UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTCNOLOGIA
CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

Alessandra dos Santos Silva

SINTESE E CARACTERIZACAO DE QUANTUM DOTS DE CdTe PARA
APLICACOES BIOANALITICAS

Maceio, Dezembro
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA
CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

Alessandra dos Santos Silva

SINTESE E CARACTERIZACAO DE QUANTUM DOTS DE CdTe PARA
APLICACOES BIOANALITICAS

Trabalho de Conclusio de Curso
apresentado como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Quimica, pelo Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas.

Orientador: Prof. Dr. Josué Carinhanha
Caldas Santos

Maceio
2024



Alessandra dos Santos Silva

Atividade apresentada ao Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de
Bacharel em Quimica.

Maceid, 06 de Dezembro de 2024

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos
Orientador

Prof". Dra. Cintya D'angeles do Espirito Santo Barbosa
Avaliadora

Prof. Dr. Francisco Antonio da Silva Cunha
Avaliador



Catalogacgao na Fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecario: Claudio Albuquergue Reis — CRB-4 — 1753

55861 Silva, Alessandra dos Santos.
Interagio entre quantum dots de CdTe com polieletrélitos para detecgio de acidos
nucleicos : estudos preliminares / Alessandra dos Santos Silva. — 2024,
IRl
Orientador: Josué Carinhanha Caldas Santos.

Monografia (Trabalho de conclusio de curso em Quimica) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Quimica ¢ Biotecnologia. Maceid, 2024,

Bibliografia. f. 36-38.

I. Quimica. 2. DNA. 3. RMNA. 4. 1. Titulo.

CDL: 577.2]




Universidade Federal de Alagoas (UFAL) Instituto
de Quimica e Biotecnologia (IQB)

Av. Lourival de Melo Mota, s/n, Campus A.C. Simdes, Maceio-AL, 57072-970, Brasil.
www.igb.ufal.br // Tel: (82) 3214-1384/1189

ATA DE APRESENTACAO E DEFESA DE TCC - IQB

[ 1. Data da apresentagao do TCC: 06/12/2024 |

| 2. Aluno / matricula: Alessandra Santos Silva / 18111044 |

3. Orientador / Unidade Académica: Josué carinhanha Caldas Santos / IQB - UFAL

4. Banca Examinadora (nome / Unidade Académica):

Josué Carinhanha Caldas Santos, IQB /UFAL, Presidente Nota: 8,50
Cintya D'Angeles do Espirito Santo Barbosa, IQB / UFAL, 1° avaliador Nota: 8,50
Francisco Antonio da Silva Cunha, 1Q / UFBA, 2° avaliador Nota: 8.50
5. Titulo do Trabalho:

Interagdo entre quantum dots de CdTe com polieletrolitos para detec¢do de dcidos nucleicos:
estudos preliminares

6. Local: A banca foi realiada de modo remoto (Google Meet)

7. Apresentagdo: Horario inicio: 09:04 h Horario final: 09:24 h
Arguigéo: Horario inicio: 09:25 h Horério final: 10:35 h

8. Nota final: 8,50 (oito e meio pontos)

9. Justificativa da nota. Em caso d¢ APROVACAO COM RESTRICOES, indicar as principais
alteragdes que devem ser efetuadas no trabalho para que o mesmo venha a ser aprovado.

Ndo se aplica. Contudo, a discente se compromete a realizar as alteragoes sugeridas pela
banca avaliadora durante o processo de argui¢dao e inser¢do dos resultados apresentados
durante a apresentagdo no texto escrito (versao final do TCC).

Em sessdo publica, apds exposi¢@o do seu trabalho de TCC por cerca de 18 min, o candidato
foi arguido oralmente pelos membros da banca por 70 min, tendo como resultado:
APROVADO. Na forma regulamentar foi lavrada a presente ata que é abaixo assinada pelos
membros da banca, na ordem acima determinada, e pelo candidato:

Maceid, 06 de dezembro de 2024

Documento assinado digitalmente

Prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos (IQB / UFAL), Presidente g V.b 322”52’235'2:2‘3‘ ety

verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Cintya D'Angeles do Espirito Santo Barbosa (IQB / UFAL), 1° avaliador

Doc assinado digi 1te

“b CINTYA D ANGELES DO ESPIRITO SANTO BARBC
g Data: 06/12/2024 19:07:51-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Francisco Antonio da Silva Cunha (IQ / UFBA), 2° avaliador

Documento assinado digitalmente

“b FRANCISCO ANTONIO DA SILVA CUNHA
g Data: D6/12/2024 16:43:55-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Alessandra Santos Silva (matricula 18111044), Candidata

Documento assinado digitalmente ]

V.b ALESSANDRA DOS SANTOS SILVA
g Data: 18/02/2025 19:20:07-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br



AGRADECIMENTOS

Inicialmente, quero agradecer a Deus pela oportunidade, pois até aqui Ele me
sustentou. Que mesmo em meio a tantas lutas, nunca me abandonou, se aqui cheguei foi
gragas a ti, que me deu forga, saude e sabedoria. Nao o bastante, ainda colocastes em meu
caminho pessoas extraordinarias, as quais sd3o a minha base e motivacao.

Agradeco a minha mae, que ¢ a minha joia mais preciosa, minha fortaleza. Obrigada
por todo seu amor e dedicacdo, pelo seu esfor¢o durante todos esses anos para assegurar
0 nosso bem-estar. A senhora ¢ o meu maior exemplo de forga e carater, pois mesmo
diante das maiores dificuldades ndo se corrompestes. Es dona de uma forga sobre-humana,
uma mulher de fibra, tenho muito orgulho de ser sua filha. Sem teu amor e ensinamentos,
eu nada seria.

Gratidao a minha irma Alexsandra, por todo apoio € incentivo para que eu conseguisse
concluir esta etapa. Ela ¢ uma das minhas mais fortes patrocinadoras, embora as vezes
reclame bastante por que ndo esta tendo lucros.

Aos meus avds maternos, que infelizmente ndo estdo mais entre nds, mas estardo
sempre em meu coragdao. Ao mestre Sabau e a grande Cicera Bras minha eterna gratidao
por todo amor, cuidado e pelos valiosos e incriveis momentos vividos.

Ao meu amado Gabriel, meu companheiro e incentivador, que sempre me deu apoio.
Que me acompanhou durante os finais de semana os quais precisei ir para Ufal. Obrigada
pelo incentivo, por seu carinho e cuidado.

A toda minha familia, que sempre esteve presente em todos os momentos.

A minha Mestra Karolayne Costa, que foi a pessoa com quem eu aprendi toda a base
desse trabalho.

As minhas amigas de graduacao, Laise e Natalia, obrigada pela amizade e incentivo.
Ter vocé€s ao meu lado tornou essa caminhada mais leve e divertida. Aos meus amigos
Walber e Tauane, parceiros do dnibus e das caronas. Gratidao pelo apoio e pela amizade.

Aos meus amigos do LINQA, gratidao a cada um de vocés que me receberam tao bem
e sempre me ajudaram, mesmo com o tempo corrido e atarefados, sempre tiraram um
tempinho pra me ajudar.

Aos meus parceiros de trabalho, Larissa, Edivanio, Roseane e Caroline gratidao pela
flexibilidade, compreensao e incentivo.

Ao meu orientador Josué Carinhanha, pela oportunidade e confianga para desenvolver
essa pesquisa. Gratiddo pelas orientacdes, incentivo, paciéncia e todo o apoio.

Deus me presentou com cada um de vocés. As minhas conquistas sdo reflexos de té-
los como minha base.



RESUMO

Pontos quanticos (quantum dots - QD) sdo nanoparticulas semicondutoras que,
devido as suas dimensdes reduzidas possuem propriedades Opticas particulares, e que
podem ser alteradas modificando seu tamanho e superficie. A relativa facilidade de ajuste
das propriedades opticas do material, como comprimento de onda de absor¢ao e emissao
maximo, faz dessas nanoparticulas 6timas candidatas a uma infinidade de aplicacdes,
especialmente no ramo bioldgico e medicinal, que vem sendo amplamente explorado. No
entanto, em sistemas biologicos, é necessario avaliar diferentes condi¢des fisico-quimicas
de modo a verificar a viabilidade da utilizacdo do quantum dot, como fotoestabilidade,
rendimento quantico e, principalmente, sua resposta analitica quando na presenca da
biomolécula de interesse. Com isto, esse trabalho tem como objetivo sintetizar e
caracterizar QD-CdTe (telureto de caddmio), tendo em vista a quantificagdo de ctDNA e
RNA presente em amostras biologicas. Os QD-CdTe foram funcionalizados utilizando o
acido mercaptosuccinico (MSA) e sintetizado em diferentes tempos, a saber, 60 min, 180
min e 360 min. Nos estudos iniciais, explorou-se a variagdo do sinal analitico dos QD-
CdTe funcionalizados frente a um polieletrolito (POLI) catidonico (cloreto de
polidialildimetilamonio) empregando espectrofluorimetria e espectrofotometria, onde
pode-se observar comportamentos distintos entre os métodos, como o aumento da
fluorescéncia e a diminuicdo da absorbancia, ambos em fun¢do do aumento da
concentracdo do analito. Deste modo, com o intuito de validar os resultados foram
realizados testes com diferentes concentragcdes do polieletrolito, DNA e RNA
apresentando uma faixa linear entre 0,0005 a 0,1 % (v/v) para o polieletrolito e 0,2 a 40
pgmL™! para o ctDNA e RNA para ensaios de fluorescéncia e absor¢do. Inicialmente os
testes foram realizados em pH 7, e apos a otimizagdo de alguns pardmetros, percebeu-se
que em pH 9 o estudo apresentava melhores resultados, fixando entdo esta condi¢ao. Por
fim, apoOs a otimizacdao de outros parametros realizou-se a aplicagdo dos QD-CdTe em
amostras reais utilizando saliva para o ensaio de recuperagao de fluorescéncia.

Palavras-chaves: Quantum dots, DNA, RNA, Bioanalitica.



ABSTRACT

Quantum dots (QDs) are semiconductor nanoparticles that, due to their reduced
dimensions, have particular optical properties, which can be altered by modifying their
size and surface. The relative ease of adjusting the material's optical properties, such as
maximum absorption and emission wavelengths, makes these nanoparticles excellent
candidates for a multitude of applications, especially in the biological and medicinal fields,
which have been widely explored. However, in biological systems, it is necessary to
evaluate different physicochemical conditions in order to verify the feasibility of using
the quantum dot, such as photostability, quantum yield and, mainly, its analytical response
when in the presence of the biomolecule of interest. Therefore, this work aims to
synthesize and characterize QD-CdTe (cadmium telluride), with a view to quantifying
ctDNA and RNA present in biological samples. The QD-CdTe were functionalized using
mercaptosuccinic acid (MSA) and synthesized at different times, namely, 60 min, 180
min and 360 min. In initial studies, the variation in the analytical signal of QD-CdTe
functionalized against a cationic polyelectrolyte (POLI) (polydiallyldimethylammonium
chloride) was explored using spectrofluorimetry and spectrophotometry, where different
behaviors between the methods could be observed, such as the increase in fluorescence
and decrease in absorbance, both as a function of increasing analyte concentration.
Therefore, in order to validate the results, tests were carried out with different
concentrations of the polyelectrolyte, DNA and RNA, presenting a linear range between
0.0005 and 0.1% (v/v) for the polyelectrolyte and 0.2 to 40 ugmL. -1 for ctDNA and RNA
for fluorescence and absorption assays. Initially the tests were carried out at pH 7, and
after optimizing some parameters, it was noticed that at pH 9 the study presented better
results, thus fixing this condition. Finally, after optimizing other parameters, QD-CdTe
was applied to real samples using saliva for the fluorescence recovery assay.

Keywords: Quantum dots, DNA, RNA, bioanalytics
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1- INTRODUCAO

Ao longo desses ultimos anos a nanotecnologia vem se destacando cada vez mais e,
com isto, ¢ notavel que com o seu desenvolvimento surgem intimeras aplicagdes
inovadoras e transformadoras nas mais diversas areas do conhecimento. Por apresentar
grande potencial para uma vasta gama de aplicagcdes, os quantum dots tem sido
amplamente estudado, trazendo grandes expectativas principalmente nos ambitos
medicinal e eletronico onde as nanoparticulas estdo sendo projetadas para direcionar
farmacos para areas especificas do corpo de forma menos invasiva além de auxiliar em
diagnosticos médicos mais precisos e rapidos, na fabricacdo de telas de alta resolucao e
dispositivos de armazenamento de dados (BARATA et al. 2022). O ponto de partida da
nanociéncia foi dado em 1959, quando o fisico Richard Feynamn sugeriu em uma palestra
a manipulagdo de 4tomos como forma de construir novos materiais. Assim, define-se a
nanotecnologia como a ciéncia que estuda a manipulacdo, controle e aplicacdo de
materiais produzidos em escala nanométrica, cujo tamanho pode variar de 1 a 100
nandmetros (FERREIRA, 2018).

Dentre os materiais em escala nanométrica que por meio do avanco da nanotecnologia
vém ganhando visibilidade, os pontos quanticos (quantum dots, QD) destacam-se devido
as suas propriedades oOpticas e eletronicas decorrentes de seu tamanho, conferindo-lhes
caracteristicas quanticas. A capacidade de ajustar suas propriedades através da variacao
de seu tamanho, passivagao de superficie e composicao quimica torna os pontos quanticos
promissores para uma gama de aplicacdes. Uma das propriedades mais interessantes
destes nanomateriais ¢ a sua fluorescéncia, pois apresentam caracteristicas exclusivas,
como, por exemplo, propriedades de absor¢do e emissdo, elevada intensidade de
luminescéncia, boa estabilidade quimica e boa resisténcia a fotodegradagao
(MAYRINCK; FONSECA; SCHIAVON, 2020).

Pontos quanticos (PQs) sdo nanoparticulas semicondutoras fluorescentes que estao
submetidas a um estado de forte confinamento quantico. Sdo formadas a partir de
materiais inorganicos. Esses materiais apresentam o mesmo numero de elétrons e &tomos
e, por isto sdo chamados de dtomos artificiais (GIDWANI,2021). As nanoparticulas sao
divididas de acordo com os diferentes grupos da tabela periddica, sendo os seus elementos
constituintes pertencentes a familia IV-VI (sulfeto de chumbo, PbS), II-VI (telureto de
cadmio, CdTe) e III-V (fosforeto de gélio, GaP).

Figura 1: Efeito do confinamento quantico sobre as propriedades dos quantum dots.
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Fonte: adaptado de Silva et al., 2020.



De modo geral, quando o tamanho fisico do semicondutor ¢ reduzido abaixo do Raio
de Bohr do éxciton, ocorre o efeito denominado confinamento quantico levando a
formagao de niveis discretos de energia, apresentando comportamento intermedidrio entre
cristais ¢ atomos isolados (SANTOS, 2020). Seu principal diferencial em relagdo aos
demais materiais esta associado a sua dimensao.

Os materiais podem ser classificados com base em suas dimensdes, assim temos:
materiais macroscopicos, que apresentam as trés dimensdes fora da escala nanométrica
(3D); materiais que apresentam apenas uma de suas dimensdes em escala nanométrica,
como ¢ o caso das membranas poliméricas (2D); materiais que apresentam duas de suas
dimensdes em escala nanométricas, no caso dos nanotubos de carbono (1D) e, por fim,
materiais que sdo considerados como sem dimensdo (0D), ou seja, todas as suas trés
dimensdes se apresentam em escala nanométrica, como € o caso dos gquantum dots
(SANFELICE, PAVINATTO, CORREA, 2022).

Devido a alta luminescéncia, emissdo estreita, baixa toxicidade e biocompatibilidade,
os pontos quanticos vém sendo bastante utilizados como biomarcadores e
nanocarreadores no tratamento de doengas, estando envolvido com a deteccao de
alteragdes nas células e tecidos bem como, auxiliando no transporte de medicamentos até
o local desejado, assim possibilitando uma maior eficiéncia no tratamento da doenca
(COTTA, 2020).

No entanto, um dos maiores desafios na utilizacdo dos quantum dots esta associado
aos componentes que constituem a matriz de analise, os quais podem interferir e até
mesmo mascarar o analito de interesse, tornando essencial a utilizacdo de espécies
funcionalizantes com alta seletividade e, a busca de maiores informagdes sobre as
propriedades desses nanocristais € se estas podem ser alteradas de acordo com o ambiente
em que se encontram, e assim, obter resultados melhores no processo de analise (LIMA;
ALMEIDA, 2016). Devido a isso, varios grupos cientificos buscam maior compreensao
para o desenvolvimento de nanomateriais, pois, apesar dos avangos ja alcangados, hd um
grande interesse em melhorar a sensibilidade e eficiéncia do uso desses materiais. Além
disso, ¢ necessario avaliar os riscos associados a sua aplicagdo, pois os pontos quanticos
podem apresentar toxicidade (OLSSON et al. 2011).

2. QUANTUM DOTS COMO SONDAS PARA APLICACOES BIOANALITICAS

Nos ultimos anos, houve um significativo aumento nos estudos relacionados a
utilizacdo dos quantum dots como sensores fotoluminescentes. Os QD possuem uma
excelente fotoestabilidade e com isto, se tornam candidatos ideais para aplicagdes
biologicas. Para isto, fatores como tamanho da nanoparticula, natureza do agente
estabilizante e as condigdes de sintese sdo de grande importancia para a determinacdo de
suas propriedades Opticas, estabilidade coloidal e biocompatibilidade. Tais caracteristicas
apresentam um papel crucial no desempenho dos QDs quando sua aplicagdo envolve
matrizes bioldgicas (SOUZA, 2016). Assim sendo, quando espécies quimicas (analito)
passam a interagir com o sistema, o processo de interagdo pode resultar na supressao ou
aumento da intensidade de fluorescéncia e, por isto, os quantum dots sdo amplamente
reconhecidos como sondas ou sensores quimicos (CUI; HE; CHEN, 2015).



Na literatura varios trabalhos demonstram a eficiéncia do uso dos QDs em aplicagdes
biologicas, mudando apenas a composi¢do do nanomaterial, agente funcionalizante e as
condigoes fisico-quimicas. De acordo com Felix (2020), nanoparticulas de fosforo fibroso
foram produzidas e aplicadas como marcadores fluorescentes para bioimagem de
adenocarcinoma humano. Shehab, Ebrahim e Soliman (2017) desenvolveram uma
nanoparticula a base de grafeno funcionalizada com acido fenilbordnico que foi utilizada
como um sensor para a identificacdo de glicose. Ja Castro e Queiroz (2011) descreveram
a caracterizacdo de um nanomaterial revestido com pontos quanticos de ZnS e
funcionalizados com polimero epoxidico utilizados no diagnéstico e transporte de
farmacos, expandindo significativamente o potencial da medicina terapéutica e
diagnostica no tratamento do céncer. E possivel mencionar ainda Monteiro ef al. (2017)
onde foram sintetizados quantum dots de CdTe conjugados ao acido folico para atuar sob
a marcagao de cé¢lulas cancerigenas.

2.1 APLICACOES GERAIS

As propriedades unicas apresentadas pelos nanomateriais os tornam atraentes para
uma vasta gama de aplicagdes, o que inspira diversos grupos de estudos a buscar uma
maior compreensao acerca dos pontos quanticos e suas aplicagdes tecnoldgicas. Assim,
novas aplicag¢des principalmente no campo da quimica analitica estdo sendo exploradas.
Neste sentido, foi realizado um levantamento de algumas possiveis aplicagdes para os
QDs.

No campo do sensoriamento quimico, os pontos quanticos se tornam aptos devido a
sua baixa toxicidade, solubilidade em 4gua e alta fotoestabilidade. Na detec¢ao de metais
toxicos em d4gua como mercurio (Hg?") por exemplo, que é de extrema importancia devido
ao seu efeito nocivo contra o meio ambiente e a saide humana. J& em se tratando da sua
aplicacao em células solares, os QDs vém sendo utilizados com a finalidade de melhorar
a eficiéncia da conversdo da energia solar em eletricidade, como ¢ o caso das
nanoparticulas de ZnO retratado por Raynaud e colaboradores (2017). No ambito dos
cosméticos, 0s pontos quanticos também podem ser empregados, principalmente em
protetores solares, a partir das nanoparticulas de TiO; e ZnO, onde estes 0xidos atuam
principalmente na absor¢ao da radiacdo ultravioleta, nociva a pele humana como foi
retratado por Paschoalino e colaboradores em 2010.

No controle de qualidade de alimentos a nanotecnologia também se encontra presente,
com as nanoparticulas de prata, que apresentam propriedades antimicrobianas, sendo
potente contra varias espécies de fungos e bactérias. Fernandez ef al. (2015) demonstrou
em um estudo que ao utilizar filmes incorporados com AgNP para o armazenamento de
meldo fresco diminuiu significativamente a contagem de agentes microbianos,
estendendo a validade comercial do alimento. Ainda neste sentido, Chawengkijwanich e
Hayata (2007) demonstraram que embalagens de alimentos com filmes revestidos com
nanoparticulas de TiO; inibiram o crescimento de E. coli em alface fresca, além de
auxiliar a proteger os componentes do alimento contra os efeitos oxidantes da radiacdo
UV.



2.2 ESTRATEGIAS DE DETECCAO (FLUORESCENCIA/COLORIMETRIA)
Fluorescéncia

Os mecanismos de fluorescéncia dos QDs que sdo amplamente estudado, mas devido
a sua complexidade ainda ndo possui uma explicagdo universal. No entanto, ¢ possivel
afirmar que o fendmeno esta associado a diversos fatores como o tamanho do
nanomaterial, os ligantes de superficie utilizados na funcionalizagao dos pontos quanticos
e as condicdes do meio reacional (pH, tampdo, concentragdo entre outros). A
fluorescéncia ¢ um fendmeno que ocorre a partir da exposicdo de uma substancia a
radiacdo, assim, a fluorescéncia ocorre quando a radiacdo absorvida ¢ transformada em
luz visivel. Dessa forma, quando um elétron ¢ excitado da banda de valéncia para a banda
de condugdo forma-se um par elétron-buraco (WU et al. 2014). Durante o processo de
relaxacdo, o elétron retorna ao seu estado fundamental, liberando energia, geralmente na
forma de emissdo de luz.

Existem vérias técnicas analiticas utilizadas para o monitoramento dos sistemas
montados com os QDs, a exemplo, cromatografia, ensaios por transferéncia de energia
por ressonancia de fluorescéncia (FRET), eletroforese capilar (EC), reagdao em cadeia de
polimerase (PCR) e espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR).

No entanto, além de apresentar uma elevada sensibilidade, as técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia molecular possuem destaque devido a sua versatilidade
e seletividade (SOUZA, 2016). De acordo com Costa (2020), na detec¢do direta por
fluorescéncia, os quantum dots podem atuar como sensores do tipo on/off e on/off/on para
a quantificagdo de ion ou macromoléculas. Um sensor pode ser definido como um
dispositivo capaz de converter determinada informag¢ao em um sinal mensuravel que pode
ser interpretado ou processado, geralmente de forma eletronica (ARROWSMITH, 2015).

Colorimetria

Outra abordagem para deteccao envolvendo pontos quanticos ¢ o método
colorimétrico, que, embora menos utilizado, apresenta potencial em determinadas
aplicacoes. As sondas colorimétricas sao ferramentas analiticas que permitem a detecgao
de substancias ou mudangas no ambiente com base em alteragdes perceptiveis na cor.
Uma das principais vantagens desse método ¢ a simplicidade e a rapidez na entrega dos
resultados, além do relativo baixo custo, visto que em alguns casos, ndo € necessario o
uso de instrumentos analiticos. Uma possivel desvantagem pode estar associada a
sensibilidade, pois a depender do sistema a concentracdo minima detectavel pode ndo ser
suficiente para identificar com precisdo analitos em niveis mais baixos, limitando sua
aplicacdo em amostras diluidas e com alta complexidade de matriz (SANTOS, MATOS,
MAZALLI, 2022).



2.3 MECANISMOS COMUNS DE INTERACAO COM QD (SUPRESSAO DE
FLUORESCENCIA)

O quenching (supressao) ¢ retratado como um dos mecanismos mais comuns em
sensores baseados em pontos quanticos e, ¢ definido como a reducdo ou extingdo da
fluorescéncia dos nanomateriais devido a interagdes com moléculas especificas. Tal
fendmeno pode ocorrer por diferentes processos, quenching estatico que ocorre quando
ha formagdo de complexo ndo fluorescente, quenching dinamico que ¢é resultado das
colisdes entre os nanomateriais excitados e as moléculas do analito e transferéncia de
energia por ressonancia Forster que envolve a transferéncia nao radiativa de energia dos
QD.

Esse mecanismo ¢ amplamente explorado em sensores devido a sua alta sensibilidade
e capacidade de resposta. O quenching permite detectar a presenga de substancias
especificas com base na redugdo da intensidade de fluorescéncia dos pontos quanticos,
tornando-o uma ferramenta valiosa em aplicacdes como diagndstico biomédico,
monitoramento ambiental e andlises quimicas. E possivel observar na pratica a
funcionalidade desse mecanismo no trabalho desenvolvido por TALL et al. (2021), onde
foi possivel realizar quantificagdo de timerosal em amostras de vacina, o método se deu
pelo processo de quenching estético, envolvendo a formagao de um complexo (CdTe+TM)
entre as nanoparticulas de e o timerosal. Ainda no trabalho de Costa (2020) foi
desenvolvido um nanosensor on-off para deteccao e quantificacdo da proteina protamina,
utilizada em medicamentos para o controle dos efeitos oriundos do excesso de heparina,
onde o tipo de quenching do sistema € o tipo dinamico, onde a supressao de fluorescéncia
ocorre por choques entre as moléculas.

2.4 MECANISMOS ALTERNATIVOS PARA EXPLORAR OS QD EM APLICACOES
BIOANALITICAS

Existem ainda outros mecanismos aplicados a metodologias analiticas voltadas ao uso
da fluorescéncia, como ¢ o caso do enhancement (aumento) do sinal de fluorescéncia
(CUI, HE, CHEN, 2015). Embora ndo seja o mais comumente utilizado, esse fendmeno
se apresenta como uma abordagem promissora para melhorar a sensibilidade e a
eficiéncia de deteccdo em sistemas analiticos. Tais efeitos na intensidade de fluorescéncia
podem ocorrer por meio de colisdes difusivas ou formacao de complexos de estado
fundamental entre a nanoparticula e o analito (LAKOWICZ, 2006).

Na literatura, alguns estudos relatam e apresentam resultados obtidos a partir desse
mecanismo, como o descrito por Tajarrod ef al. (2016), onde desenvolveram um novo
material para a determinagdo seletiva de creatina em amostras de soro e urina humana,
usando QDs de ZnS:Mg/ZnS estabilizados com acido tioglicdlico (TGA), demonstrando
um significativo aumento na intensidade de fluorescéncia. Liu et al. (2020) relataram o
desenvolvimento de um sensor baseado em nanoparticulas de ZnCdSe e zincoporfirina
para a deteccdo de ocratoxina A, que ¢ um metabolito produzido por fungos, onde a
fluorescéncia € recuperada com a adicao do analito.

No estudo realizado por Han et al. (2020), foi descrito o desenvolvimento de um



sensor de resposta dupla, projetado pela quelagao de ions de eurdpio (Eu*') em pontos
quanticos de CdTe para a detecgdo em tempo real de tetraciclina. A interagdo com o
analito resultou em uma mudanga na fluorescéncia da sonda, permitindo que a deteccao
fosse realizada de forma visual, sem a necessidade de equipamentos especializados. Essa
altera¢do de cor, perceptivel a olho nu, torna o método pratico e acessivel, embora seja
uma abordagem menos comum na literatura cientifica.

2.5 INTERACAO DE QDs COM POLIELETROLITOS

Os polieletrolitos sdao polimeros organicos que podem ser transformados em
moléculas de grandes cadeias com regides ionizadas ao longo de seu comprimento. Estes
podem ser denominados de acordo com suas cargas, assim, polieletrélitos que apresentam
cargas positivas sao chamados catidnicos, 0s que apresentam cargas negativas, anidnicos
€ 0s que ndo apresentam cargas, ndo i6nico (CASTRO; YAMASHITA; SILVA, 2012).

O mecanismo de interacao entre o quantum dot € o polimero dependeréd da carga da
superficie da nanoparticula, pois esta € de natureza eletrostatica. Assim, a compatibilidade
entre as cargas presentes na superficie do nanomaterial € os grupos funcionais do
polimero desempenha um papel fundamental na determinagdo da intensidade e
estabilidade das interacdes entre esses componentes. Em 2014, Xie e colaboradores
avangaram nesse campo ao desenvolverem um sensor conjugado a um polimero para a
deteccdo de fosfatase acida prostatica. Nesse estudo, foi relatada a ativacdo da
fluorescéncia como resultado da interagdo. Na figura 2 abaixo segue a esquematizagao do
processo de interacdo entre QDs e o polieletrdlito.

Figura 2: Esquematizacgdo da interacao entre o quantum dots € o polimero.
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Fonte: adaptado de TOMCZAK et al., 2009.
3. ACIDOS NUCLEICOS

Os 4acidos nucléicos sdo macromoléculas responsdveis pelo armazenamento e
transmissdo das informagdes genéticas entre as células. Existem dois tipos de 4cidos
nucléicos, o 4cido desoxirribonucléico (DNA) e o acido ribonucléico (RNA), ambos sdo
constituidos pela polimerizagdo de nucleotideos. Cada nucleotideo apresenta em sua
estrutura um grupo fosfato, um agucar e uma base nitrogenada. Além disto, as bases



nitrogenadas que compdem os acidos nucléicos podem ser de dois tipos, purinas,
compostas por dois anéis aromadticos, e pirimidinas, compostas por apenas um anel
aromatico (Magalhaes et al., 2011)

A molécula de DNA apresenta maior estabilidade em relagdo a molécula de RNA, a
presencga de um grupo hidroxila (-OH) na estrutura da ribose torna o RNA mais reativo e,
portanto, menos estavel. Essa diferenca ocorre devido ao fato de que a molécula do RNA
fica mais suscetivel a reacdes de hidrdlise por apresentar o grupo hidroxila adicional
(SNUSTAD e SIMMONS, 2010). Outra diferenca ¢ a presenga de um grupo metila que
estd associada a substituicdo da base nitrogenadas timina (presente no DNA) pela uracila
(presente no RNA), como pode ser observado na figura 3 apresentada a seguir.

Figura 3: Estrutura dos acidos nucléicos.
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Fonte: adaptado de ROSSETTI, 2014.

3.1 ESTRATEGIAS DE DETECCAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Segundo Freeman e colaboradores (2012), a deteccao de acidos nucleicos utilizando
nanoparticulas pode envolver diferentes mecanismos, dependendo das propriedades das
nanoparticulas e do sistema de deteccdo empregado. Entre os mecanismos mais comuns
estdo a transferéncia de energia de ressondncia de quimioluminescéncia (CRET), a
extingdo de fluorescéncia por transferéncia de elétrons, e a transferéncia de energia de
ressonancia de fluorescéncia (FRET). Esses processos permitem alta sensibilidade e
especificidade, aproveitando as interagdes fisico-quimicas entre as nanoparticulas ¢ os
acidos nucleicos para gerar sinais detectdveis de forma eficiente. Dentre os mecanismos
mencionados, a transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET) destaca-
se como uma das abordagens analiticas mais amplamente utilizadas devido a sua alta
sensibilidade e confiabilidade, especialmente em aplicagdes bioldgicas.

O FRET baseia-se na transferéncia de energia entre dois fluoréforos proximos, um
doador e um aceitador, cuja eficiéncia depende da proximidade e do alinhamento
espectral entre eles, tornando-o ideal para estudos moleculares que demandam precisdo
na deteccdo de interagdes. No trabalho realizado por Demers et al. (2023), um sensor
altamente eficiente foi desenvolvido para a quantificagdo de DNA utilizando o



mecanismo de FRET, demonstrando a capacidade dessa técnica em detectar até mesmo
pequenas alteragdes moleculares com excelente sensibilidade. De forma semelhante,
Zhang e colaboradores (2023) exploraram o FRET no desenvolvimento de um sensor
baseado em nanoparticulas para a deteccao de RNA. Nesse estudo, as propriedades unicas
das nanoparticulas como sua alta intensidade de fluorescéncia e estabilidade, foram
combinadas com o principio do FRET para criar uma plataforma de detec¢do robusta e
eficaz.



4. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Com base na literatura e considerando os avangos que podem ser alcangados em
diversas areas do conhecimento por meio de estudos nessa tematica, este trabalho buscou
realizar a sintese de quantum dots de CdTe funcionalizados com 4cido mercaptosuccinico.
O objetivo foi produzir um sensor com propriedades ideais para aplicagdo em sistemas
biologicos, incluindo a capacidade de conjugagdo com biomoléculas.

Foram realizadas otimizagdes no processo de sintese, envolvendo tempo de reacdo e
a concentragdo do polieletrolito, buscando melhorar a eficiéncia e a qualidade dos
nanomateriais produzidos. Utilizando a técnica de espectrometria de fluorescéncia, este
estudo visou a detec¢do de acidos nucleicos, como DNA e RNA, cuja relevancia esta
diretamente ligada a diversas aplicacdes clinicas, incluindo diagndsticos de doencgas e
monitoramento molecular. A abordagem proposta combina avangos na nanotecnologia
com técnicas analiticas de alta sensibilidade, contribuindo para o desenvolvimento de
ferramentas inovadoras na area biomédica.
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5 - OBJETIVOS

5. 1-OBJETIVOS GERAIS: Realizar a sintese e caracterizagdo de quantum dots de CdTe
em meio aquoso funcionalizados com acido mercaptosuccinico para determinacao de
acidos nucléicos.

5.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Sintetizar quantum dots de CdTe funcionalizados com 4cido mercaptosuccinico
com tamanhos variados;

2 - Caracterizacdo dos quantum dots sintetizados empregando espectrofotometria e
espectrofluorimetria;

3 - Avaliar a sensibilidade dos diferentes quantum dots sintetizados frente a
polieletrolitos em funcao da variagdo da intensidade de fluorescéncia;

4 - Otimizar os diferentes parametros fisico-quimicos do meio, tais como
concentracdo do polieletrolito, pH, tipo e concentracdo do sistema tampao e forga
i6nica de modo a se obter os melhores parametros para determinacao dos acidos
nucléicos;

5 - Aplicagdo do sensor/sonda em amostra real.
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6 —- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Reagentes e solugoes

Para a realizacdo da sintese dos quantum dots e dos experimentos os reagentes
utilizados sdo de grau analitico de pureza, nao havendo necessidade de purificacio
complementar. Para o preparo das solu¢des foi utilizada 4gua ultrapura (18,2 MQ cm™)
obtida a partir de um ultrapurificador de 4gua Master System MS2000 (Gehaka, Brasil).
Os reagentes citados a seguir foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA) ou Merck
(Alemanha) apresentando grau analitico de pureza igual ou superior a 95%: cloreto de
cadmio (CdCl,), citrato de sddio dihidratado, &cido mercaptosuccinico (MSA), telurito de
sodio (Na,TeOs), borohidreto de sddio (NaBH4), cloreto de polidialildimetilamonio
(CsHi6CIN), BSA (A3608-10G), HSA (068K7538V0), ovoalbumina (A5503-25Q),
lisozima (62971-10G-F), urease (U1875-100mL), lactoalbumina (61302-100G), v-
globulina (G7516-5G), caseina (C8654-500G), protamina (P4020-5G), DNA (Calf
thymus, ctDNA) (D8515-1G), RNA (levedura de torula, tRNA) (R6625-25G). Os demais
reagentes utilizados apresentam pureza minima de 90% ou superior. As solugdes estoques
das macromoléculas (500ug/mL) acimas citadas foram preparadas a partir da pesagem de
cada proteina seguida da solubilizacdo em 4gua. O tampao borato (30mM) foi preparado
por meio de 0,927g de acido borico (H3BO3) diluido em 500mL de dgua ultrapura. Para
o ajuste do pH da solu¢ao tampao foram preparadas solu¢cdes de NaOH e HCI pela
solubiliza¢ao direta dos compostos em agua. Ja a solucdo do polieletrolito cationico
(POLI") foi preparada a partir da dilui¢do de 50 pL do reagente para um volume final de
50 mL com éagua ultrapura.

6.2 Equipamentos

Os experimentos expostos nesse trabalho foram realizados utilizando os seguintes
equipamentos: manta de aquecimento (modelo 8370, LICiT, Brasil), medidor de pH
(modelo PG1800, Gehaka, Brasil), balanga analitica com precisdao de 0,01 mg (modelo
AG200, Gehaka, Brasil), balanga analitica com precisdo de 0,01 mg (modelo AUW220,
Shimadzu, Japdo), centrifuga de bancada (modelo 80-2B, Centribio, Brasil), agitador
magnético (RH basic KT/C, IKA, Brasil), freezer (CVU30, Consul, Brasil),
espectrofotometro UV-vis (modelo AJX-6100PC, Micronal, Brasil), espectrofluorimetro
(RF 5301PC, Shimadzu, Japao).

6.3 Procedimento de sintese dos quantum dots de CdTe

Neste trabalho a sintese dos quantum dots (QDs) de CdTe foi desenvolvida com base
no procedimento descrito por (COSTA, 2020) e (TALL, 2021) com adequacgdes.
Inicialmente foi pesado em tubos de ensaio separados 5,24 mM de cloreto de cadmio
(CdCly), 34 mM de citrato de sédio dihidratado (Na3;CsHs07.2H20), 3,6 mM de acido
mercaptosuccinico (MSA-C4Hs04S), 1,12 mM de telurito de sdédio (Na2TeOs) e 26 mM
de borohidreto de sdédio (NaBH4). Com o intuito de facilitar a transferéncia e evitar
possiveis perdas das solugdes, foram dissolvidos em 2 mL os trés primeiros compostos
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mencionados e, o quarto em 1 mL. J& o borohidreto de sodio foi mantido em seu estado
s6lido. Apds o processo de preparo das solugdes estas foram transferidas para um baldo
de fundo redondo (50mL) preparado anteriormente com 18 mL de 4gua ultrapura e, sob
agitagdo magnética continua foram adicionadas as solu¢des na seguinte ordem: CdCla,
citrato de s6dio, MSA, Na>TeOs ¢ NaBHs. Em seguida, o sistema foi submetido ao
aquecimento sob refluxo até¢ 90°C em diferentes intervalos de tempo, contados a partir do
inicio da etapa de aquecimento. Ao término deste intervalo, as solugdes contendo as
nanoparticulas foi resfriada até atingir temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-
se etanol em excesso até que esta atingisse um aspecto turvo e entdo, o sistema foi deixado
em repouso por 2 h no freezer (-20°C). O material obtido foi submetido por 10 minutos a
centrifugacao a 3500 rpm para remover o excesso de solvente. Esse procedimento foi
realizado por mais duas vezes e, por fim, as nanoparticulas foram dissolvidas em 10 mL
de dgua ultrapura e armazenadas na geladeira em temperatura igual a 4°C. Outras sinteses
foram realizadas com diferentes tempos de reagao (60 e 180 min) e sob outras condigdes
(tampao e pH), no entanto para estes parametros os resultados nao foram satisfatorios.

6.4 Caracterizagdo dos quantum dots de CdTe

Os QDs produzidos foram caracterizados a partir de espectroscopia UV-vis e
fluorescéncia molecular. Os espectros de absor¢ao no UV-vis foram obtidos usando um
espectrofotometro Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) que contém duplo feixe
empregando-se cubetas de quartzo em um intervalo de 350 a 650 nm. Ja os espectros de
emissdao de fluorescéncia foram obtidos a partir do espectrofluorimetro Shimadzu RF
(modelo 5301PC-Japao) também utilizando cubetas de quartzo com um comprimento de
onda de excitagdao (Aex) de 350 nm registrados de 400 a 700 nm. Com isto, a partir das
medidas espectrofotométricas obtidas no processo de absor¢do, com a aplicacdo da
equagao descrita por Peng et al. (2003), demonstrada a seguir, onde D ¢ o didmetro do
nanomaterial em nanémetro e A (nNm) é o comprimento de onda de maior absor¢do do QD
e, por meio da utilizagdo da lei de Beer foi possivel calcular parametros como didmetro e
concentragdo das nanoparticulas.

D = (9,81127x107 )A% - (1,7147x 102 JA2 + (1,0064)\. - 194,84 equacdo (1)
A = exbxCqp equacio (2)
e = 10043xD?>!? equacio (3)

Sendo A o valor da absorvancia para o Amax do QD sintetizado, € é 0 coeficiente de
absortividade molar, Cqp ¢ a concentragio do QD em mol L e b é o caminho 6ptico,
estando relacionado com a cubeta utilizada, sendo assim, este foi fixado em 1,0 cm.

6.5 Avaliag¢do dos pardmetros fisico-quimicos do método proposto

Com o objetivo de otimizar o método, foram realizados diversos testes sob diferentes
condi¢des, tendo a sensibilidade analitica como principal fator de comparagdo. A
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avaliagdo de pH foi conduzida em um intervalo de 5,0 a 9,0, utilizando os tampdes
Britton-Robinson e Tris. Apds identificar o pH de maior sensibilidade (pH = 9,0),
testaram-se diferentes tipos de tampdes, todos preparados na concentracdo de 15 mM,
incluindo: amoniacal (pKa = 9,25), borato (pKa = 9,14) e glicina (pKa = 9,78). A
concentragdo do tampao borato foi também analisada, sendo avaliadas as concentracdes
de 5, 10, 15, 20, 30 ¢ 60 mM. Para estudar a influéncia da for¢a idnica, adicionou-se NaCl
nas concentragdes de 0, 25, 50, 100 e 200 mM, além de um controle sem a presenca de
sal no sistema.

6.6 Avaliagdo da interagdo com polieletrolitos

Em tubos de 5 mL foram acrescentadas concentragdes determinadas dos QD-CdTe
(300 nM), variando a concentragdo do polieletrélito (0,0005 a 0,01% v/v). Em seguida
foi adicionado o tampao, onde foi avaliado o perfil da emissdo de fluorescéncia em pH 9.
O volume de solu¢ao tampao utilizado foi o suficiente para que as amostras atingissem
um volume final igual a 2 mL. Abaixo na figura 4 ¢ possivel visualizar a estrutura da
unidade de repeticao do polimero utilizado.

Figura 4: Representacdo da estrutura da unidade de repeticdo do polimero utilizado.
polieletrolito catidonico (Massa molar 200.000 — 350.000 g mol™).
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Fonte: autora, 2024.
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7 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese do QD-CdTe em meio aquoso envolve a formac¢ao de um complexo entre o
cation metélico (Cd*") em solu¢do na presenca do ligante de superficie, seguida da
reducdo quimica do telurio na presenga do borohidreto de sddio. A adigdo do citrato de
sodio € explicada pelo fato de este evitar a deposicdo de CdTeO3 (CARVALHO, 2017).
Com isto, ocorrem as reagdes (1, 2 e 3) em equilibrio, abaixo demonstradas.

Cd2+(aq) + MSA(aq) : MSA'Cd2+(aq) (I‘eaQﬁO 1)
4Te0s% (aq +3BHa(aq) = 4Te* aq) + 3BO2(ag + 6H20q) (reagdo 2)
XMSA-Cd*" (ag) + Te* aq) = (CdTe)-MSAX(q) (reagdo 3)

Ao adicionarmos o etanol ao sistema, ocorre a diminui¢ao da solubilidade dos QD-
CdTe, e como consequéncia, ocorreu a precipitacdo, a qual ¢ indicada pela turbidez da
solu¢do, conforme indicado por Weng et al, (2006). Em seguida, o sistema foi
acondicionado em repouso a baixa temperatura (-20°C) para auxiliar o processo de
precipitacdo. No ato da centrifugacdo, apds a separacao dos QD-CdTe, as sucessivas
lavagens com etanol servem para retirar os residuos dos reagentes precursores que ainda
poderiam estar presentes (MENDONCA, 2008). O ligante de superficie (MSA) tem como
funcao passivar eletronicamente a superficie desse nanomaterial, tornando possivel que o
QD-CdTe seja soluvel em agua, além de possibilitar a seletividade de analitos a partir dos
grupos funcionais presentes na molécula do funcionalizante (ROCHA, 2023). A estrutura
do MSA (Fig. 5) apresenta um grupo tiol reduzido (-SH), com isto, permite que ocorram
ligagdes fortes e estaveis com o Cd*", e os dois grupos carboxilicos (-COOH) pode tornar
0 QD-CdTe carregado negativamente em sua superficie a depender pH do meio.

Figura 5: Estrutura do 4cido mercaptosuccinico, utilizado como ligante de superficie.
O

OH

SH O
Fonte: autora, 2024.

Com base nos procedimentos acima citados, foram sintetizadas trés nanoparticulas em
diferentes tempos a saber, 60,180 e 360 minutos. A variagdo no tempo de sintese resultou
em nanomateriais com propriedades Opticas distintas, evidenciando o impacto direto do
efeito de confinamento quantico ao qual os quantum dots estdo submetidos. Esse efeito
ocorre devido as dimensdes reduzidas das nanoparticulas, que restringem o movimento
dos portadores de carga, como elétrons e lacunas, dentro das particulas, alterando suas
propriedades eletronicas e Opticas. Parametros como comprimentos de onda de absor¢ado
e emissdo podem ser ajustados a partir do tamanho do nanomaterial (CUNHA et al., 2020).

Devido ao confinamento quantico, as nanoparticulas apresentam propriedades que as
faz ter uma vasta versatilidade e promissoras aplicagdes. A capacidade de controlar
caracteristicas por meio de parametros de sintese ¢ uma propriedade exclusiva destes
materiais, sendo essencial para o desenvolvimento de nanoparticulas otimizadas para
diferentes finalidades.
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Figura 6: Efeito do confinamento quantico sobre as propriedades dos quantum dots
sintetizados.

Fonte: autora, 2024.

De acordo com a teoria de Sugimoto (1987) o aumento do tamanho dos pontos quanticos
estar associado ao processo de difusdo, onde os nanocristais menores tendem a se
dissociarem em favor dos maiores. Deste modo, quanto maior o tempo de sintese, maior
o tempo para que este processo ocorra. A figura 7 apresenta os espectros de absor¢ao e
emissdo de fluorescéncia, comprovando as mudancas nas propriedades Opticas das
nanoparticulas sintetizadas.

Figura 7: Espectros de (A) absorcao e (B) emissao dos QD de CdTe com diferentes
tempos de sintese.
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Fonte: autora, 2024.

Utilizando os dados espectrais obtidos e a partir da equagdo descrita por Peng et al.,
(2003), demonstrada nesse trabalho, foi possivel calcular o diametro dos nanomateriais.
Os resultados alcangados foram apresentados na tabela 1 a seguir. Os mesmos foram
comparados na literatura e os dados demonstraram coeréncia com as informagdes
descritas por COSTA (2020). As concentracdes dos QD-CdTe sintetizados foram de 72,
68, 43 e uM, para os tempos de 60, 180 e 360 minutos respectivamente. Foram realizados
ensaios mantendo as mesmas condi¢des para as nanoparticulas sintetizadas em 60 e 180
minutos, contudo, os resultados alcangados nao foram satisfatorios (Fig. 8). Fato que pode
estar associado ao tamanho reduzido do nanomaterial, que implicard diretamente suas
propriedades. Com isto, o estudo foi continuado com o QD sintetizado em 360 minutos,
que apresentou perfil promissor, pois por apresentar maior tamanho as interagdes tendem
a ser mais fortes e estaveis.
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Tabela 1. Principais parametros dos QD-CdTe-MSA sintetizados em diferentes tempos.

Ligante "1;111111;1) )0 Aabs(nm)  Aem(nm)  'D (nm) ZAN (nm) 3Cop (ULM)
60 475 504 1,31 29 72
MSA 180 527 546 3,05 19 68
360 569 586 3,57 17 43

D = diametro / 2Deslocamento Stokes (AL) = Aem - Aavs / *Cop = concentragdo molar do QD-CdTe.
Fonte: autora, 2024.
7.1 Interagdo entre QD-CdTe e o polieletrolito cationico

De acordo com Faria (2016), os polieletrdlitos formam uma classe de compostos
macromoleculares, que quando dissolvido em um solvente polar, passam a apresentar
cargas elementares distribuidas ao longo da cadeia macromolecular. Essas cargas sao
derivadas da ionizacao de determinados grupos nas unidades monoméricas

Nesse trabalho as nanoparticulas sintetizadas apresentaram cargas negativas,
resultantes dos grupos carboxilicos do acido mercaptosuccinico que foi usado como
funcionalizante e do pH do meio (pKal) = 3,30 e (pKa2) = 4,60 (TOMCZAK; LIU;
VANCSO, 2013). Para promover maior interacdo entre os sistemas (QD-CdTe e
DNA/RNA) foi utilizado um polieletrdlito catidonico. Esse componente foi empregado
com o objetivo de intensificar a interacdo entre as nanoparticulas e os acidos nucléicos.
Portanto, foi realizada uma avaliacdo aumentando a concentragao do polimero, os
resultados obtidos podem ser visualizados na figura 8 (A,B ¢ C), ficando evidente que o
melhor perfil foi apresentado para a nanoparticula sintetizada em 360 minutos, onde além
da supressao da emissao de fluorescéncia (quenching) que se tornou mais pronunciada
com o aumento gradual da concentracdo do polimero, ocorreu ainda o deslocamento
batocromico, que consiste no aumento do comprimento de onda de emissdao, o qual foi
notado visualmente, pela mudanga de cor da solugdo. Esse fendmeno ¢ frequentemente
associado ao aumento da bioconjugagao do sistema, fato que explica o comportamento
observado.

Dessa forma, o mecanismo de interagdo entre os QD-CdTe e o polimero ocorre
predominantemente via interacao eletrostatica. Esse processo promove a agregacao do
nanomaterial, modificando o ambiente ¢ influenciando nas propriedades Opticas,
resultando na supressao da fluorescéncia (XUE et al., 2016).
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Figura 8: Avaliagdo da concentragdo do polieletrolito cationico nas diferentes
nanoparticulas sintetizadas. (A) 60 minutos, (B) 180 minutos e (C) 360 minutos.
Condi¢des: [Tampao BR] = 15mM, pH 7, [QD] =300 nM.
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Fonte: autora, 2024

Sob as mesmas condi¢des, foi realizada uma avaliagdo com um polieletrolito anidnico
com a nanoparticula sintetizada em 360 minutos, contudo, como a principal via de
interagcdo para esse sistema ¢ por interagdes eletrostaticas, ndo foi observado variacdes
relevantes (Fig. 9). Fato que pode estar associado as forgas de repulsdo eletrostaticas entre
0 QD-CdTe e o polimero presentes no meio reacional.

Figura 9: Avaliacdo da concentracdo do polieletrolito anidonico sobre a nanoparticula
sintetizada em 360 minutos. Condigdes: [Tampao BR] = 15mM, pH 7, [QD] =300 nM.
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Fonte: autora, 2024.
7.2 Interagdo entre o QD-CdTe e DNA
No topico acima, foi visto que processo de interagdo entre QD-CdTe e POLI" ¢ via

ligagdes eletrostaticas, ocasionando a diminuicdo na intensidade da emissdo de
fluorescéncia do nanomaterial. Tendo como objetivo a recuperagdo da fluorescéncia
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foram adicionadas ao sistema diferentes concentragdes de ctDNA, que por sua vez,
apresentou uma alta afinidade com o polimero. Deste modo, os pontos quanticos de CdTe
sintetizados neste trabalho atuaram como um biosensor ON/OFF/ON como demonstrado
no esquema da figura 10, cujo limite de detecgdo para ctDNA igual a 0,14pugmL™! para n
= 7. O sistema também foi avaliado por espectroscopia UV-vis que se mostrou mais
sensivel apresentando um limite de detec¢io igual a 0,06 pgmL "

Arecuperacao do sinal de fluorescéncia esta relacionada a alta afinidade entre o ctDNA
¢ o polieletrélito catidonico. Esse processo ocorre porque o ctDNA ¢é capaz de deslocar a
molécula do polimero previamente ligada a superficie do nanomaterial, liberando o
quantum dot ¢, consequentemente, restaurando sua fluorescéncia (Fig. 11). Esse
comportamento também ¢ relatado por Shen e colaboradores (2014), onde pontos
quanticos funcionalizados com glutationa tiveram sua fluorescéncia recuperada baseado
na adi¢do de acido desoxirribonucleico.

Figura 10: Representacdo esquematica da (A) interacdo quantum dot-Polimero e (B)
interacdo quantum dot-Polimero-ctDNA.
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Fonte: autora, 2024.

Figura 11: Determinacao de ctDNA usando QD sintetizado em 360 minutos. (A)
Espectro de emissao do QD-CdTe com ctDNA e (B) curva analitica de quantificacao de
ctDNA por espectrofluorimetria. (C) Espectro de absor¢cao do QD-CdTe com ctDNA e
(D) curva analitica de quantificacdo de ctDNA por espectrofotometria. Condigdes:
Tampao borato a 30mM, pH 9, [QD] = 300 nM, [Poli"] = 0,002% (v/v). Usando slit 3/3
nm em 350 nm.
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Fonte: autora, 2024.
7.3 Ensaio de seletividade para o DNA

A possivel interferéncia de outras espécies, como proteinas e enzimas, que poderiam
impactar a detec¢do do analito foi analisada. Para isso, volumes das solugdes estoques
desses interferentes foram adicionados ao sistema. Os interferentes avaliados nessa etapa
foram BSA, HSA, lisozima, lactoalbumina, y-globulina, hemoglobina, protamina, caseina,
urease, ovoalbumina e RNA.

Dentre essas, como ja era esperado, o ensaio com o RNA apresentou resultados
semelhantes ao observado para o ctDNA, pois essas macromoléculas apresentam
estruturas quimicas parecidas, como pode ser observado, na figura 3 deste trabalho. Além
da maior exposi¢ao da cadeia, segundo Rossetti (2014), a molécula de RNA torna-se mais
reativa devido a presenc¢a da hidroxila no segundo carbono da cadeia molecular da ribose.
A seguir na figura 12 ¢ possivel visualizar os perfis espectrais obtidos para o estudo
realizado com a molécula de RNA, cujos limites de detec¢do foram 0,19 ugmL™ para
espectroscopia por fluorescéncia e 0,05 pgmL™! para espectroscopia UV-vis paran = 7.

Figura 12: Determinacdo de RNA usando QD sintetizado em 360 minutos. (A) Espectro
de emissao do QD-CdTe com RNA ¢ (B) curva analitica de quantificagdo de RNA por
espectrofluorimetria. (C) Espectro de absorcdo do QD-CdTe com RNA e (D) curva
analitica de quantificacdo de RNA por espectrofotometria. Condi¢oes: Tampao borato a
30mM, pH 9, [QD] = 300 nM, [Poli'] = 0,002% (v/v). Usando slit 3/3 nm em 350 nm.
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7.4 Avaliagdo da for¢a ionica

A avaliagdo da for¢a idnica no meio foi avaliada mediante a variagdo da intensidade de
fluorescéncia em fungdo da concentracdo de NaCl no meio reacional. A influéncia da
forca ionica foi analisada por meio da adigdo de diferentes concentragdes de cloreto de
sodio ao meio (0, 25, 50 e 200 mM), de forma semelhante aos procedimentos realizados
em estudos anteriores. Os resultados mostraram uma reducao na intensidade do sinal de
fluorescéncia, atribuida a diminuicdo da intera¢ao entre os componentes do sistema.

Essa reducdo ocorre porque a principal interagdo envolvida é de natureza eletrostatica.
Assim, ao adicionar mais espécies carregadas ao meio, aumenta-se a competicao pelas
interagdes com o analito (LIBERATO, 2017). Na figura 13 ¢é possivel observar o
comportamento mencionado.

Figura 13: Varia¢do no sinal de fluorescéncia do QD-CdTe na presenca de NaCl para
avalia¢do da forca i6nica.
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Fonte: autora, 2024.

7.5 Ensaio de recuperagdo

Para este ensaio foi utilizado saliva, esta foi preparada por meio de uma dilui¢ao, onde
12,5 pL de saliva foram diluidos com tampado para um volume final de 2 mL. Para essa
avaliagdo o melhor resultado foi alcancado por espectroscopia de fluorescéncia (Fig. 13
A e B) para o sistema contendo o RNA. Provavelmente isto se deu pelo fato da molécula
de RNA apresentar menor estabilidade que a do ctDNA, permitindo que ocorram mais
interagdes. Além disso, para a técnica de espectroscopia de fluorescéncia a faixa linear (1
a 10ug mL') foi maior, portanto, a concentracdo de espécies reativas ¢ maior,
influenciando na reatividade do sistema.
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Figura 14: Recuperagdo da intensidade de fluorescéncia a partir de ensaios com saliva.
Condigdes: Tampdo borato a 30mM, pH 9, [QD] = 300 nM, [Poli*] = 0,002% (v/v).
Usando slit (Aex / Aem) de 3/3 nmem 350 nm.
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Fonte: autora, 2024.

Neste estudo, os gquantum dots demonstraram uma dupla funcionalidade, atuando tanto
como sensores quanto como sondas colorimétricas para a detecgdo de ctDNA e RNA. Na
Figura 15, ¢ possivel observar visualmente a recuperacdo do estado inicial dos pontos
quanticos (QD-puro) na presenga das macromoléculas, evidenciando a interagdo
especifica entre as nanoparticulas e os acidos nucleicos.

A utilizacdo de nanoparticulas como sondas colorimétricas ainda ¢ um campo pouco
explorado, apesar do seu grande potencial. Essa abordagem oferece vantagens
significativas, como alta sensibilidade, especificidade e a possibilidade de detecgao visual,
o que pode facilitar o desenvolvimento de métodos simples e acessiveis para analises
biomoleculares.

Figura 15: Quantum dots como sondas fluorescentes. Recuperacdo da fluorescéncia.
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Fonte: autora, 2024
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8 — Figuras de Mérito

A partir das otimizagdes realizadas, foi possivel confeccionar curvas normalizadas
para quantificagdo dos acidos nucleicos no meio (Figura 16). A partir delas, pdde-se obter
as seguintes informacdes: faixa linear de 0,2 a 40 pg mL™!, com limite de detec¢io
equivalente a 0,14 pg mL™!, desvio padrio relativo igual a 2,35% para o DNA ¢ 0,19 pg
mL"'e 7,20 % para o RNA para fluorescéncia. Ja no UV-vis a partir da faixa linear de 0,1
a 1 pg mL!, apresentou limite de detec¢do igual a 0,06 ug mL™!, desvio padrio igual a
3,03 % para o DNA e 0,05 ng mL™"! e 4,02 % para o RNA.

Figura 16: Curvas analiticas para quantificacdo de acidos nucleicos utilizando quantum
dot sintetizado em 360 min.
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Para fins de comparagdo, pode-se observar diferentes sistemas e seus dados estatisticos
para a determinagdo de acidos nucleicos nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Comparagdo entre diferentes sistemas.

Sistema Fa(l;)jgarlr;ll??)a f (“;25_1) Ref.
CdTe:Zn* 0-30 0,021 MA et al. 2019
CdTe:GSH 0-5,0 0,003 SHEN et al. 2014
CdZn:TeS 0-100 0,09 YANG et al. 2019
CdTe:MSA 0-40 0,06 Autora

Fonte: Autora, 2024.
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9 - CONCLUSAO

Com base no conjunto de experimentos foi verificado que os QDs de CdTe
produzidos possuem uma alta fluorescéncia, resultando em espectros de emissdo bem
definidos ¢ com elevada emissdao. Em resumo, a estrutura do QD-CdTe sintetizado em 6h
apresentou caracteristicas cruciais que favoreceu a interagdo com o polimero. Ja os acidos
nucléicos apresentaram alta afinidade com o polieletrdlito cationico, resultando em um
sensor ON/OFF/ON e uma sonda colorimétrica. Além disso, apresentou uma maior
fluorescéncia e ndo sofreu variagdo significativa desta caracteristica com a alteracdo do
meio reacional. A interacdo da nanoparticula com os acidos nucleicos apresentou um
melhor comportamento analitico na presenca de um polimero catidnico
independentemente do pH. Avaliando os demais parametros, foi constatado que a
concentragdo e o tipo de tampao sdo fatores de grande influencia quanto a sensibilidade
do nanomaterial, sendo escolhido o tampao borato a 30 mM devido aos seus pKa’s
favoraveis a atividade tamponante. Foi ainda constatado que a presenca de espécies
10nicas podem ocasionar interferéncias na analise, pois houve interferéncias significativas
da forca i6nica ao adicionar NaCl ao meio reacional, pois 0 mesmo interferiu na
sensibilidade do método devido ao aumento da competitividade entre as espécies contidas
no sistema. Ja no ensaio de recuperacao de fluorescéncia, o RNA apresentou o melhor
desempenho, o que pode ser atribuido a sua maior capacidade de interagdo com o sistema,
em decorréncia de sua estrutura quimica.
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