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Resumo

Nesta tese as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman
Amplificada por Superficie (SERS) foram utilizadas para estudar nanocarreadores
baseados em nanoparticulas lipidicas e metalicas carregados com moléculas bioativas. A
estabilidade temporal quanto ao estado de oxidacdo da nanoemulséo a base de 6leo de
peixe (FO), rico em Acido Docosahexaenoico (DHA) e Acido Eicosapentaenoico (EPA)
foi avaliada ao longo do tempo de preparo, aos 0, 365 e 730 dias. Os dados de FTIR
evidenciaram a presenca de diversos marcadores quimicos que mostraram uma continua
oxidagdo da nanoemulsdo de FO com o decorrer do tempo de preparo. Os resultados
demonstraram que devido as suas caracteristicas insaturadas, os lipidios estdo sujeitos a
alteracdes moleculares, as quais se iniciam com a isomerizacéo das ligacbes duplas cis
para dupla trans. Essas alteracGes levam a processos de oxidacdo e clivagens com a
geracdo de subprodutos. A interacdo entre diferentes concentragdes do complexo
[Fe(phen)s]** e nanoparticulas lipidicas sélidas foi investigada. Os resultados mostraram
formacéo de uma ligacéo quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sédio,
presente na nanoparticula lipidica, e o ion de Fe?* do complexo [Fe(phen)s]?*. Por fim,
foi demostrado o sucesso da funcionalizagdo do anticorpo anti-SARS-CoV-2 na
superficie de nanoparticulas de Au, pré-revestidas com 3,3’-ditiobis (Propionato de
Sulfossuccinimidil-DTSSP). Os dados mostraram que 0S grupos aminas primarias do
anticorpo estdo ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal, formando
uma ligacdo amida secundaria pelo ataque nucleofilico da amina ao carbono da carbonila
do éster presente na superficie da nanoparticula de Au.

Palavras-chave: FTIR; Raman; sistema de entrega de drogas; lipidio nanoestruturado;

nanoemulsdo de 6leo de peixe; tris-(1,10-fenantrolina) ferro (I1); SARS-CoV-2.



Abstract

In this thesis, Fourier Transform Infrared (FTIR), conventional Raman spectroscopy
and Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) techniques were used to study
nanocarriers based on lipidic and metallic nanoparticles loaded with bioactive molecules.
The temporal stability regarding the oxidation state of the nanoemulsion based on fish oil
(FO), rich in Docosahexaenoic Acid (DHA) and Eicosapentaenoic Acid (EPA) was
evaluated over time after preparation, at 0, 365 and 730 days. The FTIR data evidenced
the presence of several chemical markers that showed a continuous oxidation of the FO
nanoemulsion with the course of the preparation time. The results showed that due to their
unsaturated characteristics, lipids are subject to molecular changes, which begin with the
isomerization of double bonds cis to trans. These changes lead to oxidation processes and
cleavages with the generation of by-products. The interaction between different of
[Fe(phen)s]?* complex contents and solid lipid nanoparticles was investigated. The results
showed the formation of a bidentate chelating bond between the carboxylate group from
sodium oleate, present on lipid nanoparticle, and the Fe?* ion of the [Fe(phen)s]**
complex. Finally, the successful functionalization of the anti-SARS-CoV-2 antibody onto
Au nanoparticles surface, precoated with 3,3'-dithiobis (Sulphosuccinimidyl Propionate-
DTSSP) was demonstrated. The data showed that the primary amine groups of the
antibody are covalently bound to the terminal succinimidyl ester group, forming a
secondary amide bond by the nucleophilic attack of the amine to the ester carbonyl carbon

present on the Au nanoparticle surface.

Keywords: FTIR; Raman; drug delivery system; nanostructured lipid; fish oil
nanoemulsion; tris-(1,10-phenanthroline) iron (I1); SARS-CoV-2.
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Capitulo 1

Introducéo geral

A nanotecnologia é definida como a capacidade de projetar, produzir, caracterizar
e aplicar estruturas, equipamentos e sistemas por meio do controle da forma e do tamanho
em escala nanométrica. Ela apresenta grande potencial em varios setores produtivos, indo

desde a industria pesada até a alimenticia, incluido a biomedicina [1], [2].

A pesquisa e o desenvolvimento de sistemas nanométrico vém crescendo nos
ultimos anos, promovendo grandes beneficios para a sociedade. No setor agricola, por
exemplo, a nanotecnologia tem proporcionado uma melhora tanto na producdo de
alimentos quanto no seu teor de nutrientes [3]. Também tem contribuido para o
prolongamento do tempo de armazenamento, na deteccdo e combate de patégenos e
toxinas [4]. Devido a maior proporgdo superficie/volume os sistemas nanoestruturados
exibem uma maior atividade catalitica, elevada capacidade de adsorcéo e reatividade
enzimatica. A modificacdo da superficie das nanoparticulas (NPs) possibilita a
solubilidade e o transporte de drogas e moléculas bioativas a alvos previamente
selecionados. Além do mais, a baixa dimensdo destes sistemas leva a efeitos quanticos
que por sua vez afetam as propriedades fisicas dos materiais, como por exemplo, as

elétricas, Opticas e magnéticas [1], [5].

Na biomedicina, os sistemas nanoestruturados como as nanoparticulas metalicas,
magnéticas, poliméricas, lipidicas sdlidas e nanoemulsdes funcionalizadas com diferentes
moléculas e biomoléculas tem sido empregada nas mais diversas aplicacdes [6], [7]. As
nanoemulsdes (NEs) por exemplo, possuem um grande potencial como dispersdes de
goticulas deforméaveis que podem conter propriedades de fluxo, variando do liquido ao
solido, e que também apresentam propriedades Opticas que variam do opaco ao

15



translucido [8], [9]. Por sua vez, os sistemas lipidicos sélidos nanoestruturados, por serem
solGveis em agua, tem sido empregados no transporte de substancias bioativas a alvos
especificos [2]. J& as NPs metélicas tém sido amplamente utilizadas como etiquetas de
deteccdo por causa de suas excelentes propriedades oOpticas [10]. Outra promissora
abordagem para o desenvolvimento de biomarcadores € a associacdo de NPs metalicas

funcionalizada com anticorpo, podendo ser usado como sonda de marcagéo e captura.

As aplicacbes das NEs tém sido relatadas em diversos campos, desde a industria
de alimentos e cosmeticos até o farmacéutico. Existe também um interesse crescente na
engenharia de NEs para aplicacGes na industria de petrdleo e gas. Isso ocorre porque as
propriedades comuns das NEs incluem, alta area de superficie em volume, relativamente
insensivel a gravidade, melhor eficiéncia de varredura, baixa tenséo interfacial e outras
condigBes ambientais, bem como alta incorporacdo e solubiliza¢do de 6leo [11]. Além
destas diversas aplicacdes citadas, as NEs atualmente estdo sendo bastante utilizadas para
administracdo oral de farmacos e suplementos alimentares bem como na aplicagdo em
Terapia Fotodindmica (do inglés Photodynamic Therapy-PDT). Na PDT as NEs podem
ser usadas para encapsular os agentes fotossensibilizantes (PS), promovendo assim sua
solubilidade e consequentemente sua eficiéncia, ja que melhora sua penetracéo no tecido
alvo, minimiza os efeitos colaterais fototdxicos, aumenta a biodisponibilidade e a

estabilidade [12].

Além das NEs, os sistemas lipidicos nanoestruturados (do inglés Nanostructured
Lipid System - NLS), tem sido intensivamente investigados pois apresentam grande
potencial de aplicagbes em diversas areas. Os NLS é um sistema de transporte de
moléculas bioativas de segunda geracdo com matriz sélida a temperatura ambientes. Este
sistema carreador € constituido por materiais lipidicos e surfactantes fisiologicos,

biodegradaveis e biocompativeis e € aceito pelas autoridades reguladoras para aplicacao
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em diferentes sistemas de liberacdo de farmacos. Os NLS exibem vantagens superiores
sobre outros transportadores coloidais, como nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas,
lipossomas, SLN etc. e, portanto, tém sido explorados em maior extenséo na tecnologia
farmacéutica. Entre as vantagens dos NLS estdo sua maior capacidade de carregamento
de drogas, prevencdo a expulsdo de drogas, maior flexibilidade para a modulacdo da
liberacdo do farmaco e versatilidade por varias vias de administracdo. Além de possuir
outras vantagens como: alta carga atil de drogas, sem biotoxicidade do transportador,
evita solventes organicos, nao apresenta problemas em relacéo a producdo em larga escala

e esterilizacdo e aumenta a estabilidade do medicamento [13].

Um outro sistema nanoestruturado que tém atraido interesse significativo como
uma nova plataforma para nanobiotecnologia e biomedicina [14], devido a conveniente
bioconjugacdo de superficie com sondas moleculares e notaveis propriedades Opticas sdo
sistemas relacionados com a Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (do inglés
Localized Surface Plasmonic Resonance-LSPR). A LSPR é um fenbmeno de ressonancia
envolvendo oscilagdes coletivas de carga superficial de elétrons livres em um metal [15].
As propriedades extraordinarias do LSPR, como fortes campos elétricos locais, variagdes
espaciais drasticas em uma Unica particula ou alta sensibilidade a mudangas ambientais
em escala nanométrica, oferecem uma maneira atraente de realizar a manipulacdo de
radiacdo eletromagnética na faixa do infravermelho ao ultravioleta, dependendo apenas
da composicdo das NPs (Au, Ag e liga) e de seu tamanho. Os LSPR possibilita a
construgéo de biosensores altamente sensivel e livre de rotulos para sondar a afinidade
entre moléculas biologicas e tem sido amplamente utilizado em biologia, bioquimica e

engenharia genética.

Dentre todas as NPs plasmonicas citadas anteriormente, as AuNP (do inglés Gold

Nanoparticle-AuNP) tém sido amplamente empregado na genémica [16], biosensores
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[17], imunoensaios [18], deteccdo e controle de microorganismos [19], entrega

direcionada de drogas ou outras substancias [20], entre outras.

As técnicas de espectroscopia vibracional, como espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (do inglés Fourier-Transform InfraRed-FTIR),
Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman Intensificada por
Superficie (do inglés Surface-Enhanced Raman Scattering-SERS) usadas nesta tese, séo
fortemente dependentes das estruturas quimicas e fisicas dos sistemas nanoestruturados,
bem como de suas interacbes com o meio vizinho. Em razdo disso, estas técnicas
tornaram-se ferramentas essenciais para a analises quimicas e estruturais de materiais
nanoestruturados e de ensaios biologicos. As informac@es sobre o arranjo molecular sdo
obtidas pela interpretacdo dos espectros vibracionais, permitido assim, correlacionar as
alteracdes quimicas e conformacionais decorrentes das interacdes moleculares por meio
do deslocamento de suas energias vibracionais, do alargamento da banda associada ao
modo vibracional, bem como da intensificacdo ou do surgimento de novos modos, quando
comparados as moléculas livres [7]. Portanto, as alteracdes espectrais podem ser usadas
para estudar os efeitos diretos ou indiretos das interacdes inter e intramolecular de grupos

quimicos das moléculas de interesse em virtude de suas interacoes.

Assim, 0 objetivo deste trabalho é investigar as interacGes entre moléculas
bioativas e sistemas nanoestruturados, como nanoemulsfes a base de 6leo de peixe,
nanoparticula lipidica solida carregadas com complexo [Fe(phen)s]?* e nanoparticulas de
ouro bioconjugadas com anticorpo anti-SARS-CoV-2. Para isso, as técnicas de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia
Raman convencional e Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (SERS) forma

empregadas.
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Esta tese esta organizada em quatro capitulos. Com o objetivo de fundamentar as
ideais do Capitulos 3, o Capitulo 1 aborda uma introducdo geral, Capitulo 2 relata, de
forma breve, os sistemas lipidicos nanoestruturados (na forma de nanoemulsdes e
nanoparticulas lipidicas sélidas). No Capitulo 3 sdo apresentados os resultados referentes
ao estudo do estado de oxidacdo de Nanoemulsdes de Oleo de peixe, ricos em acido
docosahexaenoico (DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA) (Sec¢édo 3.1). Em seguida sdo
abordados o estuda da interagio entre o complexo [Fe(phen)s]?* e sua matriz hospedeira
(nanoparticulas lipidicas solidas) (Secéo 3.2) e por fim, a funcionalizacdo do anticorpo
anti-SARS-CoV-2 sobre nanoparticulas de Au. No Capitulo 4 ¢ feita uma concluséo geral

do trabalho.
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Capitulo 2

Nanoparticulas Lipidicas

2.1 Lipidios e triglicerideos

Os lipidios estdo entre os grupos de biomoléculas mais abundantes em nosso
organismo, eles constituem um grupo heterogéneo de moléculas orgéanicas, com
caracteristica de ser insoltvel em &gua, ou seja, hidrofébica [21]. Estando em meio
aquoso, essa classe de molécula tende a apresentar agregacdo com estruturas diversas,
formando tipicamente lamelas, vesiculas e micelas. Apresentando dimensdes
microscopicas ou nanoscépicas. Uma das principais funcdes bioldgicas dos lipidios sdo
o isolamento térmico e reserva de energia, que podem exercer fungdes regulatérias, além
de serem componentes de membrana celulares. Alguns dos exemplos mais comuns de
lipidios sdo os triacilglicerois, compostos esteroidais, acidos graxos (AG), esfingolipidios

e glicerofosfolipidios (do inglés glycerophospholipids-GPL) [8], [22].
g Y gles glycerophospholip

Os acidos carboxilicos sdo acidos graxos com cadeias abertas de hidrocarbonetos
com comprimento variando de 4 a 36 atomos de carbono, onde o grupo carboxila €
encontrado em uma das extremidades da cadeia. Os AG podem ser divididos em duas
grandes familias, chamadas de AG saturados, quando ndo tém ligacdes duplas, ou AG
insaturados quando tém de 1 a 6 ligacGes duplas. Os AG insaturados podem ser ainda
denominados como monoinsaturados quando tém uma ligagdo dupla ou poli-insaturados—
PUFAs (do inglés Polyunsaturated Fatty Acids-PUFAS) quando tém mais de uma ligagéo
dupla. O seu ponto de fusdo fica mais alto a medida que o comprimento da cadeia
aumenta. Os AG de cadeia curta sdo geralmente liquidos a temperatura ambiente,
enguanto os com 10 ou mais atomos de carbono sdo geralmente sélidos a temperatura
ambiente [23].
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Estes acidos graxos insaturados podem ser apresentados tanto na configuracao de
isomeria cis quanto na trans. Simplificadamente, o isbmero cis possui em cada atomo de
carbono da ligacéo dupla um ligante igual que estd no mesmo lado do plano espacial. Ja
no isdbmero trans apresentam forma similar ao isémero cis, mas em lados opostos do plano
espacial. No caso dos &cidos graxos, esse ligante € o hidrogénio. Na maior parte dos
acidos graxos naturais as ligacdes duplas estdo na isomerizacéo cis, pois a trans ocorre
em processos de hidrogenacgdo, enzimaticos ou oxidativos [24], [25]. Usualmente, a
nomenclatura dos &cidos graxos representa 0 niumero de carbonos da cadeia e 0 nUmero
de ligacdes duplas, separada por dois pontos [26]. Por exemplo, a representacdo para o
acido oleico € 18:1 cis-9, ou seja, 18 carbonos com uma ligacédo dupla na posicéo 9, com

hidrogénios na configuracéo cis.

No corpo humano os acidos graxos livres sdo dificeis de serem encontrados, pois
eles costumam estar ligados a um glicerol (Fig. 2.1 (a)), constituindo assim, 0s
triacilglicerdis (TAG) ou esfingosina, formando os esfingolipidios[22]. Os TAG, séo
constituidos por trés moléculas de &cidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol
(Fig. 2.1 (b)). Essa ligagdo ocorre entre os terminais polares das moléculas hidroxila do
glicerol e carboxila dos acidos graxos, tornando assim a molécula de TAG essencialmente
apolar, hidrofobica e insoltvel em meio aquoso. A maioria dos TAGs encontrados na

natureza contém as cadeias de acidos graxos diferentes entre si [27].
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Figura 2.1: Estrutura molecular do glicerol (a) e triglicerideo (b).

A disposicdo quimica de uma molecula TAG em fase sélida possui
frequentemente uma geometria andloga a um diapasdo ou a letra h do alfabeto (Fig. 2.2),
com duas cadeias retas ligadas nas posi¢fes sn-1 e sn-2 (sentido oposto) e uma cadeia
dobrada ligada na posigéo sn-3, estando paralela a direcdo sn-1, que possui ligacdo gauche

nas proximidades do grupo éster ligado ao glicerol [28], [29].

(i)
sn-1
“““““ 1
1
1
_________ B
sn-3 sn-2
(ii)
e sn-1
b= = === T
o
=] 1
(5} -_— o= = -
g I sn2
€l - = = = - - - - J
8 sn-3

Espacamento longo

Figura 2.2: Diferente arranjos de TAG.
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Os esfingolipidios sdo uma das trés principais classes lipidicas em todas as células
eucarioticas, onde elas funcionam como moléculas estruturais de membranas, assim
como, podem atuar como moléculas de sinalizacdo altamente ativas [30]. Nos neurdnios
por exemplo, a sua cobertura é geralmente feita por ceramidas e bainhas de mielina
(esfingomielina). Na Fig. 2.3 abaixo € mostrada a estrutura molecular da esfingolipidio,

sendo sua estrutura composta por um acido graxo insaturado.

Esfingosina
HO—CH—CH=CH—(CH,);>—CHj; Acido graxo
Esfingolipidio 0
Estrutura geral ZCH_N_(”j
KA TAT  Cave T iV i CaVaTivVa
H
1GH,—0—X

Figura 2.3: Estrutura molecular do esfingolipidico tipico de uma ceramida (figura
adaptada da referéncia [31]).

Os esteroides sdo compostos lipossoluveis, que ndo possuem AG em sua estrutura.
Sendo originado do ciclopentanoperidrofenantreno, composto que possui uma estrutura
com quatro anéis nao-planares fundidos entre si, denominado ndcleo esteroide. Trés
desses anéis apresentam seis atomos de carbono e o quarto anel tem cinco carbonos. Para
a formacao de esteroides, uma substancia fundamental é o colesterol, que possui um grupo
hidroxila ligado em uma extremidade do nlcleo esteroide e uma cadeia de

hidrocarbonetos na outra extremidade, como mostrado na Fig. 2.4 [8], [22].
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Figura 2.4: Estrutura molecular do colesterol.

Os glicerofosfolipidios (GPL), assim como os esfingolipidico apresentam uma
infinidade de fungdes em sistemas vivos, tendo papel importante na composicao das
membranas bioldgicas, influenciando diretamente a estabilidade e a permeabilidade da
membrana. Desempenhado um papel importante no transporte de ions, inducédo de sinais
e trafico de substancias. Os GPL sdo substancias anfifilica, com uma componente polar
composto por um glicerol e uma porcao de fosfato, que também pode ser ligar a outros
grupos, como por exemplo, a colina. Na parte lipofilica a GPL contém residuos de acidos
carboxilicos insaturados, que sao substratos perfeitos para oxidacdo livre-radical devido

a presenca de ligacdo C=C [32].

Nos GPLs, as cadeias sn-1 e sn-2 apontam para as mesmas direcdes e 0 grupo
principal polar para direcdo oposta, como mostrado a Fig. 2.5. Devido estas
caracteristicas, a molécula dos glicofosfolipidios contém uma regido polar (grupo fosfato
e seus ligantes) e outra apolar (devido aos acidos graxos ligantes por meio do glicerol).

Assim, por conterem fosfato, os glicerofosfolipidios sdo denominados fosfolipidios [7].

24



Acido graxo

HiC— (CHy), — C=C— (CHh— C+ O— CH | oo

H o H Il l o0 | CHy |

0! ' | 3 | ;

\ J i ch._i.iﬂ._.p_.g_:_!.c_c_-N—CH;E
i S A S L L S

Acido graxo . ') 0 H CH, !

| © TS r——— ! T —————

Figura 2.5: Estrutura molecular da fosfatidilcolina (figura adaptada da referéncia [33]).

O oleo de peixe — FO (do inglés Fish Qil - FO) € classificado com um gordura boa
e seu consumo regular é altamente recomendado, pois ele atua na modulacao da resposta
anti-inflamatoria, na prevencao de doencas cardiovasculares e nos distarbios autoimunes.
Encontrado em abundancia nas carnes de peixes gordos, o 6leo de peixe € uma fonte rica
em 6mega 3 e PUFAs, contendo 90% de TAGs [34]. Os acidos graxos exercem
importantes fungdes bioldgicas, com fungdes especiais no equilibrio homeostatico, e em
componente estrutural das membranas celulares e do tecido cerebral, além de representar
uma fonte de energia fundamental para o corpo humano. O dmega 3 por sua vez, age na
formacdo de um componente dos neurdnios, a bainha de mielina, e é responsavel pela
manutencdo do sistema nervoso central. A principal substancia na composic¢do do dmega
3 é 0 éacido alfa linolénico que resulta na producdo dos acidos EPA (do inglés
Eicosapentaenoic Acid-EPA) e DHA (do inglés Docosahexaenoic Acid-DHA) no
organismo, que atuam em prol da diminuicdo de triglicérides — um tipo de gordura que,
em niveis elevados, prejudica a saide do corpo — e 0 aumento do colesterol bom (HDL).

O principal pilar para uso do 6leo de peixe fundamenta-se na questdo de que os mamiferos
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ndo sdo capazes de sintetizad-lo naturalmente no corpo, sendo necessario adquirir as

substancias DHA e EPA por meio de dietas usando 6leo de peixe [35].

A composicdo de acidos graxos dos 6leos derivados de peixes e algas variam em
torno de 30,9 a 64,4% de PUFAs, 5,1 a 12,7% de EPA e 10,5 a 52,4% de DHA. Onde a
estabilidade relativa do DHA, muda apds 48h. Assim, esses acidos apresentam variagoes
de acordo com sua composicdo de PUFAsS, estados fisicos e coloidais dos lipidios, assim

como, o contetdo de antioxidante [14].

Os 6leos ricos em PUFAs com n-3 de cadeia longa tem sido bastante utilizado por
sua importancia nutricional [14]. Porém, uma das grandes incdgnitas € a sua instabilidade
ao longo do tempo, devido a sua oxidacdo. Todos os lipidios contendo PUFAS oxidam
facilmente ao longo do tempo, sejam eles em capsulas ou grandes recipientes, levando a
um sabor rancoso. Nos 6leos ricos em DHA e EPA, a degradacao esta ligada ao odor ou

sabor do peixe [15].

Por ser altamente hidrofobicos os FOs sdo mal absorvidos oralmente devido a sua
baixa solubilidade na 4gua. A biodisponibilidade oral dos &cidos graxos DHA e EPA em
fontes de FO esta fortemente ligada a solubilizacdo no trato gastrointestinal, e sua
estrutura lipidica pode influenciar sua biodisponibilidade [24]. Uma das formas de driblar
esta limitacdo € a ingestdo dos FO na forma de nanoemulsdes a base de 6leo de peixe,

justificando assim, o estudo da estabilidade destas nanoemulsdes.

2.2 Sistemas Lipidicos Nanoestruturados

Nos ultimos anos tem havido uma crescente demanda e interesse na industria
farmacéutica e de alimentos para incorporar, proteger e entregar compostos bioativos em

sistemas lipidicos nanoestruturados. Embora alguns compostos bioativos possam ser
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administrados diretamente no organismo, moléculas hidrofébicas muitas vezes ndo séo
eficientemente conduzidas ao alvo desejado devido a sua hidrofobicidade. Resultando em
baixas concentracGes destes compostos no local desejado, o que leva a uma atividade
bioldgica reduzida. Para superar esse problema, tem sido proposto o uso de sistemas de
entrega coloidal, o qual tem-se mostrado ser um agente competente para superar as

dificuldades inerentes as moléculas hidrofobicas.

O pequeno tamanho das particulas nos sistemas coloidais (D < 1000 nm) tem
levado a uma série de beneficios para diversas aplicacdes, tais como: capacidade de
solubilizar ingredientes farmacéuticos ativos com caracteristicas hidrofilicas ou
lipofilicos, aumentar a biodisponibilidade e a estabilidade a longo prazo dos farmacos,
possuir alta clareza Optica, ser formado a partir de ingredientes simples, entre outros [25],
[26],[40]. Assim, os sistemas coloidais podem ser usados como substitutos para
lipossomas e vesiculas, contribuindo assim, para a melhora da estabilidade fisica e na
solubilizacdo de drogas lipofilica. Elas possuem também goticulas de maior &rea
superficial, proporcionando maior absorcdo de suplementos sollveis em 6leos, podendo

ser formulado nas formas de espumas, cremes, sprays e liquidos [28].

Entre os varios tipos de sistemas de entregas coloidais de compostos bioativos o0s
Sistema Lipidico Nanoestruturado (do inglés Nanostructured Lipid System — NLS) tem
se destacado. Para moléculas lipofilicas, varios tipos de sistemas de entrega baseados em
lipidios como nanoemulsdes lipidicas (do inglés Nanostructured Lipid Carriers - NLC),
nanoparticulas de lipidios solidos (do inglés Solid Lipid Nanoparticles -SLN), lipossomas

e emulsdes tém recebido atengdo consideravel [41].

Emulsbes sdo sistemas coloidais metaestaveis constituido por goticulas de um
liquido, de um determinado tamanho, disperso dentro de outro liquido imiscivel. Séo

produzidas a partir do cisalhamento mecanico para formar uma Unica fase. Para a
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formacéo de uma emulsdo nao basta a presenca de somente dois liquidos imisciveis puros.
Para que uma suspensdo de um liquido em outro seja estavel, um terceiro componente
deve estar presente. O terceiro componente é chamado de agente emulsificante ou
surfactante, que geralmente é um agente tensoativo [7], [32]. O surfactante tem como
objetivo reduzir a tensdo interfacial existentes entre as moléculas das duas fases. Os
surfactantes sdo de natureza anfifilica com uma cabeca polar e uma cauda apolar que se

orientam na interface das fases duas fases liquidas, geralmente dleo e agua [27], [28].

Atualmente, existe uma confusdo consideravel na literatura cientifica sobre 0 uso
dos termos ‘‘microemulsdes’’ e ‘‘nanoemulsdes’’. No entanto, estes sdo tipos distintos
de dispersdes coloidais: uma microemulséo € termodinamicamente estavel, enquanto uma
nanoemulsdo ndo é [44]. Portanto, é importante distinguir entre elas, pois isso afeta 0s
métodos usados para fabrica-las, as estratégias usadas para estabiliza-las e as abordagens
usadas para projetar seus atributos funcionais. Em geral, existem trés tipos principais de
sistemas de emulsdo: (1) macroemulsdes, emulsdes opacas de particulas com diametros
> 400 nm; (2) microemuls@es, dispersGes transparentes de particulas com didmetros <
100 nm de tamanho; e (3) nanoemulsdes, um tipo azul-esbranqui¢ado, com diametros de
particulas entre os dois primeiros tipos (100-400 nm) [44], [45]. Em contraste com as
microemulsdes, onde o emulsificante é geralmente de 15 — 30% da fase Gleo, nas
nanoemulsdes o emulsificante é geralmente da ordem de 1-3% da fase Oleo. As
nanoemulsdes sdo geralmente usadas na preparacdo de cosméticos e em sistemas de

liberacdo de farmacos farmacéuticos.

A estrutura da nanoemulsdo pode ser produzida sob condicbes especiais para
suprir as necessidades da aplicacdo desejada [28]. Diante disto, existem quatro tipos de
nanoemulsdo (Fig. 2.6) que sdo: 6leo em agua (O/A), agua em o6leo (A/O), agua, Oleo e

agua (A/O/A) e oleo, agua em o6leo (O/A/O), respectivamente. Portanto, as trés
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componentes principais que tornam uma nanoemulséo estavel sdo: fase aquosa, oleosa e

surfactante [33], como ilustrado na ampliacédo (Fig. 2.6 (a-d)).

Oleo/Agtj;(OlA) Agua/Oleo(A/0)

D = Fase aquosa (O— = surfactante Hidrofilico L =Droga lipofilica
D = Fase oleosa (O = Surfactante Lipofilico ¥ =Drogra hidrofilica

Figura 2.6: Representacdo esquematica dos tipos de nanoemulsGes e suas conformagdes
espaciais. Oleo em agua (O/A) (a), agua em 6leo (A/O) (b), &gua em dleo em agua (c)
(AJOIA) e 6leo em agua em 6leo (O/A/O) (d) (figura adaptada da referéncia [9]).

Na formulacdo das nanoemuls@es a fase oleosa pode incluir triglicerideos, tri-, di-
, ou monoacilglicerdis, acidos graxos, 6leos minerais e vegetais [34]. A selecdo dos 6leos
geralmente é baseada na solubilidade do farmaco. As fases oleosas que suporta alta carga
de droga s@o geralmente usadas para desenvolvimento de nanoemulsdes. Varios
surfactantes com diversas caracteristicas (ibnicas ou nao iénicas) tém sido utilizados para
a fabricacdo das nanoemulsdes. Os mais amplamente utilizados para a entrega de drogas
sdo, geralmente ingredientes alimentares como: span (ésteres de acidos graxos de

sorbitanos), polissacarideos (derivados de goma e amido), proteina anfifilicas (isolado e
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caseinato de proteina de soro e leite), fosfolipidios (soja, ovo ou lecitina lactea), tweens

(polioxietileno (POE) derivados de éster de 4cido graxo de sorbitano), Cremophor® EL

(6leo de ricino polioxil-35) e macrogolglicerideos de lauroil (Gelucire® 44/14) [27].

Nanoparticulas lipidicas solidas—SLN representam um sistema de transporte
alternativo para os transportadores coloidais tradicionais, como emulsdes, lipossomas e
nanoparticulas poliméricas [48]. As SLNs séo produzidas usando lipidios que séo sélidos
a temperatura ambiente e corporal. Na preparacdo das SLNs, o componente do nucleo
lipidico é aquecido acima de seu ponto de fusdo, homogeneizado com o composto ativo
desejado, e em seguida, submetido a tecnologia de microemulsdo, ou seja, misturado a
uma solucdo aquosa e submetido ao cisalhamento mecéanico para forma uma unica fase.
A principal dificuldade associada a producdo de SLNs é controlar o polimorfismo
lipidico. Os triglicerideos, por exemplo, podem estar presentes em trés estruturas
cristalinas diferentes a, B’ € B, 0 que produz nanoparticulas com diferentes formatos [49].
Outras desvantagens sdo: alta compactacdo da matriz lipidica cristalizada, pois oferece
pouco espaco para encapsulamento do farmaco, levando a uma baixa capacidade de
carregamento do farmaco, expulsdo do farmaco apds a cristalizacdo durante o

armazenamento [50].

Os surfactantes utilizados para a estabilizacdo de SLNs também podem modificar
o0 comportamento da fase lipidica e influenciar a taxa e a temperatura da cristalizacédo
lipidica e transi¢des polimdrficas. Por exemplo, se o emulsificante cristalizar mais cedo
que o lipidio do nucleo das particulas, esse emulsificante pode agir como impureza
catalitica e acelerar a nucleacédo superficial da fase do 6leo. Aléem do mais, as moléculas
emulsificantes na interface muitas vezes aumenta a ordenagdo das moléculas de 6leo a
um nivel suficiente para formar nucleos de tamanho critico para iniciar a cristalizagdo

[51].
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As SLN combinam as vantagens dos sistemas tradicionais, mas evita algumas de
suas principais desvantagens como a baixa estabilidade fisica e a impossibilidade de secar
0 sistema nanoparticulado. Uma das principais vantagens dos SLNs esta relacionada a
imobilizacdo dos compostos ativos pela estrutura sélida da particula, levando a uma maior
protecdo quimica, menor vazamento e liberacdo sustentada. Esta propriedade fisica
permite um melhor controle da estabilidade fisica (contra a recristalizacdo) e quimica
(contra a degradacdo) dos nutrientes fornecidos. Portanto, as NLSs podem ser uma
estratégia promissora para a protecdo de compostos ativos lipofilicos a serem

incorporados em alimentos [52].
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Capitulo 3

Resultados e discussodes

3.1 — Investigacdo dos processos oxidativos das moléculas formadoras da
nanoemulsdo (O/A) de dleo de peixe e solutol.

3.1.1 Introducéo

Oleos ricos em 6mega 3, ricos em DHA e EPA, como os 6leos de peixe e de algas
marinhas, atuam na modulacdo das reacdes inflamatdrias, pois produzem mediadores
biol6gico de baixo potencial inflamatério [16]. Além disso, 0 EPA é um nutriente que
ajuda a manter os triglicerideos em niveis saudaveis. Este efeito favorece a saude
cardiovascular e previne problemas circulatérios. Por outro lado, o DHA é um 6timo

alimento para o cérebro, visto que 20 % dos lipidios presentes no cérebro sao DHA.

Contudo, os mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar naturalmente esses acidos
graxos, tornando necessario obté-los a partir da dieta alimentar. Os niveis recomendados
de DHA e EPA podem ser obtidos por meio da ingestdo de peixes ou de suplementos
[54]. Todavia, por serem hidrofébicos, os &cidos graxos DHA e EPA sdo poucos
absorvidos por via oral, pois apresentam baixa solubilidade no trato gastrointestinal.
Outro ponto importante a ser considerado € que por possuirem varias insaturagdes em sua
cadeia lipidica, os acidos graxos DHA e EPA, sdo muito suscetiveis a processos
oxidativos, 0s quais comprometem a integridade das duplas ligacdes e a funcionalidade

desses acidos, além de colocarem em risco a satde humana [55].

Para contornar essas limitagOes, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido
pesquisas para a producdo e aplicacdo de nanoemulsfes a base dos acidos graxos
contendo DHA e EPA, com o objetivo de aumentar a absorcéo desses &cidos graxos pelo

trato gastrointestinal e protegé-lo de processo oxidativos inerentes ao seu envelhecimento
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durante a armazenagem. Neste contexto este trabalho tem como objetivo analisar os
processos oxidativos de nanoemulsbes a base de FO por meio de técnicas de

espectroscopia vibracional.

3.1.2 Metodologia

Amostras

A preparacdo da nanoemulsdo de 6leo de peixe rico em 6mega 3 (NEW3) foi
realiza utilizando o método da temperatura de inversdo de fase, segundo Solans e Sole,
com adaptacdes [56]. Para a preparacao foi utilizado capsulas de 6leo de peixe (bmega-
3: Nu3 Health DHA-500) contendo uma mistura de 0,5 g e 0,1 g de DHA e EPA,
respectivamente, obtido comercialmente da Natue Trade in Food Products Ltda). Para a
formulacdo da amostra NEW3 foram consideradas os &cidos graxos DHA e EPA, nas
concentracdes de 6,25 mg/mL e 1,25 mg/mL de nanoemulsdo, respectivamente. Ambos
contidos em 12,25 mg/mL de FO. A fim de prevenir oxidacdo, os acidos graxos DHA e
EPA foram previamente solubilizados em éleo de babacu (BBS) na concentracdo de 5,0
mg/mL de nanoemulsdo. A &gua ultrapura Milli-Q foi utilizada como veiculo na
formulagdo e o Solutol® HS 15-polioxietileno ésteres do &cido 12-hidroxiestearico

(Sigma-Aldrich, EUA) foi usado como emulsificante.

A amostra NEW3 foi avaliada quanto a seu estado de oxidacdo em diferentes
tempos (0, 365 e 730 dias). Neste periodo, as amostras foram armazenas a 25°C em
ambiente escuro. Os didmetros hidrodindmico meédios < Dp;s > e polidisperséo (PDI),
determinados por espalhamento dindmico de luz, foram, de 160,0 £ 3,5 nm (0.234 +
0.013) para o dia 01 e de 145,2 £ 6,6 nm (0,210+0,034) para o dia 365. Estes resultados

indicam que a amostra NEW3 néo apresentou sinais de instabilidade macroscopica [35].
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O estado oxidativo da amostra NEW3 foi avaliada por FTIR nos tempos 0, 365 e
730 dias. A amostra NEW3 foi produzida no Departamento de Genética e Morfologia do

Instituto de Biologia-1B na Universidade de Brasilia.

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR foram obtido em um espectrometro de Infravermelho por
Transformada de Fourier-FTIR da marca Bruker, modelo Vertex 70, na configuracéo de
Refletancia Total Atenuada (ATR). Foram executadas em média 96 scans, com resolugéo
espectral de 4 cm™, na regido de 400 cm™ a 4000 cm™, com background realizado antes
de medir cada amostra. Sendo usado em cada medicdo 5uL de amostra. E importante
mencionar que a precisdo do niimero de onda do instrumento é melhor que 0,01 cm™ até
uma regido de 2000 cm™? na medicdo ATR-FTIR (Bruker Vertex 70). Portanto,

deslocamentos do niimero de onda da ordem de 1 cm™ s&o considerados significativos.

A analise de dados foi realizada usando o LabSpec® para correcdo da linha de base
e normalizacdo pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o
OriginPro® 9 e o fitting das razdes das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as
medidas experimentais foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia Optica-LEO

do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.

E importante mencionar que os espectros Raman convencional da amostra NEWS3,

medidos nos tempos 0, 365 e 730 dias podem ser encontrados na referéncia [35].
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3.1.3 Resultados e discussdes

Para investigar a estabilidade quimica da nanoemulsdo NEW3 em funcdo do
tempo de preparo, foram realizadas medidas de FTIR em t = 0, 365 e 730 dias. Os
espectros de FTIR da amostra NEW3, com idades de O (ii), 365 (iii) e 730 (iv) dias séo
mostrados na Fig. 3.1.1. Para comparacdo os espectros de FTIR do 6leo de peixe puro

(FO) e do surfactante solutol HS sdo mostrados em (i) e (v), respectivamente.

C-OH)
(CO0)
8(CH,/CH,)
v,(CH,)
vaS(CHZ)

Y
YOH)

(iv)

Absorbancia (u.a.)

FEY

UCO)

(i)

(i)
750 1000 1250 1500 1750 3000 3600
Numero de Onda (cm™)

Figura 3. 1.1: Espectro FTIR da amostra NEW3 e seus constituintes: (i) FO, (ii) NEW3-
0, (iii) NEW3-365, (iv) NEW3-730 e (v) Solutol HS.
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Para facilitar as comparagdes o0s espectros foram normalizados segundo a
intensidade da banda localizado em torno de 1460 cm™, associada as vibragbes de
deformacédo das ligacbes CH> e CHs. Note da Fig. 3.1.1 que os espectros da amostra
NEWS3, com diferentes idades, sdo semelhantes entre si, e aparentam ser superposicoes
dos espectros do surfactante solutol HS e do oleio de peixe (FO). Contudo, uma analise

mais aprofundada mostra diferencas espectrais importantes.

Na regido de mais alta energia, a banda em torno de 3430 cm™ ¢ atribuida a
contribui¢bes de uma variedade de modos de estiramento O-H. Grupos carboxilas e
hidroxilas presentes nas amostras certamente contribuem para esta banda. O perfil
espectral desta banda indica que varios grupos contendo -OH estdo presentes em
diferentes ambientes quimicos. As bandas centradas em 2850 e 2930 cm™ sdo atribuidas
as vibragdes de estiramento simétrico e assimétrico do grupo CHz. Por sua vez, os modos
de estiramento simétrico e assimétrico do grupo CHsz s@o encontrados em

aproximadamente 2870 e 2960 cm™, respectivamente.

As vibragdes de estiramento do grupo éster carbonil C=0 e da dupla ligacdo
insaturada C=C s&o observados em ~ 1740 e 1640 cm™, respectivamente. As bandas
centradas em torno 1460 cm™ s&o principalmente devido as vibracdes de deformacéo dos
grupos alifaticos CH2 e CHs. Vibrac@es de estiramento dos grupos C-O-C e COH séo
encontras em 1100 cm™ e 1150 para o HS e 1150 cm™ para o FO. Para a amostra NEW3
é observado uma aparente superposicdo destas duas bandas, cuja intensidades aumenta
com a idade da amostra. A banda em torno de 3010 cm™, presente no espectro de absorgio
da amostra NEW3 e da amostra FO é devido ao estiramento axial CH, adjacente a dupla
ligacdo insaturada (=CH). Os modos de flexdo CH fora do plano, adjacente as ligacGes
(C=C)dis sdo encontrados em torno de 720 cm™. Por sua vez, os modos de flexdo

adjacentes as ligacdes (C=C)trans Nd0 conjugados e conjugados sdo encontradas em torno
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de 950 e 988 cm™, respectivamente [57], [58]. Um resumo das atribuicdes das bandas de

absorcéo de infravermelho pode ser encontrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Atribuigfes dos modos vibracionais de FTIR das amostras HS, FO e NEW3
[8], [59]-[62].

Pico (cm™) Atribuicado

720 5(:CH)cis

842 V(CC)

944 0(=CH)trans (n@0 conjugado)

988 6(=CH)trans (conjugado)

1100 v(COC)

1150 v(CO)

1286 v(C-OH)

1350 vs(COO")

1460 5(CH2/CHa)

1580 Vas(COO-)

1640 w(C=C)

1738 v(C=0)

2856 vs(CH2)

2871 Vs(CHS)

2922 Vas(CHZ)

2960 Vas(CH3)

3012 v(=CH)cis
3300-3700 v(OH)

v-modo de estiramento, vs- estiramento simétrico, vas- estiramento assimétrico, 8-modo de deformacao.

As mudancas nos espectros de FTIR da amostra NEW3 durante o processo de
envelhecimento mostra um padréo geral que pode estar associado a processos de oxidagédo
que ocorrem com 0 passar do tempo de preparacdo. As Fig. (3.1.2 — 3.1.4) mostram as

mudangas espectrais mais importantes para os diferentes tempos de preparacao.

E conhecido da literatura que lipidios insaturados sdo altamente suscetiveis a
oxidacdo por radicais livres ou oxigénio singleto devido a presenca das duplas ligacoes
[63]. A oxidacdo produzida por radical livre comeca com a subtragdo do atomo de
hidrogénio bisililico pelo radical livre (X®) resultando em um radical pentadienil, que

combina com O2 gerando um radical peroxil, que se propaga em reacdo em cadeia,
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subtraindo outro &tomo de hidrogénio de outra molécula lipidica [63]. A autoxidacéo das
PUFAs na presenca de bons doadores de hidrogénio gera peroxidos (ROOQO®) e
hidroperéxidos (ROOH) como produtos primarios de oxidagdo, 0s quais sdo
intermediarios instaveis que se decompbe em produtos secundario de natureza mais
diversa, obtidos por cisdo e rearranjos dos peroxidos (aldeidos alifaticos, cetonas,
lactonas, alcoois, epdxidos), cujas estruturas dependem da natureza dos acidos graxos
presentes [62]. Sdo justamente a presenca destes produtos os responsaveis pelas alteracdes

espectrais observadas nas Fig. (3.1.2— 3.1.4).

(b) |
] {OH)/v(CHy) J 16
I /(OH)/v,(CH,)
~ T
s 4=
< e
O I
[ O
S A3
S
3
<
12
: : 0
0 365 730
NUmero de Onda (cm™) Idade (dias)

Figura 3.1.2: (a) Espectro de absorcéo FTIR das amostras NEW3 na regido de 2600 -
3700 cm™ em diferentes tempos de producdo. (b) Grafico de barra da razdo entre as
intensidades integradas da banda v(OH) com relacdo as bandas v,(CH,) —

(Lo /Lvy(cny)) € Vas(CH2) (Lycomy/ Iy 4 (chy))-
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Figura 3.1.3: Espectro de absor¢do FTIR das amostras NEW3 com diferentes tempos
de producdo. Fittings dos espectros de absorcdo FTIR das amostras NEW3 das regides
de 1300-1500 cm™ (a) e 1500-1800 cm™ (b). Grafico de barra da razdo entre as areas

integradas I, (coo~y/1s(cHy cHs) Ivascoo)/s(cHy jchs) € Tvc=0)/Isch,/cHs) (C)-
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Figura 3.1.4: Espectro de absorcdo FTIR das amostras NEW3 com diferentes tempos
de producdo. AmpliagGes das regides de 600-1010 cm™ associados aos modos cis e
trans (ndo conjugado e conjugado) (a) e 2950-3050 cm™ ao modo cis (b). Grafico de
barra da razdo entre as areas integradas I—cmy . /Is(cH,/cHs) (€) € Li=cH)irans/

Is(cH,/cHs) (d).

Na regi&o 3100 a 3700 cm™ (Fig. 3.1.2), as bandas de absorcéo dos grupos OH

sofrem fortes alteracbes com o aumento do tempo de preparo. A banda em torno de
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3480 cm, para a amostra em t = 0 dias, originalmente associada a absor¢do do
glicerideo éster carbonila, torna-se mais larga e mais intensa enquanto a absorbancia
méaxima é deslocada para menores niimero de onda (de 3460 cm™ em t = 365 dias para
3450 em t = 730 dias). De acordo com Guillen e Cabo [64], o deslocamento desta
banda deve-se a sobreposicdo entre a banda original e novas absor¢des causadas por
hidroperdxidos gerados no processo de oxidacdo. A fim de avaliar o efeito do tempo
de preparo na intensidade da absorbancia da banda v(OH) a Fig. 3.1.2 (b) mostra as
razdes das intensidades integradas desta banda com relacdo as intensidades integradas
das bandas vs(CH2) e vas(CH-2), as quais ndo mudam com o grau de oxida¢do. Como

pode ser observado da Fig. 3.1.2 (b) as razbes I om)/lv,chy) € Iviomy/Iv.(cHy)

crescem continuamente com o aumento do tempo de preparo. Este comportamento
pode ser explicado levando-se em conta a degradacéo lipidica a qual leva a formacéo
de hidroperoxidos como produtos de primarios de oxidacdo [65]. E conhecido que
amostras de dleo que apresentam banda larga na regido de 3100 — 3600 cm™ s&o dleos
em que o processo de oxidacao ja foi iniciado [64].

Efeitos dos produtos secundarios de oxidacdo podem ser observados nas regides
em torno de 1350, 1585, e 1700 - 1750 cm™, onde s&o observadas bandas associadas as
vibracbes do carboxilato (vs(COO-) e vas(COO-)) e carbonila (v(C=0)),
respectivamente (ver Fig 3.1.3 (a) e (b)).

A Fig. 3.1.3 (c) mostra as varia¢bes das intensidades integradas das bandas
vs(COO-) e vas(COO-) com relagéo as intensidades integradas das banda marcadoras
ACH>/CH3) (usada na normalizagdo dos espetros e que ndo mudam com o grau de
oxidacdo) para as diferentes tempos de preparacdo de amostra. Note da Fig. 3.1.3 (a) e
(c) que as intensidades das bandas dos grupos carboxilato aumentam com o passar do

tempo de preparo. Este comportamento pode estar associado a rea¢es quimicas de
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desassociagdo do tipo HCOOH 5 H®™ + HCOO: decorrente do processo de
hidroperoxidagdo. Adicionalmente, a Fig. 3.1.3 (b) mostra que para t = 0, a banda
v(C=0) apresenta um perfil intenso, estreito e relativamente simétrico, enquanto o
perfil da mesma banda, observado em t = 730 dias, se apresenta menos intenso, largo e
assimétrico. Este comportamento pode ser explicado considerando que com o0 avango
do estado de oxidagéo, surgem novos derivados da carbonila. Ajustando os espectros,
usando curvas lorentzianas, é possivel verificar a presenca de ao menos quatro
derivados da carbonila os quais poder ser atribuidos a acidos carboxilicos (1700 — 1725
cm™), cetonas (1705 — 1725 cmY), aldeidos (1720 — 1740 cm™) e ésteres (1730 e 1770
cm™) [66].

Vale ressaltar que a oxidacdo lipidica é geralmente precedida da isomerizacéo,
ja que os isdbmeros cis sdo termodinamicamente menos estaveis, de modo que as
ligacOes duplas cis das cadeias de hidrocarbonetos se reorganizam para formar ligagoes
duplas trans [67]. Com isso, ocorre um decréscimo no grau de insaturagdo cis e um
aumento no nivel de insaturacdo trans. Note que este comportamento pode ser
observado na Fig. 3.1.4 (a) e (b), onde é mostrado que as intensidades dos modos
vibracionais &(=(CH)irans) (nd0-conjugado em 950 cm™ e conjugado em 988 cm™)
aumentam com o tempo de preparo, enquanto as intensidades integradas dos modos
A=(CH)cis), U=(CH)cis), respectivamente em 723 e 3010 cm™, diminuem com o
aumento do tempo de preparo. Com o objetivo de acessar o grau de oxidacdo da amostra
NEWS3 ao longo do tempo de preparo, foram tomadas as razdes entre as integradas das
bandas associadas com as ligacfes dupla cis e trans, com relagdo a banda marcadora

o(CH>/CH3). Estes resultados sdo mostrados nas Fig. 3.1.4 (c) e (d), respectivamente.
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3.1.4 Conclusao

Em resumo, nesta parte do trabalho é reportado a aplicacdo bem sucedida da
técnica de FTIR na investigagdo do efeito do tempo de preparo no estado de oxidacgao de
nanoemulsdo a base de oleio de peixe (FO), rico em acido docosahexaenoico (DHA) e
acido eicosapentaenoico (EPA). A amostra foi investigada nos tempos emt =0, 365 e
730 dias. As crescentes intensidades das bandas OH, na regido de 3100 — 3600 cm™, com
0 tempo de preparo, permitiram concluir que a degradacéo lipidica leva a formacéo de
hidroperéxidos como produtos de primarios de oxidacdo. Produtos secundarios de
oxidacdo foram observados nas regides de vibracao da carbonila e do carboxilato, o que
permitiu verificar a geracdo de derivados da carbonila, tais como: &cidos carboxilicos,
cetonas, aldeidos e ésteres. Por fim, mudancas espectrais em torno das vibracOes
associadas as ligacOes insaturadas permitiram concluir que o processo de oxidacdo se
inicia com a isomerizacdo das ligacfes duplas cis para dupla trans, o que favorece a

hidroperoxidacao das cadeias de hidrocarboneto.
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3.2 Estudo das interacgdes entre o complexo tris (1,10 fenantrolina) de
ferro (11) [Fe(phen)s]?* e moléculas bioativas em sistema lipidico sdlido

nanoestruturado por meio das técnicas de espectroscopias vibracionais

3.2.1 Introducéo

O uso de ions metalicos nos processos bioldgicos € conhecido ha muito tempo.
Por exemplo, a hemoglobina, que tem em sua estrutura um derivado da porfirina de ferro,
é a proteina responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos. Ja, uma
das varias funcGes do ion de magnésio é regular o transporte de calcio e potassio através
de membranas celulares. Em complemento, ha relatos de cerca de 5000 anos que remetem
ao uso medicinal dos metais no tratamento de enfermidades [68]. Os chineses e os arabes,
por exemplo, usaram o ouro em varios medicamentos ha mais de 3500 anos, na crenca de
gue metais preciosos possuem valor medicinal. O cloreto de mercurio, por sua vez, foi
usado como diurético durante o periodo renascentistas na Europa. Por fim, Paul Ehrlich,
denominado fundador da quimioterapia, desenvolveu a arsfenamina (Salvarsan - a base

de arsénio), usado no tratamento da sifilis [69].

A introducdo de ions ou compostos metéalicos em um sistema biol6gico tem
provado ser Util tanto para fins diagnosticos quanto terapéuticos. Um dos exemplos mais

emblematicos do uso de ions metalicos para o diagnostico de enfermidades séo 0s agentes
de contraste contendo is6topos de metais radioativos ou o uso do ion Gd** como agente
de contraste na ressonancia magnética. No que diz respeito ao tratamento de enfermidade
destaca-se o complexo cis-diaminodicloroplatina (I1)-cis[Pt(NH3)2Cl;], comumente
chamado de “cisplatina”, e que é um dos compostos metalicos mais utilizados no

tratamento de cancer.
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Os metalofarmacos também sdo muito utilizados como agentes antimicrobianos e
antiparasitario como o0s a base de arsénio e o antimbnio usados no tratamento da
tripanossomiase (doencas de chagas) e leishmaniose cutanea, respectivamente [68]. No
entanto, devido a sua toxidade, muitos dos metalofarmacos atualmente utilizados, vem

sendo substituidos por drogas menos toxicas, com os a base de Bi, Ag, Cu e Fe.

O complexo de coordenacédo de ions metalicos com ligantes nitrogenados, como
1,10 fenantrolina (1,10-fen), exibem propriedades farmacoldgicas. Este composto
funciona como quelante para o cobre, ruténio e ferro, com isso promovem processos
antioxidantes e oxidativos. Assim, os complexos metélicos podem interagir com proteinas
e &cidos nucleicos, quando complexados com aminoacidos. Portanto, a 1,10 fenantrolina
é um composto heterociclico policondensado da classe dos agentes quelante, pertencente
a familia dos ligantes a, o diiminas. A forca do composto ligante é dada pela perspectiva
eletrénica que ocorre devido a sua habilidade como aceitador = de elétrons que é
responsavel pela forca de ligagdo com o metal, contribuindo para a formacéo do complexo

[70].

Como mostrado na Fig. 3.2.1, a 1,10-fen possui em sua estrutura 14 elétrons z,
constituida por ligacdes de C-C e C-N, onde a ligagdo com o complexo metalico € feita
pelo nitrogénio, ou seja, Me-N [70]. A estrutura molecular da 1,10-fen, vem sendo
amplamente utilizada com um ligante em quimica analitica e de coordenacao, possuindo
caracteristicas hidrofobica, planar, rigida e seus atomos de nitrogénio possuem
propriedades favoraveis a ligacéo de cations. Estas caracteristicas estruturais determinam

a capacidade de coordenacdo em relacdo a ions metalicos [71].
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Figura 3.2.1: Estrutura molecular da 1,10-fenantrolina.

A integracdo de ions metalicos na estrutura do medicamento oferece diversidade
estrutural, possivel acesso a varios estados de oxidacdo do metal e o potencial de aumentar
a eficacia de um medicamento organico estabelecido por meio de sua coordenagdo com
o metal [72]. Entre os candidatos a metalofarmacos promissor esta fenantrolina a base de
Fe (tris- (1,10-fenantrolina) ferro (1) ([Fe(phen)s]**), um composto quimico barato e

disponivel comercialmente.

Complexo [Fe(Phen)s]?*

O Fe esta entre os elementos de transi¢cdo mais abundantes na natureza, sendo um
dos micronutrientes essenciais utilizados por quase todos 0s organismos vivo para realizar
processos bioquimicos. Ele também é importante para a realizacdo de processos
metabolicos e fisioldgicos em seres vivos. Possuindo a capacidade de formar complexos
de grande estabilidade nos estados bi e trivalente. A formacdo do complexo
[Fe(phen)s]?*, como mostrado na Fig. 3.2.2, é resultante da complexac&o do ion de ferro
(11) com moléculas de 1,10-fenantrolina.
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Figura 3.2.2: Estrutura molecular da tris-(1,10—fenantrolina).

O complexo [Fe(Phen)s]?* tem sido utilizados como indicadores redox Uteis para
a absorcdo na regido da luz visivel e a mudanca de cor que produzem nas reacOes de
oxidag&o. Assim, o complexo [Fe(Phen)s]?* ultimamente tem sido utilizado ndo apenas
como reagentes cataliticos, como também materiais para células solares sensibilizadas

por corante, bioquimica, na capacitacdo de coordenacdo de DNA e catalisadores [73].

Existem numerosos exemplos em que complexos de metais de transicéo
mostraram inibir o crescimento de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis - bacilo
patdgeno responsavel pela turbeculose) in vitro. Pesquisas recentes mostraram que o M.
tuberculosis pode ser altamente suscetivel a tipos especificos de espécies reativas de

oxigénio (ROS) [74]. E justamente neste contexto que a fenantrolina a base de Fe (tris-

(1,10-fenantrolina) ferro (I1) - ([Fe(phen)s]?*) tem se destacado, pois ela exibe grande
potencial redox e tem sido amplamente utilizado como precursor de outras reag0es

guimicas, que leva a atividades antifangicas [75].
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A baixa solubilidade dos compostos metalicos em agua prejudica a atividade
bioldgica em animais. Por este motivo, tém se buscado alternativas para veiculacao destes
compostos metalicos por meio de estratégias tecnologicas que visam compartimentalizar,
de maneira efetiva, diversos grupos de moléculas e modificar seu comportamento no
organismo. Neste contexto, 0 presente trabalho tem como objetivos produzir e
caracterizar nanocarreadores a base de nanoparticulas lipidicas solidas carregadas com o
complexo [Fe(phen)s]?*, com diferentes concentragdes, e estudar a interacido molecular

entre eles.

3.2.2 Metodologia

Amostras

Oleato de sddio, colesterol e [Fe(phen)s]?* foram adquiridos da Sigma Aldrich®
(St. Louis, MO, EUA). A fosfatidilcolina de soja foi adquirida na Lucas Meyer Gmbh &
Co (Hamburgo, Alemanha). A solucdo tampéo de fosfato foi preparada a partir de mono-
hidrogenofosfato de sodio e di-hidrogenofosfato que foram adquiridos na Merck
(Darmstadt, Alemanha). O 6leo de ricino hidrogenado polioxil-40 foi adquirido da

Pharma Special (Itapevi, S&o Paulo, Brasil).

A NLS carregada com complexo [Fe(phen)s]?>* é composta por 10% de fase
oleosa (colesterol), 10% de surfactante (uma mistura de soja, oleato de sddio e Eumulgin®
HRE 40 [Oleo de ricino polioxil hidrogenado 40]; 3:6:8) e 80% de fase aquosa (tampao
de fosfato salino [PBS], pH 7.4). A mistura foi sonicada usando um sonicador de haste
(Q700 da QSonica®, Newtown, CT, EUA), 700 watts, em modo descontinuo por 10

minutos com intervalo de 30 segundos a cada minuto, usando um banho de gelo durante
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0 processo. Em seguida, o NLS obtido foi centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos. O
complexo [Fe(phen)s]?* foi primeiro liofilizado e entdo carregado na NLS (amostra
denominada - NLS@[Fe(phen)s]?*) na concentracdo de 3000 pg/mL, para isso a amostra

foi sonicada por 3 minutos [76].

A estabilidade coloidal das amostras NLS foi avaliada por Espalhamento de Luz
Dindmico (Dynamic Light Scattering-DLS) e o potencial {. Para isso foi utilizado o
equipamento Malvern modelo Zetasizer nanoseries Nano Z590. Por meio destas técnicas foi
verificado que os valores dos didmetros hidrodindmicos médios das amostras NLS e
NLS@[Fe(phen)s]?*, foram de 140 + 5 nm e 163 + 7 nm, respectivamente. Por sua vez,
o potencial zeta das amostras NLS e NLS@[Fe(phen)s]?* foram de —38 + 2 mV e —37 +

2 mV, respectivamente.

Espectroscopias no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Raman
convencional.

As medidas FTIR foram realizadas usando um espectrometro de Infravermelho
por Transformada de Fourier da marca Bruker, modelo Vertex 70. Usando o médulo de
pastilha prensada de Brometo de Potéssio FTIR-KBr contendo ~1w/w das amostras
investigadas. Foram executadas em média 96 varreduras, com uma resolucéo espectral de
4 cmt, no intervalo de 400 a 4000 cm™, sendo realizado a corregdo do sinal da atmosfera
e de sinal de fundo (background) antes de cada medicéo. De cada amostra foi usado 3 pL
para a realizacio da medida. E relevante também informar que a precisio do nimero de
onda do instrumento é melhor do que 0,01 cm™* em 2000 cm™ na medicdo FTIR.
Portanto, os deslocamentos do ndmero da ordem de 1 cm™ sdo considerados

significativos. A pastilha de KBr, foi preparada usando 10 mg de KBr macerada usando
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um almofariz e em seguida gotejada 3 L, e posteriormente colocado na prensa usando 8
T por 2 minutos, para posteriormente ser produzido a pastilha e colocada no FTIR para

medida no modo absorbancia.

As medidas micro Raman foram feitas usando o espectrometro LabRam HR
Evolution, da marca HORIBA Scientific. O espectrdmetro Raman é equipado com
microscopio confocal, detector CCD (Charge Coupled Device) e grade de 1800
linhas/mm. Usando laser de diodo de 532 nm com poténcia de aproximadamente 25 m\W
para as amostras liquidas e 50 mW para amostras em pasta, sendo focado com uma
objetiva de 50x. As amostras liquidas medidas por espectroscopia Raman foram
adicionadas em uma esfera de aco sobrepostas com uma laminula, para em seguida ser
realizada a medida, ja as amostras em pasta e p6 foram depositadas sobre uma lamina

patoldgica para posteriormente serem medidas.

A analise de dados foi realizada usando o LabSpec® para corre¢do da linha de base
e normalizagcdo pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o
OriginPro® 9 e o fitting das razdes das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as
medidas experimentais foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia Optica-LEO

do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.

3.2.2 Resultados e discussoes

Espectros FTIR

A Fig. 3.2.3 (a) mostra os espectros de FTIR das amostras NLS@[Fe(phen)s]**

nas concentragdes de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de complexo [Fe(phen)s]?*. Para
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comparacdo, em (i) € mostrado os espectros de FTIR das amostras NLS (branca - sem o
complexo [Fe(phen)s]?*). Os espectros de FTIR dos constituintes individuais de todas as
nanoemulsdes sio mostrados na Fig. 3.2.3 (b): (i) complexo [Fe(phen)s]?*, (ii)
fosfatidilcolina, (iii) eumulgin, (iv) colesterol e (v) oleato de sddio. Note da Fig. 3.2.3 (a)
que os espectros das amostras NLS@[Fe(phen)s]** com diferentes concentragdes de
complexo [Fe(phen)s]?*) (iii-v) aparentam ser superposicies dos espectros dos
constituintes: fosfatidilcolina, eumulgin, colesterol e oleato de so6dio. N&o ha, nos
espectros, evidéncias direta da presenca do complexo [Fe(phen)s]?*. A Unica evidéncia
espectral da presenca da fosfatidilcolina nos espectros absorcdo IR das nanoemulsdes
NLS € a forte banda em torno de 1740 cm™, associada as vibragdes v(C=0). O mesmo
ocorre com o eumulgin, o qual mostra somente uma forte banda em ~1100 cm™, associada
com as vibragdes 1{C-0O). O colesterol por sua vez, contribui com bandas em torno de
800, 840 e 920, 960 1025 e 1055 cm™, sendo as duas primeiras bandas atribuidas as
vibracdes de estiramento dos anéis do esteroide e as seguintes, as vibra¢bes v(C — C)) do
esqueleto. Por fim, o oleato de s6dio € o que mais contribui para as caracteristicas do
espectro das nanoemulsdes, com bandas em torno de 725, 1425, 1445, 1460 e 1560 cm™.
A primeira banda esta associada a vibracdo do (=CH), as trés bandas intermediérias e a
ultima séo devido aos modos de estiramento simétrico (v¢{(—C00~)) e assimétrico
(vas(—C007)) do carboxilato, respectivamente. Este resultado indica que os grupos
carboxila do oleato do s6dio adotam uma configuracdo protonado. Um resumo das

atribuicdes das bandas de absor¢éo no infravermelho € mostrado na Tabela 3.2.
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Figura 3.2.3: (a) Espectros FTIR das amostras NLS (i), NLS@[Fe(phen)s]** nas
concentragdes de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de complexo de [Fe(phen)s]?*. (b)
Espectros FRIR dos constituintes da amostra NLS@[Fe(phen)s]*>": complexo
[Fe(phen)s]?* livre(i), fosfatidilcolina (ii), eumulgin (iii), colesterol (iv) e oleato de
sodio (V).

Uma comparacdo entre 0s espectros das nanoemulsdes com as diferentes
concentragbes de complexo [Fe(phen)s]** e a amostra NLS (branca) mostra que, com
excecdo de bandas provenientes do oleato de sddio, ndo ha mudancas espectrais
significativas. A Fig. 3.2.4 (a—g) mostra ampliacGes de diferentes regides espectrais
relacionadas aos diferentes constituintes das nanoemulsées. Como pode ser observado,
ndo é verificado qualquer alteracdo nas energias dos modos vibracionais associados com
o colesterol (a), eumulgin (b) e fosfatidilcolina (c). O mesmo n&o ocorre para o oleato de
sadio, onde foi verificado, que apds carregados com complexo [Fe(phen)s]%*, os modos
de estiramento simétrico do carboxilato sdo deslocados para maiores numeros de onda.
Além do mais, foi também verificado um aumento da intensidade integrada das bandas

vs(—C007™)) com relacdo ao (v,,(—COO0™)) com o aumento do teor de complexo
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[Fe(phen)s]?* nas amostras (ver Fig. 3.2.4 (e-g)). Esses comportamentos sugerem a

formacao de um complexo coordenagéo carboxila -+ Fe?*, por meio do grupo carboxilato

do oleato de sodio.
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Figura 3.2.4: Ampliacdes em diferentes regides dos espectros FTIR das amostras NLS
(banca) (i), NLS@[Fe(phen)s]** nas concentragbes de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv)
mg/mL. Para o colesterol, eumulgin e fosfatidilcolina sdo apresentadas ampliacdes das
regides de 790-860 cm™ (a), 1075-1130 cm™ (b) e 1710-1750 cm™® (c), respectivamente.
Nas regides espectrais caracteristica do oleato de sddio, sdo apresentadas ampliaces
em 690-710 cmt (d), 1443-1450 cm™ (e), 1455-1475 cm™ (f) e 1550-1570 cm™ (g).
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Tabela 3. 2: Tabela com as posi¢fes dos modos vibracionais obtidos a partir das

técnicas de FTIR e Raman convencional das amostras NLS@[Fe(Phen)s]%*.

Amostras; NLS@[Fe(Phen)s]**

(cm™) AtribuicGes origem
FTIR Raman

310 5(CCC) [Fe(Phen)s]%*
420 v(CCC) Cho

445 5(CCC) [Fe(Phen)s]**
560 v(Fe-Oanel) [Fe(Phen)s]*
608 WCCC) Cho

700 S(CH>) Cho

700 5(=CH) NaOl

738 v(NFeN) [Fe(Phen)s]**
800 0(CH>) Cho

878 5(CH) [Fe(Phen)s]**
1100 v(CO) Eum
1150 S(CCH)anel [Fe(Phen)s]?*
1210 S(CCH)anel [Fe(Phen)s]*
1240 7(CH>) Eum
1300 1(CH>) PC

1340 - 1380 S(CH>) Cho
1430 - 1465 vs(-COO") NaOl

1440 S(CH>) PC
1455 S(CCH)anel [Fe(Phen)s]*
1485 vs(COO") Olea.
1514 O(CCH)anel [Fe(Phen)3]2+
1560 vas(-COO) NaOl
1579 v(C-C) [Fe(Phen)s]**
1595 Vas(COO_) Olea.
1631 v(C-C)anel [Fe(Phen)3]2+
1660 V(C=C) PC
1670 vW(C=C) Cho
1733 v(C=0) PC
2850 vs(CH>) vs(CH>) NaoOl
2870 vs(CHa) vas(CH2) NaOl
2930 vas(CH2) vs(CH3) NaOl
2970 vas(CHa) vas(CHa) PC
3010 v(=CH) v(=CH) NaOl

v-modo de estiramento, vs- estiramento simétrico, vas- estiramento assimétrico, 8-modo de deformacéo.
Colesterol- Cho; Fosfatidilcolina-PC; Oleato de Sddio-NaOl; Tris-fenantrolina com Complexo de Ferro

(I1)-[Fe(Phen)s]?* .

54



Espectros Raman convencional

A Fig. 3.2.5 (a) mostra os espectros de Raman convencional das amostras
NLS@[Fe(phen)s]?* nas concentracdes de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de
complexo [Fe(phen)s]?*. Para comparacdo em (i) é mostrado o espectro Raman
convencional da amostra NLS (branca - sem o complexo [Fe(phen)s]?*). A Fig. 3.2.5 (b)
mostra 0s espectros Raman convencional dos constituintes das nanoemulsdes
NLS@[Fe(phen)s]?*: complexo [Fe(phen)s]?* livre (i), fosfatidilcolina (ii) eumulgin (iii),
colesterol (iv) e oleato de sodio (v). Diferentemente do FTIR, onde os espectros de
absorcdo foram caracterizados por modos vibracionais do oleato de sédio e colesterol, as
principais contribuicdes para os espectros Raman das amostras de NLS@[Fe(phen)s]**
sd0 modos vibracionais provenientes da fosfatidilcolina, colesterol e complexo
[Fe(phen)s]?*. Na regido de 2750 — 3100 cm™ sdo mostrados os modos de estiramento C-
H dos grupos metil e metileno. Onde os modos de estiramento simétrico e antissimétrico
das ligagdes CHp, sdo encontrados em ~2850 e ~2870 cm?, respectivamente. As bandas
em ~2930 e ~2960 cm™* sdo atribuidas em parte aos modos de estiramento C-H do grupo
metil das cadeias de hidrocarboneto e aos modos de estiramento simétrico C-H da por¢éo
colina da fosfatidilcolina. O pico ~3010 cm™ ¢ atribuido ao modo vibracional {=CH)
presentes nas cadeias de hidrocarboneto. Os picos de deformacdes do CH, da
fosfatidilcolina foram observados nas regides em torno de 1300 e 1440 cm™. O colesterol,
por sua vez, apresentou modos Raman em torno de 420, 600, 700, 800 e 1670 cm%, sendo
os dois primeiros atribuidos as vibracGes de estiramento dos anéis do esteroide (1{CCC)),
0 ultimo associada as vibracfes de estiramento (C=C) e os demais as vibracdes de
deformacdo do CH.. Os modos tipicos do complexo [Fe(phen)s]?*, ausentes no FTIR,
foram encontrados em torno de 560 cm™* (deformagéo no plano do anel devido a flex&o

dos atomos de hidrogénio combinada com o movimento do N em direcdo ao Fe-danel),
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740 cm™ (estiramento no plano envolvendo movimento do N em diregdo ao Fe acoplados
dos atomos de carbono e hidrogénio v(HCN-Fe-NCH)) e 880 cm™ (deformagcdes fora do
plano do anel 3(CH)aner). As bandas em 1150, 1210, 1450 e 1510 cm™ sdo todas
associadas ao estiramento no plano do anel (v(CCH)anel), enquanto a banda em 1576 cm’
1 ¢ atribuida ao estiramento C-C com o carbono préximo ao nitrogénio vibrando em
direcdo ao Fe. Por fim, o pico em 1630 cm™ esté associada com 0 modo {C-C)anel [77],
[78]. Algumas das representacdes esquematicas das vibragdes do complexo [Fe(phen)s]**
sdo mostras nas insercdes da Fig. 3.2.6. Estes modos sdo por esta razdo, esperados serem
mais influenciados pela interacdo do complexo [Fe(phen)s]?* com superficie das
nanoparticulas. Um resumo das atribuicbes dos modos vibracionais Raman pode ser

encontrado na Tabela 3.2.

Embora pequenas, o carregamento do complexo [Fe(phen)s]?* sobre as
nanoparticulas de NLS causam mudancas espectrais importantes. Comparacdes entre 0s
espectros Raman das amostras NLS@[Fe(phen)s]** com os das amostras NLS (branca) e
complexo [Fe(phen)s]?* livre sio mostradas de forma ampliada na Fig. 3.2.6 (a-d). Note
que o espectro da amostra NLS (linha magenta) mostra os picos tipicos do colesterol (545,
608, 1440 e 1670 cm™), os quais permanecem com a mesma energia vibracional quando
comparado com as amostras NLS@[Fe(phen)s]?*. Contudo, os picos caracteristicos do
complexo [Fe(phen)s]?* (559, 738, 878, 1455, 1514, 1579 e 1631 cm™) sofrem
progressivos deslocamentos para maiores niumero onda a medida que a concentracao de
complexo [Fe(phen)s]** aumenta (para a amostra de 3,0 mg/mL de complexo
[Fe(phen)s]?* estes picos deslocam-se para 562, 741, 880, 1457, 1514, 1582 e 1634 cm-

! respectivamente).
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Figura 3.2.5: (a) Espectros Raman convencional das amostras de NLS (i),
NLS@[Fe(phen)s]?* nas concentracdes de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de
complexo de [Fe(phen)s]?*. (b) Amostras constituintes da NLS@][Fe(phen)s]** com as
atribuicdes vibracionais observadas em (a) e destacadas com as linhas pontilhadas,
associadas as amostras de [Fe(phen)s]** (i), fosfatidilcolina (ii), eumulgin (iii),
colesterol (iv) e oleato de sddio (v).

Mudangas nas energias vibracionais associadas aos movimentos dos atomos de
nitrogénio ao longo da ligacdo N-Fe ou dos modos de estiramento CC vizinhos ao
nitrogénio indica possiveis interagcdes entre o Fe?* do complexo [Fe(phen)s]** com
grupos funcionais ativos das moléculas que compdes as nanoparticulas de NLS. O
aumento da energia vibracional dos modos tipicos do complexo [Fe(phen)s]?* evidencia
um encurtamento da distancia entre os &tomos de C e N do anel apds o carreamento do
complexo [Fe(phen)s]2. Um encurtamento da distancia significa que a ligacdo ganha
densidade eletrdnica e se torna mais forte mudando suas energias vibracionais [79].

Além do mais, dois picos extras em ~1488 e 1595 cm™, foram observados nos
espectros Raman nas amostras NLS@[Fe(phen)s]?*, quando comparados com os das

amostras de complexo [Fe(phen)s]?* livre e NLS. Estes comportamentos sugerem que o
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complexo [Fe(phen)s]?* interage com as moléculas de oleato de sodio em detrimento da

interacdo com as moléculas de colesterol e de fosfatidilcolina.

E bem conhecido da literatura que os grupos funcionais da carboxila possui forte
afinidade para se ligarem a ions metalicos, o que resulta na formacdo de complexos de
coordenacdo carboxila-ion metal [80], [81]. Foi proposto que a diferenca entre as energias
vibracionais das bandas v¢,(—C00~) e (v,s(—C00™) dos grupos carboxila desprotonado
sdo sensiveis a estrutura do grupo carboxilato, a natureza do solvente, a natureza do
ligante e a identidade do ion metalico a eles ligados [82]. Portanto, a separacéo entre estas
bandas (ou seja, Av = v, ,(—C00~) — v¢,(—C0O07™)) € indicativa da estrutura de um
determinado carboxilato. Deacon e Phillips [83], propuseram que para ligagdes
monodentadas verifica-se 200 < Av < 320 cm™. Para ligagGes quelante bidentada tem-
se 40 < Av < 110 cm e para ligagGes tipo ponte bidentada constata-se 140 < Av <
190 cm™. No presente caso foi constatado que ion de Fe?* presente no complexo de
[Fe(phen)s]?*, induz a formagdo dos modos v¢(—CO0~)em torno de 1488 cm™ e
V,s(—CO0~)em torno de 1595 cm™. Portanto, verificou-se um Av =~ 110 cm?,
sugerindo uma ligacdo quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sodio e

o fon de Fe?* do complexo [Fe(phen)s]*.
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Figura 3.2.6: AmpliacGes de regies dos espectros Raman convencional das amostras
NLS (i), complexo-[Fe(phen)s]?* (ii), NLS@[Fe(phen)s]** nas concentracdes de 0,75
(i), 1,5 (iv) e 3,0 (v) mg/mL de complexo de [Fe(phen)s]?*. Para as regides de 540-
615 cm™ (a) 720-890 cm™ (b), 1420-1480 cm™ (c), 1500-1600 cm™ (d) e 1610-1690
cm (e) sdo apresentadas as principais mudangas vibracionais associadas as amostras

NLS e o complexo-[Fe(phen)s]?*.

59



3.2.4 Conclusao

Nesta parte do trabalho é reportado a aplicagdo das técnicas de espectroscopias
FTIR e Raman na investigacdo de nanocarreadores baseadas em nanoparticulas lipidicas
solidas carregados com diferentes concentragcbes de complexo [Fe(phen)s]**. Os
espectros de FTIR das amostras NLS@[Fe(phen)s]** ndo mostraram evidéncias da
presenca do complexo [Fe(phen)s]?*, evidenciando apenas uma aparente superposicio
dos espectros dos constituintes: fosfatidilcolina, eumulgin, colesterol e oleato de sédio.
As mudancas espectrais observadas para a banda v,(—C007~)) com relacdo ao
(vas(—=C007™)) com o aumento do teor do complexo [Fe(phen)s]?*, sugere formagao de
um complexo de coordenago carboxila --- Fe?*, através do grupo carboxilato do oleato
de sodio. Diferentemente dos espectros de FTIR, os espectros Raman das amostras
NLS@[Fe(phen)s]?* foram caracterizados por modos vibracionais da fosfatidilcolina,
colesterol e complexo [Fe(phen)s]®*. Os resultados mostraram que o complexo
[Fe(phen)s]?* apresenta interagbes com o oleato de sddio por meio de uma ligagdo
quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sodio e o ion de Fe?* do

complexo [Fe(phen)s]?*.
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3.3 Estudo da bioconjugacéo do anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike na

superficie de Nanoparticulas de Au.

3.3.1 Introducéo

Corononvirus

Os Coronavirus compreendem uma familia de aproximadamente 40 virus que
infectam diversas espécies de animais. Os coronavirus possuem um genoma constituido
por um RNA de fita simples, polaridade positiva e tamanho da ordem de 30 kb [84]. A
maioria dos Coronavirus replica-se inicialmente nos tratos respiratorio inferiores,
semelhante a gripe. Contudo, diferentemente do virus da gripe, a infeccdo pelo
coronavirus pode levar a sérias complicagdes, requerendo muitas vezes que o paciente
seja internado em virtude da insuficiéncia respiratoria devido a lesdo pulmonar que pode
levar a morte [85], [86]. Em dezembro de 2019, casos de pneumonia de etiologia
desconhecida foram relatados na cidade de Wuhan, na China [87], causando uma
epidemia consideravel de Covid-19 na China, alastrando-se globalmente e sendo

declarado uma pandemia em marco de 2020 [88], [89].

Segundo dados da OMS, desde o inicio da Covid-19 foram contabilizados até 0s
dias atuais aproximadamente 6.921.614 mortes [90][91]. Mesmo ap6s a producdo de
vacinas, o Covid-19 continua a causar uma imensa crise de salde global. Tendo uma taxa
de letalidade no mundo de aproximadamente 1%, sendo de que 3 a 20% das pessoas
contaminadas necessitando de internagdo, do qual um subconjunto consideravel (~10-
30%) requer cuidados intensivos, colocando assim uma grande pressédo sobre o0s sistemas

de saude [92].
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Os testes sorologicos para detectar imunoglobulinas do tipo M e G nédo sao
adequadas para o diagnostico precoce de Covid-19, devido as respostas imunoldgicas
perceptiveis levarem alguns dias apos a infeccdo [93]. A presenca de anticorpos IgM
indicam o inicio da resposta imune, enquanto o IgG associa-se ao estagio de imunizacao
contra SARS-CoV-2. A deteccéo de proteinas de virus (S e N), por outro lado, produzem
testes mais rapidos e baratos, especialmente usando nanobiosensores [94]. Estes
imunossensores podem conter NPs metalicas cujas propriedades fisico-quimicas sao

ajustadas para amplificar sinais opticos, elétricos e eletroquimicos [95], [96].

Nanoparticulas metalicas

Uma das principais propriedades oOpticas das nanoestruturas metalicas é a
ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) (do inglés localized surface
plasmon resonance). Sendo constituida de uma oscilacdo coletiva de elétrons de
conducdo excitados por um campo eletromagnético. Plasmons na superficie de
nanoparticulas metalicas ddo origem a propriedades opticas que dificilmente seriam
alcancados por outros processos fisicos. A incidéncia de uma onda eletromagnética sobre
uma particula metalica, leva a um deslocamento dos elétrons desta particula no sentido
contréario ao campo elétrico da onda incidente. Este deslocamento das cargas promove a
inducdo de um dipolo elétrico na particula que por sua vez promove o0 aparecimento de
um campo elétrico restaurador. O campo elétrico restaurador e o dipolo induzido, quanto

acoplados geram a ressonancia plasmonica [97].

A absorcédo de luz por NPs metéalicas pode ser facilmente calculada pelo modelo
de aproximacéo de dipolo desde que o tamanho das NPs seja menor que 0 comprimento
de onda da luz. Considerando que a banda de ressonancia de plasmons de superficie

localizada esteja dentro da regido visivel do espectro eletromagnetico (~450 —720 nm), a
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condicdo de ressonancia é geralmente alcancada para didmetros de NPs abaixo de ~50
nm. Neste caso, pode ser considerado que a NP esta dentro de um campo elétrico uniforme
e a particula pode ser representada por um dipolo elétrico. Assim, as nanoparticulas
metalicas apresentam propriedades Opticas diferenciadas quando o seu tamanho €

reduzido [98].

Séo diversos os materiais que apresentam ressonancia de plasmon de superficie
localizada, porém nanoestruturas fabricadas com metais como Au, Ag e Cu apresentam a
frequéncia LSPR na regido do visivel e infravermelho proximo, tornando-os mais
atraentes para aplicagdes dpticas. As NPs metélicas a base de Au e Ag mostram absor¢des
em diferentes regiGes do espectro eletromagnético visivel, tornando-as atraentes para
serem utilizadas em sensores baseados em modificagdes de suas propriedades Opticas de
acordo com a presenga ou auséncia do analito desejado. Os sensores que utilizam o
fendmeno LSPR para obter uma informacao bioldgica pela interagdo com uma superficie

plasmdnica modificada e a transforma em um sinal analitico.

A ressonancia plasmon em AuNPs é variada pela mudanca e distribuicdo de
tamanho e forma das particulas [99]. Elas sdo adequadas para ancorar camadas ativas,
pois sdo biocompativeis com a ligacdo de biomoléculas [100], [101]. Imunosensores
baseados em AuNPs conjugados com anticorpos sdo capazes de reconhecer antigenos,

células, microrganismos e proteinas através de principios variados de deteccdo [102].

Por muitas décadas, a espectroscopia Raman tem sido usada com sucesso no
estudo de materiais de origem bioldgica [103],[104]. Este sucesso esta relacionado, em
parte, @ enorme contribuicdo da espectroscopia Raman na elucidacdo de muitos caminhos
biologicos em termos de estrutura molecular, avaliando informacbes de vibragGes

moleculares que fornecem uma impressao digital altamente especifica de estruturas
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moleculares e composicao bioquimica de células e tecidos. Em geral, as patologias sao
acompanhadas por alteragdes em estruturas moleculares especificas e, consequentemente,
em seus espectros vibracionais. Contudo, os sistemas bioldgicos sdo constituidos por
muitas macromoléculas, de modo que o efeito Raman convencional pode ser um pouco
desafiador pois geralmente apresentam centenas de &tomos e, por isso, contém um enorme
nimero de modos Raman vibracionais a serem resolvidas. Outras dificuldades
apresentadas pela espectroscopia Raman convencional é a baixa se¢do de choque Raman
(intensidade reduzida) e os efeitos de fluorescéncias, geralmente presentes nos materiais
de origem bioldgica, que dificultam a obtencdo dos espectros Raman. Nesse contexto, €
conveniente usar o efeito SERS (do inglés Surface-Enhanced Raman Scattering), pois
com ele pode-se obter fatores de intensificacdes que variam de 10* — 101? vezes em
comparacdo com o Raman convencional. Para que esta intensificacdo seja alcancada,
nanoparticulas, predominantemente de Au ou Ag, tem sido utilizadas devido ao efeito
LSPR. Assim, o efeito SERS tem sido aplicado com sucesso no estudo de sistemas
biolégicos, como na rotulagem de células, tecidos e biomarcadores [105],[106] e na

producéo de biosensores [107].

Imunosensores baseados em AuNPs conjugados com anticorpos sdo capazes de
reconhecer antigenos, proteinas e microrganismos [108]. A bioconjugacdo afeta tanto a
regido de absorc¢éo de luz quanto o didmetro hidrodindmico das AuNPs, permitindo assim
ensaios colorimétricos e dispersdo dindmica de luz (DLS) [109]. Driskell et al., [110], por
exemplo, relataram o uso de DLS para detectar o virus HIN1. Neste trabalho os autores
usaram DLS para medir a extensdo da agregacao e o didmetro hidrodinamica médio os

quais estavam correlacionados com a concentragéo de virus.

Neste contexto, recentemente, estivemos envolvido em um projeto de pesquisa

que teve como objetivo a produgdo de um detector do virus SARS-CoV-2, usando AuNPs
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funcionalizados com a anticorpo da glicoproteina spike do SARS-CoV-2 (anti-SARS-
CoV-2), baseado na técnica DLS [95]. Neste trabalho, o anticorpo anti-SARS-CoV-2
spike foi funcionalizado na superficie de nanoparticulas de Au ap06s pré-recobrimento
com 3,3'-dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate — DTSSP) (amostra denominada
PAbSIN36@AUNPS). A deteccdo do virus SARS-CoV-2 foi realiza por DLS, onde foi
verificado que o didmetro hidrodinamica médio do sistema pAbS1N36@AuNPs aumenta
de ~ 80 nm, quando livre, para mais de 200 nm ap0s sua interacdo com o virus SARS-
CoV-2. Nosso objetivo neste trabalho é comprovar o sucesso da bioconjugacdo do
anticorpo anti-SARS-CoV-2 com a AuNPs. Para isso foi utilizado as técnicas de FTIR,

Raman convencional e SERS.

3.3.2 Metodologia

Amostras

O écido bdrico foi adquirido da Vetec™ (Duque de Caxias, RJ, Brasil).
Nanoparticulas de ouro (50 nm, ~ 3,5 x 101° particulas/mL), Albumina de Soro Bovina
(BSA) e 3,3’-ditiobis (Propionato de Sulfossuccinimidil-DTSSP) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A solucdo de Tampéo Fosfato-Salino (PBS) foi
adquirida da Laborclin (Pinhais, PR, Brasil). O tetraborato de sodio foi obtido da
Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil). O anticorpo policlonal contra o N-terminal da proteina
spike do SARS-CoV-2 de coelhos foram doadas pelo Laboratorio de Virologia e
Microscopia da Universidade de Brasilia, Brasil. Amostras dos virus influenza e SARS-

CoV-2 foram doadas pelo Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil).

65


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glycoprotein

DTSSP
AuNP OH

0 aminolise

Figura 3.3.1: Funcionalizacdo das AUNPs com DTSSP seguida da formacao da ligacao
cruzada do anticorpo.

Na Fig. 3.3.1 é mostrado um esquema da funcionalizacdo da AUNP com o DTSSP
e anticorpo. Onde no esquema da Fig. 3.3.1, a hidrolise do éster succinimidil € mais rapida
que a amindlise. Caso ocorra a hidrdlise antes da amindlise, as nanoparticulas de ouro
ficariam negativamente carregadas e interagiriam com o0 anticorpo por atracdo
eletrostatica ao invés de ligacdo covalente [111]. Para evitar este problema, o DTSSP
pode ser ligado ao anticorpo e, em seguida, adicionado a suspensdo das nanoparticulas de
ouro. Driskeel et al., mostraram que é possivel ligar o DTSSP ao anticorpo IgG e em
seguida, acopla-lo a AuNPs levando a formacdo de um conjugado estavel independente

[112].

Para a producdo do sistema final funcionalizado com o anticorpo, uma aliquota de
1,2 mL de suspensdo de AuNPs teve seu pH ajustado para 8,9 em tampao borato (50 mM,
pH 8,9). Em seguida, 10 pL de 3,3'-ditiobis (propionato de sulfossuccinimidil — DTSSP)
(10 mM) foi adicionado a suspensao de AuNPs e incubadas a temperatura ambiente sob
protecdo da luz por 40 minutos. Essa suspenséo foi transferida para um tudo Lobind®
Eppendorf de 2mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e centrifugada a 7.000 rpm por 5
minutos a 5 °C. O sobrenadante contendo o excesso de DTSSP foi removido e as AuUNPs

foram ressuspensas em 1100 pL de tampé&o borato (2 mM, pH 8,9) contendo 0,25 % de
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BSA. Em seguida, o anticorpo policlonal (21,6 pg, 32,4 pug ou 43,2 ug) foi adicionado a
suspensdo de AuNPs e incubado a temperatura ambiente por 90 min. Apds este tempo, a
suspensdo foi centrifugada a 7000 rpm por 5 min a 5 °C. O sobrenadante contendo
excesso de anticorpo foi removido. Para remocgdo completa do anticorpo, o processo de
centrifugagéo/ressuspensdo foi repetido mais de duas vezes. A amostra 43,2 pg foi
nomeada pPAbSIN36@AUNPs. Uma micrografia de microscopia eletronica de

transmissao, tipica do sistema pAbSIN36@AuUNPs é mostrado na Fig. 3.3.2.

A (al 100 nm

Figura 3.3.2: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo das
nanoparticulas de Au (AuNPs) (a) e das AuNPs conjugadas com anti-SARS-
CoV-2 spike (pAbSIN36@AUNPS) (b) (figura adaptada da referéncia [95]).

Espectroscopias no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Raman
convencional e SERS

Os experimentos de FTIR foram realizados utilizando um espectrometro Bruker
(modelo Vertex 70). A analise foi realizada utilizando o médulo de Reflectancia Total
Atenuada (ATR). As medigdes foram calculadas em 96 varreduras, que foram feitas com

uma resolucéo de 4 cm™ e regido espectral de 400 a 4000 cm™.
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A conjugacéo de anticorpos na superficie das AuNPs foi avaliada por SERS. Os
filmes de prata utilizados como substrato para as medidas de SERS foram preparados
pelo método eletrolitico, utilizando uma solucdo de AgNOs (0,1 mg/mL) como eletrdlito.
Para estudos SERS, uma solucéo de 10 uL de BSA, anticorpo pAbS1IN, DTSSP@AUNPs
e pAbS1IN36@AUNPs amostras foram diluidas em 10 uL de agua destilada e gotejadas
no filme de prata, depois secas com nitrogénio seco.

As analises SERS foram realizadas utilizando LabRAM HR Evolution (Horiba
Scientific, Palaiseau, Franca) equipado com grade de 1800 linhas/mm e detector Charge-
Coupled Device-CCD. As medicdes foram realizadas com uma fonte de excitacao de laser
de 532 nm (10 mW) usando um sistema de imagem DuoScan Raman (Horiba Scientific)
com uma objetiva de 50X. O DuoScan foi utilizado para distribuir o feixe de laser na
superficie da amostra obtendo uma informacdo espectral média de uma série de

20 x 20 um?.

A andlise de dados foi realizada usando o LabSpec® para correc¢éo da linha de base
e normalizagdo pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o
OriginPro® 9 e o fitting das razdes das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as
medidas experimentais foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia Optica-LEO

do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.

3.3.3 Resultados e discussoes

A Fig. 3.3.3 mostra os espectros FTIR do anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike antes
(PAbS1IN) (i) e apos a conjugacao as AUNPs (pAbS1IN36@AUNPS) (ii). Para comparacao
0 espectro de FTIR das AuNPs livre &€ mostrado em (iii). O espectro mostrado em (iii)

fornece informagdes sobre as AuNPs cobertas com citrato. A adsor¢do do citrato nas
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AUNPs é confirmada pela presenca dos modos vibracionais do carboxilato, com bandas
de absorcdo em 1400 e 1630 cm™, atribuidas, respectivamente, aos modos de estiramento
simétrico e assimétrico das ligagdes COO". O espectro FTIR do anti-SARS-CoV-2 livre
(Fig. 3.3.3 (i)) mostra a presenca das bandas de amida I, 11 e 11l em 1644, 1540 e 1239
cm?, respectivamente. As bandas observadas em torno de 1400 e 1451 cm™ estdo
associados ao estiramento simétrico do grupo COO™ e vibracdo em tesoura CHa,
respectivamente. A banda em 1080 cm ¢ atribuida ao estiramento das ligacdes C-O-C e
C-O. A regido de impressdo digital entre 500 e 900 cm™ compreende as vibragGes
associadas aos aminoacidos, ou seja, fenilalanina, tirosina, triptofano etc. [113]. A Fig.
3.3.3 (ii) mostra o espectro FTIR do anticorpo conjugado com a AuNPs
(PAbSIN36@AUNPS), com bandas em 1654, 1543 e 1243 cm™ correspondente as bandas
amida I, 11 e Ill, respectivamente. Observe que, a posicdo da banda amida I, 11 e Il
associadas ao anticorpo livre deslocam-se para numeros de ondas mais alto apos suas
funcionalizacdes com as AuNPs. Além do mais, também foi observado que a razdo entre
as intensidades integradas das bandas amida | e Il é aproximadamente de 1,95 para
anticorpo livre e decresce para 1,0 ap6s sua funcionalizacdo com as AuNPs. Este
resultado sugere que funcionalizacdo leva a mudancas conformacionais do anticorpo apés
funcionalizacdo. A partir dos dados de FTIR infere-se que os efeitos dos grupos NHa,
doadores de elétrons, bem como dos ions carboxilato, sdo responsaveis pelo acoplamento
do anticorpo ao terminal éster succinimidil, formando uma ligacdo amida secundaria pelo

ataque nucleofilico da amina ao carbono carbonilico do éster [114].
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Figura 3.3.3: Espectro FTIR para amostras de pAbS1N (i), pAbS1IN36@AUNPs (ii)
e AuNPs (iii).

Com objetivo de avaliar a eficiéncia da funcionalizacdo do anticorpo anti-SARS-
CoV-2 com as AuNPs, a espectroscopia Raman convencional e efeito SERS foram
utilizados. Estas ferramentas permitiram rastrear a bioconjugacdo da superficie das

nanoparticulas de ouro desde o pré-revestimento até a funcionalizacdo do anticorpo.

Primeiramente, os espectros Raman e SERS de DTSSP livre e adsorvido na
superficie das AuNPs foram obtidos e comparados. O espectro Raman convencional do
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DTSSP livre (Fig. 3.3.4 (ii)) mostra bandas caracteristicas do anel pirrolidina com picos
em 665 cm™ (modo de deformagdo simétrico do pirrol), 780 cm™ (modo de respiracio
pirrol) e 1364 cm™ (estiramento da ligagdo C-N do anel pirrol) e 1397 cm™ atribuido a
vibrac6es de estiramento do anel pirrélico. Além do mais, os picos Raman em 1065, 1160
e 1210 cm™ podem ser atribuidos aos modos de estiramento de v(NCO), v(CO) e vs(CNC),
respectivamente [115],[116]. VibracGes envolvendo atomos enxofre sdo observadas em
942 cm™, devido ao modo de flexdo da ligagio SH e em 615, 640 e 670 cm™ associados
aos modos de estiramento das ligagdes CS. Os modos de estiramento da ligacbes S-S sdo
encontrados em 490, 508 e 520 cm™[117], [118]. Finalmente, o pico observado em 1748
e 1790 cm™ indica os modos de estiramento assimétrico e simétrico dos grupos éster
carbonil, respectivamente. O pico em 1820 cm™ indica o alongamento da ligagdo C=0

do pirrol [119], [120].

O espectro SERS da amostra DTSSP@AUNPs Fig. 3.3.4 (i) mostra significantes
mudangas quando comparado com o espectro Raman convencional do DTSSP livre (Fig.
3.3.4 (ii)). Devido ao efeito SERS, muitas bandas adicionais sdo agora perceptiveis. Por
exemplo, os modos de estiramento simétrico e assimétrico das ligacdes S=O sdao
encontrados em 1190 e 1335 cm?, respectivamente. Por fim, as vibracdes das ligacdes
CH podem ser encontradas em 860 cm™ (y(CH)) e 1100 cm™ (§(CH)) e, os modos
vibracionais vs(COO?) e vas(COO?) sdo encontrados em 1420 e 1690 cm?,
respectivamente. No entanto, a caracteristica mais apreciavel é o redshift do modo v(C-
S) e a extingdo dos modos vibracionais do dissulfeto (regido 490-520 cm™). Este
comportamento indica que as ligacdes dissulfeto foram quebradas e que o DTSSP foi
absorvido com sucesso na superficie da nanoparticula de ouro. Todos 0s picos e as
respectivas atribuicbes das amostras DTSSP, DTSSP@AUNPs, BSA, pAbSIN e

pAbSIN@AUNPs sdo expostas na Tabela 3.3.
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Figura 3.3.4: Espectro SERS (i) e espectro Raman convencional (ii) para
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Tabela 3. 3: Bandas SERS observadas nos espectros registrados das amostras DTSSP,
DTSSP@AUNPs, BSA, pAbS1N e pAbSIN@AUNPs e as tentativas de atribuicdes.

Raman .
1 Tentativa de
(cm™) SERS (cm) atribuicdo
DTSSP DTSSP@AUNPs  BSA pAbSIN pAbSIN@AUNPs
486 V(S - S) 999
508 512 V(S - S)tgg
520 540 550 550 526 V(S - S)igt
550 Y (NH?)
610 630 625 625 620 v(C-25)
640 640 pyr deform
648 652 652 v(C-295)
- 652 y (CO0")
666 686 678 682 v(C - S)-H
756 757 750 Trp
780 780 Pyr breathing
796 ACH), ANH)
828 828 828 Tyr
858 851 852 Tyr
887 890 890 Tyr
895 890 890 Trp
917 917 v(C - CO0")
942 940 6(SH)
950 950 950 V(C-N-C) skel
1002 1002 1003 Phe
1025 1030 1030 1033 v(C-0C)
1065 1052 UNCO)
1070 1073 1078 UNH>)
1127 1125 1126 v(C-N)
1180 1178 1178 Tyr, v(C-N)
1190 vs(S = 0)
1203 1203 1212 Tyr, Phe
1245 1242 1242 amida III
1279 1286 v(C - 0)+6(0H)
1325 1325 O0(CH2,CH3)
1335 v.(§ =0)
1342 1340 1338 ACH2,CH3), Trp
1402 1402 v (CN) pyr ring
1415 v(pyr ring)
1450 1450 1456 6(CH>,CH3)
1460 1460 1460 v (CH2,CH3)
1420 1502 1505 1505 vs (COO7)
1567 1565 1565 Amida II
1690 1584 1590 1584 vas(COO")
1615 1610 1610 Amidal
1640 v(C=0)
1694 va (CO07)
1743 1750 Vs (C=0)
1795 va (C=0)
1815 v (C=0) pyr
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A Fig. 3.3.5 (a-i) mostra os espectros de SERS do anticorpo pAbS1IN
bioconjugado de com a AuNPs (pAbS1N36@AUNPS). Para comparagdo, 0S espectros
SERS do anticorpo pAbS1N e o BSA sdo mostrados na Fig. 3.3.5 (a - ii e iii). No espectro
SERS da amostra pAbSIN36@AUNPs, como esperado, nenhuma banda de DTSSP foi
identificada. O espectro SERS da amostra pAbSIN36@AUNPs é semelhante aos
espectros SERS do anticorpo pAbS1N e BSA, com bandas associadas aos aminoacidos
que compde o anticorpo pAbS1N e o BSA, ambos bioconjugados a nanoparticulas de

ouro.

No espectro da amostra pAbSIN36@AUNPs existem bandas caracteristicas do
modo de estiramento S-S (550 cm™) e C-S (620, 650 e 680 cm™) [121]. Na regio entre
750-1400 cm™ existem modos vibracionais associados a ligagdo peptidicas, entre outros:
alongamento da ligacdo N-H do triptofano em 750 cm™, da tirosina em 830 e 890 cm™ e
da fenilalanina em 1002 cm™ [122]. Os modos encontrados em 850, 915, 950, 1032, 1126
e 1178 cm™ sdo atribuicGes das respectivas ligagdes: Tyr, v(C — COO-), v(C-N-C), v(C
— C), v(C-N), C-N ou Tyr. Além do mais, os modos de tesoura do grupo amina NH,
deformacgbes dos grupos CH2/CHz e estiramento simétrica e assimétrica dos grupos
carboxilato COO™ sdo encontrados em 1078, 1325, 1358, 456, 1505 e 1584 cm™,
respectivamente [123]. A banda associada a amida Il (NH acoplado ao alongamento CN)
pode ser encontrado em 1565 cm™. As bandas associadas as amidas I, 1l e Il s&o
encontradas em 1610, 1565 e 1242 cm™, coincidindo com os valores encontrados para o
anticorpo pAbS1N Fig. 3.3.5 (a - ii). Essas energias vibracionais sao tipicas da estrutura
f-sheet, confirmando que o anticorpo se organiza nesta estrutura [124]. Por outro lado,
no espectro SERS do BSA, as mesmas bandas séo encontradas em 1615, 1567 e 1245 cm”

! E bem conhecido que 0 BSA tem uma estrutura rica em a-helix, que possuem vibragoes
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mais altas do que o tipo S-sheet [125]. Assim, € possivel inferir que a intensidade do sinal
Raman dominante no espectro da amostra pAbSIN36@AUNPs deve-se principalmente

ao sinal proveniente do anticorpo.

(a)

(b)
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. amide Il 6(CH2/CH2)
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Figura 3.3.5: (a) Espectros SERS de AbSIN36@AUNPs (i), pAbS1N (ii) e BSA (iii).
(b) Zoom de espectros SERS na faixa 1530-1680 cm ™ para pAbS1IN36@AuNPs (linha
preta), pAbS1IN (linha verde) e BSA (linha vermelha).
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Outro fato importante a ser observado no espectro SERS da amostra
PAbSIN36@AUNPs ¢ a presenca do pico Raman em 1640 cm™, mas ausente no espectro
de anticorpo livre, assim como no espectro BSA. Este pico pode ser atribuido ao
alongamento C=0 de uma amida secundaria. Assim, pode-se concluir que a presenca
deste pico se deve a vibracdo de um grupo carbonila formado apds a conjugacéo da
nanoparticulas de ouro com o anticorpo [126], comprovando assim O sucesso da

conjugacéo.

3.3.4 Conclusédo

Nesta parte do trabalho foi investigado a bioconjugacao do anticorpo anti- SARS-
CoV-2 sobre nanoparticulas de ouro. Para isso foram utilizados espectros de absorc¢éo de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman convencional
e SERS. Analises comparativas e detalhada por dos espectros de FTIR permitiram
determinar que as energias de absorcdo das bandas amida I, Il e Ill associados com
anticorpo livre (pAbS1N) deslocam-se para maiores numero de onda ap6s sua
funcionalizacdo com as AuNPs (pAbSIN36@AUNPs). Também foi observado que a
razao entre as intensidades integradas das bandas de amida I e 11 é de ~1,95 para anticorpo
livre e decresce para ~1,0 apds sua funcionalizacdo com as AuNPs. Sugerindo haver
mudancas conformacionais do anticorpo apds funcionalizacdo. Os dados de FTIR
indicam que o efeito doador de elétrons do grupo NH2 sdo responsaveis por acoplar o

anticorpo ao terminal éster succinimidil formando uma ligagdo amida secundaria.

Complementar ao FTIR, a técnica SERS foi usado para avaliar a eficiéncia da
ligacdo do anticorpo com a nanoparticula de Au. Os espectros de Raman convencional e

SERS permitiram rastrear a bioconjugacdo do anticorpo anti- SARS-CoV-2 sobre a
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superficie das nanoparticulas de Au desde o primeiro pré-revestimento com o DTSSP até
0 anticorpo. Os dados mostraram que 0S grupos aminas primarias do anticorpo estdo
ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal, formando uma ligacédo
amida secundéria pelo ataque nucleofilico da amina ao carbono da carbonila do éster

presente na superficie da nanoparticula de Au.

Capitulo 4

4 Conclusdes gerais

Nesta tese as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman
Amplificada por Superficie (SERS) foram utilizadas para estudar nanocarreadores
baseados em nanoparticulas lipidicas e metalicas carregados com moléculas bioativas. Os
nanocarreadores foram: (i) Nanoemulsbes de 6leo de peixe, ricos em Acido
Docosahexaenoico (DHA) e Acido Eicosapentaenoico (EPA) (denominada NEW3), (ii)
Nanoparticulas lipidicas solidas carregadas com diferentes concentracdes do complexo
[Fe(phen)s]>* (denominada NLS@[Fe(phen)s]?*, (iii) nanoparticulas de Au
funcionalizadas com o anticorpo anti-SARS-CoV-2 (denominada pAbS1IN36@AuUNPSs).
No estudo da amostra NEW3 foi investigado o efeito do tempo de prepara no seu estado
oxidativo. Verificou-se que embora apresente estabilidade estrutural ao longo de tempo
de preparo (diametro hidrodindmico aproximadamente constante), os espectros de FTIR
permitiram identificar mudangas espectrais dos marcadores quimicos do FO, os quais
foram associados a processos oxidativos dependentes do tempo de prepara. As mudancas
espectrais ocorridas nos modos de estiramento O-H, C=0 e C=C permitiram concluir
que o processo de oxidagdo se inicia com a isomerizacdo das ligacdes duplas cis para
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dupla trans, o que favorece a hidroperoxidacédo das cadeias de hidrocarbonetos levando a
geracdo de subprodutos derivados da carbonila, tais como: acidos carboxilicos, cetonas,

aldeidos e ésteres

No segundo caso, foi estudado a interacdo entre o complexo [Fe(phen)s]** e
nanoparticulas lipidicas sélidas. Comparando os espectros de FTIR e Raman dos
constituintes das amostras NLS@[Fe(phen)s]?* foi possivel sugerir que as moléculas do
complexo [Fe(phen)s]**estdo interagindo com as nanoparticulas lipidicas por meio de
uma ligacdo quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sédio e o ion de
Fe?* do complexo [Fe(phen)s]?*. Por ultimo, os resultados obtidos da analise dos
espectros SERS demostraram que as nanoparticulas de Au, pré-cobertas com 3,3'-
dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate — DTSSP) foram funcionalizadas com sucesso ao

anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike.

A conjugacao do anticorpo com a molécula de DTSSP modificada, foi comprovada
por meio das alteracGes espectrais dos modos vibracionais do DTSSP e, pelo surgimento
do modo de estiramento associado a ligagdo C=0O no espectro da amostra
pPAbS1IN36@AUNPs. Estas mudancas estdo associadas aos grupos de aminas primarias
do anticorpo os quais estdo ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal,
formando uma liga¢do amida secundaria pelo ataque nucleofilico da amina ao carbono da

carbonila do éster presente na superficie da nanoparticula de Au.
Perspectivas de trabalhos futuros

Desenvolver metodologia baseado em espectroscopia vibracional para quantificar

a concentracao de moléculas adsorvidas em nanocarreadores lipidicos e metalicos.

Utilizar a espectroscopia FTIR, Raman convencional e SERS no estudo de

diferentes complexos metélicos (Cu, Ru, Pd e Zn) em NLS.
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1. Introduction (EPA], which nsually produce mediators of low inflammatory potential
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Feyeords:
Ciadir Dt nation
Latent fingerprnts

From the late 90 5 until recently, some forensic research has been dedicated to the development of analytical
technigques to explore the chemical components present in fingerprints, in order to find cther information besides
authorship. Raman spectroscopy is a technique of nondestructive analysis of a wide variety of forensic evidence,

Ping " including fingerprints, at the crime scene. In this context, the aim of this work is to explore Baman speciroscopy
PLEOA and the sapervised methods, Partial Least Squares and Suppoet Vector Machine for Disariminant Analysis (PLSDA
Raman and SVMDA, respectively), a5 meams to determine sex based on fingerprints obtained from male and female

danors and submitted to different conditions (dark and lght). Considering a period op to seven days from the
collection of the fingerprint, the results showed correct discrimination rates ranging from approxdmately

Bi-93%.

1. Introducton

Fingerprintn were wed for the firct time to solve a crime in 1892, by
Juan Vucetich [1]. Since then, this kind of evidence haz been considered
a powerful tool for identifying victime and criminals. The techniquea for
cbtaining fingerprintz from 2 oime ocene have evolved over time,
allowing extraction on various types of surfaces, uaing different optical,
chemical or phyzical methoda [2). Currently, the fingerprints recovered
from a crime scene are comparsd with records held on a Gngerprint
databage, in an Automated Pingerprint Identification Syotem (APIS).
However, for the comparizon of fingerprintz, enough technical qualizy iz
neaded. Thiz means a sufficient amount of minuciuz to parform com-
paricon with fingerprint templates. If not, it iz 2till posoible to uze DNA
identification technigues to find 2 person’z identity [3]. (Tahbl= 1L

Latent fingerprint: are composed of the natural secretions from
glanda in the skin, principally =ccrine and zebaceoun glands. Eccrine
sweat conzistz i v of water (93%), and the remainder iz a
mixture of organic (2.5 amino acids, proteinz and lactate) and inorganic
material {a.g. Na+, E+, Cl— and metal ionz). Sebaceous secrations are
predominantly composed of fatty acids, glycerides, cholesterol, squalene

* Correspanding author,
E-mull addres: jex

e (1W.B. Braga),

hittpee /e org 10, 10065

and a variety of lipid esters. Environmental contaminants, e.g. bacterial
spores, dust, coametics, hair products and drugs, may also be found in
akin secretiona [4-3].

From the late 90 2 until recently, some forensic research haz been
dedicated to the development of analytical sechniques to explore the
chemical component precent in fngerprint, with the aim of Anding
other information besides avthosship. Conzidering the premice that
fingerprints can be interpreted az a box carryving some “chemical print”,
wherain pisces of information like dats zex and ves of illagal ;ubctances
and others can be found, they represent an important sample that can be
uzed to collaborate in a police investigation. Recent studies have sug-
geated thae the chemical substances contained in fingerprint composi-
tion, like metabolites, can vary az a function of phyrical properties such
az sex, age, ethnicity or health status [3]. Besides, the oil compounds of
fingerprints change over time [3].

In thiz context, the ability to determine gex from traces like body
fluids, nail or fingerprints at the scene of a crime would further advance
the infield capabilities of crime ocene investigation Huymh et al
developed a biocamlytic ascay for detsrmining sex bazed on the
extraction of amino acid: precent in the fingerprint uzing UV-Viz
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Abstract: Photodynamic therapy (PDT) mediated by photosensitizers loaded in nanostructures as
solid lipid nanoparticles has been pinpointed as an effective and safe treatment against different skin
cancers. Amazon butters have an interesting lipid composition when it comes to forming solid lipid
nanoparticles (SLN). In the present report, a new third-generation photosensitizing system consisting
of aluminum-phthalocyanine associated with Amazon butter-based solid lipid nanoparticles (SLN-
AlPc) is described. The SLN was developed using murumuru butter, and a monodisperse population
of nanodroplets with a hydrodynamic diameter of approximately 40 nm was obtained. The study of
the permeation of these AlPc did not permeate the analyzed skin, but when incorporated into the
system, SLN-AlPc allowed permeation of almost 100% with 8 h of contact. It must be emphasized
that SLN-AIPc was efficient for carrying aluminum-phthalocyanine photosensitizers and exhibited
no toxicity in the dark. Photoactivated SLN-AIPc exhibited a 50% cytotoxicity concentration (ICsq) of
19.62 nM when applied to B16-F10 monolayers, and the type of death caused by the treatment was
apoptosis. The exposed phospholipid phosphatidylserine was identified, and the treatment triggered
a high expression of Caspase 3. A stable Amazon butter-based SLN-AlIPc formulation was developed,
which exhibits strong in vitro photodynamic activity on melanoma cells.

Keywords: third-generation photosensitizers; drug delivery systems; cancer; photodynamic therapy;
Amazon butters
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Diffuse Reflectance FTIR of Latent Fingerprints and Discriminant Analysis for Sex
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Latent fingerprint is an important crime scene evidence, bat it is not always recoverable or
technically suitable for analysis with fingerprint patterns. Forensic science has shown that other
information can be explored from traces using chemical compounds. Infrared spectroscopy is a
nondestructive technique that is widely applied to a variety of forensic evidence. In this work.
infrared spectroscopy and partial least square discriminant analysis were used to determine the
human sex based on latent fingermark analysis. Fingerprint samples were taken from 42 male
and female donors, then kept in either dark or light storage conditions, and the Foarier transform
infrared (FTIR) spectra were measured considering a period of up to 30 days from collection.
The regions from 3000 to 2800 cm* and 1790 to 1150 cm! presented the greatest differences in
the peak intensities among the two sex groups. The results showed a correct discrimination rate
higher than 80%.

Keywords: sex determination, latent fingerprints. fingermarks, chemometric analysis, FTIR

Introduction

Fingerprint analysis has always been of great importance
in establishing the authorship of a crime. It is one of the
most common traces found at a crime scene and, in this
case, it is known as a latent fingerprint.'* Traditional
technigues for print development, such as the use of
cyanoacrylate, ninhydrin and other chemical developers,
always work towards producing a better contrast between
the fingerprint and the background where it was deposited.
Thus, the number of details and their characteristics that
appear after their development individualize the fingerprint
and enable the comparison with fingerprint patterns to be
carried out, but the number of minutiae is often not enough
to carry out a comparison.®

*c.mail: jez@unhbe
Editor handled this ariicle: fvo M. Raimendo Jr. (Associate)

Since the 1990s, there have been a number of studies
to extract other information from fingerprints, such as
differeatiating adults from children.* finding traces of illicit
substances and explosives,’* dating™ and, more recently,
the discrimination of male and female subjects.>*"

The understanding of the chemical substances that
form fingerprints is essential for these studies, since it
is from the understanding of the degradation kinetics,
concentration and verification of the existence of a given
substance that these new results can be achieved. The
chemical composition of fingerprints originates mainly
from the eccrine and sebaceous glands. Eccrine sweat
is mainly composed of water (98%), and the rest of its
content is either organic material (e.g.. proteins, amino
acids, and lactate) or inorganic (e.g., Na*, K*. CI- and other
metal ions). Similarly, squalene, cholesterol. glycerides,
fatty acids, and a range of lipid esters principally made up
the sebaceous secretions. Contaminants detected in these
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