£ #QQ Q
=1 2020

~NVSICITE

UTFPR - CAMPUS TOLEDO

X Seminario de Extens&o e Inovagao
XXV Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

23 a 27 de Novembro | Toledo - PR

Caio César Soares
Caioc8135@gmail.com
Universidade Tecnol6gica Federal
do Parand, Londrina, Parand, Brasil.

Luis Fernando Cabega

luiscabeca@uitfpr.edu.br
Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand, Londrina, Paran4, Brasil.

Recebido: 19 ago. 2020.
Aprovado: 01 out. 2020.

Direito autoral: Este trabalho esta
licenciado sob os termos da Licenga
Creative Commons-Atribui¢éo 4.0
Internacional.

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2020

Funcionalizacdao de Pontos Quanticos (CdSe) em
Lipossomas Furtivos (LF)

Functionalization of Quantum Dots (CdSe) in Stealth
Liposomes (SL)

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 inimeras 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) através da funcionalizagdo das nanoparticulas de ponto quantico (CdSe) para o
desenvolvimento de lipossomas terandsticos (sistemas para imagem e tratamento). Para a
caracterizacdo dos lipossomas terandsticos (EPC+COL e DOPE+CHEMS a uma razdo molar
6:4), seria necessario realizar medidas de fotoluminescéncia para a verificacdo da
funcionalizagdo dos pontos quanticos e medidas de espalhamento dinamico de luz para a
confirmagdo da sensibilidade do lipossoma a variagdo do pH.

PALAVRAS-CHAVE: Lipossomas furtivos. Lipossomas terandsticos. Sistema de liberagao.
Pontos Quanticos (CdSe). Fotoluminescéncia.

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 stealth liposomes (SL)
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 (EPC+CHOL and DOPE+CHEMS at a molar ratio 6:4), it would be
necessary to carry out photoluminescence measurements to verify the functionalization of
quantum dots and dynamic light scattering measures to confirm the sensitivity of the
liposome to pH variation.

KEYWORDS: Stealth liposomes. Teranonostic liposomes.Delivery Systems. Quantum Dots
(CdSe). Photoluminescence.
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INTRODUGAO

Ao longo dos tempos, a utilizacdo da maioria dos compostos terapéuticos tem
sido sempre limitada pela posologia, retencdo ou degradacao do ativo, pequena
solubilidade e, principalmente, pelos efeitos adversos provenientes da dosagem
necessaria 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
indesejaveis e aumentar a eficiéncia, com decréscimo da dose administrada.

Entre as moléculas e sistemas estudados na quimica supramolecular os
lipossomas sdo sistemas transportadores eficientes de biomoléculas (LASIC, et al.,
1995). Lipossomas mais eficientes com longo tempo de duracdo 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 interacao dos lipossomas com as células-alvo através
do preparo dos lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada, os quais podem
apresentar melhor eficiéncia em regiGes tumorais que apresentam pH menor que
o sistema circulatdrio (FATTAL et al., 2004). Para o preparo dos lipossomas pH-
sensiveis, derivados da fosfatidiletanolamina (PE), por exemplo o DOPE constitui o
principal componente das formula¢des. Esse lipidio encontra-se associado as
moléculas anfifilicas contendo um grupo de acido protonavel, o CHEMS (FERREIRA
etal., 2013).

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 quanticos “Quantum
Dots” podem ser encapsulados na parte hidrofébica do lipossoma ou ligados
covalentemente em sua superficie (MUTHUA, et al., 2012). Portanto, o objetivo
central do trabalho é a funcionalizagdo de nanoparticulas de pontos quanticos
CdSe nas vesiculas de lipossomas furtivos pH sensivel.

METODOLOGIA

PREPARACAO DO LIPOSSOMA CONVENCIONAL PARA A FUNCIONALIZAGAO DE
PONTO QUANTICO, UTILIZANDO O METODO DE FORMAGAO DO FILME LIPIDICO

Primeiramente foi preparado o lipossoma convencional contendo
fosfatidilcolina de ovo (EPC) e colesterol a uma razdao molar de 6:4. Em seguida, os
compostos foram solubilizados em cloroférmio juntamente com CdSe 0,8 UM e
posteriormente o solvente foi retirado por evaporagdo a temperatura ambiente
para obtencdo de um filme lipidico (HAERI et al., 2013). Os lipideos foram
hidratados com solu¢do tampao fosfato pH 7,4 e agitado no vortex. A mistura foi
transferida para um mini extrusor Avanti Polar com membrana de policarbonato
de 400 nm (Figura 1).

Figura 1- Sistema de extrusdo utilizado
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Fonte: Autoria propria (2019).
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PREPARACAO DO LIPOSSOMA PH SENSIVEL PARA A FUNCIONALIZACAO DE
PONTO QUANTICO, UTILIZANDO O METODO DE FORMACAO DO FILME LIPIDICO

Para a preparacdo dos lipossomas de pH sensivel foram utilizados:
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e hemisuccinato de colesterilo (CHEMS), a
uma razdao molar de 6:4. Os componentes foram solubilizados em cloroférmio
juntamente com CdSe 0,8 uM e posteriormente o solvente foi retirado por
evaporacao a temperatura ambiente para obtencdo de um filme lipidico (HAERI et
al., 2013). Em seguida, os lipideos foram hidratados com solucdo tampdo 7,4 e
agitado no vortex. A mistura foi transferida para um mini extrusor Avanti Polar com
membrana de policarbonato de 400 nm.

CARACTERIZACAO E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO PONTO
QUANTICO ATRAVES DA TECNICA DE UV-VIS

Para o cdlculo da concentracdo do ponto quantico sintetizado, calcula-se o
didametro da nanoparticula de CdSe a partir do modelo empirico de Henglein que
relaciona o tamanho da particula e o comprimento de onda de absorcdo
excitonica. A equacao (1) é dada a seguir.

01
ZRcase(nm) = (01338 — 0.0002345 x Agp) (1)

Onde R é o raio da nanoparticula e Aqp € 0 comprimento de onda referente ao
onset, na curva de UV-vis.

Em seguida determina-se o coeficiente de extingdo molar (€) que é dado pela
equacdo (2) a seguir.

€= 5500. AE. (D)>° (2)

Onde € é o coeficiente de extincdo molar, AE é energia correspondente a
transicdo do primeiro pico de absor¢do (em eV) e D é o diametro da particula (em
nm).

Por fim determina-se a concentracdo molar do ponto quantico CdSe de acordo
com a Lei Lambert-Beer pela equacgdo (3).

A=€E.C.L (3)

Onde A é a absorbancia do pico da primeira absor¢do exciténica, C a
concentracdo (em mol.L-1) e L o caminho 6tico da cubeta (em cm).

ENSAIO DE FOTOLUMINESCENCIA

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 angulacdo de aproximadamente 30°. Para o teste foi utilizado amostras
de lipossoma convencional (EPC+COLESTEROL) juntamente com o ponto quantico
(CdSe) e lipossomade pH sensivel (DOPE+CHEMS) com o ponto quantico (CdSe).

A técnica foi realizada no laboratdrio DFMnano da UTFPR Londrina (Figura 2).
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Figura 2- Equipamento utilizado para o ensaio de fotoluminescéncia
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Fonte: Autoria prépria (2019).
RESULTADOS E DISCUSSOES

CARACTERIZACAO E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO PONTO
QUANTICO ATRAVES DA TECNICA DE UV-VIS

O primeiro teste realizado foi a caracterizacdo do CdSe para a determinacao
de sua concentracado, através da técnica de UV-VIS (200- 900 nm). O comprimento
de onda onde o CdSe se encontrava era em 525 nm. Onde a partir da equacéao (1)
do modelo empirico de Henglein e da equacao (3) da Lei Lambert-Beer, foi possivel
determinar sua concentracdo molar com o valor de 5,335 umol.L? (Figura 3).

Figura 3- Espectrofotometria de UV-VIS (200-900nm) do CdSe.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

FUNCIONALIZAGAO DA SUPERFICIE DE PONTOS QUANTICOS CALCOGENETOS
COM LIPOSSOMAS CONVENCIONAL (EPC+COLESTEROL) E PH SENSIVEL
(DOPE+CHEMS), UTILIZANDO O ENSAIO DE FOTOLUMINESCENCIA

Em detrimento do atraso ocorrido da importacdo do lipidio neutro
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) da Alemanha, como sendo a base importante
da formulacao do lipossoma de pH sensivel e do momento complicado pelo qual
estamos passando, ndo foi possivel realizar os testes de fotoluminescéncia em
laboratdrio por demandar um grande periodo de tempo.
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Através do ensaio de fotoluminescéncia seria possivel determinar a
funcionalizacdo das nanoparticulas de CdSe nas vesiculas lipossomais de pH
sensivel (DOPE+CHEMS) e convencional (EPC+COLESTEROL), utilizando o método
de formagdo do filme lipidico. Partindo de 10 mM de concentragdo de lipossoma e
100 pL de CdSe.

As andlises de fotoluminescéncia seriam realizadas em um periodo de
tempo de 30 minutos, medindo de 5 em 5 minutos, utilizando 1,4 mL de solucdo
tampdo pH (7,4; 7,0; 6,6; 6,2; 5,8; e 5,0) e 100 pL de solugdo lipossomal de pH
sensivel e convencional. Medidas da intensidade do sinal de luminescéncia iriam
variando de acordo com a concentracdo de CdSe em solucdo. Desse modo seria
possivel observar que com o passar do tempo ocorreria uma quebra nos
lipossomas de pH sensivel em pHs mais acidos, comprovando ser um lipossoma de
pH sensivel e determinando a funcionalizacdo do CdSe. Entretanto, essas
conclusdes devem ser mais estudadas em fungdo da complexidade do sistema.

A fim de comprovar que os lipossomas estudados se tratava de um sistema
lipossoma de pH sensivel, seria necessdrio realizar experimentos acerca do
didametro hidrodinamico (DH) da nanoparticula.

CONCLUSAO

O objetivo principal do trabalho, que tinha como proposta inicial a formulacado
do lipossoma convencional (EPC+COLESTEROL) e pH sensivel (DOPE+CHEMS)
através da funcionalizacdo da superficie de pontos quanticos (CdSe) foi cumprido.
Em contrapartida, devido ao atraso ocorrido na importacdo do (DOPE) da
Alemanha, como sendo um composto importante na formulacado do lipossoma de
pH sensivel e do momento complicado pelo qual estamos passando, nao foi
possivel realizar os testes de fotoluminescéncia em laboratério para a
comprovacao da sensibilidade do pH e funcionalizagdo do CdSe.

Portanto, os testes de fotoluminescéncia e potencial zeta para a
comprovacao da funcionalizacdo do CdSe e diametro hidrodindmico (DH), serdo
realizados em um momento breve quando retornarmos para a normalidade de
nossas rotinas.
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