimento da espessura do filme, seguida por um processo mais lento

de adsorc¢ao e organizacao, até a formacéo final da monocamada auto-organizada.
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Fonte: Adaptado de FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003

InUmeras técnicas podem ser empregadas para avaliar a estrutura, formacao e
estabilidade das SAM’s, dentre elas: ressonancia de pldsmon de superficie (SPR),

espalhamento Raman (SERS), microscopia de varredura eletroquimica (SECM),
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também por polarizacdo modulada da espectroscopia de reflexdo-absor¢do no
infravermelho (PM IRRAS), microbalanca de cristal de quartzo (QMC) e
eletroquimicas (SKODA et al., 2009; MOREL et al., 2010).

O artificio de producdo das monocamadas auto-organizadas, ja foi descrito em
associacao aos agentes encapsulantes usados neste trabalho, como uma alternativa
de producao de sensores eletroquimicos, estaveis, reprodutiveis e que permitam um
estudo com maior precisdo e determinacao de constante de formacéo dos complexos
mais confiaveis (JICSINSZKY:; IVANYI, 2001; TANG et al., 2005; BUSTOS et al., 2008)

1.6 Métodos eletroquimicos

Eletroquimica pode mimetizar as principais rea¢des oxidativas que ocorrem no
corpo humano, proporcionando uma boa aproximacdo do que ocorre in vivo
(KOVACIC; SOMANATHAN, 2014), logo os estudos que envolvem a transferéncia de
elétrons auxiliam na compreensdo de VArios processos que ocorrem no meio
bioldgico, ajudando assim o desenvolvimento das areas quimico-farmacéutica,
farmacoldgica, toxicolégica e biomédica, em geral, através por exemplo do
desenvolvimento de biossensores. Os processos de oxirreducdo estédo relacionados
como principais mecanismos desenvolvidos na célula viva, desde processo
metabdlico aos de defesa, sendo intermediados por enzimas presentes em todos 0s
organismos vivos. Esses processos requerem um ambiente redox que permita realizar
eficientemente sua funcdo baseados em uma série de transformacdes redox e nao
redox, catalisadas por enzimas ou nao, e envolvendo transferéncia de elétrons e de
atomos, aliado a tudo isso encontra-se um complexo grupo de proteinas, peptideos e
genes. Qualquer mudanca nesse delicado equilibrio pode causar alteracdo na
homeostase celular ou em outros ambientes (MOURA, 2008).

A eletroquimica trata de fen6menos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que ocorrem heterogeneamente na superficie do eletrodo, ou
homogeneamente em solucdo (BRETT; BRETT, 1996). O processo eletroquimico
fundamentar-se na aplicacdo de um potencial capaz de oxidar ou reduzir substratos
de interesse, sendo o método padrédo para o estudo das reacdes redox. Quando
comparada a quimica convencional, a eletroquimica destaca-se pelo baixo gasto de
reagentes, além do facil controle de variaveis que, combinadas de formas diversas,
levam a técnicas eletroquimicas particulares (MELLO, 2007; MOURA, 2008).



35

1.6.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica importante e
amplamente empregada no estudo de reacdes redox, na deteccdo de intermediarios
de reacdo, na observacdo e no acompanhamento de reacdes envolvendo produtos
formados nos eletrodos. A voltametria ciclica € uma técnica de varredura reversa de
potencial, onde o potencial aplicado ao eletrodo é submetido a variagdo, numa
velocidade conhecida, e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida
ao valor inicial, na mesma velocidade. Obtem-se como resposta a essa perturbacao,
no caso de uma transferéncia eletrbnica reversivel, um par de picos, catodico e
anddico (Figura 10). Um experimento envolvendo VC pode empregar um ciclo inteiro,

um ciclo parcial ou ainda varios ciclos (SKOOG, 2005).

Figura 10 - Voltamograma ciclico para um sistema reversivel de KsFe(CN)s 6 mmol L? e

KNOs 1 mol L, com destaque para os parametros mais importantes.

Fonte: SKOOG, 2005
Pode avaliar-se o processo eletrédico ocorrido, através dos seguintes dados:

potenciais de pico catddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catodico e
anadico (Ipc e Ipa) e os potenciais de meia onda (E1/2) ou de pico a meia altura de
onda (Ep2). Com esses dados, € possivel inferir se o processo de transferéncia de
elétrons é reversivel ou ndo, a presenca de reagdes quimicas acopladas, adsorgéo e
fendmenos cataliticos, a caracterizacao do fenbmeno que controla a corrente de pico,
se a velocidade de varredura influencia no potencial e na corrente e também
determinar a concentracdo de substancias eletroativas (FLETCHER; GREEF, 2001,
SKOOG, 2005).

1.6.2 Voltametria de pulso diferencial
A voltametria de pulso diferencial é uma técnica eletroanalitica semelhante a

VPN, porém geralmente € mais sensivel, e apresenta limites de deteccéo
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significativamente menores, devido a uma melhora da corrente faradaica ou uma
diminuic&o na corrente de carga ndo-faradéica na VPD. Como na VPD, na voltametria
de pulso diferencial normal, escolhe-se um valor base de potencial, normalmente onde
nao ha reacdo faradaica, e aplica-se ao eletrodo. A partir desse valor, aplicam-se
pequenos pulsos de amplitude crescente, sendo o aumento de amplitude sempre
igual, a corrente é medida no fim de cada pulso, cuja duragdo vai normalmente de
5 ms a 100 ms; o intervalo entre os pulsos é de 2 — 4 s. (BRETT; BRETT, 1996;
SKOOG, 2005).

O potencial-base € aumentado entre os pulsos, sendo esses aumentos de
mesma intensidade. A corrente € medida imediatamente antes da aplicacao do pulso
e registra-se a diferenca entre as duas correntes; isso diminui a percep¢ao da corrente
capacitiva. Os valores das duas correntes estdo separados de dois valores de
potenciais por cerca de 50 mV a 100 mV (que na verdade é o valor da amplitude do
pulso superposto). A duragdo de cada pulso varia normalmente entre 5 — 50 ms. O
intervalo entre os pulsos é de 0,5 — 4s. Os pulsos de potencial sdo superpostos em
uma rampa de potencial em forma de degraus com potencial linearmente crescente,

guando em instrumento digital, conforme Figura 11.

Figura 11 - (a) Representacdo esquematica da aplicacdo de potencial em fun¢do do tempo
em voltametria de pulso diferencial, a corrente é amostrada em 1 e 2 e a diferenga entre elas
€ que é registrada: 0Ol = 1-(2) — 1(1). (b) Voltamograma de VPD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar o perfil voltamétrico do 2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-
benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila por meio de técnicas eletroquimicas, bem como a

formacao de complexo de inclusdo com (3-CD e PAMAM.

2.2 Especificos

Estudar o comportamento eletroquimico do nitroaromatico nitrotiofénico, em
meio protico, visando obter informacdes que auxiliem na compreensdao do seu
mecanismo de acao.

Verificar a formacgao de complexos por inclusao entre B-ciclodextrina e PAMAM
com 6CN10 através das técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e pulso
diferencial, de modo a identificar a influéncia da concentracdo dos agentes
encapsulantes, do tempo de interacdo e com a associacdo de nanoparticulas.

Determinar a Kr dos complexos formados entre (-ciclodextrina e 6CN10, bem
como do complexo PAMAM com 6CN10 e caracteriza-los através de técnicas
espectroscopicas de UV-Vis.

Observar a resposta eletroquimica do 6CN10, frente a B-ciclodextrina tiolada
associada a nano ouro, dispersa em uma matriz de gel de quitosana na superficie do

carbono vitreo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Solventes

O 6CN10 (M = 311,35 g mol?) foi gentilmente sintetizado e cedido pelo
Professor Doutor Thiago de Mendonca Aquino do Instituto de Quimica e Biotecnologia
da Universidade Federal de Alagoas. A B-ciclodextrina (B-CD) foi adquirida da Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). O acido acético (HOAc) foi obtido da Cromoline®
(Diadema, Brasil). O Acetato de sodio (NaOAc), tiouréia, hidroxido de sédio (NaOH),
N,N-dimetilformamida (DMF), metanol (MeOH), sulfato de sédio (Na2SOa) fosfato de
sodio diidratado (NazHPO4) e fosfato de sd6dio monoidratado (NaH2POa4) tém
procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Acido cloridrico (HCI)
e 0 acido ferrocenocarboxilico (Fc-COz2H) foram obtidos da Alfa Aesar (Tewksbuty,
MA, USA). Acido 11-mercaptoendecandico (MUA) foi obtido da Merck. Nanotubos de
carbono (NTC) de parede mdltipla (>95 % pureza, 10-20 nm de diametro), foram
adquiridos da NanoLab, Inc. (Brighton, MA, USA) e Sigma Aldrich. Desta ultima
também foram adquiridos o Poliaminoamina de geracdo 3 e N-3-
dimetilaminopropil):N'-etilcarbodiimida (EDC). O N,N-dimetilformamida extra seco foi
adquirido da Acros Organics® (New Jersey, USA). Todos os reagentes quimicos
utilizados foram de grau analitico. Todas a solu¢des foram preparadas em agua

ultrapura (18 MQ cm) obtidos de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.
3.1.1 Preparacéao de solucdes

Solucdes-estoque de 6CN10 foram preparadas na concentracédo de 1,0 x 103
mol L em d&lcool etilico P.A. imediatamente antes de sua utilizacdo no estudo
eletroquimico.

Para os estudos fizeram-se necessarios 0 uso de alguns tampdes. Tampao
fosfato pH 7,03 como for¢a i6nica de 0,222 foi preparado a partir da mistura de
30,5 mL de Na:HPOs4 e 19,5 mL de NaH2POs4, ambos na concentracdo de
0,20 mol L, completando o volume para 100 mL com agua deionizada. A verificagédo

do pH das solug¢des tampaéo foi realizado em pHmetro da Quimis.
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3.1.2 Sintese de B-Ciclodextrina tiolada

A B-ciclodextrina tiolada foi sintetizada em duas etapas de acordo com as
metodologias utilizadas por Jicsinszky; Ivanyi (2001) e Tang et al (2005)
respectivamente, conforme descrito a seguir. A primeira etapa foi caracterizada pela
substituicdo das hidroxilas da molécula pelo grupo tosila. Na segunda etapa da
sintese, o grupo adicionado a estrutura na primeira etapa, caracterizado como um bom
grupo abandonador foi substituido pelo grupo tiol, formando entdo a estrutura de

interesse a ser estudada.
3.1.2.1 Primeira etapa: sintese de 3-Ciclodextrina-tosilada ([3-
CDTos)

Inicialmente, pesou-se 1g da B-ciclodextrina cristalina e em seguida dissolveu-
se em 25 mL de agua contendo 0,052g de hidréxido de sodio. Nessa solucéo foi
adicionado lentamente 0,2g de cloreto de tosila dissolvido em éter (3 mL). A mistura
foi deixada sob agitacdo por 12h e em seguida a solucao foi neutralizada com acido
cloridrico (pH 6) e deixada no refrigerador durante 24h. ApGs esse tempo a solucéo
aquosa foi removida e o sélido foi filtrado, lavado com etanol P.A e seco a vacuo por
24h apresentando um rendimento de 54%.

Figura 12 - Substituicdo da hidroxila na molécula de B-CD pelo grupo tosila.

pTSCVETER
NaOH

Fonte: Adaptado de JICSINSZKY:; IVANYI, 2001

3.1.2.2 Segunda etapa: sintese de B-Ciclodextrina-tiolada (B-CD-
SH)

Inicialmente 250 mg da B-CDTos foi dissolvida em 12,5 mL de uma solugéo de
metanol contendo 275 mg de tiouréia. A mistura permaneceu em refluxo durante 2
dias a 70°C. Em seguida, a solu¢do aquosa metanolica foi evaporada a vacuo a 40°C.
ApoGs a evaporagéo foi adicionado ao residuo 3,75 mL de metanol PA, seguida de

agitacdo durante 1h. Logo apds, a solucéo foi filtrada a baixo vacuo e o residuo foi
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seco em dessecador a vacuo por 12h e o solido seco foi transferido para um baldo e
dissolvido em 8,75mL de uma solucdo de NaOH a 10% (m/V) e mantida a 50C°
durante 5h.

O pH da solucéo foi ajustado para 2 pela adicdo de HCI 10% (v/v). 3,125 mL de
tricloroetileno foi adicionado a solucdo e deixado sob agitacdo durante 12h. O

precipitado foi filtrado e seco em dessecador a vacuo por 24h.

Figura 13 - Substituicdo do grupo tosila pelo grupo tiol.

OTs SH

(1) Thiourea
(2) NaoH

Fonte: Adaptado de JICSINSZKY; IVANYI, 2001

3.1.3 Sintese da nanoparticula de ouro + B-ciclodextrina tiolada
Inicialmente foram preparadas duas soluc¢des:
e Solucdo 1-1,4 mL de solucdo aquosa HAuCls + 3,6 mL DMSO;
e Solucédo 2 - 18,9 mg de NaBHa4 dissolvido em 5 mL de DMSO sob agitacéo e
adicionado 13,1 mg de 3-CD-SH.
A solucao 2 ap0s estar soluvel foi adicionada gota a gota (lentamente) a solugéo
1 Até passar de amarelo a vinho, indicando a formac&o das nanoparticulas de ouro.
A solucao foi deixada sob agitacdo por 24 h e, apos esse tempo, 10 mL de CH3CN foi
adicionado para precipitar o coloide e, em seguida a misturada foi centrifugada com
objetivo de separar o solvente do coloide.
O sobrenadante foi coletado e o precipitado lavado com 15 mL de
CH3CN:DMSO (1:1 v/v) e novamente centrifugado.
Novamente, o sobrenadante foi retirado e o precipitado lavado 2 vezes com
15 mL de etanol P.A., isolado por centrifugacdo e seco sob vacuo a 50°C,

apresentando rendimento de 3,24 mg.

3.2 Estudos eletroquimicos
Os experimentos eletroquimicos foram realizadas através do equipamento
potenciostato/galvanostato, PGSTAT (AUT73222) da Autolab®.
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Para os estudos eletroquimicos utilizou-se um sistema de trés eletrodos (Figura
14): eletrodo de carbono vitreo (BAS, didametro 1,6 mm) e eletrodos de ouro (BAS,
diametro 1,6 mm), ambos como eletrodo de trabalho; eletrodo de fio de platina, como
auxiliar; e Ag|AgCI|CI- (saturado) da BAS, como eletrodo de referéncia.

Experimentos voltamétricos foram realizados em cela eletroquimica com 10 mL
de meio misto, tampao fosfato/etanol (9:1 v/v) para o estudo do perfil voltamétrico do
nitrocomposto. Para os estudos de interagdo com B-CD e PAMAM utilizou-se 10 mL
de tampéo fosfato pH 7,03 e 10 mL de meio misto aquoso de Na2SOas/etandlico (9:1)
para 3-CDSH. Os gréficos processados foram tratados utilizando o programa Origin
8.0®.

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

Eletrodo de trabalix

Eletrodo \
AU —'_

Eletrodo de

« refordncia

Barra

magnétca

Fonte: ANDRADE, 2013

3.2.1 Procedimento de limpeza do eletrodo de carbono vitreo e eletrodo
de ouro

O eletrodo de carbono vitreo (BAS) passou por uma limpeza mecanica. Foi
polido com alumina (0,3 um) e lavado abundantemente com agua, antes de ser levado
ao ultrassom por 30 s em etanol P.A.

Apbs o procedimento de limpeza, foi realizado o teste com uma solugéo de
ferri/ferrocianeto de potassio em KCI 0,1 mol L, para verificar a area eletroativa do
eletrodo, bem como a eficiéncia do polimento. Em seguida, o eletrodo foi utilizado no
estudo eletroquimico de 6CN10, na presenga e auséncia de -CD e de interagdo com
PAMAM. Exceto nos estudos em que a superficie do eletrodo estava modificada, foi
necessario polir a superficie do eletrodo a cada nova varredura, pois a substancia

adere facilmente a superficie do eletrodo dificultando as leituras posteriores.
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O processo de limpeza da sua superficie do eletrodo de ouro realizou-se por
uma limpeza quimica, onde o eletrodo de ouro foi exposto a chama de um magcarico
até o rubor. Logo em seguida, o eletrodo foi imerso em cloroférmio a fim de se evitar

0 processo de oxidacao do Au.

3.2.2 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM mista de 3-CDSH + MUA

A metodologia utilizada no preparo da SAM foi realizada segundo CHOI et al.
(2005).

Depois de limpo, o eletrodo foi introduzido em uma solugdo contendo [-
CDSH:Fc-CO2H:MUA (2:2:1 m/m/m) em uma mistura dos solventes DMSO:EtOH:H20
(5:3:2 v/viv). Inicialmente, o eletrodo foi imerso numa solugcéo de B-CDSH dissolvida
em DMSO, desaerada com Nz sob agitagdo. Em seguida adicionou-se o Fc-CO2H
solubilizado em EtOH. O eletrodo permaneceu na solucdo por 1 hora para formacéo
do complexo entre Fc-CO2H e a cavidade da B-CDSH. Depois disso, a MUA e a agua
foram adicionadas, sendo novamente desaerada com N2. O eletrodo permaneceu em
repouso nessa solucdo por 24h. Antes dos experimentos voltamétricos os eletrodos

foram lavados abundantemente com EtOH e agua.

3.2.3 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM mista de PAMAM + MUA

A metodologia utilizada no preparo da SAM mista de PAMAM + MUA foi realizda
segundo Bustos et al (2008).

O eletrodo de ouro limpo foi imerso em uma solucdo metandlica de MUA a
1x103 mol L? a temperatura ambiente por 24h. Em seguida, o PAMAM de geracgéo 3
(PAMAM 3G) foi ligado quimicamente ao eletrodo de ouro funcionalizado, promovendo
a criacao de ligacdes amida do tipo NH(CO) entre o COOH terminais do MUA e grupos
amina (NHz) dos dendrimeros através da imersado do eletrodo em solu¢cdo metandlica
contendo 5x10° mol L' EDC (para promover a criacdo de ligacdes amida) e
21x10°mol Lt de PAMAM por 12h a temperatura ambiente. Antes dos experimentos

voltamétricos, os eletrodos foram lavados abundantemente com metanol.
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Figura 15 - Preparo da SAM de MUA + PAMAM 3G em superficie de ouro.
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Fonte: Adaptado de YAM et al., 2006

3.2.4 Eletrodo de Carbono Vitreo Modificado com Nanotubo de Carbono
(NTC)

1,0 mg de NTC foi suspenso em 1,0 mL de DMF e disperso no ultrassom por
2h antes de serem depositadas sobre a superficie de eletrodos de carbono vitreo.
Desta suspenséo foram utilizados 10 pL (adicionados 1 pL por vez) . O eletrodo foi
levado a estufa a 80°C por 10 min (a cada adicao), depois uma aliquota de 10 L de
PAMAM 3G foi adicionada na superficie do eletrodo modificado com NTC, e secada

sobre fluxo de gas N2 antes de seguir com a andlise.

3.2.5 Eletrodo de Caborno Vitreo Modificado com Gel de Quitosana e [3-
Ciclodextrina tiolada-Nano ouro (B-CD-SH-NanoAu)
500 mg de quitosona foi solubilizada em 15 mL de uma solucéo de acido acético

1 mol L* mais 1 mL de acido acético concentrado por cerca de 2h sob agitacdo
constante até formar um gel homogéneo. Em seguida o eletrodo de carbono vitreo
previamente limpo, foi mergulhado no gel por 2h sob refrigeracéo (4°C), e seco em
temperatura ambiente. Para finalizar a modificagcdo 20 uL da solugdo de B-CD-SH-
NanoAu (1mg de B-CD-SH-NanoAu em 1mL de tampé&o fosfato), foram adicionado na
superficie do eletrodo, 10 pL por vez seco sobre fluxo de gas N2 a cada adicéo.

3.3 Estudos por Eletrélise e extragcdo dos produtos eletrogerados

Nesse estudo o 6CN10 sera avaliado em auséncia e presenca de PAMAM 3G,
onde 0 mesmo sera reduzido até sua completa exaustao.

Os estudos foram realizados em uma meio misto composto por tampao fosfato
pH 7,03 e 30% de etanol P.A. Inicialmente uma pré-eletrolise foi feita apenas com a

solugcdo aquosa-etanodlica, com aplicacdo do potencial de reducdo do nitro durante
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600 s, ressaltando a importancia de agitar e desarear a solugcdo antes do
procedimento (por cerca de 10 minutos).

Posteriormente a substancia foi adicionada a uma concentracdo de
1,6x10° mol L a solucdo, novamente é fundamental agitar e desarear a solucéo
antes do procedimento (por cerca de 10 minutos) e durante toda eletrélise, ap6s os
10 minutos iniciou-se a analise com aplicacdo do mesmo potencial que na pré-
eletrolise, anota-se a carga inicial e segue o0 experimento até que a carga estabilize
ou atinja 10% do valor da carga inicial.

Esse experimento foi repetido dentro dos mesmos parametros, s6 que em
presenca de PAMAM numa concentragdo cerca de 2 vezes maior que a da substancia.

Ao final da eletrélise, os produtos eletrogerados foram extraido da solucéo, pela
adicao de 30 mL de éter, sendo 10 mL por vez adicionado a solu¢do aquosa e a cada
adicdo a fase organica era separada da fase aquosa com um auxilio de um funil de
separacao, ao final do processo a solu¢do aquosa anteriormente amarelada estava
limpida. O éter foi entdo extraido com evaporador a vacuo. O produto foi entédo
armazenado a 4°C até a analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massa. As amostras foram analisadas em um Cromatografo a gas (Thermo
Scientific/Tracel300) acoplado ao Espectrometro de Massas (Thermo Scientific/ISQ
Single Quadrupole) (GC/MS), na Central Analitica da Universidade Federal de

Pernambuco.

3.4 Estudos Espectroscopicos

3.4.1 Analise Espectroscopica dos Complexo 6CN10:3-CD

Uma solucdo aquosa etandlica (20% v/v) de 6CN10 (1,0x10* mol L) foi
preparada. Sete aliquotas de 5 mL dessa solucéo foram retiradas (para erlenmeyers)
e misturadas com quantidades apropriadas de B-CD para obter concentracdes de
5,0x10° a 7,0x10“ mol L™ de B-CD. A mistura foi agitada (170 rpm) por 2 horas, a
25°C. Aliquotas de 3 mL foram colocadas em cubetas de quartzo (10mm/3,5 mL) da
Agilent® para analise. Os valores de absorcdo foram medidos na faixa de
comprimento de onda de 202 a 467 nm (202, 290, 384 e 467 nm). Todas as analises
foram realizadas em um espectrémetro Shimadzu Multispec-1501 UV-VIS.



45

3.4.2 Preparacéo e Caracterizacdo do Complexo PAMAM:6CN10

Adaptando a metodologia descrita por Devarakonda e colaboradores (2007),
preparou-se o complexo PAMAM:6CN10

1,56 mg de 6CN10 foi dissolvido em 5mL de metanol em um baldo volumétrico,
resultando em solucéo estoque com concentracdo de 10 mol L1, a partir desta e da
solucdo de PAMAM 3G foram adicionados volume especificos para obtencdo de
solugcdes com proporcdes molares iniciais de PAMAM:6CN10 em 5 mL de metanol de
1:1, 1.5, 1:10, 1:20 e 1:32. As misturas reacionais foram agitadas (150 rpm) durante
24 h no escuro e em seguida evaporou-se a 40°C o metanol a vacuo. Aos precipitados
foram adicionados 5 mL de &gua deionizada. Posteriormente, esta suspensao foi
agitada (150 rpm) no escuro durante 24 h e o nitrocomposto 6CN10 ndo complexado
foi removido por filtragao utilizando filtros de acetato de celulose 0,2 ym (Minisart,
Sartorius Stedin) e, em seguida, a solucdo aquosa contendo o complexo
PAMAM:6CN10 congelada no freezer por 12h e liofilizado para remover a 4gua. O
produto foi solubilizado em metanol e analisado com um auxilio de um espectrémetro
Shimadzu Multispec-1501 UV-VIS em cubeta de quartzo (10mm/3,5 mL) da Agilent®,
que também foi usado para construcdo de uma curva de calibragcdo do 6CN10,
necessaria para determinar a quantidade de moléculas incorporadas.

3.4.3 Preparacgéao da curva de calibracéo

Para quantificacéo do nitrocomposto 6CN10 nas analises foram obtidas curvas
de calibracéo a partir de uma solucdo mée de 6CN10 em metanol na concentracdo de
1x102 mol L. Dando continuidade, sucessivas diluicdes foram realizadas, para a
construcdo das curvas de calibragdo, com concentragcbes variando entre
1x10% mol L~ ' a 1x10% mol L . Os espectros de absorcdo da 6CN10 no
espectrofotometro UV-Vis foram obtidos a 288 nm, utilizando como branco o sistema
de solventes. A metodologia utilizada para quantificacdo do nitrocomposto 6CN10 foi
desenvolvida e validada por Presmich e colaboradores em 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Comportamento eletroquimico do 6CN10

4.1.1 Processo de adsor¢cdo em superficie eletrédica

Por sua baixa solubilidade em agua, caracteristica comum a alguns
nitrocompostos (LIU et al. 2013; PEREZ-CRUZ et al., 2009), os estudos de 6CN10 por
voltametria ciclica em meio protico (perfil em meio apraotico foi avaliado em trabalhos
anteriores) foram realizados em tampao fosfato, pH 7,03 contendo 10% de etanol para
promover a solubilidade do composto. Na Figura 17, observa-se o perfil voltamétrico
de 6CN10 (10“ mol/L) em meio aquoso-etandlico. Os voltamogramas ciclicos
apresentaram um sistema de natureza irreversivel, Epc: (onda 1) em -0,45V e um
sistema reversivel, com Epc2 (onda 1a) em - 0,04V e Epcsz (onda 1b) em:- 0,07V a
100mV/s, que referem-se conforme as equacgfes abaixo (Figura 16) a reducdo do
grupo nitro presente no 6CN10 envolvendo 4elétrons/4prétons com a geracdo da
hidroxilamina que apds oxidacdo produz o sistema reversivel hidroxilamina /nitroso

observado na segunda varredura.
Figura 16 — Reacdes de oxirredug&o do 6CN10.
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Figura 17 - VC do 6CN10 em meio aquoso-etandlico, eletrodo de carbono vitreo, v = 100

mV st

Onda 1a

<E:L Onda 1b
L 2r
C
e sp
3
4l —— B6CN10
—— B6CN10
Sr —— 6CN10 ciclo 2
_6 1 onda 2 1 1 1 1 1 ]
-1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2

E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora, 2017

Resultados semelhantes foram descritos por MOSCOSO et al. (2011) para o
processo de reducdo do nitrendipino e por TONIN et al. (2009) ao estudar o perfil
eletroquimico do benzonidazol, destacando ainda o processo de reducdo do grupo
nitro para a formacdo da hidroxilamina como um dos principais responsaveis pelo
aumento da atividade tripanossomicida do farmaco.

Como ja mencionado, este estudo foi realizado em uma célula eletroquimica na
presenca de gas argbnio, com a finalidade de eliminar o oxigénio do meio. Neste caso
o valor de Epc: (—0,45V) é mais um fator que sugere que o composto em estudo pode
ser biologicamente ativo, jA que microorganismos anaerébios em seus sistemas
enzimaticos conseguem reduzir nitrocompostos em valores préximos a -0,5 V. A
diferenca de potencial de reducgé&o entre os diversos nitrocompostos resulta numa base
importante para o entendimento da toxicidade seletiva para os microrganismos.
Adicionalmente, a ativagdo redutiva em anaerdébios somente € possivel em intervalo
limitado de potencial de certos sistemas enziméaticos, o0 que comprova a seletividade
de alguns compostos (PAULAI;, SERRANO; TAVARES, 2009). Os valores dos
potenciais de reducéo de alguns nitrocompostos podem ser observados na Figura 18
O potencial de reducdo do grupo nitro de 6CN10 esta dentro da faixa Otima para
compostos nitrobenzeno (classe a qual pertence) com atividade bioldgica, inclusive

geradoras de espécies oxigenadas reativas (Figura 18).
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Figura 18 - Intervalo de variacdo do potencial de reducéo dos nitrocompostos e do oxigénio.
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Fonte: TAVARES et al., 1999

A onda 2 em potenciais mais negativos (Epc2 = - 1,0 V), refere-se a reducao
irreversivel do grupo C=N-. Este Ultimo processo de reducdo demonstrou-se
independente do processo de reducao do grupo nitro, garantindo a reversibilidade do

sistema.

4.2 Estudos de encapsulagao com B-CD

4.2.1 Avaliagao da interagdo de 6CN10 com B-CD em solucéo

Como j& citado anteriormente, a B-ciclodextrina tem como importante
propriedade a formacao de complexos por inclusdo com moléculas organicas, sendo
entdo estudada sua capacidade de interagir com 6CN10 em meio tamponado (pH
7,03).

Neste experimento eletroquimico, o 6CN10 (10- 4 mol/L) foi adicionado sélido
ao tampdo sem o co solvente etanol (Figura 19) e como esperado, por conta da
baixissima solubilidade do composto no meio, néo fora observado qualquer pico de
reducdo e ou oxidagao. Entretanto, com adicdes definidas de B-ciclodextrina, também
no estado solido, os picos de reducéo da substancia foram observados, demonstrando
0 processo de transferéncia de fase, que também foi observado pela mudanca de cor
da solucéo, sugerindo a interacdo do composto com B-ciclodextrina (Figura 20) . A
altura dos picos aumentaram tanto em funcao do tempo de contato e agitacdo quanto
em funcdo do aumento da concentracdo de ciclodextrina (Figura 21).



49

Figura 19 - 6CN10 sem o co-solvente em solugdo de tampé&o fosfato pH 7,03.

Fonte: Autora, 2017

Figura 20 - Solugao de tampéao fosfato com 6CN10 apds encapsulagao por B-ciclodextrina.

Fonte: Autora, 2017
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Figura 21 - VC do 6CN10 na auséncia e presenca de B-ciclodextrina em diferentes

concentracdes (5x10* a 5x102 mol L?).
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Em seus estudos LIU et al. (2013) e PEREZ-CRUZ et al. (2009), obtiveram

resultados semelhantes ao avaliar a capacidade das B-CDs de encapsular
nitrocompostos. Segundo eles o deslocamento do pico de redu¢éo do grupo nitro para
potenciais mais negativos, também sugere o processo de interacdo, pois a p-CD
dificulta o processo de reducdo. O deslocamento de pico observado na presenca [3-
CD é atribuido a mudanca no ambiente do grupo nitro quando inserido dentro da
cavidade B-CD, levando a estabilizacdo da porc¢éo nitro e tornando-o mais dificil sua
reducdo, provavelmente é devido a esse fato também que ocorre a perda da
reversibilidade do composto, uma vez na cavidade da B-CD o comportamento
eletroquimico de oxidacao do nitro é dificultado (SRINIVASAN; STALIN; SIVAKUMAR,;
2012) uma vez que seu produto da redugao passa a ser mais estavel no interior da 3-
CD. Como mencionado anteriormente a atividade biolégica de um nitro derivado pode
estar ligada ao anion nitro radical gerado apdés a reducdo ou ao seu derivado
hidroxilaminico, o comportamento apresentado no voltamograma da figura 21, mostra
que o sistema de interagédo 3-CD:6CN10 é favoravel, principalmente se a molécula for
pensada como um pro-farmaco cuja a espécie ativa gerada apos biorreducéo
enzimatica estaria mais estavel (&nion nitro radical). Porém se o derivado

hidroxilaminico estiver ligado em parte com o mecanismo de acdo este podera ser
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afetado, contudo é possivel que as interagdes (Van der Waals) da molécula com a 3-
CD, possam ser quebradas, liberando o farmaco para completa biorreducéo
enzimatica.

Outro estudo eletroquimico de encapsulagéo também foi realizado. Novamente
0 6CN10 (10 mol/L) foi adicionado sélido em solucdo tampdo sem o co-solvente
etanol, apresentando o0 mesmo comportamento descrito anteriormente. Desta vez
uma Unica concentragdo de B-ciclodextrina (10 mol/L), foi adicionada em solucéo e
seu comportamento observado apos agitacdo constante em intervalos de 30 minutos,
onde foi possivel verificar que depois de 60 minutos o pico catddico correspondente a
reducdo de 6CN10 comeca a diminuir até desaparecer completamente (Figura 22).
Segundo LIU et al. (2013), uma provavel justificativa € que a B-ciclodextrina apds esse
tempo comeca a encapsular também o grupo eletroativo responsavel pelo sinal
eletroquimico da substancia estudada, ou um bloqueio da condutividade elétrica do
eletrodo pela B-CD, ou até uma possivel instabilidade do composto em soluc¢ao.

Figura 22 - VC do 6CN10 na presenca de [-ciclodextrina em func&o do tempo.
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Fonte: Autora, 2017
4.2.2 Eletrodo de carbono vitreo modificado com gel de quitosana+ [3-
CDSH-NanoAu
As nanoparticulas sdo sistemas estaveis que podem se adequar a outras
moléculas para melhorar sua eficacia, liberagcdo no alvo de acdo e até mesmo a
biodisponibilidade de farmaco pouco sollveis. Entre essas hanoparticulas, a literatura

traz exemplo de associagdo de B-CD com nanoAu como uma forma de construir
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biossensores mais seletivos e sensiveis (CHALLA et al., 2005; ZUO et al., 2008).
Diante disso, estudos preliminares foram realizados como o0 6CN10 frente a 3-CDSH-
NanoAu imobilizada numa matriz de gel de quitosona, um biopolimero muito
empregado na eletroquimica como suporte para outras moléculas na superficie do
eletrodo, que ndo apresenta sinal redox, mas que apresentam algumas propriedades
antimicrobianas que podem corroborar em futuras aplicagfes clinicas (DASH et al.,
2011; Liu et al., 2011).

Na figura 23, observa-se o comportamento eletroquimico do 6CN10 em
presenca de B-CDSH-NanoAu, variando a concentracdo de 10%a 2,1x10 mol Lt em
tampao fosfato, mostrando que a interacdo ocorre proporcionalmente, onde a
intensidade de corrente de pico catddico aumenta conforme a concentracao do 6CN10
do meio. Nota-se exceto pra ultima concentracdo avaliada de 6CN10, o
comportamento de perda de reversibilidade.

Figura 23 — VC registado em eletrodo de carbono vitreo modificado com gel de quitosana [3-

CDSH-NanoAu, em solugdo de tampéao fosfato pH 7,03 em diferentes concentracdes do
6CN10(10°%a 2,1x10* mol L1).
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Fonte: Autora, 2017
Apesar de preliminar o estudo comprova a possibilidade de associacao de

nanoparticulas a B-CDSH, para obtencédo de resultados satisfatérios quando se deseja

observar a formacao do complexo entre 3-CD e o analito em estudo.
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4.2.3 Eletrodo de ouro modificado com a formacéo da SAM de B-CDSH +
MUA

Eleamen e colaboradores (2016) em estudo recentemente publicado
mostraram a interacdo, a formac&o do complexo e o aumento da solubilidade em cerca
de 29 vezes do 6CN10 com ciclodextrina do tipo 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina
através de técnicas como de andlise térmica, infravermelho e microscopia de
varredura. Os resultados apresentados até aqui também sugerem essa interacao,
porém de maneira qualitativa. Para obter resultados em grau quantitativo, utilizou-se
uma SAM de B-CDSH, para avaliar o sistema proposto.

A Figura 24 mostra o voltamograma ciclico de Ks[Fe(CN)s] e Fc-CO2H em
eletrodo de ouro modificado com camada mista de B-CDSH + MUA em NazSOa4
0,2 mol L-1. A molécula de Fc-CO2zH, devido ao seu tamanho, pode entrar na cavidade
da B-CD e sofrer transferéncia de elétrons (BOLLO et al., 2003). Como mostrado na
Figura 24, a camada mista ndo promove a supressdo do processo redox do acido
ferrocenocarboxilico; por outro lado, ndo apresenta nenhum pico referente ao par
redox para o ferricianeto de potassio. Esse comportamento € esperado para o
ferricianeto, porque seu tamanho é maior do que a cavidade da (-CD e, assim, o
acesso da sonda ao eletrodo de ouro é eficazmente bloqueado pela monocamada
mista (BOLLO et al., 2003; DAMOS et al., 2007), o que comprovada a formacao
eficiente da monocamada.

Figura 24 - Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)e] (a), Fc-CO2H (b) em eletrodo de ouro
modificado com B-CDSH + MUA. Na,SO. 0,2 mol L-! como eletrélito suporte a 0,01 V s™.
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Fonte: Autora, 2017
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Foi possivel construir uma curva de calibragdo para o complexo 6CN10:3-CD
em SAM de 3-CDSH + MUA utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial
para a faixa de concentracdo de 10°® mol L*a 10 mol L (Figura 25) pela adicéo de
aliquotas sucessivas de 6CN10 em solugcdo de Na2SO4 0,2 mol L. As varreduras

foram realizadas na velocidade de 0,05 V s na faixa de 0,2 a-1,0 V.

Figura 25 - VPD registado em solugéo de Na,SO4 a 0,2 mol L't em diferentes concentracdes
do 6CN10 (10° mol L' a 10* mol L) em eletrodo de Au modificado com B-CDSH+MUA.
Insercao: determinacéo de constante de equilibrio entre 6CN10:3-CD.
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Fonte: Autora, 2017
Nos voltamogramas de pulso diferencial (Figura 25), observou-se que o

aumento da concentracdo de 6CN10 induz um deslocamento do potencial de pico
catdédico para valores mais negativos. Tendo a corrente de pico catodico, foi possivel
determinar a constante de formacao (Kr) do 6CN10 na SAM, utilizando uma derivacao

da isoterma de Langmuir como mostrado na Equacéo 8:

[6CN10Jo _ _ 1 +[6CN10]0

I KImax Imax

onde [6CN10]o é a concentracdo da espécie eletroativa, | € a corrente de pico medida

Eq. 8

para cada concentracdo da molécula de 6CN10, Imax € a corrente de pico méaxima, e
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K é a constante de formagao da molécula de 6CN10 com B-CD ancorada na superficie
do eletrodo (MAEDA et al., 1997; DAMOS et al., 2007; FERREIRA et al., 2010).

A constante de formacéo (Kr) entre 6CN10 e 3-CD foi calculada através da
inclinacdo da reta mostrada na inserg¢ao do “b” (Figura 25), sendo o coeficiente angular
da equacéo da reta, e “a” valor do termo independente obtido por extrapolacao da reta
Y=a + bx. De posse do valor de b, calcula-se o valor de Imax pela equacéo apresentada
e, em seguida, com os valores de a e Imax obteve-se um valor de 3,3 x 10° mol L !
para a constante de formacao, que apresenta uma ordem de grandeza considerada
significativa e até 10 vezes maior quando comparada com a outros estudos que
usaram essa metodologia com diferentes substancias ativas (FEREIRA et al., 2010;
FUKUDA; MAEDA,; KITANO, 1999).

A partir da curva construida foi possivel calcular os limites de deteccédo (LD) e
quantificacdo (LQ) para 6CN10 em eletrodo de ouro B-CDSH + MUA. Sabe-se que
limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicdes
experimentais estabelecidas, e portanto, com a aplicacao da equacéo 5 o valor obtido
foi de 1,83x10°6 mol L.

3s,
b

Ja o limite de quantificacdo por sua vez, € a menor quantidade do analito em

LD =

Eqg.5

uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condi¢cBes experimentais estabelecidas. Para a obtencéo do LQ aplicou-se a equacéo
6 resultando no valor de 6,1x10® mol L.
LQ=-10Ss EqQ.6
b
onde em ambos 0s casos Sg € 0 desvio padrdao médio e o b o valor do coeficiente

angular da curva analitica.

4.2.4 Determinacao espectrofotométrica da constante de formacgéao
aparente do complexo 3-CD:6N10
A espectroscopia por UV-Vis também foi utilizada para a identificagdo da
formacao de complexo de inclusdo como o caso que estudamos. Nao se trata de uma
técnica tdo sensivel como a voltametria de pulso diferencial, mas seus resultados
contribuem para um melhor entendimento de formagdo do complexo e até mesmo

valida os estudos eletroquimicos, quando estes mostram perfil semelhante.
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A formagéo do complexo de inclusdo em de 6CN10 com 3-CD em meio aquoso-
etanolico (5% de etanol) foi realizado mantendo-se fixa a concentracdo de 6CN10 em
10° mol L e variando a concentragédo de B-CD de 5x10®a 5x10 mol L. Aplicando
a equacao de Benesi-Hildebrand (Equagio 7) (HERNANDEZ-BENITO et al., 1999) foi
possivel calcular as constantes de dissociacdo Ko e formacdo Kr = 1/Kp para o

complexo estudado:

[C][Slo _ Kp

+ 9 Eq7

AA | Ae | Ae

em que: [C] refere-se a concentracao de 3-CD; [S]o a concentrag&o inicial do substrato;
Ko € a constante de dissociacdo do complexo; Ae corresponde a variagdo da
absortividade molar e AA é a variacdo da absorbancia.

Tracando o grafico dos valores de [C] [S]0 / AA versus [C] foi possivel encontrar
uma linha reta. O quociente entre os valores do intercepto do eixo y e da inclinacao
fornece o valor de KD. A Figura 26 mostra os resultados em ajustamentos a equacgao
Benesi-Hildebrand em varios comprimentos de onda entre 200 a 463nm, com um
tempo de contato de 2h. O equilibrio da formacéo do complexo de 6CN10:3-CD pode
ser escrita como a equacao 8:

6CN10 + B —CD S 6CN10:f—CD  Eq.8

Figura 26 - Determinagdo da constante de equilibrio do complexo 6CN10:3-CD de acordo
com a equacéo Benesi - Hildebrand em diferentes comprimentos de onda. [6CN10] = 10-° mol
L (5% v/ v de EtOH); [B-CD] = 5,0x10® - 5x10* mol L*. Tempo de contato de 2h.
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Fonte: Autora,2017.
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A constantes de dissociacdo aparente e a de formacé&o obtidas a partir dessas
curvas, encontram-se na Tabela 2. Para os seis comprimentos de onda houve uma
variacédo na ordem de grandeza da constate de 10%a 10°, tendo como valor médio de
Kr = 7,92 x 10 mol L.

Tabela 2 - As constantes de dissociagdo e de formagéo de complexos 6CN10: 3-CD apés 2 h de

contato obtidas a partir da equacao Benesi-Hildebrand.

Anm 2h
Kp/mol L Ke/L mol? R

200 8,43x106 1,19x10° 0,99653
242 3,72x10° 2,69x104 0,97538
292 3x10° 3,34x104 0,98675
341 3x10° 3,32x104 0,97918
388 2,73x10°% 3,67x104 0,98545
463 4,43x10¢ 2,26x10°5 0,99922

Fonte: Autora, 2017
Ferreira e colaboradores (2010) estudaram a complexacdo de mangiferina com

B-CD com uma estequiometria de 1:1 e o valor médio encontrado de Kr foi de 1,6x10°
L molt. Em outro estudo realizado por Alvarez-Parrilla et al. (2005) a complexacéo de
quercetina com B-CD apresentou uma estequiometria de 1:1 e encontraram uma
constante de Kr del,3x10° L mol 1. Segundo os estudos realizados por Eleamen e
colaboradores o complexo com estequiometria 1:1 entre 6CN10 e ciclodextrina seria
mais estavel que numa relacdo 1:2. Logo comparando os dados obtidos com outros
estudos a Kr obtida para o complexo 6CN10:3-CD apresentou uma ordem de
grandeza intermediaria entre os exemplos citados.

As diferencas entre os valores obtidos por espectrofotometria e eletroquimica,
apresentam uma variagao cerca de 10 vezes maior por eletroquimica (VPD), que pode
ser justificada por diferencas nas condicfes experimentais, por maior sensibilidade da
técnica e por algum impedimento espacial relacionado a superficie do eletrodo de ouro
(FERREIRA et al., 2010; FUKUDA; MAEDA; KITANO, 1999).

4.3 Estudos de encapsulacdao com PAMAM 3G
Os dendrimeros surgiram como uma alternativa de agente encapsulante que

mostraram resultados bastante promissores (PAEZ et al., 2009; BEGUM et al., 2016).
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Os espacos vazios entre suas ramificacdes e regides altamente hidrofébicas, propde
realizar interacdes do tipo hospede-hospedeiro assim como as ciclodextrinas e por
isso foram também selecionados para avaliar seu poder de solubilizacao frente ao
6CN10 e de certa forma compara-lo como os resultados até entdo obtidos para B-CD.

Como ja foi elucidado, dentre os dendrimeros disponiveis no mercado o
PAMAM é o mais utilizado e consequente, ja se tem mais estudado quanto a fatores
interferentes, toxicidade, associacdo com nanoparticulas, dentre outros (QIAN;
YANG, 2006; WANG et al., 2008; MANDAAN et al.,, 2013; ATZORI et al., 2013;
BEGUM et al., 2016). Estudos prévios mostram que o entre as geracbes de PAMAM
avaliadas (G1 a G4), o de 32 geracao obtive os melhores resultados e por isso foi
escolhido para dar continuidade aos experimentos, além do fato de que a partir da 42

geracdo o PAMAM ja dispde de uma consideravel toxicidade.

4.3.1 Interagcdo 6CN10:PAMAM 3G em eletrodo de carbono vitreo
modificado com NTC e PAMAM 3G na superficie
Um sensor de NTC foi produzido para realizacao dos estudos, de modo a servir
de suporte para PAMAM 3G na superficie do eletrodo. A literatura ja relata a eficiéncia
na associacdo de NTC e PAMAM (ZENG et al., 2007; ZHU et al., 2009; WU et al.,
2016), que se caracteriza por interacdes de van der Waals entre a superficie do NTC
e as terminagdes amino do PAMAM, acontecendo de maneira ainda mais forte na
superficie eletrolitica do carbono vitreo e do ouro (VIJAYARAGHAVAN; STEVESON,
2007). O procedimento utilizado neste trabalho (descrito na metodologia), vem sendo
empregado como uma forma de evitar a modificacdo do PAMAM ou até mesmo o
NTC, pois tais modificagbes poderiam alterar propriedades dos mesmos
(VASUMATHI et al 2013; HERRERO et al 2010), o que a principio ndo seria
interessante para realizacdo das analises. O emprego dessa metodologia permite a
producdo de uma modificacdo bastante dispersar e visualmente uniforme na
superficie do eletrodo (HERRERO et al, 2010; VIJAYARAGHAVAN; STEVESON,
2007)
Inicialmente  foi possivel observar a influéncia do tempo na
formacdaol/identificacdo dessa interacado por eletroquimica em eletrodo de carbono
vitreo modificado como NTC e PAMAM 3G, em tampéao fosfato com 10% de etanol. O

6CN10 foi adicionado a uma concentracdo de 10° mol L!, numa atmosfera de gas
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inerte e seu comportamento foi avaliado em intervalos de tempo determinados

conforme a figura 27.

Figura 27 - VC do 6CN10 em meio aquoso Tampao Fosfato pH 7,03, em eletrodo de carbono

vitreo modificado com NTC e PAMAM, em funcé&o do tempo.
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——— NTC+PAMAM+6CN10_T6_1h45min
—— NTC+PAMAM+6CN10_T7_2h

—— NTC+PAMAM+6CN10_T8_2h15min
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Fonte: Autora, 2017
O VC mostra que foi necesséario um tempo de interacdo minimo de 30 minutos

para que o sinal da reducao do nitro pudesse ser claramente visualizado no potencial
em torno de 0,4 V, esse passou a ser o tempo padrao utilizado durante os demais
procedimentos.

O préximo passo foi determinar a constante de interacéo entre o PAMAM 3G e
0 6CN10, ainda com eletrodo modificado com NTC e PAMAM 3G em sua superficie,
aliquotas do nitro foram adicionadas a uma solu¢do aguosa-etanolico no volume de
10 mL, de modo que sua concentracédo variou entre 3x10¢ a 10°° mol L1, em um
ambiente cercado por gas inerte, tendo o intervalo de 30 minutos entre a adicéo e
andlise, ficando sobre agitacdo constante nesse periodo anterior a corrida
eletroquimica.

Os resultados sdo mostrados na figura 28 onde € identificado um crescimento
da onda de redugé&o do nitro conforme o aumento da concentragdo do mesmo, além

de um leve deslocamento em seu potencial de reducéo.
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Figura 28 - VC do 6CN10 em diferentes concentracdes (3x10° mol L-* até 10 mol L 1), em
meio aquoso Tampéo Fosfato pH 7,03, em eletrodo de carbono vitreo modificado com NTC e
PAMAM. Insercao: Determinacdo da constante de equilibrio da Nitro:PAMAM.
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Fonte: Autora,2017
A partir dos valores de corrente de pico foi possivel novamente utilizando uma

derivacao da isoterma de Langmuir mostrada na equacédo 8, determinar a constante
de formacéo do complexo (Kr) (MAEDA et al., 1997; DAMOS et al., 2007; FERREIRA
et al., 2010). Através da inclina¢cdo da reta (Figura 28) a constate foi obtida com valor
de 5,61x10°M-*. Uma constante de formagéo com boa ordem de grandeza, indica uma
forte interacdo e tendéncia de formacdo do complexo 6CN10:PAMAM 3G.

Utilizando essa condicdo, também, foram determinados os LD e LQ, conforme
as equacoes ja descritas (Eg. 5 e Eq. 6), como valores de 1,49x10° e 4,96x10°¢ mol
L respectivamente.

Comparando os resultados do eletrodo de Au-B-CDSH-MUA como o de NTC-
PAMAM 3G, mesmo que sutil, a diferenca entre as constantes mostra uma maior
afinidade do 6CN10 pelo PAMAM que pela 3-CD, e também é evidenciada pelo menor
LD e LQ em presenca de PAMAM. Devarakonda e colaboradores (2004) em seu
trabalho que avalia a solubilizacdo do farmaco nitroderivado nifedipina com PAMAM

os resultados também mostram uma resposta melhor do nitro em presenca PAMAM
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em comparacao a ciclodextrina, quando avaliado em um complexo de estequiometria
1:1.

Ao observar atentamente os voltamogramas anteriores para o PAMAM,
constatou-se 0 aparecimento de novos picos (ou ombros) de reducdo para o
composto, se diferenciando do que normalmente um nitro derivado apresenta em meio
prético e com perfil mostrado em presenca de ciclodextrina. Para confirmar tal
comportamento novos experimentos foram realizados, agora avaliando o
comportamento do 6CN10 com concentracdes entre 10° a 1,4x103 mol L?, os

resultados podem ser visto na figura 29.

Figura 29 - VC do 6CN10 em diferentes concentracdes (10° mol L ! até 1,4x10° mol L'?), em
meio aquoso Tampao Fosfato pH 7,03, em eletrodo de carbono vitreo modificado com NTC e
PAMAM.
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Fonte: Autora, 2017.

Como ja mencionado o processo de redugdo do grupo nitro até a geracdo da
hidroxilamina correspondente, envolve 4 protons e 4 elétrons, é uma reacao
relativamente rapida mas com outros intermediarios envolvidos (Figura 30), a hipétese
para o comportamento apresentado pelo 6CN10 em presenca de PAMAM, é que
esses intermediarios possam estar sendo estabilizados através de ligacdes com as
regibes do PAMAM e por isso sejam passiveis de identificacdo por eletroquimica. O
poder de estabilizacdo de moléculas pelo PAMAM ja foi descrito na literatura (BEGUM
et al., 2016), tornando plausivel tal situacdo, como modo confirmatério, realizou-se a

eletrolise do 6CN10 em presenca e auséncia de PAMAM conforme descrito na
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metodologia. Os produtos eletrogerados foram extraidos e submetidos a analise
cromatografica gasosa acoplada a espectroscopia de massa, na Central Analitica da

UFPE, gerando os cromatogramas representados na figura 31.

Figura 30 - Reacgdes envolvidas na reducdo de um derivado nitro.

- R . le" HF, -H,0 2e7, 2 HY 2e7, 2H*-H,0
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RNOZH ' +2e- +2Ht
RNO, RN:;GR — = RN=NR +H,0

azoxi azo

+2¢°

+2H*

RNHNHR

Figura 31 — Cromatogramas gasoso dos produtos eletrogerados da reducdo do 6CN10 (a) e
do 6CN10 em associagdo com PAMAM 3G (b).
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Avaliando os espectros de massa, que encontram-se em Anexo, para o0s dois
picos identificados no cromatograma “a” e os oito do cromatograma “b”, verificamos
inicialmente que ambos apresentam dois picos bastante semelhantes com os tempos
de retencdo aproximados de 14 e 29 min. Onde esse primeiro provavelmente é de um
derivado do 6CN10 produzido apds sua eletrolise e o segundo (em + 29 min) refere-
se ao proprio 6CN10. Os demais picos do cromatograma “b” representam fragmentos
do PAMAM 3G.

Observando ambos os cromatogramas, nota-se que em presenca de PAMAM
a reducao do 6CN10 é dificultada, isto pela grande diferenca na propor¢ao dos picos
referentes ao produto de reducdo e do proprio 6CN10 nos cromatogramas, o que
indica a estabilizacdo do 6CN10 pelo PAMAM. O que corrobora com os dados dos
voltamogramas ciclicos da figura 29, na pagina 61, uma vez mais estavel a reducéo
do nitro passa a ser mais dificultada e ocorrer em potenciais mais negativos. Como
PAMAM pode interagir com o 6CN10 de diferentes maneiras e em diferentes locais
(como sera mostrado no ponto 4.3.3), os picos observados em potencial mais
negativos (+ -0,8V e £ -0,6V) seriam referentes a diferentes complexos formados entre
0 6CN10 e PAMAM 3G, onde o primeiro pico em * 0,4V representa a reducéo do
6CN10 que nao interagiu com PAMAM 3G. Logo o comportamento estabilizador do
PAMAM ocorre sobre a prépria molécula 6CN10 e ndo sobre os seus produtos de

reducdo como foi sugerido anteriormente.
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4.3.2 Interagdo 6CN10:PAMAM em eletrodo de ouro modificado com MUA
e PAMAM 3G

Dentro da perspectiva adotada pelo método de Benesi—Hildebrand (e
derivacdo), a formacédo de um complexo é avaliada numa relacdo 1:1 ou 1:2 (YANG
et al., 2000; WANG,; YU, 2007; KADAR et al, 2005; FERREIRA et al., 2010), mas como
observamos nos dados da Tabela 1, o PAMAM 3G tem s6 em sua extremidade, 32
grupos aminos disponiveis; pressupfe-se entdo que a estequiometria de formacéao
do complexo com o PAMAM envolve mais de uma molécula do composto associada
a ele para cada mol do PAMAM, surgiu entdo a necessidade de buscar uma
metodologia alternativa que levasse em considerag&o todos esses pontos, para assim
determinar uma constante de formacéo do complexo mais proxima das caracteristicas
do PAMAM.

Bustos e colaboradores (2008), em seu trabalho acoplou na superficie do
eletrodo de ouro o PAMAM, por intermédio da molécula de MUA que fez a ligacédo
entre a superficie do ouro e o PAMAM, garantindo sua imobilizacdo, com maiores
possibilidades de sitio ativos disponiveis, visto que boa parte de suas aminas
terminais ficam livres, acreditando-se que dessa forma teriamos uma melhor
proximidade com a realidade, a metodologia foi entdo empregada.

O eletrodo Au/MUA/PAMAM 3G foi avaliado em meio aguoso-etandélico (10%
de etanol), como diferentes concentraces de 6CN10 (7x10°® a 5x10“ mol L1),
buscando determinar o numero de sitios ativos no PAMAM 3G e a constante de

equilibrio entre 6CN10 e o referido dendrimeros (Figura 32).
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Figura 32 - Voltamograma ciclico para o 6CN10 em diferentes concentracdes (7x10° a 5x10-
4 mol L'*) com eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G3. Tampéo Fosfato pH 7,03,
10% de etanol v/v, v=10,05V s™.

——6CN10 a 7x10°

6CN10 a 3x10°
——6CN10 a 5x10°
—— 6CN10 a 3x10™
—— 6CN10 a 5x10™

Corrente (uA)
N

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

E /V vs Ag|AgCI|CI™ sat

Fonte: Autora, 2017

A mudanca na metodologia, leva a interpretacédo do VC de maneira que o perfil
apresentado seria da substancia livre e complexada, como mostram outros estudos
(BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al, 2011), sendo o pico referente a substancia
livre localizado em torno de -0,4 V e da mesma complexada em cerca de -0,78 V,
observa-se também que em determinado momento o pico a substancia livre
desaparece, indicando a total complexacao das moléculas de 6CN10 disponiveis pelo
PAMAM 3G.

Quando o experimento foi repetido nas mesmas condicdes exceto pela
modificacdo do eletrodo de Au que nao foi realizada e o PAMAM que foi adicionado a
solucéo (Figura 33), observou-se que o sinal eletroquimico do 6CN10 s6 foi verificado
a partir da concentracéo 3x10° mol L"* e que ndo houve uma separacéo dos dois picos
como observado na figura 32, evidenciando uma maior sensibilidade do sensor
empregado na figura 32 e a necessidade de utiliza-lo para obtencédo de dados mais

confiaveis para o calculo da constante.
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Figura 33 - Voltamograma ciclico para o 6CN10 em diferentes concentracdes (7x10° a 5x10-
4 mol L'Y) com eletrodo de ouro e PAMAM G3 em solucdo. Tampéao Fosfato pH 7,03, 10% de
etanol, v=10,05V s™.

— Branco
— PAMAM

6CN10 a 7x10°
—— 6CN10 a 3x10°
—— BCN10 a 5x10°
2 6CN10 a 3x10™
—— 6CN10 a 5x10™

Corrente (uA)

E /V vs Ag|AgCI|CI” sat

A vinculacdo do numero de moléculas de ligantes associadas por 1 mol de
receptor e a concentracdo da substancia adicionada no meio apresenta um carater
hiperbolico (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al, 2011):

1 kn[6CN10]
I =m Eq. 9
sendo Al, é a diferenga entre os valores de corrente (lr-Im) gerada pela reducéo do
6CN10 em diferentes concentracdes, (Ir) a corrente referente a substancia
complexada e (Im) a corrente referente a substancia livre, n € o numero de sitios ativos
em que a droga pode se ligar no dendrimero, K a constante de equilibrio do complexo
formado e [6CN10], a concentracdo do 6CN10.

Para melhor analisar os resultados é necessario linearizar a equacao anterior,
gue resulta num sistema duplamente inversamente proporcional descrita como
equacdo de Scatchar-Klotz (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al, 2011;
SCATCHARD, 1949):

L =1—+1 Eq. 10
Al K[6CN10] n
Os dados experimentais levaram a obtenc¢&o da reta mostrada na figura 34, como

sua respectiva equacgédo da reta e valor de R?, além do nimero de sitio ativos n para
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o PAMAM 3G na condicdo apresentada e da constante de equilibrio do complexo
formado 6CN10:PAMAM 3G

Figura 34 - Curva analitica gerada através dos valores de concentracéo e corrente da 6CN10
com eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G3. Tampao Fosfato pH 7,03, 5% de

etanol, v=0,05V s™.

6CN10
020 y=0,1481+6,85174*10"x
R*= 0,98669
019+ n=6,75
K.=2,16*10°
0,18 |
jé 0,17 |
0,16 |
0,15 |
0,14 L 1 1 1 1 L L |

0 10500 21000 31500 42000 52500 63000 73500
1/mol

Fonte: Autora, 2017.
Dentre as trés constantes apresentas esta Ultima apresenta um menor valor, tal

comportamento pode ser associado ao baixo numero de sitios ativos, obtidos por essa
metodologia, disponiveis para complexacao, contudo tal resultado ndo descarta a
possibilidade do uso do PAMAM 3G como agente encapsulante, pois todas as
constantes encontram dentro da ordem de grandeza de 10° valor que indica uma forte

intencao a formacgéo do complexo.

4.3.3 Estudos espectroscopicos de formacao do complexo de
6CN10:PAMAM 3G
Assim como para ciclodextrina os métodos espectroscopicos ja foram relatados
como uma forma de comprovar a formacdo do complexo entre um farmaco e o
dendrimero, possibilitando a caracterizacdo desse complexo, determinado o nimero
de moléculas incorporadas ao dendrimero em solucdo metanolica (DEVARAKONDA
et al 2007; KLEINMAN et al., 2000; KOLHE et al., 2003; MUSTAFA, 2015).
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Figura 35 - Estudo espectroscépico, para caracterizacdo do complexo entre 0 6CN10 em
diferentes concentragdes (1x10° mol L * a 4x10° mol L") com PAMAM 3G (10°mol L %).

40r —— PAMAM 3G
——6CN10
351 Complexo 1:1
—— Complexo 1:5
3.0 —— Complexo 1:10
Complexo 1:20
251 Complexo 1:32

Absorbancia

200 250 300 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autora, 2017

Tomando como base a curva de calibracdo do 6CN10 em metanol (Figura 36)
no comprimento de onda 288 nm, que gerou uma reta com valor de Rz de 0,99 e
coeficiente angular de 0,00555 e linear de 0,00674, calculou-se o numero de
moléculas incorporadas em cada mol de PAMAM 3G para os complexos
estabelecidos, visto na Tabela 3: O calculo foi feito como mencionado, a partir da
equacao da reta da curva de calibragao, com “y” € o valor da absorbancia e “xX” a
concentracdo da substancia, entdo aplica-se os valores da absorbancia pra cada
complexo formado para obtencdo das respectivas concentracbes da substancia,
esses valores sdo entdo multiplicados pelo volume (5 mL) e como resultado encontra-
se 0 numero de mols de 6CN10 no complexo, que em seguida foi divido pelo nimero
de mols de dendrimero PAMAM 3G, para assim determinar o nimero de moléculas

incorporadas.
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Figura 36 - Curva de calibracdo do 6CN10 em diferentes concentracdes (1x10-6 mol L até

1x10* mol L 1), em metanol, versus as absorbancias 288nm.
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05}
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'S 04
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0 20 40 60 80 100
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Fonte: Autora, 2017

Tabela 3 - Niumeros de moléculas incorporadas, para cada complexo analisado.

Complexo Moléculas incorporadas

1:1 4,39
1:5 7,78
1:10 13,08
1:32 39,35

Fonte: Autora, 2017
Ao analisar os dados da tabela 3, nota-se que uma quantidade maior de

moléculas foi incorporada em relagdo ao numero esperado, tal resultado leva a
suposicdo que o0 6CN10 se liga ao PAMAM por diferentes maneiras, hipétese tambéem
levantada em analises com nifedipina por Devarakonda e colaboradores (2004).
Cinco tipos diferentes de interacdes entre dendrimeros e farmaco podem ser
previstas, como mostrado na Figura 37. Varias moléculas do composto estudado
podem se ligar como as func¢des terminais do dendrimeros, através de ligacOes
covalente (Figura 37A) ou uma ligacéo clivavel (Figura 37B). O farmaco pode interagir
de forma n&o covalente com a estrutura interna altamente hidrofébica do dendrimero
(Figura 37C), ou com a parte externa (Figura 37D). Além desses casos que levam em
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consideracdo a estrutura e tamanho do dendrimero e do composto, esta interacéo
pode ocorrer entre associacdo de dendrimeros (Figura 37E e 37F) (ESFAND;
TOMALIA, 2001; SATIJA; SAI; MUKHERJI, 2011; MANDAAN et al., 2013;
CAMINADE; TURRIN, 2014; POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014
MOHAMMADIFAR ; KHARAT; ADELI, 2015). Como a substéancia avaliada apresenta
um perfil hidrofébico, parte dela pode estar interagindo com 0s espacos vazios no
interior do dendrimeros por ligacfes hidrofobicas, o que em outros casos mostrou o
aumento da solubilidade e diminuicdo da toxicidade do farmaco (POURIANAZAR;
MUTLU; GUNDUZ, 2014), além de ligar-se também as aminas terminas do mesmo,
sendo possivel ja que os dendrimeros podem interagir com diferentes moléculas ao
mesmo tempo em seus diversos sitios ativos (MANDAAN et al., 2013; CAMINADE;
TURRIN, 2014).

Figura 37 - Tipos de ligagbes possiveis com dendrimeros (Representado em um dendrimero

de 32 geracao).

o : substancia ativa

Fonte: Adaptado de CAMINADE; TURRIN, 2014

4.4 Avaliacao geral das diferentes modificacdes empregados no estudo do
6CN10

A tabela 4 traz um compilado de informacdes para as 4 diferentes modificacdes

de eletrodo apresentadas nesse trabalho.



71

Tabela 4 - Dados referente aos estudos com eletrodo de carbono vitreo e ouro modificados.

Eletrodo Ke(M1) LD (molL?Y) LQ (molL?)
CV + Gel de quitosana + B-CDSH-NanoAu - 4,4x106 1,47x10°
Au + SAM de 3-CDSH 3,3x10° 1,83x106 6,1x106
CV + NTC + PAMAM 3G 5,61x10° 1,49x106 4,96x10®
Au + SAM de MUA + PAMAM 3G 2,16x10° 3,07x106 1,02x10°

Fonte: Autora, 2017

Observando a tabela 4 vemos que os melhores valores de constante de
formacdo, limite de deteccdo e quantificacdo estdo relacionados ao agente
encapsulante PAMAM 3G, de modo especial quando este esta imobilizado sobre um
sensor de NTC, dando a ele uma sutil vantagem quando comparado com a 3-CD na
formacao do complexo com 6CN10. J4 os resultados de PAMAM na formacgédo da SAM
com MUA em eletrodo de ouro, mesmo com o valor mais baixo entre as constantes
determinadas, é extremamente significativo, pois tal valor pode estar associado ao
ndamero de sitios ativos disponiveis indicados pela metodologia, uma vez que na
formacdo dos complexos para uma futura aplicacdo farmacéutica, todos os sitios

ativos estardo disponiveis, seu perfil de interacdo sera ainda melhor.

Os resultados com B-CD também sdo bastante importantes, pois indica a
viabilidade de uma futura aplicacdo, tendo em vista que esse agente diferente do
PAMAM ja é encontrado em algumas formulacdes comerciais como por exemplo o
Maxsulid®.

De modo geral, os agentes encapsulantes 3-CD e PAMAM 3G foram eficientes

no estudo do nitrocomposto 6CN10 com valores significativos de Kr, LD e LQ.
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5 CONCLUSAO

A substancia estudada neste trabalho (2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-
4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila) apresentou comportamento eletroquimico tipico de
nitrocompostos aromaticos em meio prético, sendo este resultado observado atraves
da técnica eletroquimica de voltametria ciclica.

O estudo da interagcdo do 6CN10 com [-ciclodextrina mostrou-se bem
significativo. Inicialmente verificou-se 0 aumento da corrente de pico catodico em
funcd@o da concentracdo de ciclodextrina, com o auxilio de uma SAM construida em
eletrodo de Au como B-CDSH, que junto aos dados espectroscopicos, e respectivas
Kr, comprovam a interagdo do 6CN10 com a 3-CD.

O processo de interacdo da B-CD com 6CN10 também foi verificado no sistema
onde a 3-CD encontrava-se associada ao nanoAu.

O PAMAM 3G reproduziu resultados ainda mais promissores com duas Kr
determinadas, uma através de um sensor de NTC+PAMAM 3G em eletrodo de
carbono vitreo e outra em superficie de ouro com uma SAM de MUA+PAMAM 3G.
Comparando com os resultados em eletrodo de Au-B-CDSH, o sensor de
NTC+PAMAM apresentou também menor LD e LQ. O perfil favoravel também foi
verificado nos resultados espectroscopicos, que indicam a possibilidade do 6CN10
interagir com o PAMAM por diferentes tipos de ligacdo (Van der Waals, hidrofébicas,
dentre outras).

Em presenca de PAMAM, verificou-se que a reducdo de 6CN10 apresentou
sinais eletroquimicos atipicos, ao avaliar os produtos eletrogerados pela eletrélise do
6CN10 com e sem PAMAM 3G por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro
de massa, observou-se que o PAMAM 3G estabiliza o 6CN10, dificultando usa
reducao, por sua vez os sinais eletroquimicos vistos no voltamograma sao referentes
a diferentes formas de complexos do 6CN10 com PAMAM 3G.

Ambos o0s agentes encapsulantes foram eficientes para a obtencao do
complexo e podem ser utilizados para o desenvolvimento de diferentes formulagdes
farmacéuticas, contudo é notdrio uma pequena vantagem do complexo 6CN10 com

PAMAM frente ao uso da B-ciclodextrina.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar uma nova eletrélise do 6CN10, extrair os produtos eletrogerados, e
separa-los em uma coluna cromatogréfica, a fim de identificar de forma mais direta
qual derivado de reducdo do 6CN10 identificado no tempo de retengéo de + 14 min
nos cromatogramas da figura 31.

Estudar o comportamento in vitro e in vivo dos complexos trabalhos.

Aprofundar os estudos de associar desses complexos a nanoparticulas de
ouro.
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ANEXO

Anexo A — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencao de

14min 21s do cromatograma “a” (Figura 31)
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Anexo B — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencdo de

29min do cromatograma “a” (Figura 31)
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Anexo C — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencdo de

14min 20s do cromatograma “b” (Figura 31)
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Anexo D — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencao de
23min 76s do cromatograma “b” (Figura 31)
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Anexo E - Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencao de
24min 53s do cromatograma “b” (Figura 31)

Anexo F — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencdo de
25min 27s do cromatograma “b” (Figura 31)

Anexo G — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencéo de
25min 99s do cromatograma “b” (Figura 31)
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Anexo H — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencao de

26min 68s do cromatograma “b” (Figura 31)
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Anexo | — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencao de
27min 38s do cromatograma “b” (Figura 31)
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Anexo J — Espectro de massa do composto identificado no tempo de retencdo de

29min 01s do cromatograma “b” (Figura 31)
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