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BARBOSA, L. S. V. - Avaliacdo da interacdo de aminoacidos com pontos quéanticos de
CdTe recobertos com glutationa para andalise de urina e suplementos alimentares —
Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2019.

RESUMO

Os aminoacidos (AA) sdo os principais constituintes das proteinas, sendo que a sua
deficiéncia ou acumulo acarreta em danos a saude. Diferentes métodos foram
desenvolvidos com uso de pontos quanticos (QD), como sondas fotoluminescentes para
determinacgéo indireta de AA em diferentes matrizes. Esses métodos se basearam na
estratégia on-off-on, que consiste na remocao dos supressores (usualmente espécies
metalicas) da superficie do QD pela interagdo com os analitos. Assim, 0 presente
trabalho visa a avaliacdo da interacdo direta de QD e diferentes AA para o
desenvolvimento de métodos analiticos e sua aplicagio em amostras de urina e
suplementos. Ensaios de sensibilizacdo dos QD de CdTe recoberto com glutationa
(GSH-CdTe) com diferentes tamanhos foram realizados frente a sete aminoacidos
isoladamente e divididos de acordo com as propriedades de sua cadeia lateral. Estudos
das nanosondas com diferentes temperaturas e forca idnica foram realizados para
avaliacdo dos mecanismos preferenciais de supresséo do sinal de emissdo do QD e tipo
de interacdo AA-QD. Parametros quimicos do meio, tais como pH (5 a 10), concentracdo
do tampéo (0,1 a 0,8 mol L), tamanho (2,2 a 3,0 nm) e concentragéo (2,5 a 35 ymol L
1) do QD foram avaliados para assegurar maior sensibilidade ao método. Foi observado
gue os AA que possuem carga positiva ou cadeias polares neutras, nomeadamente a
L-histidina (His) e L-treonina (Thr), causaram a supressao de até 90% da luminescéncia
dos nanocristais. A avaliagdo dos parametros reacionais demonstra que em tampao
amoniacal (0,25 mol L) a pH 8,0 o nanocristal de 2,2 nm respondia unicamente a His,
indicando alta seletividade da sonda luminescente ao analito. Estudos acerca do
mecanismo de supresséo da emissao do QD e interacdo His-QD indicaram a ocorréncia
de quenching estatico com variacdo da constante de associacdo do complexo (Ksv)
variando de 2,8x10 a 0,94x10 L mol! nas temperaturas de 20 a 35°C. Foram
determinados os parametros termodindmicos da interacdo His-QD por meio das
equacodes de Van’ Hoff, obtendo valores de AH=-76,5 kJ mol?, AS=-227,4 J K mol* e
AG de -9,8 a -6,4 kJ mol?* (T= 20 a 35°C). Adicionalmente, néo foi observada variacédo
do Ks (AKs<11%) devido a alteragdo da forga i6nica do meio indicando
preferencialmente interacbes por forca de Van der Waals e/ou ligacdo de hidrogénio.
Foi constatado ocorréncia de paralelismo entre as curvas analiticas em meio aquoso e
amostra indicando a auséncia de efeito de matriz. Nas condi¢fes 6timas o método
desenvolvido apresentou faixa linear de trabalho de 2,5 a 35 mmol L* (r = 0,9970, n =
7). O limite de deteccdo igual a 1,6x10* mol L (0,025 mg mL™?), apresentando boa
precisdo com RSD<2,5% (para 2,5 e 20 mmol L?; n= 6). A exatiddo do método foi
avaliada por meio dos ensaios de adi¢cdo e recuperacao para dois a trés niveis de
concentragdo em triplicata real em amostras de urina e suplemento, apresentando
valores de recuperacdo adequados para ambas as amostras dentro da faixa de 80 a
120% demonstrando boa exatiddo. O método foi aplicado em amostras de urina e
suplemento de cloridrato de L-histidina. N&o foi detectado histidina nas amostras de
urina analisada, por outro lado, nas amostras de suplemento foi determinado His em
guantidades iguais a 134,5 £ 5,0 e 417,2 + 0,2 mg por tablete.

Palavras-chave: . Métodos Luminescentes. Teste clinico. Controle qualidade alimentos.
L-histidina.



ABSTRACT

Amino acids (AA) are the main constituents of proteins, and their deficiency or
accumulation leads to health damage. Different methods were developed with the use
of quantum dots (QD), as photoluminescent probes for indirect AA determination in
different matrices. These methods were based on the on-off--on strategy, which consists
in removing the suppressors (usually metal species) from the QD surface by interaction
with the analytes. Thus, the present work aims to evaluate the direct interaction of QD
and different AA for the development of analytical methods and its application in urine
samples and supplements. Sensitization assays of glutathione-coated CdTe QD (GSH-
CdTe) with different sizes were performed against seven amino acids alone and they
were divided according to the properties of their side chain. Studies on nanoprobes with
different temperatures and ionic strength were performed to evaluate the suppression
mechanisms of QD emissions and type of AA-QD interaction. Chemical parameters of
the medium, such as pH (5 to 10), buffer concentration (0.1 to 0.8 mol L), size (2.2 to
3.0 nm) and concentration (2.5 to 35 pmol L) of the QD were evaluated to ensure
greater sensitivity to the method. It was observed that AAs that have a positive charge
or neutral polar chains, namely L-histidine (His) and L-threonine (Thr), have caused the
suppression of up to 90% of the luminescence of nanocrystals. The evaluation of the
reaction parameters shows that in ammoniacal buffer (0.25 mol L*?) at pH 8.0 the
nanocrystal of 2.2 nm responded solely to His, indicating high selectivity of the
luminescent probe to the analyte. Studies on the His-QD mechanism suppression of QD
emission and interaction indicated the occurrence of static quenching with variation of
the complex association constant (Ks) ranging from 28.1x10 to 0.94x10 L mol? at
temperatures of 20 at 35° C. The thermodynamic parameters of the His-QD interaction
were determined using the Van 'Hoff equations, obtaining values AH= -76.5 kJ mol?,
AS= -227.4 J K1 mol! and AG de -9.8 a -6.4 kJ mol?! (T= 20 a 35°C ) In addition, no
variation of Ks, (AKsy <11%) was observed due to the change in the medium ionic
strength indicating preferentially interactions by Van der Waals force and/or hydrogen
bonding. Parallelism was observed between the analytical curves in agueous medium
and sample indicating the absence of matrix effect. Under optimal conditions the
developed method presented a linear range of 2.5 to 35 mmol L (r =0.9970, n=7). The
detection limit was 1.6x10* mol L (0,025 mg mL™?), showing good precision with RSD
<2.5% (for 2.5 and 20 mmol L*; n = 6). The accuracy method was evaluated by addition
and recovery assays for two to three concentration levels in real triplicate in urine and
supplement samples, presenting adequate recovery values for both samples, in the
range 80 to 120%, demonstrating good accuracy. The method was applied to urine
samples and L-histidine hydrochloride supplement. Histidine was not detected in urine
samples. On the other hand, in supplement samples, His was determined in amounts
equal to 134.5 £ 5.0 and 417.2 + 0.2 mg per tablet.

Keywords: Luminescent methods. Clinical assay. Food quality control. L-histidine.
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1. Introducéao

Os aminoacidos (AA) sao compostos quaternarios de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, possuindo em sua estrutura 0s grupos amino
e carboxilico ambos ligados a um carbono a, o qual tem sua valéncia completada
por uma cadeia lateral (-R) (Figura 1). Os AA podem ser classificados no tocante
a sua cadeia lateral R como: apolares, polares neutros, basicos e acidos. Esses
compostos sdo 0s principais constituintes das proteinas, sendo, portanto,
responsaveis pela construcdo e reparacdo dos musculos, tenddes, pele,
ligamentos, glandulas, unhas e cabelos. S&o responsaveis pela producao de
enzimas que coordenam algumas fungdes organicas no metabolismo, ajudando
também na producdo de horménios e neurotransmissores (NELSON; COX,
2014).

Figura 1. Estrutura genérica do aminoacido

Fonte: https://www.bioinformatics.org/tutorial/1-3.html

Existem mais de 500 aminoacidos na natureza, mas o cédigo genético
humano s6 consegue codificar 20, sendo os enantibmeros levogiro encontrados
em maior abundancia quando comparados aos dextrogiros. O corpo humano é
capaz de sintetizar dez desses aminoacidos, os ditos ndo-essenciais, sendo
eles: L-alanina, L-cisteina, L-serina, L-tirosina, L-arginina, L-asparagina, L-
glutamina, L-prolina, L-glicina, acido aspartico e acido glutamico. Ja os
aminodacidos essenciais, que nao sao sintetizados pelo organismo humano, séo:
L-isoleucina, L-valina, L-leucina, L-fenilalanina, L-histidina, L-lisina, L-triptofano,
L-metionina e L-treonina. Os aminoacidos essenciais podem ser providos por
meio de uma dieta adequada, sendo encontrados principalmente na carne
bovina, suina, aves, derivados lacteos e ovos. Para agueles que nao consomem
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esses tipos de alimentos, outra fonte de ingestdo desses aminoacidos pode ser
feita por meio de uma combinagdo de gréos, leguminosas, folhas verdes e
vegetais amilaceos, tais como: feijdo, ervilha, lentilha, amendoim, espinafre,
couve, brocolis, batata doce, batata inglesa, entre outros. Por meio dessa
combinacéo é possivel obter fontes completas de proteinas (VANNUCCHI et al.,
2016).

Em alguns casos, a ingestao desses aminoacidos deve ser feita de forma
controlada, pois a falta ou o acumulo de destes esta associada a algumas
doencas.

A caréncia de alguns aminoécidos, essenciais e ndo essenciais, pode
acarretar em serios danos a saude, como distarbios no crescimento e
desenvolvimento do individuo. A exemplo, a falta de L-serina pode causar
distarbios neurometabdlicos, agravando quadros de microcefalia congénita,
retardo psicomotor severo e convulsdes (DE KONING, 2006).

Algumas condi¢cBes neuropsiquiatricas estdo associadas a falta de
aminoacidos aromaticos, como o triptofano e a fenilalanina, estes desempenham
papel fundamental na producdo de horménios como a serotonina, a qual se
converte em melatonina (horménio do sono), noradrenalina, adrenalina e
dopamina. A perturbacéo na biossintese desses neurotransmissores € capaz de
levar o individuo a quadros de depressado, bem como, a diminuicdo da qualidade
de vida (STRASSER et al., 2016).

Aminoéacidos ndo essenciais podem se tornar essenciais sob condicbes
de estado de estresse, podendo chegar a estados catabdlicos quando a
capacidade de sintese de aminoacidos enddgenos é excedida. A exemplo
desses aminoacidos semi-essenciais tém-se a arginina e a glutamina. A baixa
biodisponibilidade de arginina e glutamina pode causar doencas variadas como
doenca falciforme, talassemia, malaria, asma aguda, fibrose cistica, hipertensao,
doenca cardiovascular, certos tipos de cancer e trauma, entre outros (MORRIS
et al., 2017).

A anemia é um dos principais quadros de salude associado a doenca renal
cronica (DRC). Dietas deficientes em histidina predispdem individuos saudaveis
a este quadro, acentuando-o em individuos que possuem uremia cronica. A

histidina aumenta a absorcdo de ferro e exibe alta capacidade antioxidante
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eliminando os radicais (espécies reativas de oxigénio) responsaveis por
disfuncéo endotelial e doencas cardiovasculares (VERA-AVILES et al., 2018).

Para tratamento desses casos de deficiéncia desses AA, além de uma
dieta adequada, faz-se necessario o uso de alguns suplementos alimentares, os
quais estdo associados a efeitos nutricionais, metabolicos e/ou fisiologicos que
se destinam a complementar a alimentagéo normal (PIRES, 2016). Entretanto,
devido a ampla oferta desses suplementos, bem como o consumo sem
orientacdo médica ou nutricional, torna-se importante avaliar o teor desses
aminodacidos nesse tipo de amostra, visando a confiabilidade e qualidade desses
produtos frente a legislacdo vigente para trazer beneficios ao consumidor.

As aminoacidopatias sdo doencas causadas devido a erros inatos no
metabolismo, isto €, mutacdes nos genes que codificam proteinas especificas,
resultando em uma ma formacao da estrutura primaria dessas proteinas ou na
quantidade de proteinas sintetizadas. Essas doencas sdo classificadas como
distarbios que déo origem a intoxicacdo aguda ou progressiva da acumulacdo
de compostos toxicos ao metabolismo, neste caso, 0 acimulo de aminoacidos
(WAJINER et al., 2019).

O acumulo de aminoacidos nédo € associado apenas aos erros inatos do
metabolismo, mas também podem servir com marcadores sensiveis do estado
nutricional e da funcdo de diversos 6rgdos como figado, rins, intestino e
musculos, de modo, que a mudancas nas concentracfes desses aminoacidos
devem ser monitoradas de forma exata (BLAU; DURAN; GIBSON, 2008)..

Algumas das aminoacidopatias mais comuns sao a fenilcetandria, que é
um disturbio do metabolismo associado ao acumulo de fenilalanina no organismo
devido a uma falha na conversdo da fenilalanina a tirosina pela enzima
fenilalanina  hidroxilase = (PAH), levando ao comprometimento do
desenvolvimento cognitivo e neurolégico (CAMPISTOL et al., 2017). Tem-se
também, a doenca da urina do xarope de bordo que é um erro inato no
metabolismo de aminoacidos de cadeias ramificadas (leucina, valina e
isoleucina), a qual acarreta danos cerebrais podendo levar a morte. O acumulo
desses AA acarretam em cetoacidos que geram um odor caracteristico de
xarope de bordo a urina (BLACKBURN et al., 2017). Assim como, a argininemia

que é uma desordem hereditaria que leva ao acumulo de arginina, que acarreta
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em quadros de atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual, convulsdes,
tremor e dificuldade de equilibrio e coordenacéo (WASIM et al., 2018).

Por outro lado, hipermetioninemia é uma aminoacidopatia assintomatica,
causada por uma deficiéncia no metabolismo de conversdo da metionina em
homocisteina (TALLAN; SCHAFFNER; D, 1981). Outra importante
aminoacidopatia é histidinemia, que é autossémica recessiva provocada pela
deficiéncia da enzima histidaze, a qual catalisa a converséo da histidina em &cido
urucanico. Em alguns casos esses disturbios podem acarretar em deficiéncia
mental e dificuldade na fala (LEVY, 2002).

Essas desordens podem ser tratadas por meio da remog¢ao das toxinas
por dietas especiais ou medicamentos, podendo ser diagnosticadas e
monitoradas pela analise quantitativa de aminoacidos no plasma e na urina dos
individuos portadores das aminoacidopatias com base, usualmente, em técnicas
de separacdo, destacando as técnicas cromatograficas e eletroforese capilar
(SHARMA et al., 2014).

1.1 Métodos analiticos para determinacdo de aminoéacidos.

Diferentes métodos analiticos foram desenvolvidos para determinacao de
aminoacidos em diversos tipos de amostras, sendo 0s métodos baseados em
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) os mais utilizados (BILUCA et al.,
2019; CEVIKKALP et al., 2016; SONG et al., 2018; ZHU et al., 2016b). Muitos
estudos tém sido desenvolvidos visando melhorias aos métodos ja
estabelecidos, tanto no pré-tratamento das amostras, quanto na diversificacao
da aplicacdo das técnicas analiticas na determinacdo de aminoacidos em fluidos
biol6gicos e amostras alimentares.

A exemplo desses métodos pode-se destacar a cromatografia liquida de
ultra performance acoplada ao espectrometro de massas (UPLC-MS), em que
Fingerhut e colaboradores (2016) o utilizaram com a finalidade de determinar
aminoacidos em plasma de pacientes que possuem a doenca de urina de xarope
de bordo (leucinose), tirosinemia e fenilcetanutria (FINGERHUT; ROSCHINGER;
HECK, 2016; FREETO et al., 2007). J& Szkudzinska e colaboradores (2017)
empregaram a mesma técnica para a determinacéo de aminoécidos em misturas
de racdes e amostras de centeio (SZKUDZINSKA et al., 2017).
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A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) foi
utilizada por Held e colaboradores (2011) no campo da medicina veterinaria para
determinacdo de aminoacidos livres em plasma canino, visto que o indicio dos
mesmos em plasma pode ser utilizado para diagndstico de cancer (AZUMA et
al., 2016). Adicionalmente, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem (LC-MS/MS) também foi utilizada para a determinagéo
de aminoacidos em urina de pacientes que possuem aminoacidopatias como
uma alternativa a cromatografia de troca ibnica, visando uma diminuicdo do
tempo de analise (HELD; WHITE; PASQUALI, 2011).

Um método empregando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) foi desenvolvido para determinar
aminoacidos em amostras de urina de modo a estudar a diabetes mellitus em
periodo gestacional (LORENZO et al.,, 2015), bem como, para quantificar
aminoécidos livres em amostras de carne (PEREZ-PALACIOS et al., 2015).

Os aminoéacidos também foram quantificados por outra técnica de
separacdo como a eletroforese capilar em diversos tipos de amostras
alimentares (LUO et al., 2017; OMAR; ELBASHIR; SCHMITZ, 2017; PEREZ-
MIGUEZ; MARINA; CASTRO-PUYANA, 2016).

Recentemente, 0 uso de sensores eletroquimicos e de nanoparticulas
como sonda vém ganhando destaque no ambito da quimica analitica. Yola e
colaboradores (2015) desenvolveram um sensor eletroquimico baseados em
nanoparticulas de ouro com MIP (polimero molecularmente impresso, do inglés
Molecularly Imprinted Polimer) para a determinacéo de tirosina em amostras de
leite. Os mesmos pesquisadores desenvolveram um sensor voltamétrico para a
determinacao simultanea de tirosina e triptofano em amostras de soro sanguineo
(YOKUS et al., 2016; YOLA; EREN; ATAR, 2015).

Os métodos baseados em separacdo cromatograficos embora sejam
altamente sensiveis, seletivos e exatos, com limite de deteccdo (LOD) e limite
de quantificacdo (LOQ) usuais mais baixos do que os obtidos por métodos 6ticos
baseados em absorcdo e emissdo molecular, sdo métodos que apresentam alto
custo de aquisicdo, operacdo e manutencdo. Adicionalmente, sdo comuns
etapas laboriosas de pré-tratamento da amostra, etapas de derivatizacdo dos
analitos e menor frequéncia analitica (SHARMA et al.,, 2014). Visando a
diminuicdo de custos e tempo, sem grande prejuizo a sensibilidade analitica,
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destacam-se o0s meétodos baseados na fluorescéncia molecular para a
determinacdo de aminoacidos. Dentro deste panorama emerge o0 uso de pontos

guanticos como sondas fotoluminescentes.

1.2 Fluorescéncia molecular
1.2.1 Pontos quanticos: fluoréforos ndo organicos

Os pontos quanticos (QD do inglés, Quantum Dots) sdo nanoparticulas
cristalinas semicondutoras que tém sido objeto de muitos estudos cientificos
devido ao fato de serem, fluéroforos altamente eficientes e pelas suas
propriedades Oticas, destacando-se entre elas a fotosensibilidade,
fotoestabilidade e Iluminescéncia. Esta Uultima é uma propriedade muito
importante desses nanocristais, pois ela permite que eles possam ser usados
como fotosensores e no desenvolvimento de meétodos analiticos (CUI; HE;
CHEN, 2015; FRIGERIO; ABREU; SANTOS, 2012).

Os semicondutores coloidais, pontos quanticos, sao cristais simples de
diametro na escala do nanémetro, que podem emitir em diferentes comprimentos
de onda, com um mesmo tipo de material, modificando-se apenas o tamanho
dos cristais, tornando estd uma particularidade que distingue com grande
vantagem os QD dos outros tipos de flu6foros (ROGACH, 2008).

Os QD podem ser considerados particulas intermediarias entre &tomos e
moléculas, que por vezes sdo denominados quasi-atomos. Uma molécula
simples tem sua energia calculada por meio da combinacao linear dos orbitais
atdmicos (CLOA), enquanto que os QD tém sua energia calculada pela equacéo
de Schrddinger. Os orbitais externos dos atomos do nanocristal se combinam
aos novos orbitais moleculares ligantes (baixa energia) e antiligantes (alta
energia) levando a formacao de bandas, em que os orbitais ligantes formam a
banda de valéncia e os orbitais antiligantes formam a banda de condugé&o. O
intervalo entre essas bandas, chamado de “gap” diminui com o aumento de
atomos adicionados ao nanocristal, isto é, diminui com o aumento do tamanho
do nanocristal (MENDONCA, 2008).

O efeito do tamanho sobre a luminescéncia € muito significante para
esses nanocristais, sendo compreendido devido ao confinamento do éxciton de

Bohr, isto é, do par elétron-buraco. O efeito de confinamento quantico ocorre a
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partir do momento em que o tamanho da nanoparticula € menor ou igual ao raio
do éxciton de Bohr do respectivo semicondutor macroscopico. O fenémeno de
fluorescéncia nos QD por sua vez é observado pela recombinacao radiativa do
par elétron-buraco apos um elétron ser excitado da banda de conducao para a
banda de valéncia. Do ponto de vista estrutural, possiveis defeitos na superficie
dessas estruturas cristalinas atuam como armadilhas (trap) para o par elétron-
buraco impedindo a sua recombinacao radiativa, gerando emisséo de radiacéo
eletromagnética intermitente, com um rendimento quantico muito baixo (BOERO
et al., 1997).

O processo de funcionalizacdo consiste em recobrir a superficie dos QD
com moléculas que sdo capazes de estabelecer uma ligacdo forte com a
superficie dos QD, em uma das extremidades, deixando a outra extremidade
livre para interagir com o meio. Os ligantes de superficie tém a vantagem de
diminuir os defeitos na superficie dos nanocristais, estabilizando quimicamente
os QD em solugdo, além de aumentar a sua estabilidade luminescente.
Comumente tidis de cadeia curta sdo empregados como modificadores de
superficie, o que permite que haja a ligacdo com o nucleo do QD, além de possuir
grupos carboxilicos e/ou grupos hidroxi, os quais os tornam hidrofilicos
permitindo que os QD revestidos com esses ligantes possam ser utilizados como
fotosensores em solugcbes aquosas (RODRIGUES et al., 2017).

Atualmente os pontos quanticos vém sendo utilizados em dispositivos
optoeletrénicos, fotovoltaicos, biomédicos, dentre outros (CHANIOTAKIS;
BUICULESCU, 2014). Ha uma tendéncia por parte da quimica analitica em
utiliza-los ao invés dos fluoréforos organicos, pois a modificacdo da sua
superficie com ligantes hidrofilicos que possuem diversos grupos funcionais,
permite que a nanoparticula funcionalizada seja aplicada no desenvolvimento de

meétodos mais seletivos.

1.2.2 Fendbmenos de superficie: interagéo entre os QD e os analitos

A sensibilizacdo dos QD por espécies de interesse sdo fendmenos
dependentes da superficie, isto é, dependem dos defeitos do nanocristal e do
tipo de ligante de superficie. Por meio dessas interacdes é possivel observar os
fendbmenos de amplificacdo ou supressao do sinal de emisséo, sendo este Ultimo

0 mais comumente observado e utilizado como resposta para o desenvolvimento
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de métodos analiticos. Na literatura ha poucos casos em que se utiliza os QD de
CdTe como sonda fotoluminescente para determinagdo de ions e compostos
organicos em que o analito em questdo atua como uma espécie capaz de
passivar a superficie dos QD levando a amplificacéo (do inglés, enhancement)
do sinal de emissdo. Os mecanismos de enhancement, comumente Sao
descritos como a formagcdo de um complexo supramolecular em que o analito
atua como uma espécie convidada a qual é incorporada a uma molécula
hospedeira, e entdo, o complexo supramolecular formado € absorvido na
superficie do QD de modo a apassiva-la. Ainda podem se dar por mecanismos
que envolvem a interagdo dos QD com substancias que contém grupos
funcionais como tibis e aminas. Nesses casos, 0s ions de superficie que
possuem orbitais incompletos aceitam pares de elétrons dos atomos doadores
do analito, como nitrogénio e enxofre (RODRIGUES et al., 2017).

O fenbmeno de supressdo de emissdo dos QD, conhecido como
guenching, €& amplamente utilizado pela quimica analitica no tocante
desenvolvimento de métodos. Esse fenbmeno depende do tipo de interacdo
entre o QD e a espécie supressora, que por sua vez depende da temperatura e
da viscosidade do meio (ZHAO et al.,, 2012). Esse fendmeno pode ser
caracterizado como quenching dinamico (do inglés, dynamic quenching),
estatico (do inglés, static quenching) ou uma combinacao dos dois tipos.

A maneira mais eficiente para distinguir esses tipos de quenching é medir
o tempo de meia vida. Para uma supressao dindmica é observado a diminuicédo
da intensidade de fluorescéncia e do tempo de vida a medida que a concentracéo
do analito aumenta. Isso ocorre devido as colisdes entre a superficie dos QD e
as moléculas ou atomos do analito, para os quais ha uma transferéncia de
energia que favorece 0s processos nao-radiativos (conversao interna, conversao
intersistemas, conversdo externa e relaxacdo vibracional), diminuindo o
rendimento quantico do QD. Esse mecanismo é controlado pela velocidade de
difusdo dessas espécies em solucdo, dependendo também da temperatura e
viscosidade do solvente (LAKOWICZ, 1999).

A supressdo estatica ocorre quando a extremidade do ligante de
superficie do QD forma um complexo com um centro metalico ou com uma outra
molécula no estado fundamental, antes do QD ser excitado, impedindo que haja

7

uma recombinacdo radiativa que é responsavel pela sua emissdo de
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fluorescéncia. Ou seja, os fluoréforos ndo complexados terdo estados normais
de excitagdo, havendo a conservagdao do seu tempo de meia-vida sendo a
emissao reduzida pela reducdo da populacdo de fluoréforos capazes de emitir
apos excitacao (KHAN et al., 2017).

Stern-Volmer definiu o processo de supressdo do sinal de emissédo do
fluor6foro como uma interacéo bimolecular que compete com todos 0s processos
moleculares radiativos e nao-radiativos (BOAZ, 1950). As curvas de Stern-
Volmer sdo caracterizadas por uma relacdo nédo-linear entre intensidade de
emissao do fluor6foro e a concentragdo do quencher. Quando ocorre a
combinacdo do quenching dinamico e estatico o perfil de variagcdo do sinal
luminescente é caracterizado pelo polinémio abaixo (Equacéo 1):

2 =1+ (Kp + ks)[Q] + Kpks[Q]? (Equagzo 1)
em que Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia do QD na auséncia e na
presenca do quencher, Ko e Ks sdo as constantes de quenching dinamico e
estético, respectivamente e [Q] é a concentracdo molar do quencher (CHEN;
ZHANG,; TIAN, 2015).

Os mecanismos de interacfes entre os QD e os analitos que levam a esse
fendbmeno de quenching podem ser caracterizados por transferéncia de elétron
(ET do inglés electron transfer,), transferéncia de energia por ressonancia de
fluorescéncia (RET do inglés resonance energy transfer) ou por mudancas na
carga superficial do QD ou ligantes.

A ET consiste em um processo de fotoexcitacdo e posterior relaxagao
gerando um par elétron-buraco (éxciton de Bohr) que podem atuar como
doadores ou aceptores de elétrons. Na presenca de espécies oxidantes ou
redutoras, o par doador-aceptor gerado leva a uma competicdo pela
transferéncia eletrébnica de modo a impedir a recombinacédo radiativa do par
elétron-buraco diminuindo a intensidade de emissédo do QD, enquanto que o
mecanismo de RET envolve as intera¢gbes dipolo-dipolo entre um doador e um
aceptor (QD ou analito), em que a probabilidade de RET, depende da distancia
entre os dipolos (FREEMAN; WILLNER, 2012).
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Os tiois de cadeia carbbnica curta desempenham um papel fundamental
nas propriedades fisico-quimicas dos QD, uma vez que, determinam a
funcionalidade quimica e a carga superficial da nanoparticula, a qual surge por
meio da ionizacdo dos grupos funcionais dos ligantes de superficie dependendo
diretamente do pH do meio e de sua hatureza quimica. A recombinacéao radiativa
do par elétron-buraco pode ser afetada devido a mudanca nessa carga
superficial ou devido a presenca de ligantes, os quais dificultam a difusado de
analitos com mesma carga na superficie dos QD. Os QD recobertos com ligantes
tidlicos que conferem uma carga global negativa a nanoparticula séo capazes de
estabelecer interacbes com analitos que possuem cargas positivas (ions
metalicos ou moléculas organicas) do tipo eletrostatica ou ligagdo de hidrogénio

(DONEGAN; RAKOVICH, 2013).

1.2.3 Uso dos QD como sondas fotoluminescentes

Métodos analiticos foram desenvolvidos baseados nos fendbmenos de
interacdo entre os QD e diversos tipos de analitos, como, ions metalicos,
moléculas organicas (biomoléculas), acidos nucleicos (RNA e DNA), vitaminas,
antibiodticos, dentre outros, bem como, o uso dos mesmos no desenvolvimento
de sensores quimicos e eletroquimicos (Tabela 1). A exemplo deste ultimo,
Hasanzadeh e colaboradores (2016) desenvolveram um sensor eletroquimico de
QD de grafeno (GQD) recoberto com particulas magnéticas de Fe3Os4 (Fes0a4
MNP-GQDs), o qual foi projetado para especificamente para melhorar e capturar
de forma efetiva os sinais eletroquimicos de aminoacidos em pH fisiologico
(HASANZADEH et al., 2016).
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Tabela 1. Métodos analiticos para determinacdo de AA utilizando QD como sondas
fotoluminescentes.

Aminoacido Interacéo Metal Amostra Referéncia

Glutamato Direta (enhancement) Amostra (HOSSEINI et al.,,
sintética 2015a)

His Indireta Ni2* Fluidos (WU; YAN, 2010)
biolégicos

His Indireta Mn?* Amostra (YANG et al., 2015)
sintética

His Indireta Cu? Imagem em (ZHU et al., 2016a)
células vivas

Arg Indireta AuNPs Plasma (LIU et al., 2017)

His Direta Fluidos (CHE et al., 2019)
bioldgicos

His e Tre Indireta Cu? Soro (LIU et al., 2013)
sanguineo

Fonte: Autoria prépria, 2019

Pontos quéanticos de grafeno foram utilizados como sensor para
determinacdao de glutamato (Glu) em uma amostra sintética de aminoacidos,
demonstrando alta seletividade frente a outros aminoacidos, sendo observado
um enhancement no sinal de emissédo do GQD a medida que a concentragédo do
Glu aumentava (HOSSEINI et al., 2015a). O efeito de enhancement também foi
observado por Hosseini e colaboradores (2014) no sistema QD de CdSe-H20:2
na presenca histidina e triptofano. Essa reacao esta baseada no efeito catalitico
desses aminoacidos na reacédo dos QD com o peroxido de hidrogénio, de modo
a gerar um aumento significativo na emissao de fluorescéncia desse sistema
(HOSSEINI et al., 2014).

Os métodos analiticos que utilizam QD como sondas fotoluminescente,

em sua grande maioria sdo baseados em mecanismos de quenching, os quais a
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depender da sensibilizacdo do QD com o sistema quimico, pode ser uma
desvantagem para aplicacdes praticas devido ao fato do QD interagir com outras
espécies presentes no meio além do analito, promovendo supressdes
indesejadas. Entéo, estratégias de deteccdo indireta da fotoluminescéncia, vem
sendo exaustivamente empregadas para determinacdo das espécies de
interesse.

Essas estratégias baseiam-se em uma primeira etapa em que se verifica
uma extingdo da fluorescéncia do QD (turn-off) por espécies selecionadas
(usualmente ions metalicos), para posterior reestabelecimento da fluorescéncia
(turn-on) a partir do reconhecimento da espécie alvo. Métodos baseados nessas
estratégias turn-off-turn-on foram amplamente empregados para determinacéo
de aminoacidos.

A exemplo desses métodos, tem-se a determinacdo de histidina em
fluidos bioldgicos utilizando QD de CdTe recobertos com homocisteina (Hyc)
modulado com Ni?*. A fotoluminescéncia do QD de Hyc-CdTe é facilmente
extinta na presenca do Ni?* devido a ligagéo do Ni?* com a Hyc na superficie do
QD gerando uma transferéncia de elétrons do QD para o ion metalico. A alta
afinidade da histidina ao Ni?* permite que o mesmo se dissocie da superficie do
QD para formar um complexo estavel com a His em solu¢éo de modo a recuperar
a fotoluminescéncia do QD de Hyc-CdTe. Esse método demonstrou alta
seletividade diante de outros aminoacidos estudados (WU; YAN, 2010).

Da mesma forma outros trabalhos foram reportados na literatura utilizando
a mesma estratégia, como Yang e colaboradores (2015) desenvolveram um
sensor para monitoramento de histidina em solucédo aquosa empregando QD de
GSH-CdTe em que a espécie supressora, isto é, a espécie responsavel pelo
turn-off foi o fon metalico Mn?* (YANG et al., 2015), bem como, o uso de
nanoparticulas de carbono dopados com nitrogénio (N-CQD) para quantificacédo
rapida e seletiva de histidina, utilizando como supressor o ion metéalico Cu?*, o
qgual forma um complexo mais estavel com a histidina do que com a superficie
do QD (ZHU et al., 2016a).

A arginina foi quantificada baseada no efeito de filtro interno (EFI) de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) na fluorescéncia de QD de TGA-CdTe. As
AuNPs ao serem estabilizadas com citrato na presenca dos QD extinguia a

fluorescéncia dos mesmos pelo EFIl. Essa fluorescéncia era reestabelecida a
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medida que a concentracdo de arginina aumentava, pois esta era capaz de
induzir a agregagdo das AuNPs, diminuindo o EFI, pela formagcdo de um
complexo (LIU et al., 2017).

Um biossensor foi desenvolvido por Liang e colaboradores (2017) visando
a determinacao de DNA de fita dupla (dsDNA) com emprego de QD de carbono
(CQD) e MPA-CdTe. A fluorescéncia do MPA-CdTe era extinta por mitoxantrona
e era restaurada na presenca do DNA, enquanto a fluorescéncia do CQD
permanecia constante para permitir a deteccao do DNA. A resposta analitica era
baseada na razdo entre as intensidades dos QD. Essa metodologia foi aplicada
para a quantificacdo de dsDNA do virus HIV (LIANG et al., 2017).

A estratégia de deteccao indireta da fotoluminescéncia foi desenvolvida
para aumentar a sensibilidade e seletividade da metodologia analitica, porém, a
deteccao direta da fotoluminescéncia baseada no fendbmeno de quenching é uma
alternativa mais rapida, eficaz e simples para o desenvolvimento de métodos
analiticos, visto que, ndo se baseia em etapas de extingdo e reestabelecimento
da fluorescéncia.

Dentre esses métodos pode-se destacar o uso de nanoparticulas de GSH-
CdTe/CdS para determinacdo de sanguinarina (SA), um farmaco que possui
atividade antimicrobiana e potencial atividade anticancer, baseada no
mecanismo de interagao direta entre o QD e o analito, o qual levou ao quenching
da emisséo do QD (SHEN; LIU; HE, 2014).

De mesmo modo ions metdlicos e moléculas organicas foram
determinados baseados em mecanismos de interagdo direta. Elmizadeh e
colaboradores (2018) desenvolveram uma metodologia altamente seletiva,
sensivel, rapida e simples para determinacdo de Cr3" em amostras de agua
utilizando nanoparticulas de CdTe-L (ELMIZADEH et al., 2018).0s QD de TGA-
CdTe foram empregados como sondas fotoluminescentes na determinacdo de
Ni* em amostras de agua de torneira e agua residuais de uma planta de
galvonoplastia (ZARE et al., 2017), bem como, para a determinacéo de histamina
em amostras de atum (KHAN et al., 2017). QD de TGA-CdTe conjugados com
Concavalina A (Con A) foram utlizados na determinacdo direta de
lipopolissacarideo para posterior reconhecimento da bactéria Serratia
marcescens (EBRAHIM et al., 2015).
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Mais recentemente, Che e colaboradores (2019) desenvolveram uma
nova rota de sintese para pontos quanticos de carbono dopados com Cu?* com
o0 intuito de quantificar histidina em amostras biolégicas por meio da interacao
direta His-Cu-CQD, visto que, His e Cu?* formam complexos bastantes estaveis,
de modo que a metodologia analitica se tornou mais seletiva (CHE et al., 2019).

Muitos métodos foram desenvolvidos visando a determinacdo de uma
gama de analitos, dentre eles, a determinacdo de aminoacidos em sua maioria
por deteccao indireta. Ressalta-se que, apenas dois trabalhos com determinacéo
direta de AA foram relatados na literatura, contudo um deles se baseou na
estratégia de formacdo de complexo AA-metal. Portanto, para o
desenvolvimento de métodos diretos, rapidos e simples, faz-se necessario a
compreensao acerca dos mecanismos de interacdo entre os QD e os AA, bem
como a avaliacdo dessa estratégia sobre os parametros de desempenho

analitico.
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CAPITULO 2



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliacao sistematica da interacao direta de pontos quanticos de CdTe e
aminoécidos em funcédo da cadeia lateral dos mesmos para o desenvolvimento

de método analitico para analise de suplementos e/ou urina.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a interagéo direta dos QD de GSH-CdTe de diferentes tamanhos
com sete aminoacidos essenciais de acordo com as caracteristicas das
suas cadeias laterais;

e Estudar o fendbmeno de supressao do QD de GSH-CdTe por parte do
analito, avaliando o tipo de interagdo e os parametros termodinamicos
(AH, AS e AG);

e Otimizar e validar o método proposto pelo estabelecimento das melhores
condicdes de analise e dos parametros de desempenho analiticos
(preciséo, exatidao, faixa linear de trabalho, limites de quantificacdo e

determinacao) e aplica-lo em amostras reais de urina e suplemento
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CAPITULO 3



3. Experimental
3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes empregados foram com grau analitico e suas
solugdes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q ,Elga, Purelab Option-Q,
United Kingdom) com resistividade especifica 18,2 MQ cm*. Para sintese dos
pontos quanticos foram utilizados NaBH4 (98%), CdCl2.5H20 (79-81%), Na2TeOs
(99%), citrato de sédio e glutationa, todos adquiridos da Sigma Aldrich (EUA) e
NaOH (98%, Moderna, Brasil). Para o preparo da urina artificial foram utilizados
CaCl2.2H20, NaCl, Na2S04, KH2PO4, KCI, NH4ClI, Ureia e creatinina, todos
adquiridos da Merck (Alemanha).. Todos os aminoacidos empregados L-alanina
(Ala), L-asparagina (Asn), L-glicina (Gly), L-isoleucina (lle), L-leucina (Leu), L-
valina (Val), L- fenilalanina (Phe), L-histidina (His), L-arginina (Arg), L-lisina (Lys),
L-treonina (Thr), L-triptofano (Trp), L-metionina (Met), L-acido aspartico (Asp), L-
acido glutamico (Glu) foram da Merck (Alemanha). Foram preparados tampdes
a partir do acetato de sédio (0,25 mol L, pH 4-6), NH4CI (0,1 a 0,8 mol L%, pH
8-10) e TRIS (0,25 mol L, pH 7) todos da Merck (Alemanha)). As solucdes de
trabalho dos QD foram preparadas diariamente na faixa de concentracéo 7,4 a
50,0 umol L. As solucdes de referéncia dos aminoacidos que foram avaliados
também foram preparados diariamente na concentragdo de 1 mmol L, a partir
das quais foram tomadas aliquotas adequadas para a obtencdo da faixa de
concentracdo de 1,6 a 333 umol L. Para avaliacdo dos interferentes foram
utilizadas solugdes padrdo dos metais Zn(ll) e Co(ll) (1000 mg L) (Specsol,

Brasil), e solu¢gdes dos aminoacidos supracitados de concentracdo 1 mmol L.

3.2 Instrumentacéao

Todos os reagentes foram pesados em uma balanca analitica (Toledo,
AR2140) e as medidas de pH foram realizadas com o auxilio do pHmetro
(OHAUS, ST3100-F) com eletrodo combinado de vidro. Para a purificacdo e
separacdo do QD, bem como o preparo das amostras, foi utilizada uma
centrifuga (Marconi, MA-1810, Sao Paulo, Brasil) a 4000 rpm por 10 minutos.
Para as analises opticas foram utilizados um espectrofluorimetro (Aexc= 400 nm;

Aem= 420 a 720 nm) (VARIAN, Cary Eclipse, Australia) e um espectrofotdmetro
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de absorcdo molecular no UV/Vis (VARIAN, Cary 50 eclipse, Australia) com
varredura de 200 a 800 nm.

3.3 Sintese dos pontos quanticos e caracterizacao otica

A sintese dos pontos quanticos é baseada em uma Unica etapa por via
hidrotérmica, que consiste na injecdo do precursor calcogeneto em solucdo
aquosa contendo um precursor metalico, seguida por um periodo de refluxo na
temperatura de ebulicdo da agua. Nesse procedimento, o grupo tidlico GSH foi
utilizado como ligante de superficie, de modo a diminuir os defeitos da mesma.

A rota de sintese hidrotérmica adotada seguiu o0 procedimento
previamente adotado por Rogach e colaboradores com pequenas modificagdes
(ROGACH et al., 1996). Resumidamente, os nanocristais de GSH-CdTe foram
obtidos a partir de 200 mg de NaBHj4, 55,4 mg de Na2TeOs, 460 mg de Glutationa
e 310 mg de citrato de sddio, aos quais foi adicionada uma solucéo de 120 mL
de CdCl2 (concentracdo igual a 1,9 g L), sob agitagcdo magnética e ajuste de pH
com solucédo de NaOH (0,1 mol L) para pH 10,2, mantendo a relacdo molar
entre Cd:Te:GSH em 1:5:6. O frasco reacional foi colocado em refluxo sobre
um banho de silica com agitacdo magnética e controle de temperatura. O
controle de tamanho dos QD foi feito de acordo com o ajuste de tempo da
sintese. As solucdes de nanocristais de GSH-CdTe foram purificadas por meio
da precipitacdo com etanol. Entdo, o precipitado foi centrifugado (4000 rpm) por
10 min e seco a vacuo em dessecador empregando silica como agente
dessecante.

A caracterizacao das propriedades 6ticas dos QD de GSH-CdTe foi feita
a partir da obtencao dos espectros de absorc¢do (200 a 800 nm) e emissao (450
a 600 nm, Aexc= 400 nm). A estimativa de tamanho médio dos QD sintetizados
foi realizada empregando-se o modelo matematico proposto por Yu e

colaboladores (2003) (equacgao 2):

D = (9,8127x1077)23 — (1,74147x1073)A? + (1.0064)A — (194,84) (Equacao 2)

em que A € o comprimento de onda de absor¢do maxima do primeiro pico

excitbnico e D o didametro médio das particulas.
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Para a determinacéo da concentracao das dispersdes dos QD foi utilizada
a lei de Beer-Lambert (equacgao 3):
A= €eCL (Equacéo 3)

em que A é absorbancia maxima da dispersédo do QD, C é a concentracdo dos
nanocristais (mol L), L é o caminho 6tico percorrido pelo feixe de radiacéo, o
qual foi fixado em 1 cm, e € € o coeficiente de extingcdo molar que pode ser

calculado segundo a equacao 4:

€ = 3450 x AE x (D)%** (Equacdo 4)

em que AE é a energia de transicdo correspondente ao primeiro pico de
absorcdo e D é o diametro das nanoparticulas. Desconsiderando o valor da

energia de transicao do primeiro pico de absor¢céo chega-se a equacgéao 5:

€ = 10043(D)*1? (Equacéo 5)

por meio da qual foi possivel obter os valores de € para cada tamanho do
nanocristal sintetizado. A concentracao das dispersdes dos QD foi determinada

substituindo os valores de € na equacéo 3.

3.4 Procedimentos
3.4.1 Avaliacédo da interacdo dos QD com aminoéacidos

A interacdo dos QD de GSH-CdTe com aminoacidos essenciais foi
avaliada dividindo os aminoacidos em trés grupos de acordo com as
caracteristicas de suas cadeias laterais: L-isoleucina, D-leucina e L-valina
(apolares), L-histidina e L-arginina (basicos) e L-treonina e L-triptofano (polares
neutros). Os ensaios foram realizados pela adi¢cdo de aliquotas que variaram de
0,05 a 2,0 mL das solugées testes de aminoacidos de 0,1; 0,2 e 0,5 mmol L'i(as
quais foram preparadas a partir de solu¢des estoques individuais dos mesmos
de concentracdo 1 mmol L) na sonda luminescente composta de 1,0 mL de QD.
O volume final foi completado até 3,0 mL e homogeneizado. Uma aliquota teste
foi transferida para um cubeta de quartzo e o espectro de emissao foi registrado
de 450 a 600 nm (Aexc= 400 nm).
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Para a avaliacdo da interacdo AA-QD foram preparadas diariamente
solucdes estoque dos QD de concentracédo de 50,0 umol L2, 7,4 umol L e 8,6
umol L para os QD de 2,2 nm (verde); 2,8 nm (amarelo) e 3,0 nm (laranja),
respectivamente, baseadas na intensidade de emissdo de cada QD.
Resumidamente, todos os ensaios fluorimétricos realizados sdo apresentados
na Tabela 2 com destaque as aliquotas tomadas das referidas solucdes estoque.
Adicionalmente, todos os testes foram realizados em duplicata para cada
aminoécido testado tomando como sinal de referéncia o registrado pela leitura

da solucéo de GSH-CdTe na auséncia do analito (ensaio 1).

Tabela 2. Ensaios para as andlises dos diferentes aminoécidos frente aos QD.

Ensaio Aliquota do QD Aliquota da solugdo  Concentracao final
(mL) estoque de do aminoéacido
aminoacido (mL) (mmol L)

1 1 0 0

2 1 0,05 0,0016
3 1 0,15 0,005
4 1 0,25 0,0083
5 1 0,75 0,025
6 1 1 0,033
7 1 1,5 0,050
8 1 2,0 0,066
9 1 1,2 0,080
10 1 1,5 0,100
11 1 2,0 0,130
12 1 1,2 0,200
13 1 1,5 0,250
14 1 2,0 0,333

Fonte: Autoria prépria, 2019
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3.4.2 Influéncia da acidez no meio reacional

A influéncia da acidez do meio na interacao AA-QD foi avaliada para os
aminoacidos de cadeia lateral apolar. Os ensaios foram realizados por meio da
adicdo de uma aliquota de 2,0 mL do AA na sonda luminescente composta por
1,0 mL de QD (2,2 nm, 0,05 mmol L) e 1,0 mL do tampé&o com pH final igual a
4,5; 5,0 e 6,0 empregando solu¢bes tampao de acetato de sodio/acido acético
(HAc/Ac). Para tanto, foram preparadas solucdes individuais dos aminoacidos
L-isoleucina, L-valina e D-leucina com concentracdo de 1,0 mmol. L1, As andlises

foram feitas conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Ensaios para a avaliagdo da influéncia da acidez do meio reacional na interagédo
AA/QD.

Aminoacido Aliguota do QD Aliguota do Solucéo do tampéao
(mL) aminoécido (mL) de acetato de
sodio (mL)
L-Isoleucina 1 2 2
L-Valina 1 2 2
D-Leucina 1 2 2

Fonte: Autoria prépria, 2019

3.4.3 Avaliagdo do mecanismo de supresséo

O mecanismo de supressao foi investigado mediante avaliacdo do efeito
da temperatura. Para os ensaios foi preparada uma solucdo estoque de His
(129,0 mmol L) para tomada de aliquotas de 38 a 271 uL de modo a obter uma
faixa de concentracéo entre 5,0 e 35 mmol L. A aliquota da solucédo de His foi
adicionada a sonda composta por 0,25 mL do QD (2,2 nm, 20,0 umol L) e 0,25
mL do tamp&o amoniacal (0,25 mol L, pH 8), para volume final de 1,0 mL. Os
ensaios foram acondicionados nas temperaturas de 20°C (banho de gelo 27°C
(temperatura ambiente) e 35°C (banho aquoso). As andlises foram feitas
mediante a adicdo da aliquota teste a cubeta de quartzo e o espectro de emisséo
foi registrado de 450 a 600 nm (Aexc= 400 nm) nas temperaturas supracitadas.

O efeito da forca ibnica foi avaliado por meio da adi¢cado de NaCl (0,1 a 0,3
mol L'1) a sonda composta por 0,25 mL de QD (20,0 pmol L, 2,2 nm) e 0,25 mL
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de tampé&o amoniacal (0,25 mol L, pH 8) na presenca da histidina na faixa de

concentracéo de 5,0 a 35,0 mmol L.

3.4.4 Otimizacdo do método

O método foi otimizado segundo um modelo univariado, em que
parametros como tamanho do QD e sua concentracdo, pH e concentragao do
tampao foram otimizados. A variagdo da intensidade do sinal fluorescente foi
tomada como resposta analitica para determinacdo das condi¢bes oOtimas de
analise.

Os tamanhos de QD foram avaliados individualmente frente ao
aminoacido. Foram preparadas solu¢des estoques dos QD de 2,2 nm (50,0 umol
L), 2,8 nm (7,4 umol L) e 3,0 nm (8,6 umol L1). A sonda composta por 1 mL
do QD foi adicionada aliquotas do aminoacido que variaram de 0,05 a 2,0 mL,
as quais foram tomadas de solu¢Bes estoques individuais dos mesmos de
concentracdo 1 mmol L%, para volume final igual a 3,0 mL.

A concentracao hidrogenibnica, tendo como resposta o valor de pH, foi
otimizada utilizando-se diferentes tipos de tampdes. Para pH 5 foi utilizado o
tampdo HAc/Ac (0,25 mol L), pH 7 tampédo TRIS/HCI (0,25 mol L) e para pH
8 e 10 foi utilizado o tampdo amoniacal (0,25 mol L1). Uma aliquota de 1,0 mL
do tampao foi adicionada a sonda composta por 1,0 mL do QD na presenca do
analito (5 e 20 mmol L) para volume final de 3,0 mL. Diante do valor de pH
otimizado, a concentracdo do tampao foi entéo investigada na faixa de 0,1 a 0,8
mol L.

Para a avaliacdo da concentracdo do QD foram preparadas solucoes
estoques de concentracdes entre 2,5 e 30 umol L1, em que a aliquota de 1,0 mL
do QD foi avaliada na presenca de 1,0 mL do tampé&o e do analito (20 mmol L™1).

O estudo de interferentes foi feito por meio da adicdo de aliquotas
adequadas de solucdes de referéncia de aminoacidos e metais, de modo a obter
os valores maximos de tolerancia para o método estipulados a partir da variacao
da resposta analitica de 5% para mais ou para menos. Para ambos
procedimentos uma aliquota do analito (20 mmol L) foi adicionada a sonda
composta por 0,25 mL do QD e 0,25 mL do tampao na presenca dos interferentes

separadamente (Vi= 1,0 mL).
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3.4.5 Validagcdo do Método

O método otimizado foi validado por meio de uma curva analitica, a qual
foi construida em meio aquoso com 6 niveis de concentracdo em triplicata, a
partir da diluicdo adequada da solucdo estoque de His de modo a obter a faixa
de concentracdo de 2,5 a 35 mmol L. De acordo com a resolucdo 166 da
ANVISA (BRASIL, 2017) foram determinados os parametros como LOD e LOQ,

os quais foram calculados de acordo com as equacdes 6 e 7, respectivamente:

LOD = % (Equacéo 6)

LOQ = % (Equacéo 7)

em que s € o desvio padrao residual da linha de regresséo e IC é o coeficiente
angular da curva analitica . A precisdo do método foi determinada por meio da
avaliacao do desvio padréo relativo (RSD, do inglés relative standard deviation)
para dois niveis de concentracédo da faixa linear de trabalho (2,5 e 20 mmol L,
n = 6) de acordo com a equacao 8:

RSD ==x 100 (Equacéo 8)

Rilw

onde x é a média das réplicas de solucbes padréo e s é seu desvio padrao.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de adicdo e
recuperacdo em amostra real de urina em trés niveis de concentragéo (5,0; 10,0
e 20,0 mmol L), as quais foram coletadas de voluntarios adultos saudaveis.
Essas amostras foram congeladas a temperatura de -4°C desde o momento da
coleta até as analises. A etapa de pré-tratamento das amostras consistiu em
centrifuga-las em 4000 rpm por 10 minutos antes das analises. De modo a avaliar
o efeito matriz, conforme descrito na norma 166 da ANVISA (BRASIL, 2017), o
critério adotado para a investigagdo do mesmo foi a avaliagdo do paralelismo
entre as curvas relativas ao analito em solvente e amostra fortificada. Desse
modo, foi preparada uma curva analitica em meio de urina e uma curva analitica

em meio de urina artificial, segundo o procedimento de Laube e colaboradores
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(LAUBE; MOHR; HESSE, 2001), a fim de compara-las com uma curva analitica
em meio aquoso.

As amostras de suplementos de cloridrato de L-histidina (L-histidina.HCI)
foram obtidas de farmacias locais de manipulacdo em forma de capsulas com
teores de 150 mg e 500 mg de His por capsula. Para as analises, 10 capsulas
foram homogeneizadas e entéo foi pesada uma massa equivalente a massa de
uma capsula a L-histidina, sendo o0s ensaios realizados em triplicata
independentes. Essas amostras foram solubilizadas em 2,0 mL de agua
deionizada e depois filtradas (papel de filtro qualitativo) por gravidade.

Para ambas as amostras (urina e suplemento) as analises foram feitas
mediante a tomada de uma aliquota de 0,250 mL das solu¢des das amostras, a
qual foi adicionada a sonda composta por 0,250 mL de tamp&o amoniacal (0,25
mol L1, pH 8,0) e 0,250 mL da dispersédo do QD (20,0 umol L), para um volume
final de 1,0 mL.
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CAPITULO 4



4. Resultados e discusséo
4.1 Caracterizacédo das propriedades oticas QD

Apoés a realizacdo das sinteses foram obtidos QD de GSH-CdTe de
diferentes tamanhos. A glutationa (GSH) foi escolhida como ligante de superficie
tendo em vista a sua compatibilidade em meios biolégicos devido a suas fungdes
bioquimicas no metabolismo humano, bem como, a sua possivel interacdo com
biomoléculas (aminoacidos). A caracterizacao das propriedades 6ticas dos QD
foi feita mediante obtencdo dos espectros de absorcdo e emissdo que sao
mostrados na Figura 2.

Figura 2. Espectros de absor¢éo para os QD de GSH-CdTe de (A) 2,2 nm, 2,8 nm e 3,0 nm. (B)
Espectros de emisséo para os respectivos tamanhos de Qd de GSH-CdTe sintetizados.
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Os espectros de emissao para os QD sintetizados apresentaram uma banda de
emissao estreita, sugerindo que os QD sintetizados tém distribuicdo de tamanho
homogénea, o que pode ser comprovado pelos valores da largura de banda a
meio pico (FWHM, do inglés “Full Width Half Maximum”) calculados (Tabela 4)
(SANTANA, et al., 2015).

Tabela 4. Caracterizacdo das propriedades éticas dos QD sintetizados.

Concentragao
Tamanho FWHM  Aemissdo Aabsorgao Tempo de do QD Cor de
o]
do QD (nm)  (nm) (nm) (nm) sintese (min) emissao
(umol LY)

2,2 36 528,95 496,98 15 8,8 Verde
2,8 42 552,05 521,21 40 3,8 Amarelo
3,0 56 567,05 537,03 60 3,0 Laranja

Fonte: autoria prépria, 2019
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ApOs a caracterizacdo Optica foi possivel obter QD de GSH-CdTe com
estimativa de tamanho médio que variou de 2,2 a 3,0 nm, com comprimentos de
emissdo na faixa de 528,97 a 537,03 nm com as respectivas cores de emissao de

verde a laranja.

4.2 Avaliacdo da interacdo dos QD com aminoéacidos

O desenvolvimento de métodos fluorescentes empregando nanocristais
de CdTe para determinacdo de aminoacidos essenciais majoritariamente foram
baseados na estratégia turn-off-turn-on. A formacao de complexos estaveis entre
aminodacidos e ions metalicos pode ser adotada para sensibilizacédo indireta dos
QD, tendo sido, portanto, foco de atencao a ja bem conhecida interagdo ion-AA
e/ou ion-QD. Dessa forma, para os estudos de sensibilizacdo direta de QD de
GSH-CdTe por AA foi avaliada a forma de interacdo entre essas espécies com
base na carateristica das suas cadeias laterais.

Os AA em meios aquosos podem se apresentar de trés formas diferentes:
cationica (pH < pl (ponto isoeletrdnico)), zwitterion (pH = pl, carregados positiva
e negativamente, a carga total € nula) e aniénica (pH > pl). Os ensaios iniciais
para a avaliacdo da interacdo AA-QD foram realizados em meio aquoso. Para
tanto, os AA foram divididos em trés grupos distintos: lle, Val e Leu (apolares),
His e Arg (basicos) e Trp e Tre (polares neutros), e foram avaliados
individualmente frente aos distintos tamanhos de QD sintetizados (2,2; 2,8 e 3,0
nm).

Para o QD de 3,0 nm foi possivel observar que os aminoacidos de cadeia
lateral apolar (lle, Val e Leu, pl 6,0) ndo apresentaram variagéo significativa no
sinal de emissao do QD (AF < 5%). O mesmo comportamento foi observado
para os aminoacidos de cadeias laterais polares neutras, Tre (pl 5,6) e Trp (pl
5,9) e para os aminoacidos de cadeia lateral basicas, His (pl 7,6) e Arg (pl 10,8),

em meio aguoso, como mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Avaliac@o da interagdo de pontos quéanticos de GSH-CdTe de diferentes tamanhos
(2,2; 2,8 e 3,0 nm) com os aminoacidos Iso, Leu, Val, Trp, Tre, His e Arg na concentracao de
80,0 ymol L1, em meio aquoso (Dados: Aexcitagio = 400 NM, Aemissao= 528,95 nm; 552,05 nm e
567,05 nm, respectivamente).
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Fonte: Autoria prépria, 2019

Os aminoacidos de cadeia lateral apolar apresentaram um
comportamento semelhante ao observado para os QD de 3,0 nm para os QD de
2,8 nm, ndo apresentando uma variacao significativa na emisséo dos QD (AF <
5%). O Trp também néo apresentou interagdo com o QD de 2,8 nm, contudo a
Tre propiciou um decaimento no sinal de emissdo do QD de 2,8 nm para
concentracées de 80,0 umol L (AF=23%) em meio aquoso (Figura 3) chegando
a supressao total do sinal de emissédo do QD para concentra¢cdes acima de 250

umol L (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo da interacdo do QD de GSH-CdTe de 2,8 nm com o aminoacido L-treonina
na faixa de concentracdo de 1,6 a 333 pmol L1 em meio aquoso. (Dados: Aexcitacao= 400 nm e
Aemisszo= 552,05 nm)
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

Esse comportamento ainda é passivel de investigacéo devido a escassez
de trabalhos na literatura que apresentem a determinacdo da Tre mediante
interacdo direta com o QD, visto que, a interacdo indireta ainda € a mais
comumente usada, como no trabalho desenvolvido por Liu e colaboradores que
visou a determinacéo desse AA por meio da interacao QD-ion/ion-AA (LIU et al.,
2013).

Os QD de 2,2 nm também foram avaliados frente aos aminoacidos em
meio aquoso. Os aminoacidos de cadeia lateral apolar e polar neutra nao
apresentaram variacdo significativa no perfil de emissao desse nanocristal (AF
< 5%) (Figura 3). No tocante aos AA de cadeia lateral basica era esperado que
a presenca de carga positiva em suas estruturas promovesse uma interagao do
tipo eletrostatica com a carga negativa do ligante tiolico, porém a disponibilidade
de sua carga depende do seu pl (ponto isoelétrico) e do pH do meio.

A Arg (pl 10,8) né&o apresentou interagao significativa com nenhum
tamanho de QD sintetizado (AF = -9%), embora se encontre majoritariamente
em sua forma catibnica em meio aquoso. A His (pl 7,6) por sua vez néo

apresentou variacao no perfil de emissdo dos QD de 2,8 nm e 3,0 nm, porém
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para o QD de 2,2 nm, foi possivel observar uma variacdo significativa na
intensidade de emissédo do QD para concentracdes acima de 80,0 umol L (AF=
75%) sendo observada uma atenuacéo brusca do sinal, chegando a supresséo

da emissédo da sonda empregada para concentracdes a partir de 100,0 umol L*

(Figura 5).

Figura 5. Avaliacao da interacdo do QD de GSH-CdTe de 2,2 nm com o aminoacido L-histidina
na faixa de concentragdo de 1,6 a 333 pmol L' em meio aquoso. (Dados: Aexcitacao= 400 nm e
Aemisszo= 528,95 nm)
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Fonte: autoria prépria, 2019.

Essa interagdo efetiva da L-histidina com o QD 2,2 nm se deu devido a
presenca do grupo imidazol na sua cadeia lateral. Destaca-se que investigacdes
anteriores comprovaram a interacdo direta entre compostos imidazélicos e QD
(DONG et al., 2009) Além do que, como o meio reacional apresentava pH = pl
da His, a sua carga total € nula, pois ela se encontra na forma de zwitterion, isto
€, 0 grupo amina se encontra carregado positivamente e o grupo carboxilico se
encontra carregado negativamente possibilitando uma interacdo do tipo ligacéo
de hidrogénio ou forcas de Van der Waals com o ligante de superficie do QD
(glutationa) (RAMIREZ-HERRERA et al., 2017; RAWAT; KAILASA, 2014).

O decaimento do sinal de emissédo dos QD foi apenas observado para o
menor tamanho sintetizado frente a His na faixa de concentracdo avaliada (1,6
a 333 umol LY). Esse comportamento pode estar relacionado ao fato que para

tamanhos menores do QD (2,2 nm) os supressores podem atingir o core do QD
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e/ou interagir com o0s caps. Neste caso, as concentracbes de L-histidina
avaliadas foram suficientemente elevadas de modo a aumentar as interacdes
efetivas entre esta e a superficie dos QD (core e cap) durante o seu tempo de
vida excitado, levando assim a uma supresséo do sinal de emissédo da sonda.
Esse fenbmeno néo foi observado para os tamanhos maiores de QD (2,8 e 3,0
nm), pois quanto maior o tamanho da nanoparticula, maior é a superficie, e
entdo maior a quantidade de moléculas de glutationa a interagir com o analito,
bem como, ha também o aumento das forcas de atracdo e repulsdo entre os
ligantes de superficie e o analito impedindo a aproximacdo do mesmo com 0
nucleo do QD (ZHONG et al., 2012).

De modo a avaliar o modelo de interacao, foram feitos ensaios em meio
acido visando propiciar a protonacdo dos sitios basicos de aminoacidos de
cadeia lateral apolar (Iso, Leu e Val, ambos possuem pl 6,0) os quais
previamente n&o interagiram com os QD avaliados.

A faixa de pH avaliada foi escolhida baseada no fato que em meios &cidos
os QD tém a sua eficiéncia quantica diminuida, devido a protonacéo dos grupos
carboxilicos, fato este que ocasionaria na obtencéo de sinais de referéncia (QD
na auséncia de aminoacido) baixos, ou até mesmo a supressdo total,
inviabilizando o emprego da sonda. Foi possivel perceber que em pH 4,5 os
aminoéacidos de cadeia apolar apresentaram um decaimento significante no sinal
de emissdo do QD na faixa de 5 a 23%, esse mesmo comportamento foi
observado em pH 5,0 como uma faixa de decaimento de 14 a 25%, né&o
apresentando interagéo significativa em pH 6,0 (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo da influéncia do pH na interagdo entre os aminoacidos apolares e o QD de
GSH-CdTe de 2,2 nm. (Dados: Aexcitagio= 400 nM; Aemissao= 528,95; Caa= 80,0 umol L1; Cqp = 50,0
pumol L1).
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Fonte: autoria prépria, 2019

Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que em pH menores
do que o pl dos AA, a forma catiénica do aminoéacido prevalece, de modo que,
pode-se presumir que quando o grupo amino do aminoacido esta protonado
(forma catidnica) as interacfes entre esses e 0s ligantes de superficie sera do
tipo eletrostética, (carga positiva do grupo amino com a carga negativa do grupo
carboxilico).

Os aminoécidos Tre e His apresentaram uma interacao significativa frente
aos QD de 2,8 nm e 2,2 nm, respectivamente. Tendo em vista que ambas foram
avaliadas nas mesmas condi¢fes analiticas e mesma faixa de concentracéo (1,6
a 333 upmol L71), a His interferiu no perfii de emissdo do QD mais
significativamente do que a Tre (maior percentual de decaimento para
concentracdo de 80,0 umol L?), sugerindo uma interacdo com o QD mais

eficiente, sendo, portanto, escolhida como espécie alvo.
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4.3 Mecanismo de quenching para o sistema GSH-CdTe-his

Os fendbmenos de superficie que podem levar a supresséo do sinal de
emissdo do QD podem ser caracterizados como dinamico, estatico ou uma
combinacéo dos dois, nesse caso o modelo de Stern-Volmer é caracterizado por
uma relagao néo-linear e representado pelo polinGmio da equagéo 1.

De acordo com a Figura 7, o grafico de Stern-Volmer apresentou um
comportamento linear para a faixa de concentracédo avaliada (5 a 30 mmol L),
mostrando que o mecanismo de quenching entre o GSH-CdTe e a histidina n&o
€ uma combinacdo do quenching dinamico e estatico (SHEN et al., 2013). A
equacao de Stern-Volmer determinada para a interacao His-QD foi igual a Fo/F
= (0,99669+ 0,00859) + (17,93434 + 0,86803)[His] (r = 0,99305).

Figura 7. Grafico de Stern-Volmer para o sistema GSH-CdTe-His. (Dados: Chis= 0 a 0,035 mol
L1, Cop= 20,0 umol L, pH 8,0.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
O estudo do mecanismo para o sistema GSH-CdTe-His foi baseado no

modelo de Stern-Volmer, sendo observado por meio das curvas analiticas
apresentadas na Figura 8 em trés temperaturas diferentes. As constantes de
quenching (Ksv) a qual define a eficiéncia do supressor [Q], foi estipulada de

acordo com a equacéo 9.
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% =1+ K, [0Q] (Equacéo 9)
Como € possivel perceber as constantes de quenching sdo o0s
coeficientes angulares do modelo matematico de Stern-Volmer. Os seus valores
diminuem a medida que a temperatura aumenta e esse comportamento indica
que o tipo de quenching para o sistema GSH-CdTe-His é estatico. O quenching
do tipo dindmico ocorre mediante colisdes entre as moléculas do analito e os
fluoréforos, o qual seria favorecido pelo aumento da temperatura haja vista que
este fator aumentaria significativamente a cinética das moléculas, logo,
aumentaria o numero de colisdes, aumentando por sua vez os valores das
constantes de quenching (SHEN; LIU; HE, 2014; YANG et al., 2015).

Figura 8. Curvas de Stern—Volmer para o sistema QD de GSH-CdTe-his em trés temperaturas
diferentes. Dados: Cop = 20,0 pmol L1; Cris= 0 a 0,035 mol L%; pH 8,0.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
A Tabela 5 apresenta os parametros de Stern-Volmer, como, as equagdes

lineares para cada temperatura bem como os seus coeficientes de correlacao

(n).
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Tabela 5. Par@metros de Stern-Volmer para o sistema GSH-CdTe-his em diferentes
temperaturas (Dados: Cop = 20,0 ymol L1; Chis= 0 a 0,035 mol L1; pH 8,0)

Temperatura (K) Parametros de Stern-Volmer

Equacédo linear de Stern- Ksv (10 L mol?) r
Volmer
293 Fo/F = 0,96456 + 28,1 [Q] 2,81 0,99825
300 Fo/F = 1,0002 + 15,7 [Q] 1,57 0,99922
308 Fo/F = 0,98644 + 0,0097 [Q] 0,94 0,99572

O quenching de fluorescéncia do QD de GSH-CdTe pela His pode ser

analisado por uma equacéao de Stern-Volmer modificada (equacéo 10):

Fo __1 1 1
(Fo-F)  faKa[Q] = fa

(Equacéo 10)

em que Ka € a constante de quenching efetiva para os fluéroforos acessiveis ou
constante de associacdo e fa € a fracdo de fluor6foros acessiveis. A tendéncia
decrescente dos valores de Ka com 0 aumento da temperatura, como observado
na Tabela 6, corrobora com o comportamento observado para os valores de Ksy,
sendo um indicativo de que que a ligacdo His-QD foi moderada e esse complexo
formado é reversivel (SHUAI et al., 2014) .

Geralmente, as ligagGes de hidrogénio, as forcas de Van der Waals, as
forcas eletrostaticas e interacBes hidrofébicas, sdo consideradas como as
principais forcas que atuam entre ligantes pequenos (QD) e biomoléculas (His)
(HOU et al., 2019). O tipo de forga preponderante da complexacgéo His-QD pode
ser obtida por meio do calculo dos parametros termodinamicos AH e AS (Tabela
6) os quais foram obtidos por meio da equacéo de van’t Hoff (equacéo 11), sendo

utilizados para obter a energia livre de Gibbs (equagéo 12):

AH 1 AS ~
InK, = — — -t (Equacgéo 11)
AG = AH —TAS (Equacéo 12)
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em que Ka € a constante de associacdo para cada temperatura e R € a constante

universal dos gases. O grafico de Van’t Hoff é apresentado na Figura 10.

Figura 9. Grafico de Van't Hoff
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Fonte: autoria prépria, 2019

Por meio da sua equacéo linear foi possivel obter os valores de AH = -
76,5 KJ molt e AS=-227,4 J Kt mol. Os valores de AH <0 e AS <0 indicaram
que a formacdo do complexo His-QD se deu por um processo exotérmico
estando associados a interacdes do tipo forca de Van der Waals e ponte de
hidrogénio. Os valores de AG < 0 demonstraram a que a complexacao His-QD
ocorre por meio de um processo espontaneo (HUANG et al., 2015; KACHOOEI
et al., 2016) (Tabela 6).

Tabela 6. Constante de associacdo (Ka) e parametros termodinamicos para o sistema GSH-
CdTe-His (Dados: Cgp = 20,0 ymol L1; Chis= 0 a 0,035 mol L; pH 8,0)

Temperatura (K) Ka AG AH AS
(10 L molt)  (KJ mol?) (KJ mol?t) (J K'tmol?)
293 57 -9,8
300 2,5 -8,3 -76,5 -227,4
308 1,3 -6,4

Fonte: autoria prépria, 2019.
De modo a ratificar o tipo de interacdo observada entre a histidina e o0 QD,

foi realizado um estudo referente a influéncia da forca idnica do meio. Esse
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estudo avaliou a sensibilidade das curvas analiticas na presenca de NaCl na
faixa de concentracdo de 0,1 a 0,3 mol L* sendo possivel perceber que a
sensibilidade analitica ndo apresentou diferencga significativa na auséncia e na
presenca do sal (Figura 10). Esse comportamento esta relacionado ao fato de
que a interacéo entre o QD e a His tem como preferéncia as forcas de Van der
Waals e pontes de hidrogénio do que as interacdes eletrostaticas. Isso porque,
caso as interacdes eletrostaticas fossem o tipo de interacdo preferencial entre a
His e 0 QD, seria observado um decaimento na sensibilidade analitica das curvas
com o aumento da concentracdo do NacCl, pois este promoveria aumento da
forca i6nica do meio levando a uma diminuicéo na interacdo His-QD (VAZ et al.,
2017).

Figura 10. Avaliacao da influéncia da for¢a ibnica no sistema QD-His. (Dados: Cqp= 20,0 umol

L; Chis= 20,0 mmol L1).
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De modo a identificar o sitio de interacdo entre His e QD, a constante de
ligacdo Kb e o n, numero de sitios de interacdo, foram obtidos para as trés

temperaturas por meio da equacéo 13:

Fo—F
o

log[ - ] = logK, + nlog|[Q] (Equacéo 13)

em que [Q] é a concentracdo molar da histidina.
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Figura 10. Estrutura da glutationa reduzida (GSH) e L-histidina (His)
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Fonte: Autoria propria, 2019.

De acordo com o apresentado na Tabela 7 a Ko apresentou o mesmo
comportamento da Ksy, isto é, diminuiu com o aumento da temperatura. Esse
resultado é um indicativo de que o complexo formado His-QD é instavelde modo
que, o aumento da temperatura favorece a ndo formacédo desse complexo
levando a uma diminuicdo nos valores das constantes (DANTAS et al., 2017).

De acordo com a Figura 11 é possivel perceber que o ligante de
superficie, GSH, possui nove sitios de interacdo e o analito, His, apresenta seis
sitios de interacdo. A Tabela 7 apresenta os valores de n em cada temperatura
para a formacdo do complexo His-QD, sendo seus valores préximos a um,
implicando na existéncia de apenas um sitio de interacéo entre His e QD, o qual
pode estar relacionado ao impedimento estérico devido ao grande volume das
moléculas envolvidas na formacdo do complexo, bem como, a disponibilidade

dos seus sitios para interacao.

Tabela 7. Pardmetros de ligagdo para o sistema GSH-CdTe-His

Temperatura (K) Kb (L mol?t) n r

293 4,23 x102+0,18 0,86 £ 0,12 0,96888
300 2,10 x 102+ 0,17 0,90 +£0,12 0,98216
308 1,50 x 102 +0,19 1,01 +£0,15 0,9761
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4.4 Otimizacéao e validagdo do método

Haja visto, a redugcédo pronunciada da emissao do QD, bem como as
constantes adequadas determinada para a interagcdo GSH-CdTe-His foi proposto
um meétodo visando a determinacéo direta de L-histidina, um a aminoacido de
cadeia imidazodlica, por meio da fluorescéncia molecular utilizando os QD de
GSH-CdTe de 2,2 nm. Para tanto as condi¢cdes do meio de interagdo da sonda
foram avaliadas para assegurar maior sensibilidade e seletividade.

O pH foi avaliado na faixa de 5,0 a 10,0. Tampdes de Ac/HAc (0,25 mol
L-1) foram utilizados para pH 5,0 e 6,0, enquanto que tampéao TRIS-HCI (0,25 mol
L) foi utilizado para pH 7,0 e tampédo amoniacal (0,25 mol L) foi utilizado para
pH 8,0 e 10,0.

Para valores de pH préximos a 5 foi observado a diminuicdo da eficiéncia
quantica do QD, visto que, em meios &cidos os QD tém seus sitios de interacao
protonados, de modo que a ligagéo entre o core (CdTe) e o cap (GSH) € rompida
levando a supressédo da emissédo(H. R; SCHIFFMAN; BALAKRISHNA, 2018).
Entretanto, na presenca da His foi observado uma amplificacdo no sinal de
emisséo ao invés do decaimento de emissédo, isto se deve ao fato da histidina
competir com os QD pelos prétons do meio.

Para valores de pH acima de 7,5 ndo foi observado uma variacao
significativa no sinal de emisséo do sistema QD-His, pois, nestes valores de pH
h& a predominancia de espécies OH-, as quais ndo alteram a carga superficial
da nanoparticula e, portanto, ndo interferem no comportamento das mesmas.
Esse comportamento do efeito de meios alcalinos sobre QD CdTe recobertos
por tidis pode ser ratificado por estudos prévios que indicaram maior interacdo
dessas nanoparticulas com aminoacidos e antioxidantes assegurando um
aumento da sensibilidade analitica(SHENG; CHEN, 2017). Foi observado um
decaimento de emisséo maximo a pH 8 (AF=42%), sendo este escolhido como

otimo (Figura 12).
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Figura 11. Avaliacdo do efeito do pH no sistema GSH-CdTe-His (Dados: Chis= 20 mmol L1, Cqop=
50,0 umol L1)
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
Adicionalmente, a concentracdo do tampdo amoniacal (NHs/NH4*) foi avaliada
na faixa de 0,1 a 0,8 mol L, ndo apresentando diferenca significativa no sinal
de emissdo do QD na presenca e na auséncia da histidina (20 mmol Lt). Sendo
a concentragdo de 0,25 mol L escolhida como 6tima por apresentar uma menor
concentracdo, logo menor consumo de reagentes, mas que apresenta
capacidade tamponante adequada para a manutencdo do pH da sonda

luminescente para analise de amostras de urina e suplementos (Figura 13).

Figura 12. Avaliagdo da concentracdo da solugdo tampédo amoniacal na faixa 0,1 a 0,8 mol L
(Chis= 20 mmol LY)
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A concentracdo da dispersdao do QD também foi avaliada. A faixa de

concentragdo foi de 2,5 a 30,0 umol L, sendo observado um percentual de
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decaimento AF = 42% para a concentracdo de 20,0 umol L na presenca da
histidina, embora a concentracdo de 30,0 umol L tenha apresentado um AF =
40%, a concentracéo de 20,0 umol L™ foi escolhida como 6tima por apresentar

uma melhor precisdo, sendo entdo fixada para realizacdo dos ensaios

posteriores (Figura 14).

Figura 13. Avaliacdo da concentracdo do QD na faixa 2,5 a 30 ymol L1 (Chis = 20 mmol L1).
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Fonte: Autoria prépria, 2019

Apos o estabelecimento das condicdes 6timas de analise foram estimadas
as figuras de desempenho analitico para validacdo do método proposto.

Primeiramente, foi realizada a avaliacédo do efeito matriz segundo a norma
RDC 166 da ANVISA, que preconiza a comparacado da curva em solvente e a
curva em amostra fortificada, para avaliacdo do efeito da matriz amostral sobre
a resposta analitica. De acordo com a referida norma, a avaliagéo do efeito de
matriz deve ser realizada por meio do teste de paralelismo, caso as curvas sejam
paralelas pode-se inferir que ndo ha impacto da matriz sobre o método, ou seja,
a calibracdo do método pode realizada em solvente (ANVISA, 2012).

O paralelismo das retas pode ser testado por dois tipos de métodos
estatisticos, Método I, quando se utiliza ajustes separados para comparar duas
retas e Método I, quando se usa uma simples equacéo de regressdo (GUEDES
etal., 2001). Para ambos os métodos as variaveis preditoras sdo ditas continuas,

podendo ser baseada no uso de variaveis dummy, as quais sao utilizadas para
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comparar duas ou mais retas de regressao. A partir da varidvel dummy o modelo

de regresséo linear completo da-se por:

Yi = Bo + P1Xix + P2Xin + f3Xin ¥ Xip+& 1 =1, ... ,n (Equacao 10)
em que:
Yi: variavel resposta (Sinal Analitico), que se relaciona com p=3 variaveis
explicativas;
Bo: intercepto do modelo;
B1 :coeficiente de regressao correspondente a variavel explicativa Concentragao;
Xi1: variavel explicativa Concentragao;
B2: coeficiente de regressao correspondente a diferenga no intercepto;
Xiz: variavel dummy (Efeito Matriz);
Bs: coeficiente de regresséo correspondente a diferenga no coeficiente angular
(paralelismo);

€1. erro experimental.

Nesse estudo, o teste do paralelismo foi avaliado segundo o Método Il e
a hipétese nula de que as duas curvas analiticas sao paralelas é Ho: $3=0. O
teste F foi o teste utilizado para testar a hipétese nula, como mostrado na
Equacéo 11:

SQR 1 =
F, = % ~Fyn-a) (Equacéo 11)

em que SQR é a soma dos quadrados e QME é o quadrado médio (Tabela 8),
entdo, se Fo > Fa,1(n-4) @ hipOtese nula é rejeitada, isto €, B3#0, em que a=0,05 de
acordo com a norma RDC 166. O p-valor que é dado por P[F; ¢,_4) > Fy] quando
maior que a, a hipétese nula é verdadeira, logo, ndo ha efeito matriz.

Para a avaliacdo do paralelismo foram feitas trés comparagbes: uma
curva analitica em agua e a outra curva analitica em urina artificial, uma curva
analitica em &gua e a outra curva analitica em urina e por fim a comparacéo
entre uma curva analitica em urina e a outra curva analitica em urina artificial
(Figura 15).
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Figura 14. Avaliacéo do efeito matriz: comparacao entre curvas analiticas em agua, urina artificial

e urina) para avaliar o paralelismo.
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Fonte: Action Stat, 2019.
Os valores de P-valor encontrados ap0s a analise das curvas (Tabela 8),

mostraram que estes foram maiores do que a=0,05, entdo, a hipotese nula foi

aceita ndo havendo efeito matriz sobre a metodologia(ANVISA, 2003).

Tabela 8. Avaliacdo do efeito matriz: parAmetros estatisticos

Comparacéo entre  Graus de Soma de o
_ Estatistica F P-valor
curvas liberdade Quadrados
Urina artificial x Agua 1 0,02 3,34 0,07
Urina artificial x L 0.004 206 0.16

Urina

Fonte: Autoria prépria, 2019.
As amostras de urina foram analisadas mediante a curva analitica feita

em urina artificial de modo a garantir que a composi¢cdo quimica da matriz
estivesse presente em todos os pontos analisados, tendo como resposta
analitica a razdo entre o sinal do branco e o sinal da amostra fortificada (Fo/F)
De acordo com as caracteristicas das amostras de suplemento de cloridrato de
L-histidina (HCI.L-histidina), isto €, o analito presente na amostra é soltvel em
agua e o excipiente que seria um potencial interferente para a metodologia €

pouco soluvel em meio aquoso, a avaliagdo do efeito matriz ndo foi realizada
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para as amostras de suplemento, as quais foram analisadas em agua, tendo
como resposta analitica o sinal de fluorescéncia (F).

A faixa linear de trabalho obtida foi de 2,5 a 35 mmol L' com boa
linearidade (r = 0,9970 para n = 7). O limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) do método foi igual a 1,6x10* mol L e 4,2x10* mol L,
respectivamente. O método apresentou boa precisdo com RSD menor que 2,5%
(para 2,5 e 20 mmol L%; n= 6). A comparacéo dos valores de LOD e faixa linear
de trabalho com outros trabalhos que utilizaram QD como sondas estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacao das caracteristicas do método proposto com outros métodos reportados
na literatura para determinacdo de His com QD.

Método Faixa Linear LOD (mol L?) Ref
Cu-CQD 0,1-15x 10 mol L 0,3x 107 mol L* (CHE et al., 2019)
GSH-CdTe-Mn(ll)  38x10%—30x10° 1,17 x10"mol L™ (YANG et al., 2015)
mol L
CQD-Hg(ll) 0,50-60x 10 mol LY 0,15 x 10 mol L (HOU et al., 2015)
ZnSe-H,0, 0,5-50x 10%mol L? 0,1 x 10%mol L* (HOSSEINI et al.,
2015b)
DNA- Ag NCs 0,20 — 80 x10®°mol Lt 4,3x10°mol L? (ZHENG et al., 2015)
Ni(ll)-Hcy-CdTe 461- 940 x 10 mol L 0,3 x 10 mol L (WU; YAN, 2010)
GSH-CdTe 2,5-30x 102 mol L? 1,6 x 10 mol L* Presente trabalho

Fonte: Autoria prépria, 2019.
Pode-se constatar que o presente estudo apresentou um LOD de maior

magnitude frente a métodos anteriormente reportados na literatura. Acredita-se
que tal comportamento possa estar relacionado ao fato que ao utilizar metais
como intermediarios, visto que, a maioria dos metais bivalentes sdo capazes de
formar complexos com a histidina com constantes de formac&o (Bn) com
magnitude muito maiores do que a magnitude das constantes de ligacao (ko)
para interacdo His-QD, permitindo que a interacdo His-Metal seja mais eficaz do
que a interacdo His-QD, os métodos que utilizam a estratégia de deteccéo
indireta da fluorescéncia acabam se tornando mais sensiveis, pois, uma

quantidade adequada de histidina adicionada a sonda é capaz de retirar 0s
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metais ligados aos QD por meio da formacdo de um complexo, reestabelecendo
a emissao de fluorescéncia (RABIN; LEBERMAN, 1959).

Contudo, ha uma grande vantagem em determinar as espécies alvo por
meio da interacao direta deste com o QD, pois ndo € necessario 0 uso da espécie
intermediaria, o que aumenta frequéncia analitica, e reduza a geracdo de
efluentes e 0 uso de reagentes, tornando 0 método mais simples e atendendo a
principios da quimica verde. Além do que, possibilita 0 emprego de QD de CdTe-
GSH como sondas fotoluminescentes em meios bioldgicos, nos quais evita-se a
utilizacdo de ions metalicos, como Pb(ll), Ni(ll), Zn(ll) e Hg(ll) devido a sua
toxidade (MISHRA et al., 2019), embora o Cd(ll) também seja considerado um
metal toxico e o responsavel pela citotoxidade dos QD baseados ho mesmo, 0s
QD de CdTe revestidos com ligantes tidlicos e os sistemas casca-caro¢o como
ZnSe/CdSe/CdTe, apresentam baixa toxidade devido a estabilizacdo do Cd(ll),
isto é, diminuem a liberagdo de Cd?* no meio reacional, o que permite a aplicacéo
do mesmo em meios biologicos (LIU; YU, 2010; SU et al., 2010).

Para o estudo de interferentes, foram avaliados os aminoacidos e 0s
metais listados na Tabela 10. Ressalta-se que essas espécies foram avaliadas
como possiveis interferentes devido a composi¢ao tipica das matrizes de urina
e suplementos. Nesse contexto, destaca-se que os aminoacidos sdo comumente
encontrados em amostras de urina na faixa de 0 e 586 mmol/mol de creatina e
0S metais variam entre 4 e 585 mmol/mol de creatina. Para as capsulas de
suplemento que possuem amido como excipiente o valor maximo encontrado de
metais € 5 ppm. Todas as espécies investigadas como interferentes nao
apresentaram interferéncia significativa no sinal de emisséo do sistema GSH-
CdTe-his (AF + 5%), exceto o Co (ll) que apresentou um AF = 58% (Figura 15).
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Figura 15. Estudo de interferentes. Dados: Cqop=20 mol L1; Chis= 20 mmol L1, Crampao= 0,25 mol
L1 (pH 8,0).
3,0 -

2,54

2,0

1,0

0,5+

0,0

His Ala Gly Val Leu Asn Asp Met Glu Phe Lys Co(ll)Zn(ll)

Interferentes
Fonte: Autoria propria, 2019.

Entretanto, o teor de Co(ll) presente nas amostras analisadas
(aproximadamente 7,4 nmol L) esta usualmente em teores muito inferiores ao
limite de tolerancia (aproximadamente 30 vezes menor), de modo que né&o
interferiria significativamente na determinagdo de His nessas amostras. Os
teores de Zn(ll) que usualmente sao encontrados em amostras de urina (8 umol
Lt ) também sdo menores que o limite de tolerancia para o método
(aproximadamente 1,5 vezes menor)(CALDWELL et al., 1998; ZHANG et al.,
2019). Os teores de aminoacidos usualmente encontrados em urina também se
encontram abaixo do limite de tolerancia para o método, nado interferindo
significativamente na determinacdo de His. A Tabela 7 apresenta as
concentracdes limites das espécies avaliadas como interferentes para o sistema
GSH-CdTe-His.
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Tabela 10. Variacdo do sinal de fluorescéncia do sistema GSH-CdTe-his na presenca de
intereferentes. Dados: Chis = 20 mmol L

Tolerancia Razéao
Interferentes o AF (%)

(mmol L) analito/interferente
Alanina 0,185 108 +4.3
Glicina 0,104 192 +2,7
Valina 0,023 870 -1,4
Leucina 0,045 444 -3,9
Asparagina 0,040 500 +4,0
Acido Aspatrtico 0,007 2857 -4,5
Acido Glutamico 0,009 2222 7,7
Metionina 0,012 1666 -8,5
Fenilalanina 0,0165 1212 -6,4
Lisina 0,0020 10000 -7,7
Co (Il 0,00023 86956 +3,7
Zn (I 0,012 1666 -2,4

Fonte: Autoria prépria, 2019.
A exatiddo do método foi avaliada por meio dos ensaios de adi¢cao para

trés niveis de concentracdo em triplicata independentes em amostras de urina
apresentando uma recuperacdo entre 69 e 117% (ANVISA, 2003, 2012;
CASSIANO et al., 2009; FDA, 2018).

Os valores de recuperacao de 69,2% encontrado para uma das amostras
de urina para o nivel de adicdo de 20 mmol L' pode estar relacionado a
complexidade da amostra, como ja previstos em estudos anteriores que visaram
a determinacdo de aminoacidos em amostras biologicas, como Wada (2014) que
obteve valores de 74% para metionina e Febriani (2004) que obteve o valor de
69% para cisteina (RAMA DEVI; NAUSHAD; PRASAD, 2006; WADA et al.,
2014).

4.5 Analises das amostras

N&o foi possivel detectar histidina nas amostras de urina, visto que, 0s
valores comumente encontrados para histidina nesse tipo de amostra se
encontra abaixo do LOD do método. Contudo, os limites de quantificacdo e
deteccdo seriam adequados para a determinacéo de histidina em amostras de

urina de pacientes com histidinemia, que apresentam teores desse aminoacido
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na faixa de 0,017 a 4,2 mmol L1 Os valores de histidina encontrados nas

amostras fortificadas de urina estdo apresentados na Tabela 8, bem como, os

teores de His determinados nas amostras de suplemeto que foram de 134,55

mg/capsula para capsulas com teor de 150 mg e 417,2 + 0,2 mg/capsula para

capsulas com teor de 500 mg, estando de acordo com o apresentado no rotulo

do fabricante para 95% de confianga.

Tabela 11. Valores de recuperacao para as amostras de Urina e Suplemento

Amostra Adicionado Determinado Recuperacéo
LY gLh (%)
0,0+£0,0 <LOQ
3,15+0,1 35+1,2 88,4
Amostra 1 6,6+0,1 70+11 105,8
12,5+0,1 11,2+1,6 1111
Urina
0,0+£0,0 <LOQ
3,0+£0,0 25+0,1 117,7
Amostra 2 6,1+£0,01 53+0,7 115
125+0,1 10,6 £ 0,9 1111
0,0+0,0 <LOQ
3,3+04 35+1,1 101,7
Amostra 3 6,4+0,1 52+11 80
12,5+0,3 8,720 69,2
Valor declarado
Amostra 1 1345+5,0 (mg/lc;&gsula)
Suplemento
Amostra 2 417,2 + 0,2 500
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CAPITULO 5



5. Conclus®es e perspectivas futuras

O estudo acerca das interagfes entre QD e aminoacidos de acordo com
as caracteristicas de suas cadeias laterais (apolar, polar neutra e basica),
possibilitou o desenvolvimento de um método analitico seletivo, sensivel, rapido,
facil e versétil, para a determinacao de L-histidina utilizando QD de GSH-CdTe
como sonda fotoluminescente em amostras de urina e suplemento.

Os valores de Kae Ksyv para interagéo His-QD, bem como os valores dos
parametros termodinamicos AH, AS e AG encontram-se de acordo com valores
ja reportados na literatura.

Diante das condi¢cdes otimizadas do método este apresentou boa
linearidade, preciséo, exatidao e sensibilidade, com LOD e LOQ adequados para
0 monitoramento de histidina em urina de pacientes portadores de histidinemia,
bem como, para o controle de qualidade de suplementos de histidina.

O comportamento da Treonina frente ao QD de 2,8 nm sera investigado
no mesmo ambito que a interacdo His-QD, de modo a obter parametros
termodinamicos, bem como as constantes de ligacdo Ka e quenching (Ksv), de
modo a ratificar a interacdo His-QD ou avaliar de que modo os aminoacidos
interagem diretamente com os QD de GSH-CdTe. A obtencdo dessas
informacdes possibilita o desenvolvimento de novos métodos analiticos, que
visam o monitoramento dessas espécies em diferentes matrizes.

O presente trabalho constatou a interagdo His-QD ocorre entre o grupo
imidazol pertencente a cadeia lateral da His e o ligante de superficie do QD,
glutationa, por meio de forca de Van der Waals e ligacdo de hidrogénio. Essa
informacdo permite que novos métodos analiticos sejam desenvolvidos
baseados na interacdo de QD de GSH-CdTe e compostos imidazélicos, para
monitoramento dessas espécies em diferentes tipos de matrizes, como, a
determinacdo de imidazol e benzoimidazol em farmacos baseados nesses
compostos que tém sido amplamente utilizados para tratar diversos tipos de

doencas devido ao seu amplo espectro de bioatividades (GABA; MOHAN, 2016).
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