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RESUMO

No processo de quantificacdo de biomoléculas, os métodos tradicionais de determinacdo
apresentam algumas limitagdes, como alto custo operacional, complexidade de analise,
necessidade de instrumentos especializados, complexidade de analise, entre outros fatores.
Esses mesmos percal¢os estdo presentes para deteccdo da protamina (PT) e da tripsina (TRIP),
que sdo duas biomoléculas com grande importancia e aplicacdo na area medicinal e
farmacéutica, sendo imprescindivel a realizacdo do monitoramento em amostras in vivo e in
vitro em ambos os casos. Apresentando alta versatilidade e propriedades impares, tais como
como elevado rendimento quéntico, alta estabilidade, largo espectro de absorcdo e emissao e
baixa toxidade se comparado aos fluoroforos organicos utilizados, os pontos quanticos
(quantum dots, QD) sdo nanoparticulas que tem sido explorados e aplicados como marcadores
ou como sondas fotoluminescentes de variados componentes, como metais, biomoléculas,
células e tecidos, onde usualmente o analito é detectado devido ao aumento ou a atenuacao da
fluorescéncia durante o processo de interacdo. Nesse sentido, visando a determinacdo de
protamina, foram sintetizados QDs de CdTe funcionalizados com acido mercaptosuccinico
(pKal = 3,30 e pKa2 = 4,60). As nanosondas foram caracterizadas sendo observada relacéo
direta entre o tempo de sintese e o tamanho do QD (2,61 — 3,04 nm). Os QD-CdTe de MSA
foram capazes de interagir com a protamina (PT), uma proteina catibnica, formando um
bioconjugado, e consequente supressdo da intensidade de fotoluminescéncia (PL) e assim,
gerando um sistema ON-OFF. A nanosonda produzida no tempo de sintese de 1 h (QD-CdTe1)
apresentou a melhor sensibilidade frente a PT em solugéo tampdo succinato (25 mM, pH =5).
Sob as condig@es otimizadas, 0 método proposto apresentou faixa linear de 0,05 — 0,5 mg L
(10 - 100 nM), com LOD de 0.01 mg L (2 nM) e RSD < 2.01%. O processo de interagio entre
as nanosondas e a proteina catiénica levou a agregacao devido a formacdo do bioconjugado,
pois o raio hidrodindmico dos sistemas variou de 4,31 + 1,12 nm (QD-CdTey) para 30,50 + 9,26
nm (QD-CdTe:-PT). Uma vez que o método foi sensivel a variagdo da forca idnica e, baseado
nos parametros termodinamicos, ensaio de TEM e de DLS, foi comprovado que 0 mecanismo
de interacdo ocorreu preferencialmente por forcas eletrostaticas. Por fim, o método proposto
mostrou-se rapido, sensivel e viavel para quantificacdo de PT em amostras de medicamento e
de urinas sintéticas com variadas composi¢cdes, com recuperacdes acima de 95%. O
bioconjugado QD-CdTes-PT foi entdo explorado para a quantificagdo da tripsina (TP), uma
enzima com clivagem especifica nos aminoacidos lisina e arginina, através de um sistema ON-
OFF-ON. Nesse sistema, o tamanho do QD variou entre 2,56 — 3,21 nm, onde o bioconjugado
QD-CdTes-PT foi 0 que apresentou a melhor sensibilidade frente a TP em solucdo tampé&o
amonio (75 mM, pH = 8,5). Sob as condi¢des otimizadas, 0 método proposto apresentou faixa
linear de 0,005 — 0,07 mg L™ (0,22 - 3,08 nM), com LOD de 0,0014 mg L* (0,06 nM) e RSD
< 1,81%. O processo de interagdo entre 0 QD-CdTes-PT e a TP levou a liberagdo da
nanoparticula devido a clivagem da TP, tendo uma variagdo no raio hidrodindmico de 234 +
37,13 para 83,20 + 40,00, 30,90 + 21,10 e 23,42 + 12,43 nm (TP a 0,015, 0,03 € 0,05 mg L™,
respectivamente). Por fim, o método proposto viavel para quantificagdo de TP em amostras de
plasma com recuperagdes acima de 91%.

Palavras-chaves: quantum dots, CdTe, fluorescéncia, protamina, tripsina



ABSTRACT

In the process of quantifying biomolecules, the traditional methods of determination have some
limitations, such as high operational cost, complexity of analysis, need for specialized
instruments, complexity of analysis, among other factors. These same mishaps are present for
the detection of protamine (PT) and trypsin (TRIP), which are two biomolecules with great
importance and application in the medicinal and pharmaceutical area, being essential to carry
out monitoring in samples in vivo and in vitro in both. cases. Featuring high versatility and
unique properties, such as high quantum yield, high stability, broad spectrum of absorption and
emission and low toxicity compared to the organic fluorophores used, quantum dots (quantum
dots, QD) are nanoparticles that have been explored and applied as markers or as
photoluminescent probes of various components, such as metals, biomolecules, cells and
tissues, where the analyte is usually detected due to the increase or attenuation of fluorescence
during the interaction process. In order to determination of protamine, QDs of mercaptosuccinic
acid functionalized CdTe were synthesized (pKal = 3.30 and pKa2 = 4.60). The nanoprobe
were characterized by a direct relationship between synthesis time and QD size (2.61 - 3.04
nm). The QD-CdTe-MSA interacted with protamine (PT), a cationic protein, forming a
bioconjugate, thus quenching the photoluminescence intensity and generating an ON-OFF
system. The nanoprobe produced at a synthesis time of 1 h (QD-CdTe1) presented PT's best
sensitivity in a succinate buffer (pH = 5). Under the optimized conditions, the proposed method
presented a linear range of 0.05 - 0.5 mg L™ (10 - 100 nM), LOD 0.01 mg L* (2 nM), and RSD
< 2.01% (n = 10). The interaction of the nanoprobe and PT led to aggregation due to a
bioconjugate formation. The systems' hydrodynamic radius varied from 4.31 nm (QD-CdTes)
to 30.50 nm for the bioconjugate (QD-CdTe:-PT). The method was sensitive to variation in
ionic strength and based on thermodynamic parameters; it was demonstrated that the interaction
mechanism occurred preferentially through electrostatic forces. Finally, the method proved to
be fast, sensitive, and viable for quantifying PT in drugs and synthetic urine samples with
recoveries above 95%. The bioconjugate QD-CdTe6-PT was then explored for the
quantification of trypsin (TP), an enzyme with specific cleavage in the amino acids lysine and
arginine, through an ON-OFF-ON system. In this system, the size of the QD varied between
2.56 - 3.21 nm, where the bioconjugate QD-CdTe6-PT was the one that showed the best
sensitivity compared to TP in ammonium buffer solution (75 mM, pH = 8.5). Under the
optimized conditions, the proposed method had a linear range of 0.005 - 0.07 mg L-1 (0.22 -
3.08 nM), with an LOD of 0.0014 mg L-1 (0.06 nM) and RSD < 1, 81%. The interaction
process between QD-CdTe6-PT and TP led to the release of the nanoparticle due to TP
cleavage, with a variation in the hydrodynamic radius from 234 de 37.13 to 83.20 + 40.00,
30.90 +21.10 and 23.42 + 12.43 nm (TP at 0.015, 0.03 and 0.05 mg L-1, respectively). Finally,
the proposed method feasible for quantification of PT in plasma samples with recoveries above
91%.

Keywords: quantum dots, CdTe, fluorescence, protamine, trypsin
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1. INTRODUCAO

No ramo cientifico, especialmente nas areas quimicas, bioldgicas e medicinais, um dos
grandes objetivos é compreender as transformagfes quimicas e os detalhes moleculares nelas
envolvidos, uma vez que essa decodificacdo pode promover uma melhora significativa na
eficiéncia, sustentabilidade e velocidade dos procedimentos de diagndstico e terapicos ja
existentes, alem de permitir o desenvolvimento de novos tipos de medicamentos que sdo mais
seletivos ao 6rgdo e tecido onde eles séo necessarios, promovem a producao de tecidos e 6rgaos
semisintéticos como substitutos para 6rgaos danificados, levam ao aprimoramento da terapia
genética e ajudam na resolucdo de uma série de problemas clinicos. De maneira geral, esses
avancos sdo essenciais para a prevencdo, diagndéstico e tratamento de doencas. Nesse sentido, a
compreensdo da composicdo, estrutura, funcdo, possiveis reacdes e local de atuacdo de
proteinas e enzimas sdo de fundamental importancia uma vez que estas biomoléculas
desempenham papeis essenciais no metabolismo e sdo amplamente exploradas nos meios
farmacéuticos e medicinais (National Research Council (US) Committee on Challenges for the
Chemical Sciences, 2003).

As proteinas tém uma ampla gama de aplicagcbes no organismo, como funcdo
estrutural, regulacdo da expressdo génica, transducdo de sinal, catalise de reagdes, transporte e
anticorpos. Além disso, sdo muito utilizadas em baixas doses como biofarmacos para o
tratamento e prevencao de doencgas e para modular o sistema imunoldgico de forma a atingir a
resposta terapéutica desejada. Podemos citar como exemplo seu uso como hormanios, fator de
crescimento, fator de coagulacdo, anticoagulante, anticorpos monoclonais para varios tipos de
cancer e doencas autoimunes, vacinas terapéuticas, entre outros. Apesar disso, as proteinas
também estdo associadas a varias condi¢des patoldgicas, como diabetes, hipertenséo e cancer
(DEB et al., 2019; AGRAWAL et al., 2011).

De maneira analoga, as enzimas sa0 responsaveis por uma série de reagdes
bioquimicas e promover o metabolismo dos organismos, estando diretamente envolvidas em
processos como digestdo, absor¢éo, respiracdo e reproducdo. Além disso, essas biomoléculas
possuem grandes aplicacGes medicinais e em procedimentos analiticos, sendo utilizadas como
medicamentos e agentes terapéuticos, tendo por exemplo sua aplicacdo em casos de problemas
digestivos, para aceleracdo na cicatrizagdo, como antibidtico e antiviral, entre outras patologias
as quais podem auxiliar. Ademais, podem auxiliar no diagnostico de doencas através da

medicdo de analitos e alteracGes de certas substancias no corpo. Entretanto, assim como as
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proteinas, as enzimas também estdo envolvidas em patologias de varias doencas humanas, como
anemia hemolitica, hiperplasia adrenal congénita, doenca de Gaucher, deficiéncia de piruvato
quinase, entre outras (COLTER, 2019; ROBINSON, 2015; DRAKE, MILLER, & JONES,
2011).

Devido as suas fungdes, possibilidade de aplicacdo medicinal e ao seu envolvimento
em varias doencas, é imprescindivel o desenvolvimento de métodos voltadas para a deteccéo e
quantificacdo tanto de proteinas quanto de enzimas, o que pode auxiliar na compreensdo de
patologias, propiciar melhorias dos testes diagndsticos e ajudar no monitoramento da sua
viabilidade quando utilizadas como medicamento. Por possuir uma alta sensibilidade, rapidez
na analise, baixo custo se comparada a outras técnicas de analise e por ndo necessitar do uso de
materiais radioativos, a espectroscopia de fluorescéncia é um método que vem sendo bastante
empregado para realizar a analise dessas biomoléculas em sistemas in vivo e in vitro. Para isso,
é utilizado uma sonda ou sensor fluorescente que é capaz de detectar, quantificar ou mostrar a
localizacdo da biomolécula alvo (LAKOWICZ, 2006).

Na quimica, um sensor é definido como um dispositivo analitico independente que
transforma uma informacdo quimica de uma amostra em um sinal que pode ser mensuravel,
como, por exemplo, a concentracdo de um analito em uma amostra que é transformada em
corrente elétrica e essa € proporcional a quantidade do analito (HULANICKI; GLAB &
INGMAN, 1991). Os sensores sdo amplamente utilizados devido a sua sensibilidade, tempo de
resposta rapido e simplicidade técnica, podendo ser constituidos por corantes fluorescentes,
complexos de metais de transicdo, materiais de carbono, como o grafeno, ou pequenas
moléculas, sendo utilizados para reconhecimento molecular de aminoacidos, nucleotideos,
proteinas, DNA e tumores (IMAMURA et al.,, 2017; YU et al, 2018; LAKSHMANA,
KHANDAGALE & ASWATH, 2013).

Por outro lado, uma sonda € uma molécula que se liga reversivelmente a um alvo
biolégico, como o DNA, proteinas e células, e é usada para estudar e manipular esse sistema
através da utilizacdo de luz ou de um sensor ligado a algum equipamento, obtendo assim
informagdes quantitativas e qualitativas sobre propriedades fisiologicas e bioquimicas, sendo
também capaz de visualizar e quantificar eventos dindmicos dentro de células vivas, tecidos ou
mesmo 6rgdos com um minimo de perturbacdo. (ARROWSMITH, 2015). Assim como 0s
sensores, as sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a determinacdo de aminoacidos,
peptideos, proteinas, enzimas, DNA, células, entre outras biomoléculas, podendo ser
constituidas, por exemplo, por aminoacidos aromaticos, complexos metélicos, pequenas ou

grandes moléculas organicas fluorescentes, como a rodamina e a fluoresceina e seus derivados,
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e proteinas modificadas (GOLCALVES & SAMEIRO, 2009; Ueno & Nagano, 2011;
FRICKER et al., 1999).

Buscando o desenvolvimento de métodos mais sensiveis e econémicas para o
monitoramento do meio bioldgico e determinacéo de biomoléculas que fossem mais sensiveis
ou seletivas que os fluoroforos tradicionalmente utilizados., a nanotecnologia foi introduzida
como um meio promissor para o alcance desse objetivo. Por convencdo, define-se a
nanotecnologia como a ciéncia que estuda, projeta, caracteriza, produz e encontra aplicagdes
para materiais ou sistemas cuja uma de suas dimensfes possua um tamanho entre 1 a 100 nm,
de modo a contribuir na resolucdo de problemas presentes na sociedade como, por exemplo, a
deteccdo precoce de doengas, a investigacdo e eliminacdo de contaminantes como
microorganismos e pesticidas em alimentos, &gua e no ambiente e o desenvolvimento de meios
de armazenamento de elevadas quantidades dados (PRATAP, 2019).

Devido ao seu pequeno tamanho, as nanoparticulas conseguem circular por todo o
corpo, incluindo adentrar em células, além de possuirem a capacidade de se ligar a diversas
biomoléculas, o0 que permite uma determinacdo mais exata do analito, o desenvolvimento de
novos procedimentos mais precisos e sensiveis no diagnostico e tratamento de doencas, a
obtencdo de sistemas inovadores de administracdo orientada e o aperfeicoamento de
medicamentos. Por esse motivo, diferentes grupos cientificos buscam um maior entendimento
e desenvolvimento de nanosensores e nanosondas, visto o grande interesse no melhoramento
da sensibilidade e eficiéncia dos métodos ja existentes, a0 mesmo tempo que analisam 0s riscos
associados a sua utilizacdo, ja que estes ainda podem apresentar um certo grau de toxidade e
gerar respostas autoimunes (OLSSON et al., 2011).

Nanosondas ou nanosensores sdo materiais onde ao menos uma de suas dimensdes
estdo em escala manométrica, sendo amplamente explorados para monitoramento de eventos
de biorreconhecimento e biodeteccdo ultrassensivel de proteinas, enzimas, acido nucléicos,
tumores e outras biomoléculas. Sua ampla aplicagéo ¢ derivada de suas propriedades fisicas e
quimicas adaptaveis, como grande numero de locais de ligacdo, utilizacdo de diferentes
funcionalizantes de superficie seletivos ao analito, comprimento de onda de emissao ajustavel
de acordo com o tamanho e capacidade de detectar o analito usando quantidades extremamente
limitantes de amostra devido a sua alta propor¢do de &rea de superficie/volume (XU et al.,
2014). Os tipos de nanosenores sdo bastante variados, cada um com suas vantagens e
desvantagens e caracteristicas especificas, podendo ser categorizados por diferentes estratégias
de deteccdo de sinal, as quais sdo relaxamento dptico, mecénico, elétrico e magnético (Tabela
1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais de alguns nanosensores para biomarcadores.

3Limite de

l 7 ~ 2 Ve
Método de deteccéo Nanoparticula (NP) deteccio Vantagens Desvantagens
Optico
LSPR NPs de metal, NPs de silica aprimorados com Au pM - 10712 Deteccdo flexivel Particulas altamente uniformes
Colorimétrico AUNPs, AgNPs nM -107° Sinal facil de ler Alta concentragdo de sonda
Fluorescéncia AuUNPs, QD, CD, CNTs, pM - 10712 Detecgdo in vivo Sinal de branqueamento ou ruido
Sers AuNPs aprimorado com nanodumbbells Ag, Au-A-shell zZM - 107 Detecgdo in vivo Sinal ruidoso
Mecanico Microcantilevers, ressonadores microcanais suspensos fM-1071 Baixos volumes de sensibilidare _afetada pelo fluido
amostragem Visc0so
s Nanofios de silicio e nanofios de carbono, nanotubos de s Tempo de analise Sensibilidade afetada pelas
Elétrico fM - 10 . ~
carbono. folhas de grafeno rapida concentracdes de sal
Ressonancia Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnetic zmol - 102! Detecgdo in vivo Sistema de deteccao de sinal

Magnética

intrincado

!Método de deteccdo: LSPR- ressonancia de plasmon de superficie localizada; Sers- dispersdo de Raman.

2Nanoparticula (NP): AuNP- nanoparticula de ouro; AgNP- nanoparticula de prata; CD- carbono dots; CNTs- nanotubos de carbono.

SLimite de detecgdo: pM- picomolar; nM- nanomolar; zM- zeptomolar; M- fentomolar.

Fonte. Adaptado de SWIERCZEWSKA et al., 2012,



O enfoque, no entanto, serd voltado para os nanosensores/nanosondas de deteccéo
Optica, uma vez que esta categoria engloba a utilizacdo de medidas de fluorescéncia, o qual é o
método mais comumente explorado para determinacdo e monitoramente de biomoléculas, cujos
métodos incluem espectroscopia de fluorescéncia molecular, transferéncia ressonante de
energia por fluorescéncia (FRET), microscopia Optica de fluorescéncia, entre outras. Dentre 0s
nanosensores ou nanosondas fluorescentes, podemos citar as nanoparticulas de ouro (AuNPS),
0s nanotubos de carbono (CNTSs), os carbon dots (CD) e os quantum dots (QD) devido a sua
ampla utilizacdo e exploracdo no meio cientifico. Entretanto, a Gltima nanoparticula citada
merece um maior destaque (RONG et al, 2019; SWIERCZEWSKA et al., 2012).

Descoberto no inicio da década de oitenta, os quantum dots (pontos quéanticos, QD)
sdo um dos nanomaterias que nos ultimos 20 anos vem ganhando cada vez mais notoriedade no
campo cientifico (NOHARA, 2012). Devido as suas caracteristicas impares, como maior tempo
de vida util, resisténcia a fotodegradacdo e bandas de emissdo estreitas e ajustaveis, esse
nanomaterial sdo explorados em analises quimicas, sendo especialmente utilizados como
sondas e/ou sensores na deteccdo de diversos analitos, como ions, pequenas moléculas,
proteinas, acidos nucléicos e células, através da supressao ou do aumento da fluorescéncia,
podendo ser aplicado em sistemas biologicos para a analise e monitoracdo de diversos
processos, tais como imageamento e monitora¢do em sistemas vivos, desenvolvimento de novas
terapias e diagnéstico clinico (CUI, HE & CHEN, 2015).

Apesar da versatilidade e das gamas de caracteristicas que favorecem a sua aplicacao,
sua utilizacdo em procedimentos de analise deve ser previamente estudada visto que, em
matrizes que possuem uma alta diversidade de componentes, como préprio meio bioldgico, o
quantum dot pode interagir com outros compostos e/ou mascarar o analito, além de provocar a
diminuicdo do rendimento quantico e/ou a deterioracdo do nanomaterial. Por esse motivo, é
primordial, além da utilizacdo de agentes funcionalizantes com uma elevada seletividade, o
entendimento das propriedades fisico-quimicas desses nanomateriais e de como elas podem ser
modificadas dependendo do ambiente em que se encontram, de modo a se obter resultados

precisos e exatos durante o procedimento de analise (LIMA; ALMEIDA, 2016).
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1.1 QUANTUM DOTS

Pontos quénticos (quantum dots, QD) sdo nanoparticulas fluorescentes formadas a
partir de materiais semicondutores inorganicos, possuindo suas trés dimensdes em nanoescala,
as quais medem geralmente entre 1-10 nm, variando de acordo com o material utilizado em sua
constituicdo (Tabela 2), e apresentando caracteristicas intermediarias entre 0s materiais
macroscopicos que 0s possuem e os atomos e/ou moléculas (VITORETI, 2017; FILHO, 2008).

Essas nanoparticulas sdo geralmente compostas por elementos dos grupo II-IV
(grupamento 1), 111-V (grupamento 2) e IV-VI (grupamente 3) da tabela periddica, tendo como
principais representantes do grupamento 1 quantum dots de CdSe e CdS, do grupamento 2 o
InP e InAs e do grupamento 3 QDs de PbSe (ONY 1A etal., 2018). Devido as suas caracteristicas
impares, como elevado rendimento quantico, largo espectro de absorcdo e emissdo, alta
estabilidade e capacidade de se conjugar a biomoléculas, os QD tém sido bastante empregados
como marcadores fluorescentes em processos dindmicos que ocorrem nos sistemas bioldgicos
(LOPEZ, 2014), como ja anteriormente mencionado.

Apesar das vantagens quando comparados aos marcadores organicos atualmente
utilizados, conforme pode ser observado na Tabela 3, estes possuem um certo grau de toxidade
uma vez que podem liberar ametais/metais toxicos como selénio ou cadmio e levar a geracéo
de espécies de oxigénio reativas em excesso. Entretanto, pesquisas mostram que, quando
recobertos com biomoléculas ou polimeros biocompativeis, sua toxidade diminui
consideravelmente (CANCINO, MARANGONI, ZUCOLOTTO, 2014).

Além de sua ampla aplica¢do em sistemas biol6gicos como marcadores fluorescentes
de biomoléculas, os quantum dots também tem sido utilizados como sondas para analises de
diferentes substancias, em fotodetectores de infravermelho para uso na area computacional, na
criptografia quéntica, para a producdo de diodos e lasers, melhoramento de células solares
fotovoltaicas de alta eficiéncia, entre outros (MACHADO et al., 2015).
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Tabela 2. Composicgéo, variagdo do tamanho e faixa de emisséo de alguns QD comumente sintetizados.

Composicédo Tamanho (hm) Intervalo de emisséo
ZnSe 4.3-6.0 UV-vis (depende do tamanho)
ZnSe:Mn 2.7-6.3 UV-vis (depende do tamanho)
CdSe 1.0-25 Visivel
Cds 1.0-6.0 UV-vis (depende do tamanho)
CdTe 2.0-8.0 Visivel
InP gg : jg UV-vis, perto do infravermelho (depende do tamanho)
InAs 2.8-6.0 Infravermelho
GaP 20-3.0 UV-vis (depende do tamanho)
GalnP2P 25-6.5 UV-vis (depende do tamanho)
PbSe 3.0-120 Perto e no meio do Infravermelho
SnTe 4.5-15 Meio do infravermelho

Fonte. Adaptado de Shepard et al., 2009.

Tabela 3. Comparacdo das propriedades de fluoréforos organicos e pontos quanticos.

Propriedade Fluoréforo organico

Quantum dot

Espectros de absorcio Variavel / estreito- geralmente um espelho dos espectro

Espectros amplos, aumenta constantemente para

de emissao 0 UV da primeira borda da banda de absorcéo
Rendimento quantico Variavel, de baixo a alto Geralmente alta
Fotoestabilidade Variavel, geralmente baixa Excelente, fortedresisténg:ia a fotodegradacdo de varias ordens
e magnitude que dos corantes
Capacidade de multiplexacéo Raro Alta capacidade
Resisténcia Quimica Variavel Alta resiténcia

Multipla reatividade

Reatividade . . ; Quimica de conjugacdo limitada
comercialmente disponivel
Coeficiente de extingdo molar Variavel, normalmente < < 200,000 M-*cm* Alta, 10-100 vezes maior que a dos fluordéforos
Fluorescéncia- tempo de vida ultil Curta, <5ns Longa, 10-20 ns ou superior

Fonte. MARTIN-PALMA, 2009.
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1.1.1 Mecanismo de transicao eletronica

Assim como acontece com 0s materiais semicondutores macroscopicos, quando um
QD ¢ excitado, seus elétrons transitam da banda de valéncia para a banda de conducdo,
provocando o surgimento de algo similar a uma “lacuna” ou “espac¢o” na banda de valéncia, a
qual agora passa a ter uma carga positiva devido a perda do elétron, gerando assim uma espécie
com comportamento semelhante ao atomo de hidrogénio denominada de exciton (Fig. 1A)
(MEDONCGCA, 2008).

Figura 1. Esquema de energia para (A) formacao de um exciton e (B) necesséria para haver a transicao
eletrbnica em atomos, moléculas, quantum dots e semicondutores.
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Fonte: adaptado de SANTOS, 2016 & adaptado de PARAK et al., 2004.

Devido aos QD possuirem suas trés dimensdes em nanoescala e por seu raio ser menor
ou igual ao raio de Born do excitdn, a banda de valéncia e de condugdo ficam extremamente
préximas, o que faz com que haja uma atracdo eletrostatica entre elas e que seus niveis
eletrbnicos e energéticos se assemelhem mais aos atomos e/ou moléculas do que os materiais
semincondutores macroscopicos, conforme pode ser observado na Fig. 1B, o que faz com que
0s quantum dots possuem caracteristicas tanto dos semicondutores inorganicos que 0S
constituem quanto dos atomos ou moléculas. Este fendbmeno acima descrito € denominado como
confinamento quéntico e, devido ao QD possuir suas trés dimensdes em nanoescala e sua elevada
razdo superficie/volume, nos QDs é considerada do tipo 3D (MEDONGCA, 2008; TRINDADE
& MARTINS, 2012).

De maneira simplificada, o confinamento quantico pode ser estruturalmente
comparado a uma caixa esferica onde os elétrons encontram-se confinados, ou seja, as funcdes

de onda do elétron estdo espacialmente confinadas pela dimensdo do proprio quantum dot.
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Devido a esse confinamento, seus elétrons possuem uma energia quantizada em valores
discretos e seguem o Principio de Exclusdo de Pauli, assim como nos atomos. Quanto menor
for o QD, maior é o confinamento quéntico e maior € a distancia entre as bandas de valéncia e
de conducdo, o que implica que é necessario fornecer uma maior energia para que haja a sua
excitacdo (Fig. 2a), o que também implica que uma maior energia é liberada quando o QD
retorna ao estado fundamental (CHAVES, 2006; ARNAUD, 2012).

Figura 2. Esquema relacionando ao a) aumento da Eg (energia de band gap) de acordo com a
diminuicdo da dimensdo do quantum dot b) comprimento méaximo de emissdo de quantum dots de
acordo com sua composicao e variacdo de seu diametro.
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Fonte: adaptado de CHADWICK, 2019 & adaptado de MENDITZ, 2008.

Como a quantidade de energia € inversamente proporcional ao comprimento de onda
(E = hc/h), pode-se afirmar que quantum dots maiores tendem a emitir em regides mais
proximas do vermelho enquanto que os menores emitem em regiGes mais proximas do azul.
Dessa forma, como a regido de emissdo desse nanomaterial depende fortemente do seu
tamanho, quantum dots constituidos por um mesmo material pode absorver/emitir luz em
diferentes coloracGes, desde que haja um controle do seu tamanho durante a sintese, o que pode
ser visualizado na Fig. 2-D.

Logicamente, os materiais macroscopicos que compdem os QD também influenciam
diretamente em seu espectro de absor¢do/emisséo devido a variagdo dos estados de energia da
banda de valéncia e de conducao desses semicondutores (CLAPP, MATTOUSSI, MEDINTZ,
2012). Como pode ser observada na Fig. 2-b e conforme Tabela 2, diferentes quanto dots com
um mesmo tamanho apresentam bandas de emissdo diferentes e o material do qual o QD é

constituido influencia em suas propriedades espectroscépicas e no seu tamanho.
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1.1.2 Propriedades fisico-quimicas dos quantum dots

As propriedades fisico-quimicas desses nanomateriais, tais como comprimento de
onda de absorcdo e emissdo, temperatura de transicdo de fase e condutividade elétrica
dependem, além dos semicondutores que o constituem, de seu tamanho. Essa dependéncia é
decorrente de dois fatores: o primeiro esta relacionado a quantidade de atomos presentes em
sua superficie, o qual representa uma parte significativa do total de &tomos no quantum dot, o
que influencia diretamente em um aumento ou diminuicao da energia livre, e determinando as
variacdes termodinamicas (CHAVES, 2011); o segundo, conforme ja discutido, esta
relacionado ao confinamento quéntico, onde os elétrons encontram-se espacialmente
confinados e tem sua energia quantizada (OLIVEIRA, 2009).

Dentre suas caracteristicas, a mais visada e estudada esta relacionada ao processo de
fotoluminescéncia, a qual depende dos fatores acima mencionados. No processo de emissao,
assim como na maioria dos casos, o elétron passa para um estado excitado, perde energia de
uma forma ndo-radioativa e depois retorna ao estado fundamental emitindo féton. Quantum
dots de uma mesma composi¢do e tamanho pode absorver qualquer féton cuja energia seja
maior que a do seu hiato energético, entretanto, independentemente da quantidade de energia
absorbida, os comprimentos de onda maximo de emissdo sdao sempre 0s mesmos, variando
apenas a intensidade de acordo com a quantidade de energia utilizada na excitacdo. Caso haja
impurezas presentes na solucdo contendo os quantum dots, a emissdo de um féton ocorre apds

uma transicdo ndo-radiativa da banda de conducéo até o nivel de impureza (SUMANTH,2018).
Figura 3. Espectro de absorcdo e emisséo de quantum dots de CdSe/ZnS com tamanhos variados.
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Fonte: TURKIN, 2010.
Para um mesmo QD, pode-se observar que ha um deslocamento do comprimento de

onda maximo de emissdo para o vermelho se comparado ao comprimento de onda maximo de

absorcéo, e esse padrdo continua independentemente do tamanho do QD (Fig. 3). Isso ocorre
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devido a a (re)normalizacdo da energia do band gap. Essa (re)normalizacdo ocorre devido a
atracao eletrostatica existente entre as bandas de valéncia e conducdo, o que provoca a perda e
a diminuicdo da energia do band gap, logo a energia do féton emitido é menor em relagdo ao
foton absorvido. A diferenca de energia entre 0 maximo de emissdo e o de absorcdo €
denominado de deslocamento Stokes (ALMEIDA, 2005).

Figura 4. Espectro de absorcdo em funcdo do comprimento de onda de quantum dots de CdTe de 2 nm
com diferentes pardmetros de dispersao desse tamanho variando entre 5 e 35%.
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Fonte: ALMEIDA, 2005.

Observando exclusivamente os espectros de absor¢do na Fig. 4, pode-se notar que ha
um alargamento nos espectros obtidos de acordo com o grau de dispersdo dos tamanhos dos
QD em solucéo, ou seja, as solugdes cujos quantum dots sdo monodispersos apresentam bandas
bem resolvidos e estreitos, enquanto que com quantum dots polidispersos ha a formacéo de
bandas largos, chegando ao ponto onde ndo ha o aparecimento de um pico caracteristico. Esse
fendmeno ocorre pelo fato dos QDs polidispersos absorverem energia em regides proximas.
Logo, em uma Unica analise, além de supor em que regido do espectro o quantum dot ira emitir
radiacdo e o seu tamanho, pode-se avaliar o grau de dispersao ou a pureza desse nanocristal em
solugéo (ALMEIDA, 2005).

Além dessas propriedades, a solubilidade dos quantum dots constitui um tema de
grande relevancia, uma vez que, de acordo com o0 meio ao qual possui uma maior estabilidade,
diferentes aplicacGes podem ser propostas. De acordo com o agente funcionalizante ao qual o
nanocristal esteja ligado, ele pode ser solivel em meio aquoso ou no meio organico. Se 0 agente
funcionalizante possuir estrutura maiores e com caracteristicas mais apolares, o quantum dots
possuird uma maior afinidade com solventes organicos, entretanto, caso o funcionalizante
possua curtas cadeias e/ou apresenta grupos funcionais polares, 0 quantum dot devera ser mais

soltvel em meio aquoso (VALE, 2015).
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Outra propriedade pertinente que pode ocorrer nos QDs e que se tém mostrado
promissora em dispositivos fotovoltaicos para uma melhor eficiéncia é a geracdo maultipla de
éxciton (MEG). O MEG é um fenémeno onde um unico foton incidente excita mais que um
unico elétron para a banda de conducdo (Fig. 5). Nos QDs, o MEG foi o primeiramente
demonstrado no seleneto de chumbo (PbSe) e posteriormente também foi demonstrado em PbS,
CdSe, CdSe e outros materiais. Se a eficiéncia do MEG puder ser aprimorada ainda mais e a
separagdo e o transporte de carga puderem ser otimizados nos QD, as celulas solares com QD
poderdo levar a tecnologias de conversdo de energia solar de terceira geracao
(SUMANTH,2018). Vale salientar que, neste trabalho, o mecanismo de exitacdo do QD esta
relacionado apenas a parte (1) presente na Fig. 5.

Figura 5. Esquema do mecanismo de MEG que ocorre nos QDs.
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Fonte: Adaptado de SUMANTH, 2018.

1.1.3 Superficie dos quantum dots: modificacdo quimica e bioconjugacao

De maneira geral, os nanomateriais geralmente precisam passar por modificagdes em
sua superficie, como reagdes quimicas e/ou bioconjugacdo, de modo a realizar sua
funcionalizacdo e controlar e/ou melhorar as propriedades fisico-quimicas, toxicoldgicas e
farmacologicas desses nanocompostos, além de propiciar grupos funcionais reativos que
permitem realizar a conjugagdo com, por exemplo, agentes de contraste, anticorpos, peptideos,
ligantes, drogas e genes, e construir nanomateriais multifuncionais e hibridos para a geracao de
imagens e tratamento direcionados de canceres. Dessa forma, de modo a propiciar um aumento

na solubilidade em um determinado solvente, dificultar a agregacéo, manter a fotoestabilidade,

25



elevar o rendimento quantico, diminuir a toxidade e proporcionar grupos funcionais que pode
interagir seletivamente com um analito e/ou formar complexos com outras biomoléculas, os
guantum dots podem ser funcionalizados com diferentes substancias sem que estas interferiram
nas propriedades espectroscépicas e na coalescéncia desses nanomateriais (ARNAUD, 2012;
CHAVES, 2006).

No procedimento de funcionalizagdo, utiliza-se geralmente pequenas moléculas
organicas que em uma das extremidades sdo capazes de interagir especificamente com o analito
enguanto que a outra consegue estabelecer fortes ligagdes com o QD através de atracdo
eletrostatica, quimissorcdo, interacdo hidrofobica ou, preferencialmente, ligacdo coordenada.
Podemos citar como exemplos de possiveis agentes funcionalizantes compostos do tipo alquil
tiois, fosfato e fosfonatos organicos, amidas, aminas e acidos carboxilicos. Entretanto,
moléculas mais complexas, como polimeros, proteinas e oligonucleotideos também podem ser
utilizadas como agentes funcionalizantes, desde que néo interfira no rendimento quantico do
nanocristal. Dependendo do tipo e natureza da cadeia do funcionalizante utilizado, o quantum
dot pode ter uma maior solubilidade em meio aquoso ou em meio organico (ROCHA, 2017). A

Fig. 6 abaixo mostra alguns funcionalizacdes e formas de interacéo.

Figura 6. Esquemas representando algumas formas de funcionalizacdo, interacdo e bioconjugacao de
QDs.
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Como estes funcionalizantes apresentam um comportamento dindmico, capaz de ativar
e desativar esses nanomateriasis (on/off) e ainda permitir ou bloquear o crescimento desses
nanocristais, 0 comportamento desses ligantes na superficie ainda é motivo de estudo (SAPRA,
ROGACH, FELDMANN, 2006). Dentre os agentes funcionalizantes, os mais comumente
utilizados sdo os monodentados e, mais especificamente, 0s que apresentam 0S grupos
funcionais aminas e tiois.

Com relacdo as aminas, sua fixacdo no QD ocorre de maneira direta através da doacéo
do par de elétrons presentes no nitrogénio, o qual atua como base de Lewis. Xiaohui & Peng
(2008) analisaram o comportamento de alguns funcionalizantes do tipo amina e determinaram
que o desempenho dindmico dessas moléculas esta relacionado com a temperatura de reacéo,
tipo do solvente utilizado na sintese, concentracao e extensdo da cadeia carbodnica dos ligantes.
Pode-se citar como exemplo, que quando a temperatura da reacdo utilizada era maior que a
temperatura de ebulicdo das aminas, havia um aumento na taxa de crescimento dos
nanomateriais, o que provavelmente ocorre devido aos ligantes permaneceram mais tempo nao
ligados da superficie e, portanto, favoreceram o crescimento dos mesmos (PRADHAN et al.,
2007). Alem disso, Huaping el al (2014) citam que aminas primarias podem extinguir ou
aumentar a fluorescéncias dos QDs, dependendo de sua concentracdo no meio.

Nos grupamentos tiois, a interacdo ocorre devido a forte afinidade entre o enxofre e o
metal constituinte do quantum dot, atuando como acido e bases moles de Pearson. Dependendo
da cadeia a qual o grupamento tiol esta ligado, este pode atribuir diferente caracteristicas aos
QDs. Por exemplo, tidis terminados com &cidos carboxilicos, como o acido tioglicélico (TGA),
sdo soluveis em maio aquoso, de facil rota sintética, compactos, carregados e tém estabilidade
coloidal por repulsdo eletrostatica, podendo ser conjugados com grupos amino em biomoléculas
como peptideos, proteinas, anticorpos ou DNA, mas ndo fornece nem os mais luminescentes
ou mais estaveis QDs, levando a sua degradacéo e perda de fluorescéncia (ALGAR & KRULL,
2007). Contornando esse problema, Yilidz et al. (2010) utilizou o ligante bidentado
polietilenoglicol (PEG) modificado contendo grupos tiol, os quais apresentaram um bom
rendimento quantico (~40%) em uma faixa de valores de pH de 5 a 9. De maneira semelhante,
Susumu e colaboradores (2009) utilizara DHLA (&cido di-hidrolip6ico) e PEG como agentes
funcionalizantes e provocou a estabilizacdo do QD em uma gama completa de valores de pH e
reduziu a adsor¢do inespecifica desses nanomateriais. Apesar dos pontos citados, devido ao
tamanho e adaptabilidade, ligantes menores como o &cido mercaptopropionico (MPA), TGA e
DHLA séo preferiveis a outros ligantes, especialmente quanto o objetivo € utilizar o QD como
um biosensor (CHANDAN, SCHIFFMAN & BALAKRISHNA, 2018).

27



Além dos grupos funcionais, a cadeia molecular do agente funcionalizante também
deve ser levada em consideracdo pois esta deve propiciar caracteristicas adicionais aos QDs,
como solubilidade, mobilidade e direcionamento ao analito (s) de interesse. Chen &
Rosenzweig (2002), por exemplo, desenvolveram trés QDs de CdS, um funcionalizado com
polifosfatos, o qual apresentou sensibilidade a todos os cations mono e divalentes, outro
funcionalizados com tioglicerol, que foi sensivel para ferro e cobre, e um funcionalizado com
cisteina, que apresentou seletividade ao zinco. Por outro lado, Yan et al. (2010) sintetizou QDs
usando como ligante um revestimento de hidrocarboneto e carboxilato altamente sensivel a
hipoclorito/acido hipocloroso. Ja Labeb e colaboradores (2018) sintetizaram QDs com TGA e
cisteina como funcionalizantes sensiveis e seletivos para a detecgdo de fon Hg?*. Entretanto,
tem se tornando muito comum a utilizacdo de moléculas cuja cadeia sirva como ancoragem
para a realizar a funcionalizacdo do QD com biomoléculas, como peptideos, DNA, proteinas e
medicamentos.

Levando em consideragdo 0s pontos acima citados, o acido mercaptosuccinico (MSA),
apesar de ser menos explorado que os ligantes anteriormente citados, surge como um agente
funcionalizante eficaz e com uma ampla gama de aplica¢fes. Possuindo um grupamento tiol e
dois acidos carboxilicos em sua estrutura, 0 MSA é capaz de se ligar-se covalentemente ao QD
e Ihe propiciar solubilidade em meio aquoso e uma superficie ativa com carga negativa, a qual
é capaz de interagir com uma alta variedade de analitos e facilitar o processo de bioconugacéo.
Além disso, este funcionalizante também é capaz de estabilizar os QD em solugdes acidas
fracas, ao contrario se outros compostos de sua mesma classe, como o TGA e o MPA, que sédo
capazes de estabilizar apenas em soluc@es alcalinas (YING et al., 2008). Outros estudos tabém
mostram qua a utilizacdo de MSA como agente funcionalizante melhora as propriedades Opticas
dos QDs de CdTe em comparacagdo com outros agentes amplamente utilizados, como GSH e
TGA, como diminui¢do dos defeitos de superficie por diminuir a taxa de crescimento dos
nanocristais, diminuigdo da taxa de emisséo ndo radioativa e aumento da taxa de recombinagéo
radiativa do elétron, provocando um aumento na fluorescéncia, no rendimento quantico e do
tempo de vida dos QDs de CdTe, o que também propicia, no ponto de vista de imageamento,
uma melhor qualidade de imagem (SOUSA et al., 2018).

Com relacdo ao processo de bioconjugagdo, existem trés estratégias: ligacdo néo
covalente, ligacdo covalente e reacdes quimicas. Na ligagdo ndo covalente, a bioconjugacgéo
pode ocorrer por adsorcao, onde ha fortes interacbes ndo-polares e/ou eletrostatica, fixacao
direta na superficie do QD por interacGes dativas, onde se utiliza geralmente o anel imidazol ou

um grupamento sulfidril, ou ligacdo avidina-biotina, em que os anticorpos e outros peptideos
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sdo pré-modificados com grupos biotina interagem com os QDs funcionalizados com
estreptavidina ou vice-versa. Ja para as ligagdes covalentes, a bioconjugagdo pode ocorrer por
acoplamento do grupo carboxilico do QD com uma amina de uma biomolécula, conjugacgéo de
duas aminas com o auxilio de agentes de acoplamento homobifuncionais e acoplamento amina-
tiol ou alcool-tiol com o auxilio de um agente de acoplamento heterobifuncional. Nas reacdes
quimicas, podemos citar a reacao de azidas com alcinos, entre derivados da hidrazina e aldeidos
ou cetonas e cicloadi¢des de Diels-Alder envolvendo tetrazinas e alcenos (PEREIRA et al.,
2019).

Dessa forma, para o0 MSA, a biconjugacdo do QD pode ocorrer tanto por ligacdo nao
covalente, através de adsorcdo por via eletrostatica, quanto por ligac6es covalentes, atraves do
acoplamento dos grupos carboxilicos com a biomolécula, ndo sendo necessério a realizagdo de

reacOes quimicas ou etapas adicionais de sintese para a realizacdo de uma bioconjugacao.

1.1.4 Aplicages dos quantum dots como nanosondas fluorescentes

Como anteriormente mencionado, um sensor é definido como um dispositivo que
transforma uma informacdo quimica de uma amostra em um sinal que pode ser mensuravel
enquanto que uma sonda é uma molécula que se liga reversivelmente a um alvo biol6gico
(ARROWSMITH, 2015; HULANICKI; GLAB & INGMAN, 1991). Os sensores tradicionais
sdo geralmente constituidos por corantes fluorescentes, complexos de metais de transicédo e
materiais de carbono, como o grafeno. Comparado a esses materiais, 0 QD possui propriedades
melhores e mais versateis, como maior tempo de vida util, resisténcia a fotodegradacao e bandas
de emissao estreitas, logo esses nanomateriais sdo explorados em analises quimicas, sendo
especialmente utilizados como nanosondas e/ou nanosensores na detec¢éo de diversos analitos,
como ions, pequenas moléculas, proteinas, enzimas, acidos nucléicos e células, através da
supressdo ou do aumento da fluorescéncia, podendo ser aplicado em sistemas bioldgicos para a
analise e monitoracdo de diversos processos, tais como imageamento e monitoracdo em
sistemas vivos, desenvolvimento de novas terapias e diagndstico clinico (CUI, HE & CHEN,
2015).

Dessa forma, os QDs e seus respectivos analitos tem sido monitorado por varios
métodos analiticas, como eletroforese capilar (EC), reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
ensaios por transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET), transferéncia de

elétrons fotoinduzida (PIET), entre vérias outras. Dentre as citadas, a técnica que merece
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destaque é aquela que envolvem a utilizacdo da fluorescéncia devido a sua versatilidade,

simplicidade, seletividade, sensibilidade e uma gama de aplicacdes (Fig. 7).

Figura 7. Esquema de diferentes aplicacdes de QDs no campo das ciéncias biomédicas. PET: tomografia
por emissao de positrons; TEM: microscopia eletrénica de transmissao.
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Fonte. Adaptado de SINGH et al., 2018.

Na deteccdo direta por fluorescéncia, os quantum dots podem atuar como sensores do
tipo on/off e on/off/on para a quantificacdo de ion e micro ou macromoléculas. De maneira
geral, em um sistema on/off, a fluorescéncia do QD (on) é atenuada quando na presenca de um
analito (off), sendo essa atenuacéo diretamente proporcional a concentragdo desse analito no
meio. Por outro lado, em um sistema on/off/on, o quantum dot (on), diminui sua intensidade de
fotoluminescéncia devido a presenga de um analito ou intermediério (off), mas logo recupera
essa intensidade méaxima de fotoluminescéncia quando na presenca de um segundo analito (on),
sendo esse aumento proporcional a concentracdo desse ultimo analito adicionado. A Fig. 8
esquematiza esses dois tipos de sistemas de detecgdo. Nos ensaios por FRET, realiza-se a
deteccdo de vérias biomoléculas através da transferéncia de energia de forma ndo-radiativa
entre dois cromoforos, sem a necessidade de reabsorcdo de radiacdo eletromagnética, além de
que a unido da espectroscopia de fluorescéncia com a espectrofluorometria fornece imagens

por fotoluminescéncia.
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Figura 8. Esquema geral dos sistemas de deteccao do tipo (A) “on/off” e (B) “on/off/on”.
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Fonte. Autora deste trabalho, 2020.
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Sao varios os trabalhos presentes na literatura que reportam a utilizacdo do QD para a

deteccdo de analitos através dos sistemas acima mostrados, especialmente quando se trata de
proteinas ou enzimas, uma vez que estes nanomateriais apresentam um resultado mais sensivel,
boa seletividade, simplicidade na preparacdo das amostras, alta frequéncia analitica e maior
estabilidade que os compostos organicos tradicionalmente utilizados, além da facilidade
operacional e baixo custo do equipamento utilizado em sua analise (MA, LI & ZHANG, 2018).

Yang et al. (2014), obtiveram QD de CdTe funcionalizados com um polimero impresso
molecularmente (EMIP) (on), que reconhecia especificamente e quantificava a proteina BSA
através da supressdo de fotoluminescéncia (off). Similarmente, Sales et al. (2018) sintetizaram
QD de CdTe funcionalizados com MPA e modificados com um um polimero molecularmente
impresso (MIP) (on), que interage especificamente com a miglobina, levando a supressdo da
fotoluminescéncia (off). Shao et al (2013), por outro lado, sintetizaram QD de CdTe
funcionalizados com MPA e ions Cd*2 (on), o qual primeiramente interagia eletrostaticamente
com TBA (aptamer de ligagdo de trombina), levando a supressé@o da fotoluminescéncia (off), a
qual em seguida era recuperada com a adi¢do de trombina (on), que intergia especificamente
com TBA. De maneira analoga, Liu et al. (2014) sintetizaram QD de CulnS; funcionalizados
com cisteina (on) que integia eletrostaticamente com heparina diminuindo sua
fotoluminescéncia (off), a qual aumentava quando na presenca de heparinase (on).

Além disso, também ¢é relatado inimeros trabalhos que demonstram a eficacia da
utilizacdo quantum dots em aplicacbes biologicas, diferindo entre si com relacdo aos

semicondutores que comp®e esse nanocristal e/ou o0 agente funcionalizante utilizado. Kai Yang
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et al. (2010) sintetizaram quantum dots luminescente no infravermelho proximo conjugados a
peptideos, com comprimento de onda de emissdo em 800 nm para marcar células BcaCD885
por endocitose. Arnaud (2012) e Cheng et al. (2012), por exemplo, desenvolveram quantum
dots para deteccdo de tumores em meio bioldgico, entretanto, o primeiro utilizou quantum dots
de quitosana enquanto que o segundo desenvolveu uma nanoparticula com um nucleo de fosfeto
de indio e uma casca de sulfeto de zinco. Também é possivel mencionar autores como Guo &
Liu (2017), Joglekar et al. (2017) e Kim et al. (2015), onde realizaram a sintese de quantum
dots de CdTe utilizando diferentes agentes funcionalizantes para estudos com hemoglobina e o
grupo heme, hemoglobina, lizosima e BSA e avaliar atividade microbiana, respectivamente.
Know et al. (2019), por outro lado, sintetizaram quantum dots de FeSe conjugados com
polietilenoglicol e o anticorpo HER2 para a obtengdo de imagens in vitro/vivo do cancer de
mama.

Além das aplicacBes mencionadas acima, quando funcionalizados com agentes
hidrofébicos, os QDs sdo bastante utilizados como sistemas fluorescentes solidos e séo
implementados de forma a aumentar a eficiéncia em, por exemplo, LEDs, painéis fotovoltaicos
e vidros de fibra ética, entre outros (BAGHER, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

No que se diz respeito a métodos tradicionais de determinacdo de biomoléculas, estes
apresentam certas limitagdes em sua aplicacdo, como elevado tempo de andlise, alto custo
operacional, baixa frequéncia analitica, complexidade na preparacdo da amostra, dentre outras
circunstancias, o que tornam esses métodos inviaveis quando se é necessaria uma analise rapida,
simples ou em tempo real. Tanto a protamina (PT) quanto a tripsina (TP) sdo biomoléculas
muito empregadas na area medicinal e farmacéutica, as quais podem ocasionar riscos caso
sejam usadas indevidamente, seja em alta dosagem no caso da protamina ou em baixas
concentracdes no caso da tripsina. Além disso, a tripsina possui grande papel biolégico no
organismo, o que torna ainda mais imprescindivel o monitoramento e determinacdo dess enzima
nos meios biol6gicos.

Diante do que foi exposto, nota-se a necessidade do desenvolvimento de uma sonda
capaz de realizar uma andlise rapida, com alta frequéncia analitica e de simples preparacéo.
Nesse sentido, os QD surgem como uma alternativa devido a sua facilidade de sintese, a sua
boa sensibilidade e especialmente a versatilidade de aplicagdo, podendo ainda ser mais
explorados e aperfeicoados e trazer ainda mais avancos em diversas areas de pesquisa,
especialmente no ramo biologico, medicinal e quimico. Dessa forma, buscou-se realizar a
sintese de quantum dots de CdTe funcionalizados com acido mercaptosuccinico visando a
producdo de um Unico nanosonda capaz de realizar a determinacdo de ambas as biomoléculas.
Para isso, foi-se otimizado diferentes parametros fisico-quimicos, como concentracdo dos
precursores, temperatura e tempo de sintese.

Assim, no presente trabalho, utilizando-se da técnica de espectrometria de
fluorescéncia, é visado primeiramente realizar a deteccdo e quantificacdo da protamina através
de um sistema on-off. Em seguida, utilizando-se da bioconjugacdo do QD com a protamina,

pretende-se desenvolver um nanosonda do tipo on-off-on para a determinagéo de tripsina.
3. IMPORTANCIA PARA A SOCIEDADE

O desenvolvimento de um nanosonda de fécil obtencéo, baixo custo, alta sensibilidade
e que e extremamente versatil, podendo ser aplicados para a deteccdo de diversas biomoléculas
através de simples modificagdes, como no tamanho ou no agente funcionalizante. Nesse caso,
foi utilizado como uma nanosonda para a quantificagdo de uma proteina catiénica (protamina-
PT) e de uma protease (tripsina-TP), mas o modelo proposto pode ser explorado e aprimorado

para ser empregado na deteccdo de diferentes analitos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Realizar a sintese de quantum dots de CdTe em meio aquoso funcionalizados com
acido mercaptosuccinico (MSA) de modo a realizar a determinacdo da protamina (proteina
catidnica) através de um sistema ON-OFF e, a partir da bioconjugacdo QD-CdTe-PT, realizar

a quantificacdo de uma protease (tripsina) em um sistema ON-OFF-ON.

4.2 Objetivos especificos

1) Sintetizar e caracterizar quantum dots de CdTe de diferentes tamanhos funcionalizados com
acido mercaptosuccinico em solugdo aquosa;

i) Avaliar a sensibilidade dos diferentes quantum dots (CdTe-MSA) sintetizados frente ao
sistema QD-CdTe-PT e QD-CdTe-PT-TP em funcdo da variacdo da intensidade do sinal
analitico (intensidade de fluorescéncia);

iii) Otimizar os sistemas avaliados (QD-CdTe-PT e QD-CdTe-PT-TP) quanto aos principais
parametros fisico-quimicos tais como: pH, tipo e concentragdo do sistema tampao, forca idnica,
concentracdo do quantum dot, tempo de reacéo, fotoestabilidade e parametros instrumentais de
modo a se obter a melhor sensibilidade analitica;

iv) Investigar a seletividade do sistema QD-CdTe-PT para a tripsina em relagdo a outras
enzimas proteoliticas;

v) Validar e estabelecer as principais figuras de mérito de cada sistema avaliado, assim como,

aplica-los em amostras reais.
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5. EXPERIMENTAL

5.1 Reagentes e solucdes

Os seguintes reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA) ou Merck
(Alemanha) com pureza igual ou superior a 96%: cloreto de cadmio (CdCly), citrato de trisédio
dihidratado, acido mercaptosuccinico (MSA), telurito de sddio (Na2TeOs), borohidreto de sodio
(NaBHa), sulfato de protamina, tripsina bovina, alfa-quimotripsina, trombina do plasma
bovino, inibidor Kunitz, inibidor Bowman-Birk, hemoglobina, BSA (albumina do soro bovino),
HSA (albumina do soro humano), ovoalbumina, glucose oxidase, catalase, caseina,
gamaglobulina, heparina, heparina 2, insulina, fosfatase alcalina, pancreatina, prolina,
tirosinase, lisozima, galactosidade, urease, Tris base e &cido succinico. Os demais reagentes
utilizados apresentaram pureza minima de 90% ou superior, com exce¢do do acido fosforico
com 85% (m/m). A solucgdo estoque de sulfato de protamina (200 mg L), BSA (200 mg L),
hemoglobina (200 mg L), HSA (200 mg L), lisozima (195 mg L), catalase (220 mg L),
ovoalbumina (150 mg L), galactosidade (310 mg L) e de tripsina (300 mg L) foram
preparadas a partir da pesagem de cada proteina e posterior solubilizacdo em agua. As solucbes
de trabalho dessas biomoléculas foram preparadas por diluicdo sequencial da solucdo estoque.

O tampéo Britton-Robinson (10 mM de cada reagente) foi preparado pela mistura de
acido borico, acido acético e acido fosforico no intervalo de pH de 5 a 11. As solucBes tampdes
a base de acido sucinico/succinato de sodio (5 a 100 mM), acido citrico/citrato de aménio (10
mM), acido acético/acetato de sodio (10 mM), &cido acético/acetato de aménio (10 mM), acido
borico/borato de sédio (50 mM), dihidrogenofosfato de sédio/hidrogenofosfato de sédio (50
mM), tris-HCl/tris base (50 mM) e aménia/cloreto de amonio (10 a 100 mM) foram preparados
pela pesagem direta do respectivo sal e dissolucdo em agua. Quando necessario, o pH foi
ajustado pela adicdo de NaOH ou HCI 1 M. Todas as solucdes foram preparadas com agua
ultrapura (18.2 MQ cm) obtida a partir ultrapurificador de dgua Master System MS2000
(Gehaka, Brazil).

5.2 Sintese dos quantum dots de CdTe funcionalizados com MSA

Para realizacdo da sintese descrita neste trabalho, foram utilizados os seguintes
equipamentos: manta de aquecimento (modelo 8370, LICiT, Brasil), medidor de pH (modelo
PG1800, Gehaka, Brasil), balanca analitica com precisao de 0,1 mg (modelo AG200, Gehaka,
Brasil), balanca analitica com precisdo 0,01 mg (AG-245, Mettler Toledo, Alemanha),
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centrifuga de bancada (modelo 80-2B, Centribio, Brasil), agitador magnético (RH basic KT/C,
IKA, Brail) e freezer (CVVU30, Consul, Brasil).

A sintese do quantum dot de CdTe foi realizada com base em Carvalho et al. (2017)
com adequacdes. Neste procedimento, foram preparadas solucdes (2 mL de cada)
correspondentes a 100 umol de cloreto de cadmio (CdCl;), 765 pumol de citrato de sodio
dihidratado, 100 pmol de MSA, 200 pumol de telurito de sodio (Na>2TeOs) e pesada uma massa
de borohidreto de sédio (NaBHa) equivalente a 660 pumol. Em seguida, em um bal&o de fundo
redondo (50 mL) contendo um volume de 17 mL de agua ultrapura e sob agitacdo constante,
foram adicionadas as solucdes de CdCly, citrato de sodio, MSA, Na>TeOs e 0 borohidreto de
sodio, nesta ordem. O sistema foi entdo aquecido sob refluxo até 90 °C e, permaneceu nesta
temperatura por diferentes intervalos de tempo (0.5, 1, 1.5, 2, 4 e 6 h) a partir do momento que
se iniciou o aquecimento. Os QD-CdTe-MSA foram precipitados com adicdo de etanol e
separados/purificados por centrifugacdo com sucessivas lavagens com etanol (3 vezes por 15
min, a 3000 rpm). Por fim, os QD obtidos foram resuspensos em 10 mL de 4gua e armazenados
a 4 °C, sob protecéo da luz.

5.3 Caracterizacao espectroscopica de CdTe-MSA

Os espectros de absorcao no UV-vis foram obtidos usando espectrofotémetro UV-vis
(modelo AJX-6100PC, Micronal, Brasil), no modulo de varredura (400 a 600 nm), usando dgua
como referéncia e cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. A partir dos parametros
obtidos pelos espectros do UV-vis e através das equacdes (1-3) descritas por Peng et al. (2003)
e Dagtepe et al. (2007), foi possivel calcular o tamanho médio tedrico e a concentracdo dessa
nanoparticula.

D = 1:3845 - 0.00066 x equacdo (1)
1-0.00121x A

equacéo (2)
A = exxbxCqp
- equacéo (3)
g = 10043D%1

onde D € o tamanho do CdTe-MSA em nanémetros, A (em nm) o comprimento de onda de
maior absorcao, A o valor da absorvancia do QD, & é o coeficiente de absortividade molar,
Caop é a concentracdo do QD (mol L) e b é o caminho 6ptico (fixado em 1,0 cm).

Os espectros de emissdo de foram obtidos a partir do espectrofluorimetro (RF 5301PC,

Shimadzu, Japéo), empregando cubetas de quartzo de 1,0 cm e Aex = 350 nm. Ensaios de
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espalhamento dindmico de luz (DLS) foram realizados utilizando um analisador de DLS
Microtrac (OMO0003, Microtrac Zetatrac, EUA). As analises de distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas para a condigdo ideal foram realizadas usando um microscopio eletrénico de
transmissdo Tecnai G2 Spirit Twin (TEM) usando filamento LaB6 e operando a 120 kV. As
medicdes do tempo de meia vida (t) foram realizadas utilizando um fluorimetro NanoLogTM
(Horiba, Japdo) com lampada de Xe como fonte de excitacdo a 366 nm. A fotoluminescéncia
(PL) emitida pelas amostras foi transferida para um monocromador equipado com uma rede de
difragdo (Horiba, 600 ranhuras mm™) e blaze (a 1000 nm) para a selegdo de comprimentos de
onda e entdo detectada usando uma fotomultiplicadora (modelo R928P) na configuracédo
TCSPC (contagem de fotons Unicos correlacionada com o tempo). Todas as medidas de tempo
de vida foram realizadas em temperatura ambiente e com 0s mesmos parametros instrumentais.

A curva do tempo de meia vida no estado excitado foi melhor ajustada com uma curva

monoexponential (VAZ et al, 2019) representada pela equacéo 4.
PL(t) = PLOexp(-%j equagdo (4)

onde PL(t) e PLo indica a fotoluminescéncia ap6s um tempo t e a inicial do QD,

respectivamente.
5.4 Procedimentos
5.4.1 Parametros fisico-quimicos

Tanto para o sistema QD-CdTe-PT quanto para o sistema QD-CdTe-PT-TRIP, foram
realizadas a otimizacdo dos principais parametros fisico-quimicos, tais como: pH, tipo e
concentracdo do tampao, forca ibnica, concentracdo do quantum dot, tempo de reacdo e

fotoestabilidade, de modo a se obter a melhor sensibilidade analitica.
5.4.2 Ensaio de fotoluminescéncia para a protamina

Para a determinacdo de PT e formacdo do bioconjugado com a nanosonda, se
empregou QD-CdTe-MSA a concentracgdo final de 450 nM, adicionando-se diferentes volumes
da solucédo padrdo ou amostra de PT a fim de se obter concentracdes da proteina de 0.05 a 0.5
mg L. O sistema foi avolumado com solugdo tamp&o succinato (25 mM, pH 5) até 2 mL e
aguardou-se 20 min. Por fim, as medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em estado

estacionario (Aex / Aem = 350/ 523 nm, slit de 5/ 3 nm para Aex / Aem, respectivamente).
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5.4.3 Ensaio de fotoluminescéncia para a tripsina

Para a determinacdo da tripsina (TP), empregou-se o bioconjugado QD-CdTee-PT a
concentracéo final de 100 nM (QD-CdTes) € 2 mg L (PT), adicionando-se diferentes aliquotas
da solucéo padrdo ou amostra de TP a fim de se obter concentracGes dessa enzima de 0,005 a
0,07 mg L. O sistema foi avolumado com a solugdo tampao amdnio (75 mM, pH 8,5) até 2
mL e aguardou-se 40 min, momemto onde foi adicionado a ovoalbumina a 2 M para a inibi¢ao
da TP. Por fim, as medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em estado estacionario (hex

/ Xem = 350/ 588 nm, slit de 5/ 3 nm para Aex / Aem, respectivamente).
5.4.4 Ensaio de inibicao da tripsina

Para este ensaio, diferentes aliquotas das solu¢Bes estoques dos inibidores foram
acrescentadas no sistema apés a adi¢do do bioconjugado QD-CdTes-PT e da TP no meio. O
volume final de cada sistema foi aferido com tampao aménio (75 mM, pH 8,5) até 2 mL e as
medidas espectrofotométricas foram realizadas foram realizadas em estado estacionario (Aex /
Xem = 350 / 588 nm, slit de 5/ 3 nm para Aex / Aem, respectivamente) apos 40 min de reagéo.

Apos a escolha do inibidor, adicionou-se diferentes aliquotas de sua solucédo estoque a
fim de obter diferentes concentracfes desse inibidor ao sistema QD-CdTes-PT-TP, o qual foi

aferido e analisado nas mesmas condi¢fes anteriormente citadas.
5.4.5 Ensaio de seletividade para a tripsina

Foi avaliado como outras proteinas iriam interferir na quantificacdo da TP no meio e
como diferentes enzima-proteases iriam atuar no sistema. Para isso, foram acrescentadas
diferentes aliquotas das solucdes estoques dessas biomoléculas, de modo que, para as proteinas,
estas possuam a mesma concentracdo molar da PT (400 nM) e, para as enzimas, estas possuem
as mesmas unidades que a TP em sua ultima concentragdo no meio (700 U). Os interferentes
analisados foram BSA, caseina, gamaglobulina, hemoglobina, HSA, heparina, heparina 2,
insulina, fosfatase, pancreatina, proline, tirosinase, lisozima, catalase, galactosidade e urease.
O volume final de cada amostra foi aferido até 2 mL com a adigéo da solugdo tampao apropriada
e as medidas espectrofotométricas e as medidas espectrofotométricas foram realizadas em
estado estacionario (Aex / Aem = 350 / 588 nm, slit de 5/ 3 nm para Aex / Aem, respectivamente)

apos 40 min de reagéo.
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5.4.6 Preparacdo de amostras

As amostras de PT (10 mg mL™) foram obtidas a partir de trés diferentes fornecedores
comerciais, sendo entdo devidamente diluidas (10.000 vezes) em &gua ultrapura para a
realizacéo da analise. As amostras de urina sintética foram preparadas de acordo com diferentes

protocolos, variando a composicdo quimica de cada sistema conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo quimica das urinas sintéticas preparadas.

Concentracdo (mM)

Composto

Ul u2 U3 U4 us

NaCl 55 51.3 78.7 50 78.7
KCI 67 26.8 21.5 215 21.5
CaS0, 2.6
Na S04 29.6 14.2 16.2 9.8 16.2
MgCl, 3.2 3.2
MgSO, 3.2
NaH2POs4 198
Creatinina 9.8 9.7 9.7
Urea 310 420 416.2 417
Citrato de sdédio 2.6 2.6
CaCl; 6.8 4.4 9.7 4.4
KH-PO4 7.3 30.9 10.3 30.9
NH.CI 18.7 18.7 18.7
KoHPO,
NazC,04 0.15 0.15
Referéncia GU et al. SANTOS et XU et al. ULUsoY WILSENACH

(2016) al. (2015) (2011) et al. (2019) et al. (2007)

Fonte. Autora deste trabalho, 2020.

Para as amostras de plasma, houve liberacio do Comité de Etica em Pesquisa da UFAL
(CAAE 57998116.8.0000.5013). Sua preparacdo foi realizada segundo o procedimento
mencionado por Shi et al. (2017) com modificacBes. Neste, a amostra de sangue foi
centrifugada a 10.000 rpm por 10 min a temperatura ambiente e, devido ao alto teor de
proteinas, foi submetido a um pré-tratamento. O sobrenadante (plasma) foi separado e
desproteinizado pela adi¢do de acetonitrila na propor¢édo 1:1, seguida de agitagdo constante por
2 min e centrifugagédo a 10.000 rpm por 10 min. Por sua vez, o sobrenadante foi filtrado e depois
diluido 25 vezes em tampdo amonio (75 mM, pH 8,5). Diferentes concentragdes de tripsina
foram adicionada as amostras de soro diluidas e a analise da amostra foi realizada usando o

procedimento descrito acima para a tripsina.
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5.5 Ensaio de biotoxicidade das nanosondas

Neste ensaio, foi seguido a metodologia realizada por Galeone et al. (2012) com
adaptacdes. As moscas e larvas do tipo Drosophila melanogaster, as quais foram cultivadas a
25°C em alimento de Drosophila padréo, contendo agar, fubd, agucar, fermento e nepagina
(metil-fidroxibenzoato). Para o estudo da biotoxicidade, o alimento recém preparado foi
enriquecido com aliquotas das solucBes de QD-CdTes e QD-CdTes-PT (concentragdo final de
5, 10, 25, 50, 100 e 200 nM) e de PT (0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 e 4 mg L™?). As larvas foram ent&o
transferidas para os frascos contendo o alimento enriquecido e acompanhadas durante 15 dias,

observando a pulpacédo e formacéo de adultos.

5.6 Tratamento estatistico

A otimizaca do método foi realizada a partir da curva analitica correspondente a cada
condicdo avaliada, sendo a sensibilidade analitica (slope) obtida como critério de avaliacéo.
Para a construcdo das curvas analiticas, foi usado no minimo de seis niveis de concentracdo
diferentes (n = 6). A curva analitica para a protamina foi construida a partir da equacao 6,

enquanto que a tripsina a partir da equacao 7.

Plo=PL1_axc, +b equagéo (6)
PL,

PL

pL. 2 Crth equacéo (7)

0

onde PLo e PL representa a fotoluminescéncia do QD-CdTe-MSA na auséncia e presenca de
PT, respectivamente. Para os calculos de limite de deteccdo (LOD), foi utilizada a relacéo X, —
3sp, onde X» € Sp representam a média e o desvio padrdo do branco analitico (n = 10),
respectivamente (KHAN et al, 2017). O desvio padréo relativo (RSD) considerado a incerteza

agrupada:

2 2
_PL S Set,) 5
SeeryrpLy = PL x\/( ;Pt)j '{ PL, equagéo (8)

No processo de otimizacao e validacdo do método os resultados quando necessarios, foram

avaliados aplicando-se teste-t de Student considerando distribui¢cdo normal (erro aleatério) e

intervalo de confianca de 95%.
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6. BIOCONJUGACAO ENTRE QUANTUM DOST DE CDTE
FUNCIONALIZADOS COM ACIDO MERCAPTOSUCCINICO E PROTEINA
CATIONICA: METODO ANALITICO PARA A DETERMINAGCAO DE
PROTAMINA EM AMOSTRAS DE MEDICAMENTO E URINA

6.1 Introducéo

A protamina (PT) € uma proteina policatiénica de baixa massa molecular (de 5000 a
10000 Da) cuja composicgao e rica em aminoacidos como a arginina (> 67%), prolina, serina e
valina, a qual pode ser obtida a partir do esperma do salmdo e de outros peixes pertencentes a
familia Salmonidae (AKMAL et al., 2016; RODRIGUEZ & BARCELONA, 2018). Esta
proteina pode ser utilizada para a purificacdo de DNA, para aumentar o tempo de vida da
insulina no organismo e como agente antibacteriano em alimentos (CASTILLO et al., 2018;
POTTER, HANSEN & GILL, 2005). Alem disso, a PT é a Unica molécula aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA) para atuar como agente neutralizante da heparina, sendo
administrada durante procedimentos que envolvem circulacao extracorporea, como a dialise e
cirurgias cardiacas. Contudo, seu uso inadequado pode provocar hipotensdo sistémica,
hipertensdo pulmonar, hemorragias, queda subita de pressao, bradicardia e dispneia (BOER et
al., 2018; CARR J. & SILVERMAN, 1999; BARROSO, 2002). Devido a sua ampla gama de
aplicacdes e importancia medicinal, é imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos
para a determinacdo e controle de qualidade da protamina, tanto em formulagdes farmacéuticas
quanto em amostras biol6gicas.

A PT pode ser determinada por métodos espectrofotométricos (RAO et al, 2017),
eletroquimicos (XIAQ et al, 2001), por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC) (SNYCERSKI, 1998), espectrometria de massa (EM) (GUCINSKI et al., 2014),
eletroforese capilar (EC) (MALY & KRIZEK, 2016), ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(JUNKER et al., 1985), reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR) (HAMAD, 2019),
dentre outros métodos. Todavia, algumas destas metodologias possuem limitac6es, como baixa
precisdo e frequéncia analitica, necessidade de instrumentacdo sofisticada, alto custo
operacional e de manutencdo, além da complexidade da andlise, tornando necessario o
desenvolvimento de novos métodos para a quantificacdo dessa proteina. Nesse sentido, a
espectroscopia de fluorescéncia molecular, surge como uma poderosa alternativa de investigar
parametros qualitativos e quantitativos associados a proteina e outras biomoléculas, pois

apresenta simplicidade operacional, alta sensibilidade e seletividade instrumental, deteccdo em
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tempo real e ndo ser uma técnica destrutiva (KOHLI & MITTA, 2019; JIANG, 2019). Além
disto, permite monitorar diretamente ou através de sondas diferentes pardmetros fotoquimicos,
viscosidade, mobilidade, orientacdo de macromoléculas, distancias intermoleculares,
localizacgdo e distribuicdo em sistemas complexos, dentre outros (ITAGAKI, 2000).

O desenvolvimento de um sensor ou sonda fluorescente estavel e seletiva ao analito
requer estratégia, estudo e planejamento, podendo envolver diversos campos cientificos, como
a fotoquimica, fotofisica, quimica supramolecular e nanotecnologia (VALEUR, 2009). Tendo
um comprimento de onda de emissdo ajustavel, alta fotoestabilidade, adaptabilidade em sua
funcionalizacdo, elevado rendimento quantico e baixa toxidade se comparado aos fluoréforos
organicos mais utilizados (SCHIFFMAN et al., 2018), os quantum dots (QD) sdo nanomaterias
que apresentam notoriedade no campo cientifico devido as suas caracteristicas impares e seu
potencial de aplicacdo nas diversas areas. Os QD apresentam maior destaque quando utilizados
como nanosondas fluorescentes para determinacdo e/ou deteccdo de diferentes biomoléculas,
espécies metalicas, compostos organicos e até microrganismos. Assim, estes nanomateriais sdo
aptos para a quantificacdo e monitoramento de uma variedade de analitos em amostras
bioldgicas e ambientais, assim como em analises farmacéuticas e de alimentos.

O desenvolvimento de nanossondas para quantificar ou monitorar um analito,
especialmente para aplicagdes in vivo e de imageamento, comumente requer a formagao de um
bioconjugado para propiciar uma melhor estabilidade, eficiéncia e seletividade ao sistema. O
processo de bioconjugacdo é decorrente da interacdo do agente funcionalizante (peptideos ou
proteinas, por exemplo) com o analito, a qual pode ocorrer a partir da adorcao do analito no QD
por interacOes ndo-polares e/ou eletrostéatica, ligacdo coordenada do QD com o analito ou vice-
versa, ligacBGes especificas do tipo anticorpo-antigeno e formacdo de ligacdes covalentes
(PEREIRA et al.,, 2019). Desta forma, o campo de possibilidades para o uso de CdTe,
especialmente em sondas fotoluminescentes, ainda permite explorar muitos sistemas (analitos)
e aplicacdes.

Dessa forma, neste trabalho, realizou-se a sintese e caracterizagao espectroscopica de
QD de CdTe funcionalizados com acido mercaptosuccinico (carregado negativamente), 0s
quais permitiram uma quantificacdo répida, precisa e com alta sensibilidade da PT (proteina
catibnica) a partir da formacdo de um bioconjugado nanoparticula-proteina. Por fim, nas
condigdes otimizadas, 0 mecanismo de interacdo foi proposto empregando diferentes técnicas

e 0 método aplicado em amostras comerciais de medicamento de PT e de urina sintética.
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6.2 Resultados e discussoes

6.2.1 Sintese do quantum dot de CdTe funcionalizado com MSA

A sintese do QD-CdTe em meio aquoso envolve a formagdo do complexo entre o
cation metalico (Cd?*") em solugdo (reagdo 1) na presenca do ligante de superficie, seguida da
reducdo quimica do teltrio pelo borohidreto de sodio (reacdo 2), e consequente formacao da

nanoparticula (reacéo 3). Assim, de forma genérica, ocorrem as seguintes reacdes:

Cd2+(aq) + MSA(aq) = MSA‘Cd2+(aq) (I’eagéo l)
4Te03% (ag) + 3BH4"(aq) = 4T€% (ag) + 3BO2 (aq) + 6H20¢) (reacéo 2)
nMSA'Cd+2(aq) + Tez-(aq) = (CdTe)'MSAn(aq) (I’ea(;éo 3)

Neste caso, 0 acido mercaptosuccinico (MSA, Fig. 9a) se liga ao ion cadmio por meio
do grupo tiol. O MSA foi selecionado devido a sua capacidade de se ligar ao cddmio pelo grupo
tiol, e por possuir dois grupos acidos carboxilicos, conferindo a nanoparticula duas cargas
negativas por mol do ligante (a depender do pH), e assim, leva a uma maior interacdo com o
analito (PT). O citrato de sodio, por sua vez, foi adicionado ao meio reacional para evitar a
formagéo e deposicdo de CdTeO3 (CARVALHO et al., 2017).

Figura 9. Equilibrio acido-base do (a) acido mercaptosuccinico e (b) estrutura quimica do &cido
succinico.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

A partir das medidas espectroscopicas, obteve-se 0s espectros de extingdo molar e
fotoluminescéncia (Fig. 10A-B). Para os sistemas produzidos se observou variagdo do
comprimento de onda de extingdo molar de 490 a 548 nm, fotoluminescéncia de 515 a 575 nm,
e tamanho das particulas de 2,61 a 3,04 nm, de 0,5 a 4 h, de tempo de sintese, respectivamente
(Tabela 5). Este perfil se deve ao aumento crescente no tamanho das nanoparticulas decorrente

de processo de difusdo dos nacleos menores (mais instaveis) levando a formacéao de particulas
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maiores (SUGIMOTO, 1987). Logo, maiores tempos de sintese produzem nanoparticulas com
maior tamanho e menor confinamento quantico, provocando um deslocamento gradual para
maiores comprimento (red shift) (CHAVES, 2006; MASHINCHIAN et al, 2014). Esse
comportamento esta estabelecido para o0 QD de CdTe e pode ser observado em diversos
trabalhos (CHENG, LI, & CHENG, 2017; VEAMATAHAU et al. 2015; ZHANG et al., 2015).

Figura 10. Espectro de (A) extincdo molar e (B) fotoluminescéncia para QD-CdTe com diferentes
tempos de sintese em meio aquoso. Condi¢tes: Aex = 350 Nm, slit de Aex / Aem igual a 5/ 3 nm para QD-
CdTeos, QD-CdTe15e QD-CdTes, e 3/ 3 nm para QD-CdTe; e QD-CdTe.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

A partir dos espectros de absorcdo (Fig. 10A) e das equacdes (1-3), foi possivel
calcular o tamanho e a concentracdo de cada QD sintetizado (Table 5). Com relacdo aos
espectros de emissdo, se observou que houve relacdo proporcional entre o tempo de sintese e 0
valor da largura total a meia altura (FWHM), o qual variou de 43 a 67 nm. Como o crescimento
dessas nanoparticulas ndo ocorreu uniformemente, o aumento do tempo de sintese pode levar a
maior heterogeneidade, dificultando o processo de separacdo, e assim, levando a uma maior
dispersdo do tamanho destas no meio (FWHM > 50) (QU & PENG, 2002). O deslocamento
Stokes variou de 21 a 25 nm, de maneira geral, isto se deve ao tamanho do QD-CdTe, além
disto, este parametro pode ser influenciado pela composicéo, estado de superficie, natureza do
agente funcionalizante utilizado e o dark exciton presentes na nanoparticula (WATANABE et
al., 2017; RAKOVICH et al., 2003; BAGGA et al., 2007).
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Tabela 5. Principais parametros dos QD-CdTe sintetizados.

Sistema Tempo 1\ abs 9.mn Deslocamento *FWHM  Diametro “Cap

(h) (nm) (nm)  de Stokes (nm) (nm) (nm) (uM)

QD-CdTeos 0,5 490 515 25 43 2,61 19,7
QD-CdTe; 1 500 523 23 46 2,67 13,2
QD-CdTe1s 15 528 550 22 56 2,87 11,1
QD-CdTe; 2 532 553 21 59 2,90 11,5
QD-CdTeq 4 548 573 25 67 3,04 10,7

abs= comprimento de onda de absorgdo maxima / *A.m = comprimento de onda de emissdo maxima / 3FWHM = largura a meia altura / *Cqp =
concentracdo do QD-CdTe.

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

6.2.2 Avaliacéo da interacdo do bioconjugado QD-CdTe-PT

Nos estudos iniciais, se fixou a concentracdo para todos os QD-CdTe sintetizados
(Tabela 5) e avaliou-se como a intensidade do sinal de fotoluminescéncia frente a PT (Fig. 11).
Figura 11. Variacdo da intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe (100 nM) ap6s a adi¢do de PT

(1 mg L) (n = 3). Condi¢des: Tampdo Britton-Robinson (10 mM, pH = 7), Aex = 350 nm, slitde 5/ 3
nM (Aex / Aem, respectivamente).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Em todos os casos, houve redugdo na intensidade do sinal analitico dos QD-CdTe,
comprovando que de fato houve interacdo entre a nanoparticula e a proteina catidnica,
possivelmente devido a interacdo eletrostatica. Comportamento similar foi observado para QD
de carbono (CHEN et al. 2020) e QD-CdTe funcionalizados acido tioglicélico (XUE et al.,
2016), onde em ambos os sistemas a supressdo da fotoluminescéncia foi associada a agregacéao
do nanomaterial. Contudo, perfil oposto foi observado para QD-CdSe funcionalizado com

MPA, no qual se obteve aumento na intensidade de fotoluminescéncia na presenca de PT (LIU
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et al., 2019). Assim, os QD-CdTe; e QD-CdTe1s foram aqueles que apresentaram maior
variacao de intensidade de fotoluminescéncia, por esse motivo, foram selecionados para etapas

de otimizacao subsequentes.
6.2.3 Otimizacao dos parametros analiticos
6.2.3.1 Efeito do pH na interacdo QD-CdTe-PT

A avaliacdo da influéncia do pH (5 a 11) na intensidade de fotoluminescéncia das
nanosondas foi avaliada (Fig. 12A). Para 0 QD-CdTe: se observou aumentou do sinal de pH 5
a 7, seguido de estabilizacdo até pH 8. Para valores de pH < 7, ocorre protonacao mais efetiva
do grupo tiol e &cido carboxilico (MSA, pKa1= 3,30, pKa2 = 4,60 e pKaz = 10,37), reduzindo sua
coordenacao na superficie da nanoparticula, desestabilizando-a; enquanto que em meio basico
(pH > 8), pode ter ocorrido a formagao de hidréxido de cadmio (Kps = 4,5x107°) e 0s respectivos
hidroxicomplexos (K = 1,95x10%"), levando a degradacéo do nanomaterial (MOREIRA, 2017).
Figura 12. Influéncia do pH na (A) intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe e (B) sensibilidade

analitica do QD-CdTe na presenca de PT. Condicdes :Tampao Britton-Robinson a 10 mM, QD-CdTe a
350 NM, Aex = 350 nm, slit de Aex / Aemde 1.5/ 5 nm para 0 QD-CdTes, e 3/ 3 nm para 0 QD-CdTess.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Perfil distinto foi obtido para 0 QD-CdTe1s, uma vez que houve pequena variagao na
intensidade de emissdo de fotoluminescéncia com a variacdo do pH. Este fato, pode estar
relacionado ao tamanho das nanoparticulas, evitando degradagdo em funcdo do pH, nesse caso,
relacionado a variagdo da concentragdo dos ions H" e OH" no meio, e também permitindo que
um dos grupos carboxilicos exitentes no agente funcionalizante (MSA) interaja com a superficie
desse nanomaterial, dando-lhe uma maior estabilidade (SUBRAMANIAN et al., 2020).
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A PT néo apresenta absorcao apreciavel no comprimento de onda de excitagédo (350
nm) dos QD-CdTe avaliados (Fig. 13). Assim, a avaliacéo o efeito do pH na interacdo das
nanosondas e proteina catiénica ocorreu sem possiveis interferéncias espectrais.

Figura 13. Espectro de absor¢do UV-vis da PT (1 mg L) em meio aquoso. A linha verde corresponde
ao comprimento de onda de excitag&o.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
Neste ensaio, foi necessario empregar uma grande quantidade de proteina catidnica

para promover a reducao do sinal de fotoluminescéncia, uma vez que nem todos os parametros
analiticos foram otimizados. De modo a avaliar o pH 6timo de analise, a sensibilidade analitica
foi empregada como parametro de avaliacdo (Fig. 12B). Vale salientar que, Independente do
QD-CdTe a maxima sensibilidade analitica foi obtida em pH 5. Em meio acido, é maior a fracéo
de PT na forma protonada (carga positiva, pl = 12), o que deve gerar maior interacdo com o
QD-CdTe com carga negativa devido ao MSA preferencialmente desprotonado. Com aumento
do pH, se observou uma graduada reducéo da sensibilidade. Os valores de pH 10 e 11 ndo foram
avaliados, uma vez que ndo se obteve linearidade frente a variagdo da concentracdo de PT.

De forma geral, a sensibilidade do método foi maior para Qd-CdTes. Este resultado,
pode estar relacionado ao tamanho do nanomaterial, pois, seria necessaria uma menor
quantidade de PT para interagir com a superficie do Qd-CdTey, atenuando a intensidade de
fotoluminescéncia, e assim, aumentando-se a sensibilidade do método. Similarmente, Jiao et al.
(2014) usando QD-CdTe funcionalizado com N-acetilcisteina para a quantificacdo de
citocromo c, obteve supressdo da fotoluminescéncia mais efetiva com a diminui¢do do tamanho
da nanoparticula. Portanto, 0 Qd-CdTer em pH 5 foi selecionado para os estudos posteriores

devido a maior sensibilidade ao analito.
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6.2.3.2 Avaliacdo do tipo e concentracdo do tampéo utilizado

A influéncia da composi¢do do sistema tampdo sobre a sensibilidade analitica foi
avaliada empregando acetato de sddio, acetato de amonio, citrato de amdnio e succinato de
sodio (Fig. 14A).

Figura 14. (A) Influéncia da composi¢do do tampdo: acetato de sddio (AS), acetato de amdnio (AA),
citrato de amonio (CA) e succinato de sédio (SS); e (B) Concentracdo do tampé&o succinato. Condices:
QD-CdTe; a350nM e PT de 0,25 -2 mg L™ (n =5), Aex / kem = 350 /523 nm, slit de 1.5/ 5 nm (hex /
Aem, respectivamente).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

O sistema com acetato de amonio apresentou a menor sensibilidade, provavelmente
associada ao ion NH4", o qual competia com a PT pelos sitios negativos da superficie do QD-
CdTey, reduzindo a interagdo com a analito, e desta forma, atuando como um potencial
interferente em concentracdes elevadas. As solucdes tampao a partir do acido citrico (pKa1 =
3,13; pKaz2 = 4,76 € pKaz = 6,40; B = 6,50x107 em pH 5), acido succinico (pKa = 4,21 e pKaz =
5,72; B = 5,88x10° em pH 5) e acetato de sodio (pKa = 4,75; B = 5,32x10° em pH 5)
apresentaram resultados similares, quanto a sensibilidade e indice tampao (). Uma vez que os
ligantes na superficie do QD-CdTe; estdo em equilibrio com o core, 0 processo de solvatagdo é
reflexo das interagdes ligante-solvente e ligante-ligante, as quais, eventualmente competem
com os ligantes na superficie (GRISORIO et al., 2019). Como a Unica diferencga estrutural entre
0 MSA e o acido succinico (Fig. 9A-B) consiste na presenca do grupo tiol, este sistema tampao
foi selecionado devido a similaridade com o ligante de superficie.

O efeito da concentracdo da solucdo tampéo (5 a 100 mM) foi avaliado sobre a
sensibilidade analitica do sistema QD-CdTe:-PT (Fig. 14B), sendo que o aumento da

concentracdo levou ao incremento da sensibilidade do método. Contudo, se observou uma

48



relacdo direta entre a concentracdo da solucao tampéo e a incerteza das medidas, possivelmente
devido influéncia na formacdo do bioconjugado QD-CdTe:-PT. Logo, a concentracdo de 25
mM da solugdo tampéo succinato foi selecionada, devido a um menor erro associado ao
procedimento e apresentar capacidade de tamponamento adequado (B = 1,47x10?) para

concentracdes do QD-CdTe; e PT usadas.
6.2.3.3 Avaliacéo da concentragéo do CD-CdTe; e influéncia da forga ionica

A influéncia da concentragdo do QD-CdTes (250 - 650 nM) nasensibilidade do método
foi avaliada (Fig. 15A). Obviamente, para menores concentracfes do QD-CdTes, tem-se uma
reducdo na intensidade de emissdo de fotoluminescéncia e um aumento na sensibilidade, sendo
necessario uma menor quantidade do analito para reduzir o sinal analitico, enquanto que ao
aumentar a concentracao da nanoparticula se faz necessario uma maior quantidade de PT, a fim
de obter a mesma variagéo da intensidade de fotoluminescéncia. Foi observado que 0 FWHM
variou de 49 a 52 nm (250 a 450 nM), assim se optou por usar uma concentracdo intermediaria
(450 nM, FWHM =50 nm) QD-CdTez, e garantindo uma maior estabilidade da solucao.
Figura 15. Efeito da (A) Concentracdo do QD-CdTes e (B) forga ibnica na sensibilidade analitica do

método proposto. Condicdes: tampao succinato (25 mM, pH = 5), Aex = 350 nm, slit de 5/ 3 nm (Aex /
Aem, respectivamente).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
Como o processo de interagdo QD-CdTe:r e PT e formacdo do bioconjugado
nanosonda-proteina supostamente envolve forcas eletrostaticas, avaliou-se o efeito da variacéo
da forca idnica no meio (NaCl de 0 a 300 mM) na sensibilidade do método (Fig. 15B). O
aumento da concentracdo do sal levou a reducdo da sensibilidade, sendo que apds 50 mM, se

observou a formacédo de um plat6, sem diferenca estatistica (ANOVA a 95% de confianca, Fca
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= 3.69 < Fan = 4.07). A reducéo da sensibilidade ocorreu pois com o0 aumento da forga ibnica,
devido a reducéo da atividade das espécies no meio, levando a uma interacdo QD-CdTe; e PT
menos efetiva (BURGOT, 2012).

6.2.3.4 Avaliacdo da cinética reacional e fotoestabilidade

A intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe: na auséncia e na presenca da PT
(0,1 mg L) até 60 min (Fig. 16A) foi avaliada. Houve aumento da razdo [(PLo— PL) / PLo] até
20 min, seguida de formacdo de um patamar para ambos os sistemas avaliados. Logo, nos

ensaios posteriores o tempo minimo de interacdo foi estabelecido em 20 min.

Figura 16. Andlise da (a) cinética e (B) fotoestabilidade do QD-CdTes e do bioconjugado QD-CdTes-
PT. O sinal da fotoestabilidade foi medido depois de 20 min, equivalente ao tempo zero do teste.
Conditi¢oes: tampéo succinato (25 mM, pH =5), Aex = 350 Nnm / Aem = 523 nm, slit de 5/ 3 nm (hex /
Aem, respectivamente).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Em seguida, a fotoestabilidade do nanomaterial na presenca e auséncia da proteina
(Fig. 16B) foi caracterizada a partir de continua exposi¢do a radiacdo eletromagnética (Aex =
350 nm). Para os sistemas QD-CdTe; e QD-CdTe1-PT se observou variagdo do sinal em torno
de 10%, indicando fotoestabilidade no intervalo de tempo monitorado e nas condig¢des

avaliadas.
6.2.4 Figuras de meérito do método proposto

A partir das condicOes otimizadas, foi possivel estabelecer a curva analitica para
quantificacdo de PT (Fig. 17). As principais figuras de mérito foram estabelecidas para o

método proposto, o qual apresentou curva analitica [(PLo— PL) / PLo] = 0,83(0,10)xCpt +
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0,005(%0,002), com r = 0,999 (n = 8), referente a faixa linear de 0,05 a 0,50 mg L™ (10 - 100
nM), com limite de deteccio (LOD) de 0,01 mg L (2 nM). O aumento na concentracio da
proteina catiénica (PT> 0,5 mg L) causou uma perda de linearidade (Fig. 17), com o desvio
para o vermelho no comprimento de onda maximo de emissdo de QD-CdTe;:. Por fim, a precisao
do método (n = 10) foi comprovada com base no RSD < 2,01% (Cpr = 0.15 mg L ).

Figura 17. Perfil do espectro da intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe; com concentragdes
crescentes de PT e respectiva curva analitica (insercéo do grafico, n = 3). Condigdes: Tampdo succinato

(25 mM, pH 5), QD-CdTe1 a 450 NM, Aex / Aem = 350 / 523 nm (faixa linear), slitde 5/ 3 nm (Aex / Aem,
respectivamente).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

O método proposto possui uma sensibilidade maior comparado a metodologia
tradicional como cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (DAD, A = 214 nm)
(LEE et al.,, 2012). Em relacdo a outros métodos que empregam nanoparticulas
fotoluminescentes para determinacdo de PT em medicamentos e plasma humano, como QD-
ZnS dopado com Mn (ZHANG et al, 2015), QD-CdTe-glutationa (ENSAFI et al., 2015) e QD-
CdS-BSA (LI, H. & YANG. 2015), as figuras de mérito mostraram-se equivalentes ao método
proposto. Para os demais sistemas analiticos relatados na literatura, a Tabela 6 resume os
principais parametros e aspectos gerais de cada método, mostrando as vantagens do método

proposto com base na nanossonda QD-CdTex.
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Tabela 6. Comparacdo de algumas estratégias analiticas para determinar PT e 0 método proposto com base no QD-CdTe;.

Faixa Linear LOD 3RSD

1Sistema ’Deteccio  pH Amostra Comentarios Ref.
0P (gmlh) (ugmLh) (%)

i i . Baixa sensibilidade. Complexidade na instrumentagdo  LEE et
RP-HPLC v 2,0 500 - 5000 S =2,00  Farmaco e baixa frequéncia analitica. al. (2012)
QD-ZnS-Mn pp 7.4 02-30 0,001 <324 Soro Complexidade na sintese da nanoparticula. Zall—b?zl\tl)Clase)zt
QD-CdTe-GLU PL 11 0,002 0.2 0,001 <1.40 Soro Alto tempo para a sintese da nanoparticula (14 h) ill\ls(,g)lillsgt

Sao necessarias duas sondas fluorescentes e um longo ZHAO et al.
AUNPs + FLU FL 9.0 001-038 00067 <177 Soro tempo de incubacdo (1.5 h) antes da analise. (2013)
AUNPs + SiQD EL 7.4 0,01-1,2 00067 <085 Soro Séo necessarias guas sondas fluorescentes e ha YAO et
complexidade na sintese. al. (2015)
QD-CdS-BSA + AUNPs EL 8,2 0,01-0,35 0,0024 < 4,00 Soro S&o necessarias duas sondas fluorescents. Iég;g;
AgSNPs + UCNPs FL 75  001-050 00031 <2.80 Soro A0 necessarias duas sondas fluorescentes e haCHEN etal.
complexidade na sintese. (2017)
AUNPS + CDs FL and CL 7.2 0,01 022 0,0012 NI Sorode Séo necessarias guas sondas fluorescentes e ha RAO et
porco  complexidade na sintese. al. (2017)
. Séao necessarias duas sondas fluorescentes e um longo  XUE et
AUNCs-GLU + SiNPs FL 6,8 0,15-3,0 0,07 <2,40 Soro tempo de sintese para a AUNCs (24 h). al. (2019)
AUNRS + GO CL 7.4 01-07 0,063 NI FArmaco Sao necessarias guas sondas fluorfzscentes e ha SRISURAT
complexidade na sintese e na preparacdo da amostra. et al. (2019)
FArmaco e Sintese simples e rapida; analise rapida e facil da Este
QD-CdTes FL 5,0 0,05-0,5 0,035 <2,01 Urina amostra; ndo requer reacdes adicionais ou um longo trabalho

tempo de incubacédo para analise.

ISistema: RP-HPLC = Cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa, QD-ZnS-Mn = quantum dots de ZnS dopados com Mn; QD-CdTe-GLU = quantum dots de CdTe
funcionalizados com glutationa; AUSNPs = nanoparticula de ouro; FLU = fluoresceina; SiQD = quantum dots de silicio; QD-CdS-BSA = quantum dots de CdS revestidos com albumina
de soro bovino; AgNPs = nanoplacas triangulares de prata; UCNPs = nanoparticulas de conversdo dopadas com lantanideos; CDs = pontos quanticos de carbono; SiNPs = nanoparticulas
de silicio; AUNC-GLU = nanoclusters de ouro revestidos com glutationa; AUNRs = nanobastdes de ouro; GO = 6xido de grafeno; QDCdTe; = quantum dots de CdTe funcionalizados
com acido mercaptosuccinico.

?Deteccdo: PP = fosforescéncia; PL = fotoluminescéncia; CL = colorimetria.

RSD (desvio padréo relativo): NI = ndo informado.
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6.2.5 Avaliacéo do mecanismo de formacéo do bioconjugado QD-CdTes1-PT
6.2.5.1 Avaliacéo da agregacao do nanomaterial

Uma vez que o QD-CdTes foi funcionalizado com MSA, em pH 5 a superficie da
nanoparticula encontra-se preferencialmente com cargas negativas, enquanto a PT (pl = 10 -
12) tem carga global positiva. Portanto, supde-se que a bioconjugacéo entre QD-CdTe; e PT
ocorra preferencialmente por interacdo eletrostatica, havendo assim agregacéo do nanomaterial
e consequente supressao da emissao da fotoluminescéncia. A agregacéo do sistema QD-CdTe:-
PT foi avaliada a partir de experimentos de TEM e DLS.

A estrutura morfoldgica da superficie do CD-CdTe: produzido revelada por TEM (Fig.
18a-b) indica nanoparticulas bem dispersas e quase esféricas apresentando uma distribuicao de
tamanho com um diametro médio de 3,10 + 1,34 nm (Fig. 18c), semelhante a aquele calculado
empiricamente (variacdo de 16%) usando a equacdo (1). Na presenca de proteinas catibnicas
(bioconjugacéo), foi observada a formacdo de agregados de nanossonda (Fig. 18d),

confirmando o0 mecanismo proposto.

Figura 18. Imagem TEM da (a, b) nanossonda QD-CdTe; na auséncia de PT com diferentes resolugdes,
(c) histograma mostrando a distribui¢do de tamanho do QD-CdTe livre e (d) nanossonda QD-CdTe; na
presenca de PT (agregacéo).
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Por DLS, o sistema QD-CdTe: apresentou raio hidrodindmico de 4,31 + 1,12 nm, o

qual difere do tamanho calculado empiricamente (Tabela 5) e analise por TEM (Fig. 19) devido

53



a esta técnica considerar todas as espécies e interagdes interparticulas passiveis de ocorrer no
meio (CHOUDHARY & NAGESWARAN, 2019). Quando se adicionou a proteina catiénica
ao sistema (PT a 0,2 e 0,4 mg L) houve aumento do tamanho para 14,86 + 2,34 e 30,50 + 9,26
nm (Fig. 19).

Figura 19. Perfil do espalhamento dindmico de luz (DLS) do QD-CdTe; (A) sem PT, (B) com a adicédo
de 0,2 mg L of PT, e (C) com a adicéo de 0,4 mg L of PT. Condices: tampéo succinato (25 mM, pH
5) e QD-CdTe; a 450 nM.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Estes resultados indicam que ocorreu agregagdo do sistema QD-CdTe:-PT,
corroborando com os resultados obtidos por TEM. Perfil similar foi obtido por Ipe et al. (2006)
e Ag et al. (2014), os quais verificaram aumento no raio hidrodinamicos dos QD de CdSe e
CdTe@CdS-TGA, variando de 9 para 20 nm e 5.4 para 14.33 nm, ap6s bioconjugacéo destes
com citocromo P450 (heme proteina) e anticorpo anti-HER2, respectivamente.
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6.2.5.2 Tipo de guenching e ensaios termodinamicos

O quenching de fluorescéncia € um processo caracterizado pela supressédo do sinal
analitico na presenca de um analito, o qual, pode ocorrer preferencialmente de duas formas, o
quenching estatico e dinamico. No quenching dinamico, a supressdo da fluorescéncia ocorre
devido a colisdo do analito com a fluoroforo no estado excitado resultando na desativacao desta,
e transferéncia de energia ndo radioativa, enquanto que no quenching estatico, a supressao
ocorre pela formacdo de um complexo ndo fluorescente entre o analito e o fluoréforo no estado
fundamental (LAKOWICZ, 2006). A determinacdo da natureza do processo fotofisico pode ser
avaliada em funcdo da variacdo de parametros de ligacdo em funcéo da variacao da temperatura
(SURYAWANSHI, 2016) ou pela andlise do tempo de vida do estado excitado da sonda na
auséncia e presenca do analito (BEREZIN & ACHILEFU, 2010). Por meio da variacdo da
intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe; frente a concentragGes crescentes de PT em
diferentes temperaturas (23 a 37 °C), foi possivel calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv) e

a constante de ligacdo (Kbp) a partir das equacdes 7 e 8, respectivamente (Fig. 20a-b).

[F,;LL )= 1+ Ky [PT] = 1+ 1.k, [PT] equagio (7)

[ L j= L, L ( L j equacéo (8)
PL,-PL) PL, K,xPL, \[PT]

onde PLo e PL correspondem a intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTe: na
auséncia e presenca de analito, respectivamente. Os 1o € kq referem-se ao tempo de meia vida e
a constante de quenching biomolecular, respectivamente. Além disso, foi possivel calcular os

parametros termodinamicos referente a formacgdo do bioconjugado QD-CdTe:-PT (Fig 20c),

baseado nas fun¢des de estado, entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de Gibbs (AG):

AH (1 AS
In(K)==—.|=|+= 5
n(K,) R (Tij R equacéo (9)
AG=AH-TAS equacéo (10)

onde R e T corresponde a constante universas dos gases ideais e a temperatura (K),
respectivamente. A Tabela 7 sumariza todos pardmetros de ligacdo e termodinamicos do

processo de interagéo.
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Figura 20. Pardmetros de interacdo de QD-CdTe: com PT a 23, 30 e 37°C. (A) Grafico de Stern-Volmer, (B) Curva logaritmica dupla para calcular a
constante de ligacéo e (C) grafico de Van't Holff.Condigdes: tamp&o succinato (25 mM, pH 5), QD-CdTer a 450 nM e PT at 0 — 60 nM.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
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A temperatura e valor de Ksv aumentaram proporcionalmente, sendo este perfil
caracteristico de quenching dindmico. Contudo, uma vez que os valores de kq (Tabela 7) sdo
superiores a constante de quenching biomolecular difusional (2.0x101° M s), o processo de
quenching preferencial € estatico, levando a formacdo de complexo e corroborando o0s
resultados de DLS referentes a formacao dos agregados. Estes resultados foram confirmados
com base nos experimentos de tempo de vida (Fig. 21), pois 0 QD-CdTe: apresentou 29,7 + 0,2
ns, enquanto o bioconjugado CD-CdTe1-PT foi 28,5 + 0,1 ns. A variacgdo de 4,0% indica que
ambos os sistemas tiveram uma vida util semelhante.

Figura 21. Espectros de PL resolvidos no tempo do QD-CdTe; (450 nM) com PT a 0,0 e 0,5 mg L,
respectivamente.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

A constante de ligacdo (Kb) indicou alta afinidade do QD-CdTer com a PT. Além
disso, pode-se inferir a partir dos parametros termodindmicos que a interagdo ocorreu
espontaneamente (AG < 0) ¢ baseadas em forgas eletrostaticas (AH <0 e AS > 0) (SILVA et al,
2014), conforme hipdétese inicial estabelecida, e concordante com os estudos da avaliagdo da
influéncia da forca iénica. Por fim, a partir dos resultados obtidos pdde-se propor 0 mecanismo
de interacdo QD-CdTe: e PT (Fig. 22), considerando a adsor¢do da proteina cationica na
superficie das nanoparticulas através de forgas eletrostaticas, seguido de agregacdo do
nanomaterial e por conseguinte, supressdo da fotoluminescéncia. Similarmente sistemas com
QD-CdTe com glutationa e QD-CdTe com 4cido tioglicolico apresentam caracteristica

semelhantes frente a PT.
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Tabela 7. Pardmetros de interacdo do quantum dot sintetizado com a PT.

Pardmetros de Stern-Volmer Parametros de ligacdo Parametros termodindmicos
T (°C) Ksv 2 3K Kp 2 AH AS AG
(10' MY (10 M1 (10'MY (kJ mol?) (J K mol?) (kJ mol?)
23 1,40£0,18 0,976 1,40 £0,18 1,05+0,10 0,974 -39,80
30 1,45+0,12 0,991 1,45+0,12 0,97 £ 0,08 0,996 -10,46 99,13 -40,50
37 1,84 £0,16 0,989 1,84 £ 0,16 0,87 £ 0,07 0,997 -41,19

1T=temperatura / ?r = coeficiente de correlagdo / 3kq = constante de quenching biomolecular difusional / 1o = 10 ns, baseado em Haro-Gonzalez et al. (2012) QD de CdTe.

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Figura 22. Representacdo esquematica do processo de adsor¢ao da PT na superficie do QD-CdTe.
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6.2.6 AplicacOes da nanosondas em amostras de medicamento e urina

A aplicabilidade no nanosensor desenvolvido nas condi¢fes otimizadas para a
quantificacdo de PT foi explorado em amostras de medicamento e urina sintética (Tabelas 8 e
9). Em amostras de medicamentos, o erro relativo variou de entre -0.70 a 2.60%, 0 que indica
exatiddo do método. Aplicando-se o teste t simples de Student (Tabela 8) ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes encontradas e declarada para um intervalo de 95% de
confianca.

Tabela 8. Determinagdo de PT em amostras de medicamentos (n = 3) usando o método proposto nas
condicdes otimizadas.

Método Proposto Declarado Erro

1

Amostra (mg mL") (mg mL") (%) t
1 9,93+0,24 10 -0,70 0,50
2 10,26 £ 0,37 10 + 2,60 1,22
3 10,06 £ 0,24 10 + 0,60 0,43

! Teste t de Students, tp = 4.30 (v = 2).

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Tabela 9. Ensaios de recuperagdo e determinacgdo de PT em amostras de urina sintética (U1 a U5) com
diferentes composigdes (n = 3).

Amostra PT adicionada PT encontrada Recuperacédo
(mg L) (mg L) (%)
0,00 <LOD -
Ul 0,40 0,40 0,02 100
0,80 0,78 £ 0,03 98
0,00 <LOD -
u2 0,30 0,32 £0,02 107
0,60 0,58 + 0,02 96
0,00 <LOD -
u3 0,30 0,32 +£0,02 108
0,60 0,59 + 0,02 98
0,00 <LOD -
U4 0,30 0,30 £0,02 100
0,60 0,59 +0,02 98
0,00 <LOD -
us 0,30 0,28 +0,01 95
0,60 0,58 +0,01 96

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
As diferentes amostras de urina sintética (U1-U5) avaliadas ndo apresentaram

autofluorescéncia nas condigdes otimizadas do método. Além disso, ao comparar 0s sistemas

QD-CdTe: (sinal de referéncia) e QD-CdTei+Urina (U1-U5), a variagdo maxima da
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fotoluminescéncia na intensidade foi inferior a 3,4% (Fig. 23), portanto, a nanossonda foi
considerada seletiva para a determinacdo do PT neste tipo de amostra. Além disso, a HSA
(proteina sérica principal, pl = 4,6), que pode ser eliminada pela urina, tem carga global
negativa no pH ideal do método, logo a interacdo com QD-CdTe1 ndo seria favorecida.

Figura 23. Espectro de fotoluminescéncia dos QD-CdTe; (450 nM) na auséncia e na presenca das

diferentes amostras de urina sintétcia (U1- U5). Condig¢des: tampdo succinato (25 mM, pH 5), QD-
CdTe; 450 nM.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Por fim, para as amostras de urina sintética com diferentes composicdes foram obtidas
recuperacdes de 95 a 108%, comprovando a auséncia de efeito de matriz e a exatidao do método
proposto. Dessa forma, esta metodologia mostrou-se viavel para quantificacdo de PT em

amostras de diferentes niveis de complexidade.

6.3 Conclusdo

Neste trabalho foi desenvolvido um método para determinacdo espectrofluorimétrica
de proteina catidnica baseado no processo de bioconjugacéo entre 0 QD-CdTe; e a PT. Nas
condigdes otimizadas, 0 método proposto mostrou-se rapido, simples, com boa repetibilidade,
e simplicidade no preparo da amostra. Por sua vez, quando aplicado a amostras de medicamento
e de urina sintética com diferentes graus de complexidade, o apresentou precisdo e exatiddo na
determinacdo de PT com elevadas recuperacdes. Este método pode, portanto, ser uma
alternativa para analises bioanaliticas e o controle de qualidade de proteinas catibnicas como a

PT em diferentes tipos de amostra.
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6.4 Perspectivas

Tendo em vista o sistema e a alta afinidade da protamina com o DNA, o bioconjugado
QD-CdTe-PT poderia ser utilizado como um sistema on-off-on para a quantificacdo desse acido

nucléico.
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7. UTILIZACAO DO BIOCONJUGADO QD-CdTe-PT COMO UM
NANOSENSOR ON-OFF-ON PARA A QUANTIFICACAO DE TRIPSINA EM
AMOSTRAS DE URINA E PLASMA

7.1 Introducéo

A tripsina (TP - Fig. 24A) é uma enzima do tipo serina protease presente no sistema
digestivo, sendo sintetizada por células acinares do pancreas sob a forma de um precursor
inativo, denominada tripsinogénio, o qual é secretado no duodeno através do suco pancreatico
e convertido a tripsina pela enteroquinase no trato gastrointestinal (POLZONETTI et al., 2010).
Essas enzimas, descobertas em 1876 por Kuéhne, possuem massa molecular no intervalo de 25
a 35 kDa, pl entre 4 e 5, um pH 6timo em torno de 8 e uma temperatura operacional ideal em
torno de 37°C, variando de acordo com a sua fonte de origem (TERRA & FERREIRA, 2012).

Figura 24. (a) Estrutura quimica da tripsina humana, onde os residuos que formam a “triade catalitica”
e o sitio catalitico (Asp189) séo destacados e (b) Disposic¢éo dos principais residuos, incluindo a triade
catalitica.

A)

Fonte. BAIRD, 2017.

O mecanismo de acdo da tripsina envolve trés aminoacidos denominados de triade
catalitica, que sdo Ser195, His57 e Asp102 (Fig. 24B). O mecanismo envolve basicamente
quatro etapas (Fig. 25): (i) o hidrogénio no grupo hidroxila da serina é removido, formando
uma carga negativa no oxigénio, o qual passa a ser um nucledfico mais efetivo e ataca a ligacao

peptidica; (ii) a ligacdo carbono-nitrogénio que forma o peptideo é quebrada, liberando o
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primeiro residuo proteico da enzima; (iii) a amina formada é removida do sitio em prol da
entrada de &gua; (iv)o hidrogénio da agua é transferido para histidina e a hidroxila se liga ao
carbono carboxilico da serina, (v) 0 oxigénio, agora carregado negativmanete, forma uma
ligacdo dupla com o carbono e a serina captura o hidrogénio anteriormente recebido pela
histidina. Por fim, o aspartato atua na manutencao da histidina na posicéo correta para torna-lo
um bom aceitador de prétons (BAIRD, 2017).

Figura 25. Representacdo do mecanismo de reacdo catalitico da tripsina frente a uma proteina,
quebrando as ligacOes peptidicas entre 0s aminoacidos.
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Fonte. Adaptado de PROTEOPEDIA-L.ife in 3D, 2010.

Disponivel em:< https://proteopedia.org/wiki/index.php/Image:Serine_protease_mechanism_by_snellios.png>. Acesso em 27/12/19.

As tripsinas clivam preferencialmente substratos contendo ligagdes amida apos
residuo P1 lisina e arginina, possuindo de 2 a 10 vezes maior preferéncia por arginina em
relacdo a lisina a depender do substrato peptidico. No entanto, ndo had uma preferéncia
significativa entre esses aminoacidos se o substrato for um éster uma vez que esta classe de
compostos interfere na seletividade enzimatica (CRAIK et al. 1985). Adicionalmente, um fator
que pode interferir na atividade enzimatica é a presenca de prolina na posic¢éo P3, resultando na
diminuicdo de 3 a 9 vezes na acdo da enzima, enquanto que a presenca de arginina, lisina,
isoleucina, leucina ou fenilalanina na posi¢do P2 provoca uma reducdo na atividade entre 2 a
16 vezes. P1, P2 e P3 sdo referentes, respectivamente, ao primeiro, segundo e terceiro residuo
ao lado N-terminal da ligag&o que sofre hidrélise por parte da enzima (HARRIS et al. 2000;
BAIRD et al., 2000).
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No organismo, a tripsina, quando ativada, contribui para a digestdo da proteina
consumida e € responsavel pela ativagdo das pro-enzimas de todas as outras enzimas digestivas,
como quimotripsina e elastase (BAIRD & CRAIK, 2013). Logo, caso o pancreas ndo produza
tripsina suficiente, haverd a diminuicdo da capacidade de digerir ou absorver alimentos,
podendo levar a anemia e/ou desnutricdo e ao desenvolvimento de fibrose cistica em adultos.
Curiosamente, em recém nascidos, essa enzima é um forte indicador de fibrose cistica quando
esta em altas concentragdes no sangue, sendo detectada atraves do exame do pezinho (NOONE
etal., 2001). Além disto, atripsina € frequentemente usada para digerir proteinas e, em seguida,
identificar os peptideos resultantes usando espectrometria de massa. No meio medicinal, é
muito utilizada para, por exemplo, dissolver coagulos sanguineos, cultura de células,
isolamento de mitocdndrias, preparacdo de amostras para analise de DNA citométrico de fluxo
e tratar a inflamacdo (WORTHINGTON, 1988). Logo, devido ao seu papel bildgico,
farmacol6gico e medicinal, é imprescivel realizar o monitoramento desta enzima.

Vérios sdo os métodos reportados na literatura para detec¢do da tripsina, como
clivagem em fase sélida, colorimetria, radiometria, eletroquimica e titulacdes de seus sitios
ativos utilizando geralmente p-nitrofenil-p-guanidinobenzoato ou 4-metilumbeliferil-p-
guanidinobenzoato (BAIRD & CRAIK, 2013). No entanto, dentre estas técnicas, tém-se melhor
explorado o ensaio fluorométrico por ser uma forma rapida e com alta sensibilidade para a
quantificacdo dessa enzima.

Nesse sentido, nessa nova etapa, foi utilizado o sitema QD-CdTe-PT como um sensor
fluorimétrico do tipo on-off-on para realizar a deteccdo e quantificacdo da tripsina. O
bioconjugado utilizado possui uma alta estabilidade e é passivel de detectar minimas variacdes
dessa proteina no meio devido a alta sensibilidade do QD a ela, o que implica em um nanosensor
de facil preparacdo, barato e com uma alta sensibilidade a tripsina se comparada as ténicas

tradicionais e aos compostos fluorescentes exitentes para a sua deteccao.
7.2 Resultados e discussoes
7.2.1 Sintese e caracterizagdo dos quantum dots de CdTe funcionalizados com MSA

Para sintese e caracterizacdo dos quantum dots utilizados nesta etapa do trabalho,
seguiu-se os procedimentos descritos no tépico 6.2.1, variando o tempo de sintese de 1 a6 h. A
partir das medidas espectroscopicas, obteve-se 0s espectros de extincdo molar e
fotoluminescéncia (Fig. 26A-B) dos QD-CdTe sintetizados. Seguindo o padrdo das sinteses

anteriores, 0 aumento do tempo de sintese provocou um deslocamento gradual para maiores
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comprimento (red shift), o que implica em um maior tamanho e menor confinamento quéantico
das nanoparticulas sintetizadas (TORCHYNSKA & VOROBIEV, 2011). Para os sistemas
produzidos, obteve-se uma variagdo do comprimento de onda de extingdo molar de 483 a 566
nm, emissdo de fotoluminescéncia de 510 a 588 nm, e tamanho das particulas de 2,56 a 3,21

nm, de 1 a 6 h de tempo de sintese, respectivamente (Tabela 10).

Figura 26. Espectros de (a) absorcdo e (b) emissdo para os novos QD de CdTe com diferentes tempos

de sintese.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
Por meio das equacdes 1-3 (pagina 41), foi calculado o tamanho e a concentragéo desse

QD, conforme pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros relativos aos QD sintetizados variando o tempo de sintese.

Sistemna Tempo Yas  *hem Deslocamento 3FWHM Diametro “Cap

()  (m) (nm) Stokes (nm) (nm) (nm) (uM)

QD-CdTe: 1 483 510 27 40 2,56 24,48
QD-CdTe; 2 523 546 23 49 2,83 12,12
QD-CdTeq 4 532 552 20 60 2,90 12,66
QD-CdTes 6 566 588 22 70 3,21 7,61

aps= comprimento de onda de absor¢do maximo / ?A.m = comprimento de onda de emissdo méaximo / *FWHM = largura a meia altura /
4Cqp = concentragdo do QD.
Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

O deslocamento de Stokes variou de 20 a 27 nm e, como anteriormente obtido, houve
relagdo proporcional entre o tempo de sintese e o valor da largura total a meia altura (FWHM),
0 qual variou de 40 a 70 nm devido a uma maior dispersao do tamanho dos QD-CdTe no meio
(FWHM > 50).

7.2.2 Avaliagéo da interacéo do sistema QD-CdTe-PT com a tripsina

Nos ensaios iniciais com a TP, foi utilizada a bioconjugagéo por adsorc¢éo eletrostatica

do sistema QD-CdTe-PT para realizar sua quantificacdo explorando a estratégia ON-OFF-ON.
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O meétodo proposto considera que o QD-CdTe livre apresenta maxima intensidade de
fotoluminescéncia (ON), contudo, apds adi¢do de PT, ha a supressdo da fotoluminescéncia
(OFF) devido a formacéo do bioconjugado QD-CdTe-PT. Contudo, ao adicionar a TP ao
sistema, a protease cliva a PT especificamente nas ligacdes peptidicas dos aminoacidos lisina e
arginina, “liberando” a nanoparticula e reestabelecendo o sinal da fotoluminescéncia (ON), o
qual é proporcional a concentracdo da TP (sistema ON-OFF-ON). Na Fig. 27A-B pode-se
observar um esquema geral do processo e é verificado a validade da légica utilizada.

Figura 27. Representacdo do (A) sistema on-off-on proposto e (B) espectros de emissdo para o sistema

QD-CdTes-PT com diferentes concentragdes de TP (0-0,5 mg L™). Condigdes:tampéo Tris (50 mM, pH
8), QD-CdTes a 500 nM, PT a 8 mg L2, slit (Aex / Aem) de 3/3 nm.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020

Tendo a base experimental estabelecida, os sistemas de QD-CdTe-PT foram avaliados

e o0s parametros fisico-quimicos foram otimizados.
7.2.3 Otimizacéo dos parametros analiticos
7.2.3.1 Influéncia do tamanho do QD-CdTe e da PT na deteccdo de TP

A influéncia do tamanho dos QD-CdTe e da concentragé@o de PT sobre a sensibilidade
a TP foi avaliado. Inicialmente, foi fixada a concentragdo dos QD-CdTe a 500 nM e
acrescentada a PT de forma que intensidade de fotomulinescéncia de cada QD-CdTe reduzisse
em cerca de 90%. Como o aumento do QD-CdTe provoca uma menor area superficial e menor
interacdo com a PT, ou seja, uma menor sensibilidade a essa proteina, fez-se necessario
acrescentar quantidades crescentes de PT no sistema de acordo com o aumento dos QD-CdTe
a fim de obter a reducdo da fotoluminescéncia desejada. Por fim, a TP foi adicionada aos
sistemas e avaliou-se como este atuava (Fig. 28A)
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Figura 28. Sensibilidade analitica para os diferentes sistemas QD-CdTe-PT com a adi¢éo de TP (0-0,5
mg L) variando (A) concentracéo da PT e (B) concentragdo dos QD-CdTe. Condi¢Bes experimentais:
em (A) Para 0 QD-CdTe;-QD-CdTes foi usado PT a 1- 8 mg L?; (B) Para os QD-CdTe; a QD-CdTes,
as concentracdes variaram de 600 a 100 nM. Os slit Aex / Aem utilizados foram 5/3 nm, 3/3 nm e 1,5/3
nm.
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Nesta avaliacdo, para uma mesma concentracdo de QD-CdTe, aquele que indicou uma
maior sensibilidade frente a TP foi o QD-CdTe;:. Entretanto, a diminuicdo na sensibilidade
provavelmente foi decorrente do aumento significativo da concentracdo da PT de um sistema
para o outro. De modo a avaliar se a sensibilidade estava relacionada a concentra¢éo de PT no
meio, um segundo estudo foi efetuado, no qual foi reajustada as concentracdes de cada QD-
CdTe de modo que a PT fixada a 2 mg L suprimisse o sinal inicial de fotoluminescéncia em
pelo menos 85%.

Conforme pdde ser observado na Fig. 28B, fixando a concentracdo da PT, o quantum
dot que possui uma maior sensibilidade frente a TP foi 0 QD-CdTes. Este, além de apresentar
uma maior sensibilidade (29B), foi utilizado em uma menor concentragdo (100 nM), sendo
interessante para possiveis aplicagdes em ensaios de imageamento, uma vez que também possui
emissdo no vermelho (588 nm) (LI, 2013). Desta forma, o0 QD-CdTes foi selecionado para

estudos subsequentes visando a quantificacdo de TP.
7.2.3.2 Efeito do pH na interacéo QD-CdTe-PT com a TP

A avaliacdo da influéncia do pH (6,5 a 10) na intensidade de fotoluminescéncia das
nanosondas e na atividade enzimaética da TP foi avaliada (Fig. 29). Observa-se que em pH
superiores a 7, houve uma reducdo na intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTes livre

(cerca de 30%), possivelmente associado a solubilidade desta nanoparticula, uma vez que altos
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valores de pH leva a dissociacdo do QD e consequente liberacdo dos ions cadmio e do MSA

para a solucdo, os quais irdo reagir e formar complexos no meio (WANG et al., 2009).

Figura 29. Intensidade de fotoluminescéncia do QD-CdTes e do sistema QD-CdTes-PT na auséncia e
presenca de TP (0,5 mg L™) em diferentes valores de pH. CondicOes experimentais: QD-CdTes a 100
nM, PT a2 mg L™, tampéo Tris HCI/Tris base 50 mM, slit (Aex / Aem) 5/3 nm.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Por outro lado, houve um aumento da atividade da enzima no meio até pH 9, seguido
do seu decréscimo. Como os valores de intensidade de fotoluminescéncia referentes aos pH 8,5
e 9 sdo similares, e é reportado na literatura o pH 8,5 como o 6timo quanto a atividade da TP
(GU et al., 2011; ZHENG et al., 2012) e ha menor efeito da liberacdo de cadmio livre em

solucéo, foi selecionado o pH 8,5 para os estudos posteriores.

7.2.3.3 Tipo e concentragao do tampao utilizado

A depender da copiscdo da matriz de analise, esta pode mascarar, interferir e/ ou reagir
com o analito, levando a erros experimentais e/ou falsos resultados, portanto a influéncia da
composicao do sistema tampdo sobre a sensibilidade analitica foi avaliada empregando Tris
HCI / Tris base (TB), dihidrogenofosfato / hidrogenofosfato de sédio (FS), cloreto de aménio /
amonia (CA) e acido borico / borato de sodio (BS) (Fig. 30A).
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Figura 30. Sensibilidade analitica do sitema QD-CdTes-PT com a adi¢do TP (0-0,5 mg L) em (A)
diferentes sistemas tampéo e (B) diferentes concentra¢fes do tampdo CA. CondicBGes experimentais:
QD-CdTes € PT a 100 nM e 2 mg L'%; em (A) cada tampao estava a 50 mM. Slit Aex / Aem 5/3 Nm.
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O sistema acido borico/borato de sédio foi aquele com menor sensibilidade uma vez
que estas espécies possuem capacidade de liga-se ao sitio ativo protease (Ser95) e,
consequentemente, inibir a atividade da TP (WEBB, 2007). A solucéo tampdo Tris HCI/Tris
base apresentou maior sensibilidade comparado ao sistema tampdo composto por
dihidrogenofosfato/hidrogenohosfato de sédio, corroborando com sistemas que avaliaram o
efeito destes na atividade da protease (BARATTINI & HUMPHRYES, 2015; PERFINITY
BIOSCIENCES, 2014). Uma possivel explicacdo para o tampdo fosfato ter uma menor
sensibilidade pode estar relacionada ao seu estado de dissociacdo no pH trabalhado (H2PO4" -
HPO.%), o qual pode interagir com a enzima assim como o tampao borato, além de apresentar
uma menor capacidade tamponante se comparado ao tampao Tris utilizado.

Comparando o tampéo Tris com 0 aménio, ambos possuem um nitrogénio passivel de
protonacdo, contudo, o tamp&o amdnio apresentou uma sensibilidade superior ao Tris em cerca
de 3,20 vezes. Isso pode estar relacionado a prépria estrutura dos compostos, uma vez que 0s
grupamentos hidroxilas do tamp&o Tris podem interagir por ligacdo de hidrogénio com a
enzima e diminuir essa sensibilidade (FERREIRA et al., 2015). Adicionalmente, destaca-se que
em pH 8,5 (selecionado) o tampédo Tris (pKa = 8,1) esta preferencialmente em sua forma
dissociada (ndo protonado), o que confere ao nitrogénio um par de elétron livre; por outro lado,

o tampéo amoniacal (pKa = 9,2) esté preferencialmente na forma associada (carga positiva), o
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que pode levar a reducdo de possiveis interacbes com a enzima (HETHEY et al., 2002). Assim,
selecionou-se o0 tamp&o amoniacal para as proximas etapas do processo de otimizacao.

O efeito da concentracdo da solucdo tampédo (10 a 100 mM) foi avaliado sobre a
sensibilidade analitica do sistema QD-CdTes-PT para a TP (Fig. 30B), sendo que em baixas
concentracdes ha uma menor sensibilidade a presenca da TP no meio até 25 mM, seguido de
um aumento significativo até 75 mM e tendo uma diminuicgdo ao atingir 100 mM. Isso pode ter
ocorrido devido a baixa capacidade tamponante em menores concentragfes, resultando em
mudanca no pH e perda da atividade enzimatica. Por outro lado, ao aumentar demasiadamente
a concentracao leva a inibicdo da atividade enzimatica (BIOLOGICALBUFFER, 2008). Dessa

forma, foi selecionada a concentracdo de 75 mM de tampéao amonio.
7.2.3.4 Avaliacéo da concentragédo do QD e da protamina e efeito da forca idnica

Foi avaliado como a concentracdo do QD-CdTe (50-400 nM) e da PT (1-8 mg L?)
podem influenciar na deteccdo/quantificacdo dessa enzima (Fig. 31). Quanto maior a
concentracdo do QD-CdTes, maior € a quantidade de PT necesséria para que haja uma supresséo
significativa da intensidade de fotoluminescéncia (~80%) e, consequentemente, uma maior
concentracdo de TP é necessaria para que ocorra aumento do sinal analitico, levando a uma
diminuicdo na sensibilidade do método. Analogamente, para uma mesma concentracdo do QD-
CdTes, a0 se adicionar mais PT ao sistema, h4 uma supressdo mais significativa da
fotoluminescéncia e uma provavel supersaturacdo dessa proteina no meio, provocando uma
diminuicdo na sensibilidade a TP devido a necessidade de uma maior concentragdo desta para
que haja a clivagem da PT e o aumento na fotoluminescéncia do QD-CdTes. Por outro lado, ao
se fixar a concentracdo de PT e aumentar a concentracdo do QD-CdTes, hd uma menor interacao
e uma maior facilidade de desfazer o bioconjugado, aumentando a intensidade de
fotoluminescéncia, o que implica em uma maior sensibilidade do método proposto. Procurando
balancear a concentragdo do QD-CdTes, sua intensidade de fluorescéncia e estabilidade relativa,

foi fixada a condi¢do com 0 QD-CdTes a 100 nM e protaminaa 2 mg L.
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Figura 31. Sensibilidade analitica para TP (0-0,05 mg L) para diferentes concentragdes do QD-CdTes
(50-400 nM) e da PT (1-8 mg L). CondicOes experimentais: Tampao aménia/amonio 75 mM, slit Aex
[ Aem 5/3 nM.
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Legenda: 1- QD-CdTega50nM e PT a1 mg L?; 2- QD-CdTes a100 nM e PT a 1,5 mg L?; 3- QD-CdTeg a 100
nMePTa2mgL?; 4-QD-CdTesa100 nM e PT a3 mg L; 5- QD-CdTes a 100 nM e PT a4 mg L?; 6- QD-
CdTesa200nM e PTa3 mg L?; 7- QD-CdTes a 200 nM e PT a4 mg L*; 8- QD-CdTes a 300 nM e PT a 6 mg
L% 9- QD-CdTesa400nM e PTa8mg L.

Fonte. Autora deste trabalho, 2020.

Os efeitos eletrostaticos sdo importantes no meio bioldgico, podendo, por exemplo,
estabilizar estados de transi¢do carregados e auxiliar no reconhecimento e ligagdo molecular.
Além disso, foi observado no capitulo anterior que a formacéao do bioconjugado sofre variacfes
com o aumento da forca i6nica do meio. Assim, avaliou-se o efeito da variacdo da forca idnica
no meio (NaCl de 0 a 200 mM) na atividade catalitica da enzima (Fig. 32).

Com o aumento da concentracdo do sal foi observado uma menor sensibilidade,
resultante possivelmente por uma inibicéo da atividade enzimatica. Segundo Castaneda-Agullo
etal. (1961) e Tougu et al. (1994), cations monovalentes sdo inibidores competitivos reversiveis
da hidrdlise triptica de substratos, assim, ao se aumentar gradativamente a concentracdo desses
sais no meio, ha um efeito inibiddtio gradual da enzima. Outro fator que pode estar relacionado
a essa diminuicdo na sensibilidade é a formacéo do proprio bioconjugado QD-CdTes-PT, que
sofre desastibilizagdo com o aumento da forca ibnica e, consequentemente, interfere no
processo de quantificacdo da tripsina. Entretanto, a partir de NaCl a 100 mM, ha uma
estabilizacdo nessa sensibilidade. Vale salientar que, ao se realizar o teste ANOVA One Way
(Fab= 3,26), ndo houve diferenca significativa na intensidade de fotoluminescéncia tanto do
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QD-CdTes (Fca= 1,58) quanto do sistema QD-CdTes-PT (Fca=1,31) com o0 aumento da forca
ibnica quando comparada ao sistema livre desse efeito em um nivel de 95% de confianca.
Também foi realizado o teste de Tukey e obteve um A de 115,08 e 22,76 para o sistema QD-

CdTes e QD-CdTes-PT, respectivamente, e ndo houve diferenca entre 0s grupos estudados.

Figura 32. Variacao na sensibilidade analitica do sistema QD-CdTes-PT na presenca da TP (0-0,05 mg
L) com o aumento da forca idnica. Condicdes experimentais: QD-CdTes a 100 nM, PT a 2 mg L?,

tampdo amonia/amoénio 75 mM, slit Aex / Aem 5/3 nm.
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Fonte. Autora deste trabalho, 2020.
7.2.3.5 Cinética e estudo de fotoestabilidade

Todas as enzimas possuem um sitio ativo no qual o substrato se liga, sofre clivagem e
em seguido ¢ “liberado” para o meio novamente, momento este em que a enzima ¢ restaurada
a sua forma original. Como a enzima ndo é consumida durante a rea¢do, quanto maior o tempo
que ela estiver na presencga do substrato, maiores quantidades deste sofrem clivagem. Nesse
sentido, no método proposto, quanto maior o tempo de reacdo, maior seria 0 aumento da
fluorescéncia com menores quanidades de tripsina adicionadas ao meio, o que implica em uma
maior sensibilidade. Assim, é necessario conhecer o tempo minimo requerido para que uma
determinada concentracdo de TP consiga aumentar significativamente a fotoluminescéncia do
QD-CdTes, de modo a conseguir uma boa sensibilidade com uma relativa rapidez do método
proposto (Fig. 33). Observa-se um aumento gradual da fotoluminescéncia do sistema QD-
CdTes-PT até alcancar uma estabiliza¢do desse sinal apds 40 min de andlise. Esse aumento no
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sinal é decorrente da atividade enzimatica, a qual, com o passar do tempo, cliva uma maior
quantidade de PT, o que resulta em um aumento gradual da concentracdo do QD-CdTes livre
em solucgéo e consequente aumento da fotoluminescéncia. Logo, como a estabilizacdo do sinal
foi alcancada em torno de 40 min de reacdo, esse deve ser 0 tempo minimo de espera para a
realizacdo das analises. Com relacdo a fotoestabilidade, esta foi caracterizada a partir de
continua exposi¢do a radiagdo eletromagnética (lex = 350 nm) tanto para 0 QD-CdTes quanto
para o bioconjugado QD-CdTes-PT. Em ambos os sistemas se observou variagdo do sinal em
torno de 5%, o que indica a fotoestabilidade no intervalo de tempo monitorado e nas condi¢des

avaliadas.

Figura 33. Avaliacdo da cinética e da fotoestabilidade do QD-CdTes e do sistema QD-CdTes-PT na
auséncia e presenca da TP a 0,07 mg L. CondicGes experimentais: QD-CdTes a 100 nM, PTa2mg L
! tampédo amdnia/amonio 75 mM, slit Xex / Aem 5/3 nm.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
7.2.3.6 Aplicagédo de inibidores para a tripsina

No meio reacional, as enzimas néo séo danificadas ou modificadas durante o processo
de clivagem, o que implica que elas continuam a clivar o substrato por tempo indeterminado ou
até que haja alguma mudanca fisico-quimica no meio de modo a parar sua atividade enzimatica,
como aumento da temperatura ou utilizagdo de inibidor. O mesmo perfil € observado paraa TP,
a qual, independente da concentracdo utilizada, continua a clivar a PT ao longo do tempo até

atingir a intensidade de fotoluminescéncia maxima (Fig. 34A).
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No sistema proposto neste trabalho, a quantificacdo da TP esta sujeita a erros de analise
ou de quantificacdo devido a essa caracteristica enzimatica, uma vez que alteragcdes no tempo
de andlise implica em uma variacdo na intensidade de fotoluminescéncia. De modo a evitar
esses erros, garantir a reprodutibilidade e normalizar o tempo de analise, avaliou-se a eficiéncia
de inibicdo de diferentes inibidores apos 40 min de reacdo nas condi¢des otimizadas (Fig. 34B-
E). Os inibidores utilizados foram a ovoalbumina (OVO) (CUCCIOLONI et al, 2014), a
benzamidina (BEM), o N-etilmaleimida (NEM), inibidor Kunitz (SBTI) e inibidor Bowman-

Birk (BBI). A Tabela 11 abaixo sumariza os resultados obtidos.

Tabela 11. Principais parametros dos inibidores utilizados.

Inibidor Natureza ICs0 (M)  lInibicdo completa de um 1 mg de TP (UM)
oVvO Competitivo reversivel 0,00584
BEM Competitivo reversivel 253 500-4000
NEM Irreversivel 102 100-1000
SBTI Competitivo reversivel ~ 0,000500 <0,0498
BBI Competitivo reversivel 0,00563 <0,126

1- Referéncia: SMITH & GATES, 2009.
Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Por a ovoalbumina apresentar um ICsg proximo aos principais inibidores da tripsina,
por ser de fécil obtencdo e mais barato, ele foi selecionado como inibidor. De modo a avaliar
qual a concentracdo necessaria para inibir completamente a atividade enzimatica, foi fixada a
concentracio da TP a 0,03 mg L™ e acrescentado diferentes concentragdes da OVO (Fig. 35A).

Conforme pode ser observado, a partir 0,4 UM, a ovoalbumina ja conseguiu realizar a
ainibicdo de maneira eficiente (cerca de 72% de inbicdo apds 2h de analise). De modo a garantir
a inibicdo por um maior periodo de tempo, foi optado por usar OVA a 2 uM. De modo a
verificiar se a concentracdo escolhida para o inibidor foi apropriada, realizou-se outro ensaio
com uma menor e uma maior concentragéo da tripsina no meio (Fig. 35B-C). Nele, observa-se
uma diminuig&o significativa da atividade enzimatica e uma constancia na magnitude do sinal
apos a adicdo do inibidor (eficiéncia de inibicdo em torno de 86%), logo, a utiliza¢éo do inibidor
garante uma analise com boa reprodutibilidade e baixos erros experimentais mesmo passado

um longo periodo do preparo da amostra.
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Figura 34. Perfil espectral do sistema QD-CdTes-PT com a adicdo de tripsina ao longo do tempo (A) sem inibidor, (B) com a adi¢cdo de NEM, (C) com a adicéo de
BEM, (D) com a adicdo de OVO, (E) com a adi¢do de SBTI e (F) com a adi¢do de BBI.
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Figura 35. Perfil espectral do sistema QD-CdTes-PT ap6s (A) a adi¢do de 0,03 mg L TP e diferentes concentracdes de OVO, (B) com a adicdo de 0,03 mgL* TP e
2x10% mol L* OVO e (C) com a adigdo de 0,07 mg L de TP e 2x10° mol L™ de OVO.
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7.2.3.7 Mecanismo de formacao do QD-CdTes-PT-TP

De forma a verificar se 0 mecanismo de interacdo do QD-CdTes-PT é 0 mesmo que o
anteriormente citado, sua agregagdo e “libera¢ao” do QD-CdTes apds adicdo de TP foi avaliada
por meio do DLS (Fig. 36).

Figura 36. Perfil do espalhamento dindmico de luz (DLS) do (A) QD-CdTes, (B) QD-CdTes-PT, (C)
QD-CdTes-PT com a adicéo de 0,015 mg L de TP, (D) QD-CdTes-PT com a adicdo de 0,03 mg L™ de
TP, e (E) QD-CdTes-PT com a adicdo de 0,05 mg L* de TP. Condices: tampao amédnio (75 mM, pH
8,55) e QD-CdTes a100 nM e PTa2mg L™
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Por DLS, o sistema QD-CdTes apresentou raio hidrodinamico de 4,02 + 0,70 nm

(diferindo do tamanho calculado empiricamente - Tabela 10), seguido do aumento do seu raio
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para cerca de 234 + 37,13 nm ap06s acréscimo de PT, o que indica a agregacao da nanoparticula.
Apbs a adicdo de TP, hd uma diminuicdo gradativa do raio hidrodindmico do QD-CdTes para
83,20 + 40,00, 30,90 + 21,10 e 23,42 + 12,43 nm (TP a 0,015, 0,03 e 0,05 mg L%,
respectivamente), corroborando com os resultados obtidos e com o0 mecanismo inicialmente
proposto de “liberacdo” dessa nanoparticula.

Também foram realizados estudos avaliando o tempo de meia vida dos sistemas
envolvidos (Fig. 37). Neste ensaio, foi observado que o tempo de meio vida para os sistemas
QD-CdTes, QD-CdTes + OVO, QD-CdTes-PT, QD-CdTes-PT + OVO, QD-CdTes-PT-TP €
QD-CdTes-PT-TP + OVO foi, respectivamente, 33,66 + 0,25, 34,28 £ 0,12, 35,20 + 0,18, 33,97
+ 0,23, 34,24 + 0,33 e 32,12 £ 0,15 ns, indicando que todos os sistemas possuem um tempo de

vida util semelhante (variacdo de 9%) e que as caracteristicas do QD-CdTeg foram preservadas.

Figura 37. Espectros de PL resolvidos no tempo do QD-CdTes (100 nM), QD-CdTes-PT (PT 2 mg L?)
e QD-CdTes-PT com TP a 0,07 mg L™, respectivamente.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

7.2.3.8 Avaliacéo da seletividade do método

De modo a verificar se a presenca de outras proteinas interfere no processo de
quantificacdo da tripsina e se outras enzimas proteases aumentam a intensidade de
fotoluminescéncia do sistema, foi avaliada a atividade enzimatica da TP na presenca de outras
proteinas (Fig. 38A) e adicionado outras proteases ao sistema (Fig. 38B).
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Figura 38. Fotoluminescéncia normalizada do QD-CdTes-PT ap0s (A) a adi¢do de diferentes enzimas proteases e proteinas e (B) a adigdo TP na presenca

de outras proteinas.
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22- Trombina.

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
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Conforme pode ser observado (Fig. 38A), o sinal analitico para a TP ndo sofreu
alteracOes significativas na presenca de outras proteinas, o que indica que elas ndo interferem
na atividade enzimatica da TP e ndo atuam como interferentes. Com relacdo as outras enzimas
proteases, estas ndo provocaram um aumento significativo na intensidade de fotoluminescéncia
do sistema (Fig. 38B). Comparando ao aumento provocado pela adi¢do de TP ao sistema (AFn
= 0,74), a presenca dessas enzimas proteases e de outras proteinas na auséncia de TP obteve
uma variacdo maxima de 0,11 (aumento de apenas 15% na intensidade de fotoluminescéncia).
Apenas as enzimas proteases que alteraram significativamente a intensidade de
fotoluminescéncia foram a pancreatina (AFn = 0,89), 0 que pode ser explicado devido a esta ser

um mistura de amilase, lipase e tripsina, e a alfa-quimotripsina (AFn = 0,34).
7.2.4 Figuras de mérito do método proposto

A partir dos pardmetros otimizados, foi estabelecida uma curva analitica para
quantificacdo de TP (Fig. 39).
Figura 39. Curva analitica para quantificacio de TP empregando QD-CdTes-PT. CondicOes

experimentais: QD-CdTes a 100 nM,PT a 2 mg L, tampdo amdnia/aménio 75 mM, slit Aex / Xem 5/3
nm.
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
As principais figuras de mérito foram estabelecidas para 0 método proposto, o qual

apresentou curva analitica PL/PLo = 12,54 (+0.38C+p + 0,17 (£0.01) (r = 0.988, n = 9). Foi
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utilizado o sistema PL/PLo apenas para obter um sistema linear crescente, o qual é o padréo
utilizado, onde PL é o sinal com diferentes concentrac@es de TP e PLo o sinal do sistema QD-
CdTes. A faixa linear do método corresponde as concentragdes da enzima de 0,005 a 0,07 mg
L (0,22 - 3,08 nM), limite de deteccio (LOD) equivalente a 0,0014 mg L™ (0,06 nM) e desvio
padrao relativo menor que 1,81 e 0,65% (correspondente a 0,03 e 0,06 mg L™, respectivamente).

Adicionalmente, pode-se observar na Tabela 12 alguns sistemas de quantificacdo da
tripsina e as respectivas propriedades analiticas. Com base nos resultados, 0 método proposto
possui uma boa sensibilidade que os demais encontrados na literatura, inclusive melhor com os
que utilizam o mesmo tipo de nanoparticula ou proteina e mais sensivel que a maioria dos
sistema duplo de anélise. Comparando-se com os métodos que utilizam o quantum dot de CdTe,
a maior sensibilidade apresentada pode estar relacionada a preferéncia da trispsina pela
protamina se comparada as outras proteinas utilizadas devido a sua composi¢do rica em
arginina. Relacionando agora os métodos que utilizam a protamina como substrato, sua menor
sensibilidade pode ser decorrente do pH utilizado ser abaixo da faixa de pH 6timo para se
trabalhar da enzima e/ou da menor interagcdo entre 0 nanosensor e a protamina, o que torna
necessario uma maior quantidade desta no meio para uma supressdo significicativa da
fluorescéncia e gera uma menor sensibilidade. Com relacdo ao ensaio de recuperacdo, 0s

métodos se mostraram viaveis e precisos dentro do modelo proposto e em diferentes amostras.
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Tabela 12. Comparacéo de algumas estratégias analiticas para determinar TP e 0 método proposto com base no QD-CdTes-PT.

. x Faixa Linear LOD SRSD .
ISistema 2Deteccdo H Amostra Comentarios Ref.
O P ugmLh)  gmLh) (%)
Farinha de S&0 necessérias duas sondas fluorescentes, HU et al
BSA-AUNC@CNQDs PL 8 0,0 - 30,0 0,0015 <54 . complexidade na sintese, longo tempo de incubacéo '
soja - (2019)
para analise (2 h)
QD CdTe e BSA-RITC PL 8 0,007 - 0.11 0,00002 N | Urina Séo necessarias duas sE)ndas quo,re_scents, longo tempo  LIU etal.
de incubacdo para analise (3 h). (2007)
Grafeno-CMR-BSA pL 8 0-6 0.7 <12 Urina S&0 necessarias duas sonda,s fluorescents, complexidade POON et al.
na sintese. (2016)
QD Mn:ZnSe - Arg 6 PL 8,5 0,1-12,0 0,04 <1.4 Soroe urina Complexidade na sintese (borbulhamento e fluxo de Ny) G'?‘Z%f;)al'
i i Complexidade do método de deteccdo de TP (incubacdo LIU etal.
QD AgInZnS-MPA e PT PL 8,5 0.1-40 0,04 =20 Soro a 37°C por 1h seguido de agitag8o constante por 200s). (2019)
QD CdTe-N-acetil- i . . SHI et al.
cisteina-hemoglobina PL 7,8 2,17 - 434,8 1,56 <33 Soro Complexidade na sintese (borbulhamento de N») (2018)
SiNPs@GLU-AuNCs e i S&0 necessarias duas sondas fluorescents, longo tempo  XUE et al.
PT PL 6,8 0,01-0,1 0,0045 <24 Soro de sintese (24h), (2018)
AgSNPs-UCNPs & PT PL 80  0,005- 0,080 0,0018 <25 Soro S&0 necessérias duas sondzf\s fluorescents, complexidade CHEN et al.
na sintese, . (2017)
QD CdTe-Glutationa e Complexidade na sintese (borbulhamento de N, e seco a ZHANG et
Citocromo C PL 85 0,03 8,62 0,005 =41 Soro vacuo a 40°C). al. (2014)
NCs BSA-Au cL 80  09-1000 0,6 NI Urina Longo tempo de sintese (72h): WA(’Z\'O?S; al.
) i i . Complexidade no preparo da amostra e na obtencdo do MARSHAL
NAA-urease-FLITC IRS 6,4 0,25-20 0,06 <6,9 Urina material poroso, et al. (2020)
Sintese simples, analise rapida e facil da amostra,alta
QD-CdTes-PT PL 8,5 0,005-0,070 0,0014 <18 Plasma sensibilidade, ndo requer reac6es adicionais ou um  Este trabalho

longo tempo de incubacéo para andlise.

ISistema: BSA-AUNC@CNQDs- Nanocluster de ouro funcionalizado com albumina sérica bovina e dopado com quantum dots de nitreto de carbono; BSA-RITC-isothiocianato de
rhodamina conjugado a albumina de soro bovino; CMR- derivado cumarinico bem projetado; Arg 6- seis residuos de arginine; SiNPs@GLU-AUNCs- nanoclusters de ouro
funcionalizados com glutationa acionados por nanoparticula de silicio; AgSNPs-UCNPs- Nanoplacas triangulares de prata acionados com nanoparticulas de conversdo ascendente
dopadas com lantanideo;, NCs BSA-Au -nanocluster de ouro conjugado com albumina sérica bovina; NAA-FLICT- alumina anodica nanoporosa e fluoresceina 5(6)-isotiocianato.

2Detecgéo: PL= fotoluminescéncia; CL=colorimétrico; IRS - espectroscopia de reflectancia interferométrica.
RSD (desvio padrao relativo): NI = ndo informado.
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7.2.5 Aplicacdes da nanosondas em amostras

A aplicabilidade do bioconjudado QD-CdTes-PT foi estudade nas condigOes

otimizadas para a quantificacdo de TP em amostras de plasma humano (Tabela 13).

Tabela 13. Ensaios de recuperacao e determinacdo de TP em amostra de plasma (P1).

Amostra TP(artﬁléc:_o_?)ada TP (enrqlgostlr)ada Recu(gz;agéo
0,0000 <LOQ -
0,0150 0,0137 = 0,0007 91
Pl 0,0300 0,0274 + 0,0007 91
0,0600 0,0572 £+ 0,0002 95

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Para essa andlise, foram obtidas recuperacdes de 91 a 95% e ndo houve deteccdo de
TP naamostra. Para realizar essa quantificacao, novos parametros devem ser otimizados, como
diminuicdo do fator de dilui¢do, a incubacdo da amostra a 37°C (temperatura ideal para a
atividade enzimética da TP) e o preparo da amostra para eliminar possiveis interferentes.

Também foi avaliado a possibilidade de aplicacdo do bioconjugado para deteccdo de
TP em amostras de urina, entretanto, em analises preliminares, foi observado que as amostras
absorvem no comprimento de onda de excitacdo do QD-CdTes (Fig. 40A) e que também
emitem na regido de sua emissao (Fig. 40B), gerando assim um duplo efeito de filtro.

Figura 40. Espectro de (A) absorc¢éo e (B) fluorescéncia para amostras de urina. Condicdes: Aex = 350
nm, slit de Aex / Aem igual @ 5/ 3 nm, tampao amdnia/aménio 75 mM pH 8,5
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Fonte: Autora deste trabalho, 2020.
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Para realizar a quantificacdo da TP nas amostras de urina, serd necessario aumentar o
comprimento de onda de excitacdo, de modo a diminuir o efeito da absorcdo da urina, realizar

um preparo da amostra para retirada de possiveis interferentes e realizar a incubagéo a 37°C.

7.2.6 Ensaio de biotoxicidade das nanosondas

A Drosophila melanogaster (Fig. 41), por possuir uma vida curta, ser bem
caracterizada e ter uma alta homologia com DNA humano, pode ser considerda um poderoso
meio para estudos de mutagénese e de nanotoxicidade, especialmente em exposicao de longo
prazo (RUBIN et al, 2000; JENNINGS, 2011; ADAMS & SEKELSKY, 2002).

Figura 41. Representagdo grafica do desenvolvimento das mosas do tipo Drosophila melanogaster da

fase embrionaria até a adulta.

P |
repuipa Larva segunda instancia

Larva terceira instancia

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Assim, a biocompatibilidade do QD-CdTes, da propria PT e do bioconjudado QD-
CdTes-PT foi avaliado através de estudos da mosca do tipo Drosophila melanogaster de sua
pulpacéo até seu desenvolvimento a fase adulta. Conforme pode ser observado na Fig. 42A-F,
quanto maior for a concentracdo da nanoparticula ou da proteina no meio, maior € o tempo
necessario para a pulpacdo das larvas e também menor a porcentagem total de pulpacéo, o que

indica uma maior toxidade sobre esses organismos.
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Figura 42. Representacdo grafica das larvas na (A) pulpacdo do QD-CdTes ao longo dos dias, (B)
pulpacdo do QD-CdTes-PT ao longo dos dias, (C) pulpacdo do PT ao longo dos dias, (D) pulpacéo do
QD-CdTes total, (E) pulpacdo do QD-CdTes-PT total, (F) pulpacdo do PT total, (G) emergéncia de
adultos do QD-CdTes, (H) emergéncia de adultos do QD-CdTes-PT e (I) emergéncia de adultos do PT.

100 100 B 100 -
804 50 - 80 s e
60 -
§ R 60 £ 604
O
2 404 £ g .
] S 40 —&— controle = 40 comtrole R
B3 “w— controle E ——QD-CdTe -PT 5 oM E —e—PTO01mgl
- N = -1
o, —#— QD-CdTe 5 nM A QD-CdTePT 10 M —A—PT02 mgL]
—&— QD-CdTe 10 nM - 3 -
ED PO 204 —¥— QD-CdTe, BT 25 oM 204 ~v PTOSmgl
% QD-CdTe, 25 oM -
o R —4— QD-CATePT 50 1M ¢—PT Lmg L,[
—4— QD-CdTe, 50 aM L] —4—PT2mg L
—— QD-CdTe, 100 M 0 —4—QD-CdTe PT 100 M 0| W PTO4mgL’
—p— QD-CdTe, 200 nM —#— QD-CdTe,PT 200 nM =
-20 T T T T T T B T T T T T T T T
0 2 4 B 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10
Dia Dia Dia
100 { D 100 { E 100 4 { F
80 80 + + 30 | +
£ S =
~ 604 - 60 - 60 -
(=} =} (=}
8 ] &
O Un On
7 40 F 40 F 40
& & &
20 20 20 -
0 T T T T T T T 0 T T T T T T 0 T T T T T T T
C 5 10 25 50 100 200 C 5 10 25 50 100 200 C 0.1 02 05 1 2 4
Coneentracio / nM Coneentracio / nM Concentragdo / mg L™
120 120 120
110 G 1104 H 110 I
1004 g { = 100 { T 100 |
e e
90 f i 90 + 90 ] I +
S 2 =
S
< 50| 80| ~ 804
2 2 et
ERE = 70 = 70
2 ] R
b 60 u 60 o 60+
& 50 g 50 S 50
g 2 2
5, 40 S 40 540
g 304 g 30 g 304
3] o 53
20 20 20
10 10 10
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
C 5 10 25 50 100 200 C 5 10 25 50 100 200 C 0.1 02 05 1 2 4
Concentragio / nM Concentragdo / nM Coneentracdo /mg L™

Fonte: Autora deste trabalho, 2020.

Além disso, observa-se que a pulpacéo para a nanoparticula QD-CdTeg foi inferior ao
do bioconjudado QD-CdTes-PT e a PT, chegando a ter somente 30% em maiores concentragoes
(70% de mortalidade). Isso pode indicar que a toxicidade desse nanomaterial esta associado a
sua funcionalizacdo e se estd na forma de um bioconjulgado ou ndo. Tal possibilidade foi
estudado por Galeone et al. (2012), que demonstraramm que a toxicidade dos QDs de CdSe—
ZnS variava de acordo com o agente funcionalizante utilizado. Com relacdo a mortalidade pos
pulpacdo (Fig. 41G-1), foi abservado que ndo houve atraso ou problemas no desenvolvimento

das drosophilas independente da concentracdo e do sistema utilizado, o que implica que os
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sistemas afetam apenas a fase larval desses invertebrados, logo, o bioconjugado QD-CdTes-PT
pode ser utilizado para realizar o monitoramento in vivo da tripsina.

Aplicando o teste de ANOVA One Way e de Tukey (Ftb=3,95), foi observado que,
para a pulpacdo a um nivel de 95% de confianca, ha diferenca significativa com relacéo ao
controle para o sistema QD-CdTes nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 nM (F=9,65), para
0 bioconjugado QD-CdTes-PT na concentracdo de 200 nM (F=4,59) e para a PT nas
concentragdes de 2 e 4 mg L™ (F=10,63), Ja para a mortalidade pds pulpagéo, ndo foi observada
diferenca significativa em nenhum dos sistemas (F=1,02, 1,80 e 0,65 para 0 QD-CdTes, QD-
CdTes-PT e PT, respectivamente).

7.3 Conclusdo

Neste trabalho foi desenvolvido um método para determinacdo espectrofluorimétrica
da enzima protease tripsina baseado no sistema on-off-on utilizando o bioconjugado QD-CdTee-
PT. Nas condicBes otimizadas, 0 método mostrou-se rapido, simples, seletivo e com alta
sensibilidade a esta enzima. Quando aplicado em amostra de plasma, apresentou precisao e
exatidao na determinacdo de TP com boas recuperacdes, podendo ser utilizado para a detecgédo

de doencas oriundas de uma alta concentracdo dessa enzima no organismo.

7.4 Perspectivas do trabalho

Como as principais perspectivas deste trabalho, tém-se:
(i) Avaliar a viabilidade de utilizar outras proteinas no método proposto em substituicdo ao
sistema QD-CdTes-PT,;
(i) Realizar estudos termodinadmicos, IR, TEM e de rendimento quantico;
(iii) Otimizac&do eaprimoramento de alguns parametro para aplicagdo em amostras de plasma
e de urina.
(iv) Analisar a possibilidade da utilizacdo do sistema proposto em anélises de imageamento

de sistemas celulares;
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