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Funcionalizagao da superficie de pontos quanticos
calcogenetos (CdSe) com lipossomas furtivos de pH
sensivel: estratégia para liberagao controlada de farmacos

Calcogenic quantum dots surface functionalization (CdSe)
with pH sensitive stealth liposomes: strategy for controlled
drug release

RESUMO

Os sistemas de liberagdo de farmacos “Drugs delivery systems”, controlam tanto a taxa de
liberagdo dos farmacos quanto ao sitio a ser liberado, apresentando iniUmeras vantagens
quando comparados com outros sistemas convencionais. Entre as moléculas e sistemas
estudados para o encapsulamento de ativos, os lipossomas sdo sistemas transportadores
eficientes de biomoléculas. O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento dos lipossomas
furtivos (LF) de pH sensivel através da funcionaliza¢cdo das nanoparticulas de ponto quantico
(CdSe) para o desenvolvimento de lipossomas terandsticos (sistemas para imagem e
tratamento). Para a caracterizagdo dos lipossomas terandsticos (SPC, DDAB, CHEMS,
TWEEN-80 e DSPE-PEG-2000 a uma razdo molar 20:25:49:1:5), foram realizadas medidas de
fotoluminescéncia para verificar a funcionalizacdo dos pontos quanticos e medidas de
espalhamento dinamico de luz para confirmar a sensibilidade do lipossoma a variagdo do
pH. Os resultados mostraram a funcionaliza¢do do ponto quantico em LF porém o lipossoma
ndo apresentou sensibilidade a variacdo de pH.

PALAVRAS-CHAVE: Lipossomas furtivos. Lipossomas pH sensivel. Sistema de liberagdo.
Pontos Quanticos (CdSe).

ABSTRACT

The drugs delivery systems can control both the drug release and the site of action, showing countless
advantages compared to other conventional systems. Among the molecules and systems studied for
the encapsulation, the liposomes are the most efficient carrier systems for biomolecules. The
objective of this study was the development of pH sensitive stealth liposomes (LF) through the
functionalization of nanoparticles of quantum dot (CdSe) for the development of theranostic
liposomes (imaging and treatment systems). For the characterization of theranostic liposomes (SPC,
DDAB, CHEMS, TWEEN-80 e DSPE-PEG-2000 at a molar ratio 20:25:49:1:5), photoluminescence
measurements were performed to verify quantum dots functionalization and dynamic light scattering
measurements to confirm liposomes sensitivity to pH variation. The results showed the
functionalization of the quantum dots in LF, however the liposome showed no sensitivity to
pH variation.

KEYWORDS: Stealthy liposomes. Sensitive pH liposomes. Delivery Systems. Quantum Dots
(CdSe)
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INTRODUCAO

Ao longo dos tempos, a utilizagdo da maioria dos compostos terapéuticos tem
sido sempre limitada pela posologia, retencdo ou degradacdo do ativo, pequena
solubilidade e, principalmente, pelos efeitos adversos provenientes da dosagem
necessdria para se atingir a acdo terapéutica desejada. Estas dificuldades
impulsionaram pesquisas no sentido de desenvolver sistemas capazes de
transportar o ativo terapéutico até o alvo especifico para diminuir os efeitos
indesejdveis e aumentar a eficiéncia, com decréscimo da dose administrada.

Entre as moléculas e sistemas estudados na quimica supramolecular os
lipossomas sao sistemas transportadores eficientes de biomoléculas (LASIC, et al.,
1995). Lipossomas mais eficientes com longo tempo de duragdo no sistema
circulatério ddo origem aos lipossomas furtivos (LF) (lipossomas com superficie
modificada com polimeros — PEG) (BOERMAN, et al., 2000). Os LF ainda podem
apresentar especificidade de interacdo dos lipossomas com as células-alvo através
do preparo dos lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada, os quais podem
apresentar melhor eficiéncia em regiées tumorais que apresentam pH menor que
o sistema circulatorio (FATTAL et al., 2004). As vesiculas lipossomais podem ainda
ser modificadas para facilitar simultaneamente o diagndstico e terapia, sdo os
chamados lipossomas terandsticos. Agentes para bioimagem tais como os pontos
guanticos “Quantum Dots” podem ser encapsulados na parte hidrofdbica do
lipossoma ou ligados covalentemente em sua superficie (MUTHUA, et al., 2012).
Portanto, o objetivo central do trabalho é a funcionalizagcdo de nanoparticulas de
pontos quanticos CdSe nas vesiculas de lipossomas furtivos pH sensivel.

METODOLOGIA

As vesiculas lipossomais foram preparadas através do método de injecdo
(Wang, et al., 2011). Primeiramente foi preparado o lipossoma furtivo de pH
sensivel contendo fosfatidilcolina de soja (SPC), brometo de
diododecildimetilaménio (DDAB), hemisuccinato de colesterilo (CHEMS),
monooleato de polioxietilenossorbitano (TWEEN-80) e polietilenoglicol DSPE-PEG-
2000 a uma razdao molar de 20:25:49:1:5. Em um béquer de 10 mL adicionou-se
0,00315475 g de DDAB, 0,004769 g de CHEMS, 24,6 uL de T-80, 70,46 uL de SPCe
23,68 uL DSPE-PEG-2000. Os componentes foram solubilizados em cloroférmio.
Em seguida, foi adicionado 300 pL de etanol, 50 pL de seleneto de cadmio (CdSe
0,8 uM). Essa amostra foi injetada em 2,6 mL de uma solugdo tampao de fosfato
de sddio variando o pH (7,4; 7,0; 6,6; 6,2; 5,8; 5,0). As solu¢des foram aquecidas
sob agitacdo a temperatura de 60 ° C por uma hora. Em seguida as amostras foram
extrusadas em um mini extrusor Avanti Polar com membrana de policarbonato de
400 nm.
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Para a preparacao dos lipossomas furtivos foram utilizados: fosfatidilcolina de
soja (SPC), brometo de diododecildimetilaménio (DDAB), hemisuccinato de
colesterilo (CHEMS), monooleato de polioxietilenossorbitano (TWEEN-80) e
polietilenoglicol DSPE-PEG-2000 a uma razdo molar de 20:25:49:1:5. Os
componentes foram solubilizados em cloroférmio juntamente com CdSe 0,8 uM e
posteriormente o solvente foi retirado por evaporacdo a temperatura ambiente
para obtencdo de um filme lipidico (HAERI et al., 2013). Em seguida, os lipideos
foram hidratados com solugdo tampdo 7,4 e agitado no vortex. A mistura foi
transferida para um mini extrusor Avanti Polar com membrana de policarbonato
de 400 nm.

A fim de confirmar a manutencdo da fluorescéncia dos pontos quanticos apds
seu encapsulamento na bicamada lipidica, foi realizada a técnica de
fotoluminescéncia, que consiste na excitacdo da amostra por meio de um laser,
com uma angulagdo de aproximadamente 30°. Para o teste foi utilizado amostras
de lipossoma furtivo juntamente com o ponto quantico (CdSe) e lipossoma furtivo
de pH sensivel com o ponto quantico (CdSe).

A técnica foi realizada no laboratério DFMnano da UTFPR Londrina.

O diametro hidrodindmico (DH) foi determinado utilizando um Zetasizer
NanoPlus (NanoPlus Particle Size Analyzer) do Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa. As formulacdes foram dispersas em agua
ultrapura e as medidas fisicas foram realizadas a 25,0 ° C.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O primeiro teste realizado foi a funcionalizacdo do CdSe nas vesiculas
lipossomais (fosfatidilcolina de soja (SPC), brometo de diododecildimetilamonio
(DDAB), hemisuccinato de  colesteriio  (CHEMS), monooleato de
polioxietilenossorbitano (TWEEN-80) e polietilenoglicol DSPE-PEG-2000 a uma
razdo molar de 20:25:49:1:5).Em virtude do ponto quantico ser insolivel em agua
optou-se por utilizar o método de injecdo etandlica para preparagdo dos
lipossomas (WANG, et al., 2011). Partindo de 10 mM de concentragdo de
lipossoma e 0,8 uM de CdSe.

Desse modo foram preparadas amostras de lipossomas em solugdo
tamponada variando o pH (tampao fosfato 7,4;7,0; 6,6;6,2) e (tampdo acetato 5,8;
5,0). As amostras foram levadas para analise de fotoluminescéncia (Figura 1). Essa
anadlise foi realizada de 30 em 30 minutos depois do preparo e observou-se que a
maior intensidade de emissdao, em geral, foi para o pH 5,0 e que a menor
intensidade foi encontrada para o pH 7,4. Isso pode ser interpretado de modo que
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para pH maiores ocorre uma maior encapsulagdo e em pH menores uma menor
encapsulagdo. Em compensacdo, quando as nanoparticulas estdo encapsuladas ha
uma diminui¢do da intensidade relacionada com um ambiente menos propicio a
emissdo. Isso indica também que o lipossoma estudado ndo se tratava de um
lipossoma do tipo pH sensivel, pois esperava-se uma variacdo da intensidade com
o passar do tempo. Em contrapartida foi possivel comprovar a funcionalizagdo do
ponto quantico (CdSe).

Figura 1. Absorcdo optica do lipossoma furtivo pH sensivel/CdSe para os pHs (7,4;
6,6;6,2; 5,8; 5,0). Experimento realizado em (A) 0 hora; (B) 30 minutos; (C) 1 hora; e (D) 1
hora e 30 minutos apds o preparo.
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Fonte: Autoria propria.

Para verificar se a formulagao lipossomal era formado por lipossomas furtivos
de pH sensivel, um novo teste foi realizado utilizando fotoluminescéncia com
intervalos de medidas com tempos menores (Figura 2). A Figura 2 mostra o mesmo
perfil de liberagdo para todos os pHs: uma diminuicdo da intensidade de emissao
nas primeira horas, seguido de um aumento da mesma. Esperava-se que a
intensidade de emissdao variasse somente para os pHs menores que 6,2
(lipossomas pH sensivel rompem-se em pHs acidos) e uma estabilidade da emissdo
em pH neutro. Para solucionar esta inconsisiténcia uma nova rota de preparacao
foi realizada utilizando um novo método de preparo.
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Figura 2. Intensidade (unid.arb) por tempo (s) para a comprovagido da quebra do
lipossoma furtivo de pH sensivel. Experimento realizado variando os pHs em que (A) pH
5,0; (B) pH 5,8; (C) pH 6,2;(D) pH 6,6; (E) pH 7,0; e (F) pH 7,4.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O segundo teste realizado foi a funcionalizacdo do CdSe nas vesiculas
lipossomais (fosfatidilcolina de soja (SPC), brometo de diododecildimetilamonio
(DDAB), hemisuccinato de  colesterilo  (CHEMS), monooleato de
polioxietilenossorbitano (TWEEN-80) e polietilenoglicol DSPE-PEG-2000 a uma
razdo molar de 20:25:49:1:5), utilizando o método de formacgao do filme lipidico.
Partindo de 10 mM de concentracdo de lipossoma e 100 pL de CdSe.

Realizou-se analises de fotoluminescéncia (tempo de andlise de 5 em 5
minutos) utilizando somente os pHs 7,4 e 5,0. Observa-se na Figura 3 que com o
passar do tempo ocorreu uma diminui¢do da intensidade de emissdo nos dois pHs.
Esse comportamento poderia ser explicado como o processo de liberagdo natural
do CdSe do lipossoma e devido a baixa solubilidade da nanoparticula teriamos uma
menor intensidade de emissdo. Entretanto, essas conclusdes devem ser mais
estudadas em funcdo da complexidade do sistema.

Figura 3. Absorg¢do dptica do lipossoma furtivo pH sensivel/CdSe. Experimento realizado de
5 em 5 minutos evidenciando os tempos com maior significancia (A) pH 7,4; (B)pH 5,0.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Pagina | 5



. = IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVACAO
q El XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR
UNIVERSIDADE TECNOLGGICA FEDERAL DO PARANA

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR
. C"ICITE | e

UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

Para comprovar que os lipossomas estudados se tratava de um sistema
lipossoma furtivo de pH sensivel, foram realizados experimentos acerca do
didmetro hidrodinamico (DH) da nanoparticula (Tabela 1). No qual observou-se
gue o tamanho do lipossoma ndo variou com o tempo para os pHs 5,0 e 7,4. Em
contrapartida, a partir dos resultados foi possivel constatar que ndo ocorreu a
quebra dos lipossomas em pH baixo, e que o sistema investigado ndo representava
um sistema lipossomal de pH sensivel.

Tabela 1. Resultados obtidos do didmetro hidrodinamico (DH) para a amostra de
lipossoma furtivo de pH sensivel, extrusados com membrana de 400 nm. Temperatura de

andlise 25°C.
DH (nm) para pH 5,0 DH (nm) para pH 7,4
0 218,0 301,0
10 215,0 290,0
20 214,0 -
30 220,0 -
40 217,0 -

Fonte: Autoria propria (2019).

CONCLUSOES

Conclui-se que através dos resultados obtidos foi possivel comprovar a
funcionalizacdo das nanoparticulas de CdSe, utilizando o método de injecdo e o
método de formagdo do filme lipidico. Entretanto, ndo se obteve sucesso no
preparo dos lipossomas furtivos de pH sensivel. Nova formulagdo deve ser testada
para o seu desenvolvimento.
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