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Resumo

Soto Chochocca , Rocio Reyna; Aucélio, Ricardo Queiroz; De
Farias, Renan Lira. Avaliagdo metrolégica na estabilidade de
pontos quanticos de grafeno quanto a morfologia e relagoes
de composigao-atividade bioldgica. Rio de Janeiro, 2024. 88p.
Dissertacao de Mestrado — Programa de Pods - Graduacao em
Metrologia (Area de concentragdao: Metrologia para a Qualidade e
Inovagao), Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Os pontos quanticos de grafeno tém potencial para aplicagoes biologicas de-
vido as suas propriedades épticas e de tamanho nanométrico. Este estudo in-
vestigou por 28 dias (672 h) as interac¢oes de GQDs de diferentes precursores
(acido citrico 4 ureia e acido citrico + tioacetamida) com biomoléculas mod-
elo (albumina sérica humana - HSA) e DNA do timo de bezerro (ctDNA).
Os GQDs-ureia mostraram estabilidade no didmetro hidrodinamico (12 nm)
e carga superficial (-7 mV). J4 os GQDs-tioacetamida apresentaram agre-
gacao progressiva de 5,0 nm iniciais para 22,7 nm apos 28 dias, sem sedi-
mentacao devido a compensacao de cargas preservando a dispersao coloidal.
Ensaios revelaram supressao da fluorescéncia da HSA com aumentos na
concentragao dos GQDs. A constante de interagao (K;) GQDs-ureia os-
cilou inicialmente, estabilizando apés 48 h. Para GQDs-tioacetamida houve
menor flutuacao de K; ao longo de 672 h, indicando rearranjos conforma-
cionais das biomoléculas com os GQDs antes do equilibrio. A interacao com
o DNA, acompanhada por titulacao absorciométrica no UV-Vis mostrou
biointeragao fraca de natureza hidrofébica/eletrostética para ambos GQDs,
com constantes de ligacao aparentes (~105 L mol™!). Ensaio com brometo
de etidio revelou alteragdes na estrutura do DNA sem intercalacao dos
GQDs.Testes estatisticos confirmam a reprodutibilidade das interagoes dos
GQDs com proteinas (HSA) e DNA no periodo de 28 dias (95 % de confi-
anca). A estabilidade dos pardmetros de quantificagdo ao longo do tempo
sugere a viabilidade dos GQDs como sondas analiticas ap6s longos periodos
de bioconjugacgao. Assim, o estudo apresenta bases metrologicamente soli-
das para aplicacao segura de GQDs em tecnologias biomédicas, expandindo

o entendimento da relagao tempo-estrutura-atividade nesses nanossistemas.

Palavras-chave
Metrologia; Pontos quanticos de grafeno; Fotoluminescéncia; Relagdo
de composicdo-atividade bioldgica; Ureia; Tioacetamida



Abstract

Soto Chochocca , Rocio Reyna; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor);
De Farias, Renan Lira (Co-Advisor). Metrological evaluation
of the stability of graphene quantum dots regarding
morphology and composition-biological activity
relationships. Rio de Janeiro, 2024. 88p. Dissertacao demestrado
— Programa de Poés-Graduacdo em Metrologia (Area de
concentragao: Metrologia para a Qualidade e Inovagao), Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Graphene quantum dots have potential for biological applications due to
their optical properties and nanometric size. This study investigated for 28
days (672 h) the interactions of GQDs from different precursors (citric acid
+ urea and citric acid + thioacetamide) with model biomolecules (human
serum albumin - HSA) and Calf thymus DNA (ctDNA). The GQDs-urea
showed stability in hydrodynamic diameter (12 nm) and surface charge (-
7 mV). In contrast, GQDs-thioacetamide showed progressive aggregation
from 5.0 nm initially to 22.7 nm after 28 days, without sedimentation due
to charge compensation preserving colloidal dispersion.

Tests revealed quenching of HSA fluorescence with increases in GQD con-
centration. The GQDs-urea interaction constant (K;) fluctuated initially,
stabilizing after 48 h. For GQDs-thioacetamide there was less fluctuation in
K; over 672 h, indicating conformational rearrangements of the biomolecules
with the GQDs before equilibrium. Interaction with DNA monitored by
UV-Vis photometric absorption titration showed weak bio-interaction of a
hydrophobic/electrostatic nature for both GQDs, with apparent binding
constants (~10° L mol™!). Ethidium bromide assay revealed changes in
DNA structure without intercalation of the GQDs. Statistical tests confirm
the reproducibility of GQDs interactions with proteins (HSA) and DNA
over 28 days (95 % confidence). The stability of the quantification parame-
ters over time suggests the viability of GQDs as analytical probes after long
periods of bioconjugation. Thus, the study presents metrologically sound
bases for the safe application of GQDs in biomedical technologies, expand-
ing the understanding of the time-structure-activity relationship in these

nanosystems.

Keywords
Metrology; Graphene quantum dots; Photoluminescence;
Composition-biological activity relationship; Urea; Thioacetamide
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1
INTRODUCAO

1.1
Motivacao

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas, os nanomateriais de carbono
(CNM, do inglés carbon nanomaterials) apresentam propriedades épticas e
fisico-quimicas peculiares e de interesse cientifico e tecnologico, podendo se-
rem citadas a suas propriedades Opticas, cataliticas, assim como propiedades
térmicas e elétricas peculiares [1]. Além disso, os CNM podem formar arquite-
turas nanoestruturadas com elevada resisténcia mecanica. Essas propriedades
permitem que os CNM e derivados sejam aplicados na optoeletronica, indus-
tria do petrdleo, agricultura, geragao de energia renovavel, tecnologias da luz
entre outras [2]. Nesse conjunto de nanomateriais, os ditos pontos quanticos de
carbono (GQDs, do inglés, graphene quantum dots) referem-se a nanofolhas de
grafeno com dimensdes menores que 100 nm podendo ter espessuras inferiores
a 10 camadas empilhadas.

Os GQDs podem ser preparados a partir de diferentes precursores e com
variagoes diferentes de rotas de tal forma que os produtos apresentam diver-
sidade nas suas caracteristicas. Os GQDs exibem propriedades luminescentes
cujo perfil espectral /temporal dependem da presenga de impurezas (heteroéto-
mos ligados a bordas de sua estrutura) mas, ao contrario dos pontos quanticos
inorganicos cristalinos, as propriedades 6pticas do GQDs variam em menor
escala em funcao da variacdo de seu tamanho. Além disso, por terem carac-
teristicas de coldides (pelo tamanho e grupamentos nas bordas que podem
adquirir cargas elétricas), elas sdo compativeis em meio aquoso podendo ser
mantidas dispersas por um periodo longo de tempo. Sendo constituidos prin-
cipalmente de carbono, um elemento abundante em sistemas biologicos, eles
sao considerados biocompativeis. Portanto, tém sido objeto de estudo na area
de biomedicina como agentes de imagem e biossondas luminescentes [3]. Em-
bora os GQDs apresentem essas e outras caracteristicas promissoras, do ponto
de vista das aplicagoes tecnoldgicas e da saide, as propriedades Opticas e de
toxicidade desses nanomateriais foram pouco estudadas em termos de altera-

¢des em longo prazo apds o tempo de preparacao. A partir da avaliagao dos
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valores medidos, e que sao relacionados diretamente com as propriedades de
interesse, pode-se obter informacao decisiva sobre a qualidade do nanomaterial
e seu prazo de uso em aplicagoes especificas. Vale salientar que nanomaterias
possuem variabilidade relativamente elevada em termos de tamanho, modifi-
cagOes quimicas de borda, graus dopagem, defeitos, entre outros aspectos que
impactam nas suas propriedades. Do ponto de vista cientifico, é importante
salientar que muito pouca atencao tem sido dada aos aspectos metrologicos
relacionados a reproducao de caracteristicas entre partidas de preparacao de
nanomateriais em geral e na estabilidade dessas caracteristicas em func¢ao do
tempo.

Na quimica analitica, os nanomateriais estao sendo cada vez mais utili-
zados como sondas e sensores e substituindo reagentes quimicos tradicionais
em reagoes quimicas para colorimetria, para catalise/biocatélise de analitos, e
para medigoes indiretas por variagao, por exemplo, de luminescéncia. Em con-
trapartida, quando reagentes tradicionais sao usados nessas aplicacoes, pode-se
facilmente obté-los com alta pureza e forma especifica bem definida em ter-
mos de composicao isotopica, estado eletronico e de oxidagao e ou estrutura
molecular ou complexa. Com tais requisitos definidos a obtencao de solucao
reagente é bem reprodutivel, ficando a incerteza apenas relacionada a concen-
tragdo em fungdo da precisao dos aparatos (balanga, vidrarias volumétricas,
micropipetas, etc.) e a pericia do analista. J4 no caso de nanomateriais, a
homogeneidade de nanoparticulas nao é garantida numa partida e variagoes
de tamanho e composi¢cao podem ocorrer em funcao de variagoes minimas e
aleatorias no processo de preparacao de partidas diferentes.

Em aplicagoes na &area clinica, no melhor do nosso entendimento nao
foram encontrados estudos metroldgicos sistematicos para GQDs que correla-
cionem as influéncias do tamanho das particulas, concentracao, variabilidade
em composicao e do tempo de envelhecimento das dispersoes com a toxicidade
intrinseca de contato com amostras biolégicas. Tais dados sdo cruciais para es-
tabelecer limites de concentragao compativeis com a homeostase metabodlica do
organismo e na obtenc¢ao de resposta analitica confidveis. Em estudos recentes,
Nurunnabi et al. [4] relataram que GQDs modificados com grupos carboxilatos
nao induziram mecanismos de morte celular programada (apoptose) em cultu-
ras celulares tumorais (MDA-MB231 e A549). Em contrapartida, observou-se
maior compatibilidade no meio aquoso para os GQDs carboxilados em compa-
racao aos GQDs nao modificados, em funcao das cargas que os grupos carboxila

adquiriram em pH 8, tornando-os soltiveis no meio aquoso dispersante.
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Essa caracteristica de compatibilidade foi explorada para o imageamento
in vivo de tumores xenograficos, uma vez que processo inflamatoério no micro-
ambiente tumoral demanda maior quantidade de agua ao seu redor.

Por outro lado, Goldestein e colaboradores demonstraram maiores efeitos
citotdxicos dos GQDs na viabilidade celular das linhagens HepG2 e 3T3balbC,
embora nao tenham observado formagdo de microntcleos, indicativos de ge-
notoxicidade, por meio do ensaio AMES (ensaio de mutagao reversa de Sal-
monella typhimurium) ou teste de mutacao reversa bacteriana. Além disso,
ensaios imuno-histoquimicos em ldminas de tecido de figado reportaram que
esse 6rgao estava envolvido na metabolizagdo desses nanomateriais [5, 6]. Os
GQDs também tém sido usados em ensaios de toxicologia genética com DNA,
uma vez que mutagoes cromossomicas sao eventos importantes na carcinogé-
nese [7]. Até o momento, nao ha relatos na literatura cientifica a respeito de
um estudo sistematico metrologico para correlacionar as propriedades fisico-
quimicas dos GQDs com os perfis de toxicidade em nivel molecular, especifica-
mente nas interagoes dos GQDs, produzidos a partir de diferente precursores,
com proteinas reguladoras do metabolismo.

Esses dados podem ser tteis para estimar as relagoes quantitativas de
estrutura-atividade e possiveis predi¢coes de ADME (absorgao, biodistribuigao,
metabolismo e excregao) dos GQDs no interior de um organismo, visando suas
aplicagoes como biossondas e biomarcadores luminescentes. Nesse sentido, a
albumina humana (HSA, do inglés Human Serum Albumin), proteina sérica
de maior concentracdo no plasma sanguineo (aproximadamente 0,6 mmol
L™1), desempenha fungoes principais no transporte de hormonios e controle
da pressao osmotica. A HSA pode ser utilizada como biomolécula modelo em
estudos in vitro para avaliar o impacto dos GQDs nas func¢ées metabélicas do
corpo [8]. Em trabalhos anteriores do nosso grupo, estudos foram realizados
relacionando a variabilidade das propriedades luminescentes em funcao da
variacao das condig¢oes de preparacao de GQDs pela rota hidroexfoliacao de
material em fusdo (dcido citrico e modificadores como glutationa reduzida)
9, 10].

No entanto, em nenhum deles foram abordadas as interagoes dos GQDs
frente a biomacromoléculas dando-se énfase aos perfis de toxicidade.

Especificamente nessa dissertacao, esperava-se produzir e caracterizar
GQDs a partir de misturas de acido citrico e ureia ou tioacetamida (Figura
1). Além disso, visava-se avaliar, ao longo do tempo apds a preparagiao das
dispersoes aquosas, as propriedades luminescentes e morfologicas dos GQDs,
bem como sua interagdo com as biomacromoléculas HSA e ct-DNA (do

inglés desoziribonucleic acid from Calf thymus), buscando mimetizar, em nivel
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molecular, a interferéncia dos GQDs na homeostase metabdlica.

A partir dos dados coletados em série temporal, utilizou-se uma compa-
ragao de estatisticas paramétricas (como o teste de Shapiro-Wilk, ANOVA de
uma variavel e o teste t de Student pareado) e, para uma amostra especifica
de GQDs-TAA com DNA, utilizou-se apenas o teste nao paramétrico Wil-
coxon. A finalidade foi determinar variagoes nas relagoes estrutura/atividade
dos nanomateriais. Em suma, a pesquisa visa contribuir para o avango seguro
e confidvel das aplicagoes de pontos quanticos de grafeno (GQDs) em diversas
areas. Isso se dara ao abordar questoes criticas de qualidade, estabilidade e

toxicidade por meio de uma abordagem metrolégica abrangente.

Acido citrico
(@] OH
OH O
(@) OH
OH
CsH;0,
|
Ureia Tioacetamida
NH, CHs
NH, NH;
CH,N,O C,HNS

Figura 1: Estrutura quimica dos aditivos. Fonte, adaptado de [11].

1.2
Objetivo

1.2.1
Objetivo geral

O objetivo da dissertacao é estudar a variacao da fotoluminescéncia, ta-
manho hidrodinamico e carga superficial de dois diferentes tipos de GQDs,
assim como suas relagoes de estrutura-atividade biologica a partir da interagao

com HSA e DNA, extraindo informacao sobre variabilidade dessas caracteris-
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ticas, em funcao do tempo de envelhecimento desses nanomateriais, por meio

de testes estatisticos.

1.3
Contribuicoes

As principais contribuicoes deste trabalho sao as seguintes:

1. Realizacao da comparacao de caracteristicas de dispersoes de GQDs

preparados a partir de acido citrico/ureia e acido citrico/tioacetamida

2. Avaliacao da estabilidade, no prazo de aproximadamente 1 més, das
mudangas nas caracteristicas opticas (fotoluminescéncia) e morfologicas

(tamanho hidrodindmico e carga superficial) dos dois tipos de GQDs

3. Estudo sistematico, em funcao do tempo de envelhecimento dos GQDs,
das relacoes estrutura-atividade biologica a partir da interagao dos

nanomateriais com DNA e HSA.

1.4
Organizacao das partes restantes da dissertacao

Capitulo 2. Descreve conceitos relevantes ao tema da pesquisa, abordando
aspectos como nanomateriais e nanotecnologias, metrologia em (nano)quimica,
pontos quanticos, pontos quanticos de carbono e de grafeno. Destaca-se tam-
bém a fotoluminescéncia dos pontos quanticos de grafeno e a analise da toxi-
cidade associada a esses materiais nanoestruturados.

Capitulo 3. Fornece informagoes detalhadas sobre reagentes e materiais
empregados na pesquisa, bem como os procedimentos utilizados para a pre-
paragao de solugoes e amostras. Além disso, sdo abordados os procedimentos
relativos aos métodos analiticos adotados durante o desenvolvimento do es-
tudo.

Capitulo 4. Sao apresentados e discutidos neste estudo os resultados rela-
cionados a interagao com as biomoléculas (HSA e DNA), assim como a andlise
de estabilidade ao longo do tempo. A variabilidade dessas caracteristicas em
funcao do tempo de envelhecimento dos nanomateriais explorada por meio de
testes probabilisticos.

Capitulo 5. Apresenta as conclusoes do estudo.



2
Conceitos tedricos fundamentais

2.1
Nanomateriais e nanotecnologias

Os nanomateriais sdo geralmente definidos como possuindo estruturas
internas ou de superficie em uma ou mais dimensoes na faixa de tamanho de
1 a 100 nm [12]. Existem diversas familias de nanomateriais de importéncia
nas ciéncias basicas e aplicadas, como pontos quanticos, nanotubos de carbono
grafeno, fulereno, nanotubos inorganicos e nanoparticulas metalicas.

Os nanomateriais metalicos e pontos quanticos, em particular, apresen-
tam propriedades fisico-quimicas diferenciadas devido ao seu pequeno tama-
nho, que produz efeito de confinamento quantico/eletrénico e alta relagao entre
area de superficie e volume em comparacao com o material em sua forma ma-
croscopica. Suas propriedades Opticas, reatividade e resisténcia dependem do
tamanho, composigao, forma e estrutura [13].

Nos tultimos vinte anos, as vantagens claras do uso e das aplicagoes de
nanomateriais em produtos de consumo tém impulsionado uma nova fase no
desenvolvimento da nanotecnologia [14], acelerando assim o uso e a gama de
aplicagoes de nanomateriais [15].

No entanto, a medida que essas industrias passam a utilizar nanomateri-
ais de composicao, forma, tamanho diversos surgem riscos de que alguns desses
possam, de alguma forma impactar o ambiente e afetar a satide humana. Em
especial, muitos dos nanomateriais projetados nao passaram por uma avalia-
¢ao adequada em termos de toxicidade [16]. Além disso, pouco se avaliou o
efeito do envelhecimento nesses nanomateriais, pois eles podem sofrer modifi-
cagOes morfologicas e mudancgas na composicao especifica, como no caso dos
GQDs, cuja composicao pode variar conforme o método de sintese utilizado e
as modificagoes introduzidas durante o processo de fabricacao.

Atualmente, as regulamentacoes de produtos contendo nanomateriais
projetados (ENMs, do inglés engeneered nanomaterials) sdo escassas, mesmo
em paises com maior volume de ENMs produzidos, como Estados Unidos e
China.
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Apods uma andlise abrangente dos ciclos de vida dos ENMs, existem
desafios para a definicdo regulatoria por parte dos 6rgaos competentes. Por
exemplo, os ENMs apresentam caracteristicas fisico-quimicas variaveis, o que
torna dificil para os reguladores estabelecerem uma defini¢ao regulatéria tinica.
Além disso, a diversidade de fontes e rotas de transporte dos ENMs representa
um desafio adicional, tornando complexo o monitoramento e a previsao eficazes
de seu destino no meio ambiente. Ademais, a falta de métodos confidveis para
quantificar as exposi¢oes a ENMs emerge como um obstéculo significativo nesse
cenario.

Adicionalmente, devido as diversas propriedades intrinsecas dos ENMs
e as condicoes ambientais dindmicas, a previsao da biodisponibilidade dessas
substancias na biota e no ambiente se torna uma tarefa complexa. Por tltimo,
destaca-se a existéncia de lacunas de conhecimento sobre a toxicidade e os
mecanismos toxicos dos ENMs, dificultando a previsao precisa de seus riscos
[17].

Maynard et al. [18] abordou as particularidades da avaliacao de risco para
nanomateriais, destacando a importancia da area superficial das particulas em
contraste com sua composicao quimica. Ele destacou os desafios enfrentados
ao tentar caracterizar a resposta inflamatéria em roedores expostos a nano-
particulas de didéxido de titdnio nanométrico, onde a dose-resposta nao pode
ser determinada apenas pela massa, mas também pela estrutura da particula,
especialmente sua area superficial. Essa abordagem indicou que aspectos além
da dose tradicional precisam ser cuidadosamente considerados.

Além disso, o tamanho das particulas influencia a resposta dos instru-
mentos de medicao, e a falta de informagcdes confiaveis sobre os niveis de ex-
posicao pode complicar a avaliagdo de dose. O estado das particulas, como
a aglomeracao, também pode afetar a dose em situagoes reais de exposicao,
como durante o armazenamento ou a producdo de nanomateriais. Cenarios
relevantes de exposicao incluem a exposicao a nanomateriais envelhecidos, a
exposi¢ao a nanomateriais frescos durante a producao e possiveis exposigoes
mistas durante atividades de limpeza em espagos confinados.

Recentemente, tém surgido esforcos para criar sistemas de avaliacao de
risco para os ENM. Uma abordagem inicial proposta ¢ desenvolver uma arvore
de decisdao, comegando com testes de toxicidade in vitro simples e rapidos. Se
estes testes apresentarem resultados preocupantes, entao sao realizados testes
mais complexos e dispendiosos, geralmente em animais (testes de toxicidade in
vivo). Portanto, a sele¢do dos primeiros testes deve ser feita com cautela [19].

Apesar dos possiveis riscos dos ENMs, a nanotecnologia possui um grande

potencial no campo da medicina, incluindo nas técnicas de imagem, ferramen-
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tas de diagnéstico, sistemas de entrega de medicamentos, engenharia de teci-
dos, implantes e terapias farmacéuticas [20]. De fato, tem-se conseguido gran-
des avancgos no tratamento de varias doencas, incluindo as cardiovasculares,
cancer, condi¢oes musculoesqueléticas, doengas psiquidtricas e neurodegenera-
tivas, infecgbes bacterianas, virais e diabetes [21].

A nanotecnologia aplica os principios da engenharia, eletronica, fisica,
ciéncia dos materiais e preparagdo em nivel molecular ou submicrométrico,
sendo uma tecnologia com bases cientificas interdisciplinares [22]. Existem duas
principais abordagens na area da nanotecnologia: "bottom-up" e "top-down'.
A abordagem "bottom-up'envolve a manipulagdo e organizacao de atomos e
moléculas para a construgao de nanoestruturas, materiais e dispositivos com
precisdo atomica ou molecular [23]. J4 a abordagem "top-down'consiste na
criacdo de nanoestruturas a partir da remocao progressiva de por¢oes de um
material bulk ou entidade maior, porém sem um controle preciso em nivel
atomico [23].

Recentemente, ambas as abordagens tém experimentado um avango signi-
ficativo, impulsionado pelo desenvolvimento e implementacao de instrumentos
altamente sensiveis. Ferramentas como microscopia de forca atomica, micros-
copia de varredura por tunelamento, litografia por feixe de elétrons, epitaxia
por feixe molecular, espectroscopias Raman e de luminescéncia entre outras,
tornaram-se acessiveis, contribuindo para o progresso nesse campo emergente.
Esses instrumentos capacitam a observacao e manipulagao de novas nanoestru-
turas. A comunidade cientifica, ao investigar e compreender a funcionalidade
de materiais em escalas micro/nano, busca desenvolver técnicas inovadoras que
maximizem o desempenho funcional desses materiais com o minimo de energia
e recursos.

Apesar desses desafios, a nanotecnologia continua a desempenhar um pa-
pel vital em inovagoes médicas e tecnoldgicas. A colaboracao entre disciplinas
e esforcos regulatorios é essencial para equilibrar o potencial funcional dos
nanomateriais com a minimizacao de impactos adversos.

Em dltima andlise, a conclusao é clara: é imperativo abordar lacunas
na avaliacao de riscos, fortalecer regulamentagoes e promover uma abordagem
integrada para garantir que os nanomateriais alcancem seu potencial maximo,

beneficiando a sociedade de maneira segura e sustentavel.

2.1.1
Metrologia em (nano)quimica: metrologia analitica para nanomateriais

A Quimica Analitica desempenha um papel fundamental na compreensao

do comportamento complexo observado nos nanomateriais projetados (ENMs).
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Ademais, nanomateriais vem sendo empregados na Quimica Analitica na forma
de sondas, sensores e substituindo reagentes tradicionais para provocar reagoes
redox, de producao de cor ou luminescéncia ou mesmo na modificacao de subs-
tratos utilizados, por exemplo, nas técnicas de separagdo de componentes [24].

Por outro lado, diversos métodos e técnicas de Quimica Analitica sao
empregados para isolar, purificar, determinar a composi¢ao dos nanomateriais
brutos, bem como para detectar, caracterizar e quantificar nanomateriais em
matrizes complexas presentes em produtos de consumo nano adicionados a
cosméticos e em alimentos, no ambiente e em amostras biolégicas como tecidos
e fluidos corporais [25].

A Metrologia Analitica para Nanomateriais (AMNM) é a metrologia
aplicada aos propoésitos analiticos de nanomateriais (NM). Na Figura 2, sao
resumidos os principais conceitos da AMNM com base em trés palavras-chave:
metrologia, nanomateriais e finalidade analitica.

Conforme ¢ definido, a metrologia é a ciéncia da medicao e é sustentada
pelos principios da rastreabilidade metrolégica e medicao de incerteza associ-
ado a um valor medido. Em analises, especialmente as quimicas, os resultados
devem se aproximar o maximo possivel do valor real e os valores medidos
devem ter rastreabilidade metroldgica ao Sistema Internacional de Unidades.
Ademais, a variabilidade do valor medido deve ser adequada e bem definida
(incerteza). Para alcangar esse objetivo, a metrologia se baseia em ferramentas
para medigoes confidveis, com padroes de medigao, como materiais de referén-
cia certificados, além de métodos padrao, calculos estatisticos, entre outros.

A rastreabilidade metroldgica, a estimativa da incerteza de medicao e a
validagao de métodos apropriados para a determinagao de nanomateriais em
amostras especificas tém papel fundamental, ja que estes tendem a se tornar
componentes importantes em termos de rejeitos e na forma de contaminantes
no ambiente. Ademais, os principios de metrologia precisam ser aplicados
quando nanomateriais sdo parte dos dispositivos de andlise (sensores, sondas,
catalisadores, etc.) com intuito de caracterizagao e avaliagdo de desempenho
quando utilizados nos métodos analiticos [26-28].

Nos ultimos anos, a nanociéncia e a nanotecnologia se tornaram tendeén-
cias revolucionarias em quase todos os campos de atividade, e sua influéncia
também se manifesta na ciéncia analitica. Primeiramente, porque o uso de
nanomateriais como ferramentas analiticas estd se tornando cada vez mais
comum. Em segundo lugar, é necessario estudar nanomateriais em diferen-
tes tipos de amostras para fins de controle analitico. Nestes dois aspectos, a
metrologia analitica para nanomateriais pode fornecer informagoes confiaveis,

baseadas em medi¢oes experimentais, de modo a dar subsidios para tomada
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de decisdo.

Metrologia Analitica para Nanomateriais (AMNM)

Metrologia Nanomateriais Objetivos analiticos

Tamanho muito
pequeno

Rastreabilidade Método Validagdo

Metrolégica (<100 nm) Andlise de amostras
Ferramentas para a . —
garantia de Caracteristicas Nanomateriais em
confiabilidade dos especificas amostras especificas
resultados de
medicaoconfiaveis

ABORDAGENS ESTATISTICAS e QUIMICAS
TECNICAS ANALITICAS

METODOS ANALITICOS

Objetivo final: SOLUCAO DE PROBLEMAS

Figura 2: Metrologia analitica de nanomateriais e suas principais implicacoes.
Fonte, adaptado de [26].

2.2
Pontos quanticos

Os pontos quanticos, nanomateriais de dimensao zero, também designa-
dos como semicondutores coloidais monocristalinos, tém chamado atenc¢ao do
ponto de vista cientifico por terem potencial na aplicagdo nos campos da nano-
tecnologia e optoeletronica. As estratégias de obtencao desses nanocristais tém
sido minuciosamente estudadas devido ao impacto direto que exercem sobre as
propriedades Opticas e elétricas desses nanomateriais, as quais sao, em grande
parte, influenciadas por seu tamanho, forma e composicao [29].

Na década de 1980, Alexei Ekimov e sua equipe desenvolveram o primeiro
método para a obtencao de pontos quanticos (QDs) do sistema II-VI, como
CdSe e CdTe, utilizando precursores metélicos e calcogenetos imersos em
matriz vitria. O destaque para a intensa luminescéncia, conforme evidenciado
por Silva [30], serviu de impulso para investigagoes mais aprofundadas.

Em um estudo subsequente, James R. e colaboradores [31] empreende-
ram uma comparacao abrangente das propriedades de nanocristais III-V e 1I-
VI, concentrando-se especialmente na covaléncia presente nesses nanocristais.
A conclusdo a que chegaram é que os argumentos baseados na covaléncia de
rede desempenham um papel significativo ao explicar as diferencas observadas
na sintese de nanoparticulas, na estrutura eletronica e na dindmica eletrénica

[31).
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Os pontos quanticos sdo notaveis como lumindforos, destacando-se em
relacao aos corantes luminescentes organicos. Em especial, pode-se destacar
sua ampla faixa de absorcao, emissao espectral dependente do tamanho (efeito
batocrémico com aumento do tamanho), alta foto-estabilidade e tempo de vida
da emissao que podem variar de varias centenas de picossegundos a dezenas
de nanossegundos [32]. Tais propriedades sao decorrentes do confinamento
quantico, no qual os semicondutores que emitem luz quando estimulados por
um campo eletromagnético externo é aplicado.

No caso da excitacao com radiagao no UV-vis, absorvem energia, resul-
tando na promocao dos elétrons da banda de valéncia (BV) para a banda de
condugao (BC), que no caso dos pontos quinticos assumem niveis de energia
discretos. Nesse processo forma-se uma quasiparticula denominada excitonico
ou o par elétron-vacancia. Nessa situagado, a energia do band-gap sofre uma pe-
quena diminuicao por conta da atracao eletrostatica entre o elétron e o buraco.

Quando perturbados, por exemplo influenciados por um ente externo, os
elétrons podem recombinar-se com os buracos liberando o excesso de energia
na forma de fotons. Os efeitos de confinamento quantico levam a um band-
gap crescente dependente do tamanho com niveis de energia quantizados
observaveis.

Os niveis de energia quantizados identificados nos pontos quanticos resul-
tam em estruturas eletronicas que se encontram em uma posicao intermedié-
ria entre moléculas individuais, caracterizadas por uma tnica lacuna HOMO -
LUMO, e semicondutores massivos, os quais exibem niveis de energia continuos
dentro de bandas [33], conforme representado na Figura 3.

A energia absorvida que promove os elétrons é geralmente maior do que
a energia dos fétons emitidos na relaxacao, o que é explicado, em parte pela
atracao elétron-buraco e defeitos de superficie do nanomaterial. No entanto,
em casos especificos, por exemplo quando os pontos quantico é dopado com um
elemento lantanideo, pode-se observar o que se é denominado up-conversion,
ou seja, a emissao de radiacao de maior energia do que a energia absorvida.
A energia do foton emitido é determinada pelo tamanho, forma e composicao
dos pontos quanticos, sendo por isso passiveis de ajustes quando do desenho
do nanomaterial a ser produzido [34], o que é coveniente para para diversas
aplicacoes, incluindo no desenvolvimento de sensores [35] e de marcadores para

imageamento biomédico [36].
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Material massivo Pontos quanticos Molécula

Figura 3: Esquema de de confinamento quantico, pontos quanticos e moléculas.
BV ¢ a banda de valéncia, BC é a banda de conducao, AE(mat. masivo) ¢
o deslocamento de Stokes, AEgqs) ¢ a energia do gap, HOMO-LUMO ¢
semicondutores em massa com niveis de energia continuos dentro de bandas.
Fonte adaptada de [37].

O efeito de confinamento quantico torna-se evidente quando o raio de
um nanocristal de semicondutor se aproxima do raio de Bohr, resultando em
um confinamento forte. Esse fenomeno leva a uma orbita restrita do elétron
ao redor do buraco, formando um exciton que segue um modelo semelhante
ao atomo de hidrogénio. De forma forma geral, a fotoluminescéncia em pontos
quanticos semicondutores ocorre devido a desativagao radiante BC — BV apds
a excitacao radiante. As emissOes espectrais resultantes sdo estreitas e asso-
ciadas a dispersao de tamanhos das nanoparticulas. Notavelmente, os pontos
quanticos do tipo core-shell apresentam alta eficiéncia quantica luminescente,
frequentemente se aproximando de 1. Quando recobertos adequadamente, os
QDs permanecem estaveis em meio aquoso, formando uma dispersao coloidal

com uma grande area superficial propicia para interagoes em solugao [38-40].
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2.2.1
Pontos quanticos de carbono e de grafeno

Nanomateriais de carbono com as trés dimensoes inferiores a 100 na-
nometros sao comumente denominados pontos quanticos de carbono (CQDs).
Quando na forma de escamas ou fragmentos de grafeno, eles sao denominados
pontos quanticos de grafeno (GQDs).

Esses nanomateriais baseados em carbono vem se demonstrando muito
promissores na ciéncia e na tecnologia devido as suas propriedades que in-
cluem a compatibilidade em meio aquoso, onde formam dispersoes coloidais
estaveis, a potencial biocompatibilidade, por serem essencialmente formados
de carbono, resisténcia contra fotodegradacao além das propriedades opticas,
em especial a fotoluminescéncia, sua natureza ecologicamente amigavel tendo
menor toxicidade em relacao aos pontos quanticos inorganicos de Cd e Pb,
além de poderem ser obtidos por procedimentos relativamente simples. Devido
a essas propriedades intrinsecas, a viabilidade do uso de CQDs/GQDs foi de-
monstrada em uma infinidade de aplicagoes em ciéncias de materiais, ciéncias
quimicas e ciéncias bioldgicas [41, 42].

Embora GQDs possam ser considerados como um tipo de CDs, estes ge-
ralmente possuem uma estruturas distintas. CDs sao nanoparticulas que ten-
dem & esfericidade compostas por partes amorfas e cristalinas [43]. Apesar de
muitos pesquisadores demonstrarem a existéncia da secao cristalina de carbono
sp? [44, 45], eles geralmente possuem menor cristalinidade em comparagio com
GQDs. Em contraste, a maioria dos GQDs é produzida a partir de grafeno, [46]
éxido de grafeno (GO), [47, 48], moléculas com estrutura especifica com anéis
benzénicos e a partir de outros precursores que contém carbono [49].

Para alcancar os melhores resultados em aplicacbes envolvendo
CQD/GQD, é importante compreender que o método de produgao desses
materiais pode ser do tipo top-down e bottom-up [50].

O método top-down envolve o corte de materiais de carbono massivos
convertendo o em CQD/GQD por meio de varios métodos, como exfoliagao
em liquido, ablagao laser e técnicas de litografia por feixe de elétrons. Alguns
métodos podem produzir nanomaterial rico em grupos funcionais contendo
oxigénio, o que é benéfico em termos de compatibilizacdo com meio aquoso
e criacdo de sitios de interacdo. Li et al. [51] descreve as diferentes origens e
métodos de sintese de GQDs. GQDs por meios fisicos ou quimicos de corte
de materiais como grafeno, 6xido de grafite, carvao, nanotubos de carbono ou
fibras de carbono. No entanto, estas abordagens top-down possuem algumas
desvantagens, como defeitos e falta de controle mais apurado em termos de

obtenc¢ao de tamanho e forma do nanomaterial que nao podem ser controlados.
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As abordagens bottom-up parte de moléculas precursoras que formam
CDs ou GQD por meio de métodos como o hidrotérmico assistido por micro-
onda, reagoes catalisadas por metais entre outros. Comparado ao método top-
down, a abordagem bottom-up permite o melhor controle de tamanho e da
morfologia.

Embora CDs e GQDs possuam estruturas centrais diferentes, ambos
podem ser funcionalizados com grupos na superficie e bordas, especialmente
grupos funcionais relacionados ao oxigénio, como carboxila e hidroxila [52].
Esses grupos de superficie contribuem significativamente para as propri-edades
6pticas de CDs e GQDs e os tornam dispersiveis em meio aquoso. Além
disso, heterodtomos, como nitrogénio, enxofre e outros elemen- tos, melhoram
consideravelmente a luminescéncia e a condutividade elétrica de CDs e GQDs,
ajustando as estruturas eletronicas [53].

A partir da descoberta acidental de materiais luminescentes de carbono,
as propriedades 6pticas tornaram-se um dos temas mais frequentemente estu-
dados. Diversos CDs e GQDs com diferentes cores de luminescéncia, abran-
gendo desde o UV até a regiao do infravermelho préximo, foram sintetizados
por vérias abordagens [54, 55]. No entanto, as propriedades Opticas desses
materiais sdo também questoes controversas, especialmente em relagao ao me-
canismo de luminescéncia. O debate sobre a origem da luminescéncia é decor-
rente do comportamento peculiar em que, em alguns casos, a posi¢ao do pico de
emissao pode variar de acordo com o comprimento de onda de excitagao [56].

Observagoes experimentais inconsistentes, bem como propriedades inde-
finidas obtidas por diferentes abordagens, tornam a origem da luminescéncia
mais complexa até por que as propriedades luminescentes dos CDs e GQDs sao
muitas vezes relacionadas aos grupos funcionais de superficie, como carboxila
e hidroxila [57]. A redugdo ou oxidagdo desses grupos pode afetar totalmente
as propriedades 6pticas, resultando em diferentes intensidades de luz visivel
e PL [58]. Tal importancia dos grupos de superficie na fotoluminescéncia dos
CDs e GQDs foi confirmada por estudos usando técnicas eletroquimicas e es-
pectroscépicas que revelaram informagoes sobre a dindmica de portadores e a
contribui¢ao de diferentes centros de emissao de fétons.

Além disso, foi observado que o solvente influencia a fotoluminescéncia,
ou seja, diferentes polaridades de solventes alteram o grau de conjugacgao dos
carbonos sp? nos GQDs. Isso ocorre por conta das interacoes eletrostaticas en-
tre os GQDs e as moléculas do solvente, bem como por efeitos de solvatagao,
em que as moléculas de solvente se organizam ao redor dos GQDs, podendo
distorcer ligeiramente a estrutura eletronica das regides conjugadas sp?. Essas

interacdes modulam o grau efetivo de conjugacao 7 dos dominios sp?, afetando
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diretamente a estrutura eletronica dos GQDs. Consequentemente, o band gap
de energia entre os niveis de energia envolvidos nas transi¢oes eletronicas res-
ponséaveis pela fotoluminescéncia é alterada, resultando em diferentes energias

de emissdo fotoluminescente [58].

2.2.2
Fotoluminescéncia dos pontos quanticos

As propriedades fotofisicas tinicas dos QDs inorgénicos foram as primei-
ras a despertar entusiasmo para aplica¢oes em imagens e andlises biolégicas. A
luminosidade intensa da fotoluminescéncia é resultado de elevados rendimen-
tos quanticos (®= 0,1-0,9) combinados com grandes coeficientes de extingao
molar (105-107 L mol™* ¢cm™!) possuindo largos perfis de absorcio que au-
mentam continuamente em magnitude desde o primeiro pico excitonico até
comprimentos de onda mais curtos no ultravioleta préximo.

As cores da fotoluminescéncia dos QDs resultam da variacdo do com-
primento de onda de emissao do pico de acordo com o tamanho, morfologia
e e composicao do nanocristal. O tamanho e a cor da fotoluminescéncia do
QD podem ser controlados pelo ajuste da temperatura e a duragao do cres-
cimento do cristal durante a sintese. Outras propriedades épticas vantajosas
dos QDs podem incluir tempos de vida no estado excitado mais longos do
que dos corantes fluorescentes organicos (> 10 ns), uma resisténcia superior
ao fotobranqueamento e degradacdo quimica devido & composi¢ao inorgénica
e confinamento do exciton, além de se¢oes transversais de absorcao de fétons
(103-10* gigamol) que sdo varias ordens de magnitude maiores do que as dos
corantes fluorescentes.

Dessa forma, os QDs se destacam como excelentes sondas para rastrear
processos dindmicos ao longo do tempo e para imagens de tecidos ou outros
espécimes biolégicos complexos, onde a excitagao no infravermelho proximo
ajuda a superar desafios relacionados a autofluorescéncia e a atenuacao da luz
de excitagao por absorgao forte de proteinas (por exemplo, hemoglobina) na
regido visivel [59, 60].

A dependéncia do tamanho do QD na fotoluminescéncia é o resultado
do efeito do confinamento quantico (QCE do inglés quantum confinement
effect). Como um material em massa ¢ reduzido a dimensoes em nanoescala,
a densidade de estados diminui perto da banda de condugdo e da banda de
valéncia, resultando no surgimento de estados excitonicos discretos. A energia
do intervalo da banda aumenta ainda mais com a diminui¢do do tamanho do

nanocristal, pois o éxciton fica confinado a dimensées menores do que o raio

de Bohr [61].
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O comprimento de onda de emissao muda, pois a recombinagao do éxciton
ocorre entre os estados de borda da banda estados. Por exemplo, o CdSe,
quando em sua forma massiva (bulk), apresenta uma energia de banda proibida
(band gap) de 1,76 eV e um didmetro de Bohr de 9,6 nm. J4 o CdSe, quando
confinado em nanoestruturas de tamanhos entre 2-7 nm, exibe uma diminuic¢ao
da energia de banda proibida conforme o tamanho da particula decresce.

Especificamente, a energia da banda proibida do CdSe nestas nanoestru-
turas diminui de 2,8 eV (para particulas de 2 nm) para 1,9 eV (particulas de 7
nm). Este decréscimo da energia de banda proibida é acompanhado por uma
mudanga no comprimento de onda da fotoluminescéncia, que varia de 450 nm
a 650 nm. Ou seja, quanto menor o tamanho da nanoparticula de CdSe, menor
serd sua energia de banda proibida e maior o comprimento de onda de emissao.

A extensao da faixa na qual tanto a energia da banda proibida quanto o
comprimento de onda da PL podem ser ajustados por meio do confinamento
quéntico depende do material que compode o nanocristal (no caso, CdSe) e
também de sua energia de banda proibida quando em forma massiva.

No caso dos GQDs, como recentemente demonstrado, esses podem ser
utilizados como marcadores luminescentes universais para alvos moleculares e
possibilitar a visualizacao, em tempo real, de dinamicas de trafego em células
vivas [62]. De fato, existe um grande potencial para aplicagdo dos CDs e GQDs
em funcao da sua luminescéncia e biocompatibilidade e tamanho que facilita
sua difusao e interacao com biomoléculas, potencialmente sem comprometer
suas fungoes.

Entretanto, o uso generalizado dos GQDs ¢ limitado pela falta de garantia
dos procedimentos que produzam nanomateriais de forma reprodutiva tanto
em termos de distribuicao de tamanho, carga superficial e grau e tipo de
grupos funcionais. O centro de fotoluminescéncia dominante dos GQDs advém
do efeito de confinamento quantico dos dominios 7 conjugados, o estado
de superficie/borda nos GQDs, bem como do efeito sinérgico desses dois
fatores [63, 64].

Os GQDs apresentam um ntcleo de grafeno e grupos quimicos anexados
(quantitativamente/qualitativamente), indeterminada. A emissao fotolumines-
cente é influenciada tanto pelo nicleo de grafeno quanto pelos grupos quimicos
circundantes. Especificamente, o niicleo de grafeno determina a emissao intrin-
seca, enquanto os grupos quimicos anexados exercem controle sobre o estado
da superficie [65].

No caso dos GQDs com um ntcleo de grafeno perfeito e uma quantidade
reduzida de grupos quimicos na superficie, acredita-se que o bandgap dos do-

minios 7 conjugados seja o verdadeiro centro intrinseco da fotoluminescéncia.
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Destaca-se o QCE, que ocorre quando os GQDs possuem dimensoes do exciton
menores que o raio de Bohr [66, 67]. Uma abordagem relevante para investigar
a fotoluminescéncia do QCE ¢ a introducao de GQDs preparados por reagoes
orgénicas, destacando suas propriedades eletronicas e Opticas especiais [68].
Por exemplo,Yang et al. investigaram a fotofisica dos GQDs sintetizados orga-
nicamente, concluindo que o estado intrinseco depende do tamanho, enquanto
o deslocamento do nivel de energia entre o estado intrinseco e o estado de
borda determina as propriedades 6pticas [64].

Se o deslocamento do nivel de energia for suficientemente grande, a
fotoluminescéncia prevalece, caso contrario, o longo tempo de vida do estado
intrinseco possibilita o cruzamento intersistema para o estado excitado tripleto
do estado de borda [69].

Zhu et al. [70] mostraram para casos especificos de carbono e hidrogeno
Ci39H3y e CagaHys, é possivel que os estados intrinsecos diminuam para um
nivel de energia inferior ao do estado de borda, resultando na perda da
fotoluminescéncia esperada.

Na pesquisa por SK et al. comentaram que por meio da aplicacao da
teoria funcional da densidade (DFT) e célculos DFT dependentes do tempo,
torna-se possivel observar que a fotoluminescéncia de um GQD pode ser
significativamente modulada com base em seu tamanho, configuragao de borda,
forma, grupos quimicos ligados, presenca de heterodtomos e defeitos. Além
disso, identificou-se que que o PL de um GQDs grande que consiste em uma
rede de carbono heterogeneamente hibridizada é determinada pelos pequenos

aglomerados sp? isolados, em contraste com os carbonos sp?® isolados [71].

2.2.3
Toxicidade dos pontos quanticos de grafeno

Para avancar nas aplica¢oes biomédicas dos GQDs, é essencial obter uma
compreensao completa de sua toxicidade. Uma das razoes do crescente interesse
nesses nanomateriais é atribuida, em parte, a sua estrutura essencialmente de
carbono, que confere uma baixa toxicidade previsivel [72, 73]. No entanto, é
imperativo realizar uma andlise da toxicidade dos GQDs para garantir que
seu comportamento reativo e tamanho pequeno nao desencadeiem respostas
adversas ao serem introduzidos em qualquer sistema biolégico. A disciplina
dedicada ao estudo desses efeitos é conhecida como "Nanotoxicologia'.

Até o momento, a nanotoxicologia tem se desenvolvido por meio de uma
combinagao de estudos experimentais in vitro e in vivo, bem como previsoes
computacionais (também conhecidas como inser¢des computacionais), com

simulagoes baseadas em fenémenos bioldgicos complexos complexos [74]. As
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abordagens experimentais in vitro e in vivo fornecem percepc¢des empiricos
sobre os efeitos téxicos de nanomateriais em sistemas biologicos, enquanto as
previsoes computacionais complementam esses estudos por meio de simulagoes
baseadas em modelos tedricos. Essa combinacao de métodos experimentais e
computacionais é fundamental para o avango da nanotoxicologia, permitindo
uma compreensao mais abrangente dos mecanismos subjacentes a toxicidade
em nanoescala e orientando o desenvolvimento de nanomateriais mais seguros

e biocompativeis.

2.2.3.1
Toxicidade in vitro

Os GQDs destacam-se pelo seu pequeno tamanho, o que lhes confere
a capacidade de atuar como moléculas. Diversas rotas de producao resultam
na formagdo de GQDs ou pontos quanticos de 6xido de grafeno (GOQDs),
proporcionando diferentes caracteristicas fisicas. Estudos foram realizados
para avaliar a toxicidade in vitro dos GQDs, considerando grupos funcionais
substituintes e métodos de producao. Resultados variados foram obtidos,
destacando, por exemplo, que GQDs funcionalizados com o polietilenoglicol
(PEG) apresentaram menor toxicidade em comparacao com os GQDs "brutos'".
A biocompatibilidade do PEG reduziu reagoes adversas nas organelas celulares
[75].

A dimensao dos GQDs-PEG também influenciou a toxicidade, uma vez
que nanoparticulas maiores agem de maneira distinta, agindo menos como bio-
moléculas. Estudos especificos, como os de Chong et al. [76], indicaram ausén-
cia de toxicidade em ensaios realizados em células A549 e HeLa, demonstrando
viabilidades superiores a 80% em concentracoes especificas. Outros pesquisa-
dores, como Sun et al. [77] ¢ Wu et al. [78], corroboraram esses resultados,
destacando altas taxas de viabilidade celular em diferentes linhagens celulares
e concentracoes de GQDs.

A introduc¢ao de nitrogénio na estrutura dos GQDs, como demonstrado
por Liu et al. [79] e Zhu et al. [80], também revelou baixa toxicidade em célu-
las HeLa e RSC96, respectivamente, ampliando as possibilidades de aplicacao
biomédica desses nanomateriais. Zhu et al. ainda observaram boa biocompati-
bilidade em células MC3T3, indicando potencial para bioimagem. A funciona-
lizacao com macromoléculas hidrofilicas, como PEG, foi crucial para superar
a hidrofobicidade inerente dos GQDs em meio aquoso, contribuindo para sua
estabilidade e impedindo a agregacao.

O processo sintético desempenha um papel primordial na toxicidade

dos GQDs, determinando suas caracteristicas fisicas. Diferentes vias producao
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conduzem a GQDs variados, como os GoQDs, mais hidrofilicos devido aos
grupos de oxigénio. Estudos especificos, como os de Zhang et al. [81] e Ge
et al. [82], evidenciam a importdncia da sintese na obtencdao de GQDs com
propriedades especificas, como baixa toxicidade em células-tronco e emissao de
fotoluminescéncia no vermelho, indicando potencial para terapia fotodinamica.

Apesar dos estudos que demonstram a baixa toxicidade dos GQDs, a
necessidade de investigacoes mais aprofundadas persiste, especialmente consi-
derando diferentes tipos de células mamiferas e a possibilidade de inflamacao.
Estudos em macrofagos apontam efeitos na apoptose, autofagia e producao
de citocinas associadas a inflamacao. A genotoxicidade dos GQDs é uma area
pouco explorada, mas essencial para avaliar danos a longo prazo no DNA, em-
bora, até o momento, pareca ser insignificante quando comparada ao éxido de
grafeno. Este ultimo causa acumulacao significativa de células na fase sub-G1,

levando ao aumento da apoptose [78].

2.2.3.2
Toxicidade in vivo

Até o momento, hd poucas pesquisas relatadas sobre estudos de toxici-
dade in vivo. Um estudo abrangente conduzido por Nurunnabi et al. [4] revelou
que os GQDs carboxilados se acumularam em 6rgaos como figado, baco, pul-
mao, rim e em células tumorais, apds injecao intravenosa em seu modelo de
camundongo. Além disso, analises bioquimicas séricas, avaliacoes histolégicas
e contagens completas de células sanguineas demonstraram baixa toxicidade e
auséncia de danos aos orgaos apés 21 dias.

Os resultados de Ge et al. [82] mostraram que os GQDs exibem alta
capacidade de imagem de fluorescéncia e também capacidades de Terapia
Fotodindmica (PDT) quando injetados em camundongos. Os camundongos
foram injetados com 4 mg kg~! de GQDs e irradiados com luz branca (400-800
nm) nos dias 1 e 7, resultando redu¢do do tamanho de um tumor reduzido em
comparacao com os controles.

Some et al. [83] utilizaram camundongos com tumores HCT 116 em
suas costas como modelo animal. O GQD-curcumina foi identificado como um
agente que inibia o crescimento do tumor e prolongava a vida em comparagao
com os controles de solucao salina com PH controlado tamponada com tampao
fosfato (PBS), GQD e éxido de grafeno duplamente oxidado (DGO). Apés 24

dias, os tamanhos dos tumores nos controles foram 1000, 1027 e¢ 1100 mm?,

respectivamente, enquanto o GQD-curcumina registrou menos de 300 mm?.
Apesar de o estudo nao ter como objetivo principal avaliar a toxicidade dos

GQDs, os resultados sugeriram que os GQDs em si ndo apresentam toxicidade
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significativa para as células tumorais.

Huang et al. [84] realizaram testes in vivo de GQDs obtidos por esfoliagao
acida e GQDs funcionalizados com acido félico (FA) e fon gadolinio com uma
carga elétrica positiva de +3 (Gd*") em embrides de peixe-zebra. Constatou-se
que ambos tinham efeitos negligenciaveis nas taxas de eclosao e sobrevivéncia
em comparagao com o controle (sem GQDs) durante 96 h pés-fertilizacao,
mesmo em concentracoes de até 500 pgml™* de GQDs ou FA-GQDs. A tnica
excecao foi observada para FA-Gd-GQDs a 500 pgml ', resultando em uma
notével inibicdo da taxa de eclosdo, da ordem de ~60 %. A associacao desse
efeito com o aumento da dissociacdo de Gd** foi sugerida.

Esses resultados destacam a importancia de considerar a toxicidade nao
apenas dos GQDs puros, mas também dos grupos funcionais ou medicamentos
adicionados a eles [84].

Em uma investigacao efetuada por Chong et al. [76], a toxicidade in vivo
de PEG-GQDs em camundongos foi examinada para multiplas doses, utili-
zando injecdo intravenosa (IV) ou intraperitoneal (IP) (20 mg kg™! a cada dois
dias, ao longo de 14 dias). Os resultados indicaram que nao houve diferenca ob-
servavel na toxicidade para os PEG-GQDs em comparacao com o controle. Em
contraste, alguns camundongos dosados com PEG-GO apresentaram mortali-
dade, atribuida ao pequeno tamanho dos PEG-GQDs, que permitiu uma eficaz
eliminacao, evitando o acimulo no corpo. Anélises dos principais 6rgaos 1 ou
40 dias apo6s um ciclo de dosagem nao revelaram diferencas em comparagao

com o controle [85].

2.2.4
Aplicacoes dos pontos quanticos de grafeno como sondas analiticas e
como marcadores de células

A modificagao funcional e a formagao de conjuntos de GQDs desempe-
nham um papel fundamental em sua aplicagdo na tecnologia, proporcionando
uma versatilidade tinica [86]. Dotados de grupos de 4cido carboxilico em sua
superficie (provavelmente nas bordas na nanoestrutura), os GQDs possibilitam
a funcionalizacao por meio de ligagoes covalentes ou interagdes nao covalentes
com diversas espécies, incluindo inorgénicas, organicas ou bioldgicas [87, 88].
A funcionalizacao, seja covalente ou nao covalente, apresenta vantagens es-
pecificas, desde o aprimoramento das propriedades épticas [89], mediante a
ligacao covalente com moléculas organicas até a capacidade de interagdo com
biomoléculas, impulsionando o desenvolvimento de sensores altamente eficazes
para o reconhecimento de biomoléculas [90, 91]. A funcionalizagdo dos GQDs

nao apenas intensifica sua luminescéncia, mas também confere seletividade nas
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interagbes com espécies quimicas especificas [92].

Além disso, essas estruturas baseadas em carbono destacam-se por sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade, estabilidade na fotoluminescéncia (PL)
e resisténcia a degradacao fotonica em comparacao com pontos quanticos inor-
géanicos. No campo da biologia, optoeletronica e energia, os GQDs tém atraido
atencao significativa, especialmente na criacao de biossensores altamente sen-
siveis e eventualmente, seletivos para a deteccao de ions metalicos, moléculas
pequenas e biomacromoléculas, oferecendo novas possibilidades para o diagnos-
tico de doengas, monitoramento ambiental e avaliagdo de seguranca [93, 94].

Pesquisas recentes revelaram métodos de producao e purificacao de GQDs
codopados com heteroatomos, como nitrogénio (N), enxofre (S), boro (B) e
fésforo (P), permitindo ajustes na lacuna de banda, densidade de elétrons e
melhoria no rendimento quéantico e atividade quimica [95-97]. A presenca de
grupos quimicos de superficie, defeitos estruturais e dopagem de superficie com
ions metalicos também influenciam significativamente na fotoluminescéncia
dessas nanoestruturas de carbono [89, 98, 99]. Apesar dos desafios, como a
necessidade de aprimorar a eficiéncia quantica (QY) dos GQDs e explorar novos
tipos de biossensores, suas vantagens notaveis em termos de sensibilidade,
seletividade, rapidez e eficiéncia de custo permanecem evidentes, permitindo
adaptagdo aos requisitos especificos de diversas aplicacbes em termos de

sondagem analitica [100-102].

2.2.4.1
Incerteza associada aos nanomateriais: variabilidade das propriedades e
desafios para a quimica analitica

Existem varios tipos de nanoparticulas, como as metalicas e os pontos
quanticos, com propriedades e aplicagoes que dependem de fatores como
composicao, tamanho e forma. Do ponto de vista da quimica analitica se o
nanomaterial produz sinal ou serve como mediador para obtencao de um sinal
que tem utilidade quantitativa é importante que as condigoes para a producao
do sinal, e em consequéncia a condicao do nanomaterial, esteja plenamente
dominada.

Pode-se citar dois exemplos que ilustram a situacao. As nanoparticulas
metdlicas, por exemplo as e ouro (AuNPs), quando excitadas produzem o
efeito de ressonéncia plasmonica localizada de superficie (LSPR) que leva a
obtenc¢ao de bandas espectrais na regiao visivel do espectro eletromagnético.
Essas bandas tém formato e localizacdo que dependem do tamanho, forma,
natureza do capeamento e quantidade, que sao criticas nas aplicagoes das

AuNPs que vao desde detecgao quimica até catélise [103-105]. Em termos de
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quantidade de nanoparticulas, existem modelos matematicos que permitem a
estimativa de nanomaterial disperso em solu¢ao, com base no diametro médio
e no maximo de exting¢ao espectral.

No entanto, foi demonstrado que dependendo da forma de producao das
nanoparticulas, ou seja em funcao de variagoes nos precursores, temperatura e
de processo (agitacao e tempo de reacao) as AuNPs, como sondas, serdo mais
ou menos sensiveis a presencga de analitos [106], no caso aminoglicosideos, que
provocam disturbios no LSPR das AuNPs provocando variagoes de sinal que
podem ou nao serem sensiveis e/ou proporcionais em relagao a concentragao do
amnoglicosideo dependendo das condi¢des de producao da partida de AuNPs.

No caso dos GQDs, Hertel [107] estudou a variabilidade nas propriedades
6pticas de dispersoes de pontos quanticos de grafeno funcionalizados (GQDs-
GSH) e nao funcionalizados (GQDs) em funcao das quantidades relativas e
precursores e da taxa de aquecimento para fusao do nanomaterial, inclusive
o grau de queima dos precusores. Verificou-se uma notavel robustez nas
intensidades e posicao espectral da fotoluminescéncia das dispersoes de GQDs
obtidas em funcao das variagoes dos parametros citados, porém com maior
variabilidade para as GQDs nao funcionalizadas.

Ainda no caso dos GQDs e CQDs, nado existe um modelo mateméatico
que permite a estimativa de concentracao de nanomateriais em dispersao. Por
conta disso, vem se usando teor de carbono da dispersao como parametro
de referencia para estabelecimento de protocolos analiticos. Porém esse teor
de carbono pode ter uma porcao significativa de material carbonico que
nao necessariamente é nanomaterial (por exemplo residuos de precursores e
produtos de pirdlise).

Portanto, a variabilidade e a incerteza metrologica associada sdo carac-
teristicas importantes de nanomateriais estudados em quimica analitica. Com-
preender e controlar os parametros criticos na producao dos nanomateriais é

essencial para garantir confiabilidade.



3

Parte Experimental

3.1
Reagentes e materiais

Neste estudo, os reagentes e materiais utilizados foram adquiridos de
varios fornecedores. A albumina de soro humano (HSA) e o 4cido desoxirri-
bonucleico (DNA), no caso o DNA do timo de bezerro (ctDNA, da sigla em
inglés Calf thymus DNA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA), ambos
com pureza superior a 99,9 %.

O Acido citrico e ureia foram obtidos da Merck (Alemanha), a tioace-
tamida da Sigma-Aldrich e o cloreto de sédio da Vetec (Brasil). O tampao
Tris-HC/ em que Tris refere-se a 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol, foi
adquirido da Molecular Sigma Biology (Reino Unido).

Para a preparagao das solugoes, foi usada agua ultrapura com uma
resistividade inferior a 18 MQ cm™!, obtida de um purificador de dgua Milli-
Q Gradient System A10 da Millipore nos (EUA). Além disso, membranas de
didlise (peso molecular retido de 3,5 kDa, ou seja, 5,811886733x10(-2% kg

foram fornecidas pela Spectrum Laboratories Inc.(EUA).

3.2
Medidas fisicas

As anadlises de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofotometro
de luminescéncia do modelo LS 55 da Perkin-Elmer (Reino Unido). Para a
medicao da luminescéncia, foram utilizadas cubetas de quartzo, com 1 cm
de comprimento de caminho 6ptico. Para manter as dispersdes na cubeta a
temperaturas constantes e especificas, durante alguns dos experimentos de fo-
toluminescéncia, foi empregado um sistema termostatico (PTP-1 Fluorescence
Peltier System, em conjunto com o PCB1500Water Peltier System da Perkin-
Elmer).

Os espectros de absor¢ao molecular foram realizados em um espectro-
fotometro de feixe duplo de absor¢ao UV-Vis modelo Varian Cary 100 Conc
(Australia). A espectroscopia Raman foi realizada com um espectrémetro mo-

delo Xplora da Horiba (Japao) equipado com um detector de dispositivo de
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carga acoplada e um laser de estado sélido (laser de 532 nm) com a cor verde
para excitar as solucoes dos GQDs. E relevante ressaltar que a cor verde pro-
duziu melhor resposta que os cores azul e vermelho.

As medigoes de dispersao dindmica de luz (DLS) foram conduzidas para
obter distribui¢oes de tamanho hidrodinamico, distribuicao de tamanho e
potencial zeta dos GQDs, usando, para tal, o insrumento Nanoparticle SZ-
100 da Horiba (Japao), equipado com um laser de 10 mW com comprimento
de onda de 532 nm. Todas as medigdes foram realizadas dez vezes com um
tempo de exposicao de 120 s, uma temperatura de 25 °C e um angulo de 90°
ou 173°, conforme adaptacao de [108].

A determinagao do teor total de carbono foi feita em um analisador
modelo TOC-VCPN (Shimadzu, Japao). O banho de ultrassom modelo USC-
2800 da Unique (Brasil) foi utilizado para homogeneizacao das dispersoes dos
GQDs, enquanto o agitador de amostras tipo Vortex modelo NA 3600 da
Norte Cientifica (Brasil) foi empregado para preparacao da solugao de HSA,
deste modo diminuindo a tendéncia de formacao de aglomerados dispersoes no
sistema.

Na preparacdo do nanomaterial foram utilizadas uma chapa de aqueci-
mento (modelo 509 da Fisatom, Brasil) e uma chapa com agitacao (modelo 751
da Fisatom, Brasil). As medigoes de massa foram realizadas em uma balanga
analitica modelo MSU da Cubis® (Alemanha), calibrada pelo laboratério Peso
Exato Automagao (Rio de Janeiro), acreditado pelo Inmetro. As medigoes de
pH foram realizadas em um pHmetro modelo 827 da Metrohm (Brasil). O
eletrodo utilizado foi do tipo de membrana de vidro, selado e conjugado com
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl(KCl(sat)). Cada etapa do processo foi meti-
culosamente controlada, garantindo a confiabilidade e a validade dos resultados

obtidos neste estudo.

3.3
Preparacdo de pontos quanticos de grafeno (GQDs)

O preparo das dispersoes aquosas de GQDs foi realizada seguindo uma
rota ja estabelecida na literatura, com pequenas modifica¢des, conforme citado
LIU, Jing-Jing et al. [86].

Brevemente, em trés copos becker de 100 mL, nos quais 1,04 g de acido
citrico foram misturados com 0,30 g de ureia (para produzir as denominadas
GQDs-U) ou de tioacetamida (para produzir as denominadas GQDs-TAA).
Ureia e tioacetaminda foram utilizados para produzir funcionaliza¢do dos
nanomateriais de carbono.

As misturas foram aquecidas com a chapa ajustada para 240 °C e man-
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tidas até atingirem fusdo, com mudanca de cor para marrom claro, o que
demandou entre 3-5 minutos. Neste ponto, adicionou-se diretamente aos fras-
cos, 100 mL de agua ultrapura na temperatura ambiente, promovendo assim
a hidro-esfoliacdo do material carbonizado. Essas dispersoes, denominadas de
“dispersoes originais de GQDs”, apresentaram colora¢ao amarelo-claro (no caso
da mistura preparada com ureia) e laranja (no caso da mistura preparada com
tioacetamida) e foram mantidas em agitagdo por um periodo de 20 min.
Posteriormente, procedeu-se a didlise 50 mL das “dispersoes originais de
GQDs” presentes nos trés copos becker de 100 mL, por 24 h, utilizando uma
membrana com didmetro de poro de 3,5 kDa, a fim de remover particulas
maiores da carbonizacao e reduzir a concentracao de residuos de precursores.
Essas dispersoes foram denominadas de “dispersoes dialisadas de GQDs” O

procedimento empregado ¢ simplificado na ilustracao indicada na Figura 4.

Alta temperatura

QRS ©) ©) ®

Dialisado em dgua
Fusio dos precursores de carbono desionizada
(T= 3 a5 min) dispersos em 100 mL de H,O (T=24h)

(T= 20 min)

e — S
LR 2k A

e e -

Mistura de 1,04 g de 4cido citrico € 0,30 g
de ureia ou tioacetamida para a produgio
de GQDs.

Hidro-esfoliagao

Chapa aquecedora Chapa aquecedora Agitador magnético Dispersdes de
(aspecto transparente das misturas) (coloragdo caramelo/marrom) (com béquer) GQDs

Figura 4: Fases do processo de preparacgao das dispersoes de GQDs utilizando

misturas acido citrico/ureia e acido citrico/tioacetamida. Fonte, Autora.

3.4
Medicoes de teor de carbono total e estimativa das concentracoes de
GQDs

A andlise do contetido de carbono total (TCC) foi realizada com o
objetivo de quantificar a concentragdo de carbono presente nas dispersoes
dialisadas utilizadas nos experimentos. Essa quantificacao funcionou como uma
referéncia de concentragao padrao.

Para a analise, utilizou-se o injetor de liquidos de um analisador de
carbono total que permitiu a medicao direta das amostras. Os resultados de
TCC foram reportados em concentracoes de carbono expressas em mg L~!
inicialmente.

Contudo, quando foi necessario para os calculos e comparagoes experi-

mentais, essas concentracoes em mg L' foram convertidas para mol L~!. Essa
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conversao baseou-se no fator de massa molar de carbono puro, que é de 12,01 g
mol~!. Dessa forma, estabeleceu-se uma referéncia confidvel e comparavel entre

as concentracoes de carbono nas diversas dispersoes empregadas no trabalho.

3.5
Estudos morfoldgicos em série temporal apés preparacao das dispersoes
de GQDs

A caracterizagao dos nanomateriais sintetizados (GQDs-U e GQDs-TAA)
foi realizada por meio de diferentes técnicas analiticas. Logo apds a prepara-
¢ao das dispersoes dialisadas, foram obtidos os espectros de fotoluminescéncia
e Raman como primeira etapa de caracterizacdo. Além disso, para avaliar a
estabilidade coloidal ao longo do tempo, foram feitas medi¢oes do tamanho hi-
drodinamico, distribuicao de tamanho e potencial zeta das nanoestruturas em
suspensao. Essas andlises de estabilidade foram realizadas em série temporal,
nos tempos de 1, 15 e 28 dias apds o preparo das dispersoes.

Conforme a necessidade e os objetivos de cada técnica, diluigoes das
dispersoes foram feitas em agua ou tampao Tris-HC/-NaC/l pH 7,4 antes das
medicoes. Para os experimentos de série temporal, as dispersoes dialisadas
foram armazenadas em geladeira (4 °C) entre as medidas. Previamente a cada
novo experimento, estas passaram ainda por banho de ultrassom para garantir
a dispersao adequada dos nanomateriais antes da preparagao das amostras de
trabalho. Dessa forma, buscou-se uma caracterizagdo completa e confiavel dos

materiais.

3.6
Preparacao das solucoes

A solucao tampao de Tris-salino (Tris-HC¢-NaC/) foi preparada a partir
de um volume de 5 mL de solugdo estoque comercial de tampao Tris-HC/ (a 1
mol L™ que foi diluido para 1 L com uma solugao de NaC/ (3,0 g L™!) para
se obter de concentracao final de 5 mmol L' de Tris-HC/ e 50 mmol L~! de
NaC/. O pH final de 7,4 foi ajustado utilizando aliquotas de solucao de HC/ 1
mol L. A solugdo tampéo foi armazenada em geladeira (4°C).

A preparagao da solugdo de DNA do timo de bezerro (ctDNA) foi
realizada um dia antes da execucao do experimento e envolveu a adigao
de aproximadamente 10 mg dessa biomolécula a 5 mL da solucao tampao
Tris-HC/-NaCl. A relagdo de absorvancias de 260/280 nm determinada por
espectrofotometria foi de 1,89, indicando auséncia de proteinas.

A concentracao de ctDNA foi determinada por espectrofotometria de ab-

sorcao, utilizando a lei de Lambert-Beer, usando o coeficiente de absortividade
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molar (¢) de 6600 L mol™! em™! para a banda de 260 nm, conforme indicado
na Equagao 3-1, onde C representa a concentracio de ctDNA (em mol L™1),
A260 representa a absorvancia na banda em 260 nm, e b é o caminho éptico (
1 cm) [109]. A concentracao final foi determinada como 8,65x10~! mol L™! e

mantida a 4 °C.

A260

6600 — b
A solucio albumina do soro humano (HSA), a 1,0 mmol L1, foi prepa-

C= (3-1)

rada também um dia antes do experimento, permitindo sua dissolug¢ao com-
pleta sem agitacao. Nesse processo, adicionou-se, 0,3323 g de HSA (com uma
massa molar do mondmero de 66478 g mol™!) a 5 mL de tampao Tris-HC/-
NaC/l. Posteriormente essa solucao foi diluida, com a solucao tampao Tris-
HC/¢-NaC/t, para uma concentracao final de 4,0x10~7 mol L=! e mantida a 4
°C.

3.7
Estudo temporal de interacao dos GQDs e das biomoléculas

Uma avaliacao da interagao entre GQDs-U e GQDs-TAA com biomolé-
culas foi realizada visando avaliar a estabilidade dos GQDs e entender o tipo
de interacao envolvida. Este aspecto é importante para aplicagoes em nano-
medicina e sensores biologicos avangados. O estudo foi realizado em pH 7,4
e temperatura de 25°C. Os perfis de interagao foram acompanhados ao longo
de um periodo de 28 dias. Analises foram realizadas em intervalos especificos
de tempo (24, 48, 72, 96, 168, 336, 504 e 672 h) para avaliar a evolucao da

interagao.

3.7.1
Estudo espectroflurimétrico da interacao de GQDs com HSA

Para avaliar a interagdo com a biomolécula HSA, realizaram-se medidas
de fluorescéncia na presenca de concentracoes crescentes dos nanomateriais
dialisados (GQDs-U e GQDs-TAA).

Inicialmente, partiu-se de uma solucao estoque de HSA em concentracao
conhecida de 1,0 mmol L™, Um volume de 84 pL desta solucao estoque foi
transferido para um balao volumétrico de 25 mL, completando-se o volume
final com o tampéao Tris-HC/-NaC/. Obteve-se, dessa forma, uma solugao de
trabalho de HSA com concentracao adequada para os experimentos planejados.

Em seguida, um volume de 14 mL dessa solugao recém preparada
foi retirado e transferido para um segundo balao volumétrico de 100 mL.

Novamente completou-se o volume total com adi¢cdo do tampao, resultando
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na solucdo final de HSA na concentracao padronizada de 1 x 107% mol L1
usada posteriormente na titulacao com os nanomateriais dialisados.

As solugdes medidas no experimento foram preparadas em baloes especi-
ficos contendo, em todos, a mesma concentragao de HSA (1 x 107¢ mol L™1),
em meio tamponado, porém, em cada balao, contendo uma concentracao es-
pecifica de GQDs (estimada pelo TCC entre 5,4 x 107% a 5,5 x107° mol L™!
para GQDs-U e entre 6,4 x 107% a 6,4 x107° mol L~! para GQDs-TAA).

As diferentes aliquotas (na ordem de pL), usadas na fortificagdo das
solugoes de HSA, foram obtidas de dispersoes dialisadas diluidas preparadas
adicionando 166 pL dessas em baldao de 50 mL antes do ajuste final de volume
com solucao de tampao Tris-HC/-NaCl. Os espectros de fluorescéncia da
solugdo de HSA (com e sem adigdo de GQDs) foram obtidos na faixa de
comprimento de onda de 293-443 nm (banda caracteristica do HSA) com
excitagao a 281 nm.

O sinal foi medido em termos de altura da banda de emissao em 348
nm. O procedimento foi repetido ao longo de um periodo de 28 dias (como
indicado mais acima) apés a preparagao das dispersoes dialisadas. Esse mesmo
experimento foi realizado para os GQDs-U em duas diferentes temperaturas,
297 K e 313 K, com a finalidade de determinar os parametros termodindmicos

envolvidos na interagao entre a biomolécula HSA e esses nanomateriais.

3.7.2
Titulacao do DNA por espectrofotometria de absorcao

Nos estudos de interagao entre os GQDs e o DNA, foi realizado uma
titulagao espectrofotométrica de absor¢ao em que aliquotas da solugao de DNA
foram adicionadas diretamente na cubeta contendo um volume fixo (2,0 mL)
das dispersoes de GQDs em tampao. Apods cada adicao de solucao de DNA,
a cubeta foi agitada manualmente, previamente as medigoes absorciométricas,
compensando o efeito de diluigao por meio da adicao de aliquota equivalente
na cubeta de referéncia contendo solugao tampao.

Os volumes adicionados (um total de seis adi¢oes) de solugdo de DNA
variaram entre 0 a 120 umol L™! . As dispersdes usadas na titulacao foram
preparadas usando 100 uL da dispersao dialisada de GQDs-U ou 300 uL da
dispersao dialisada de GQDs-TAA diretamente na cubeta de quartzo (1 cm
de caminho 6ptico) onde se adicionou solugdo tampao Tris-HC/-NaC/l para
completar o volume final de 2 mL. A cubeta de referéncia continha apenas 2
mL de solu¢ao tampao. Os espectros de absor¢ao foram adquiridos na faixa de
200 a 400 nm. O procedimento foi repetido ao longo de um periodo de 28 dias

apos a preparacao das dispersoes dialisadas.
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3.8
Ensaio de competicao pelo DNA com brometo de etidio

O estudo de competicdo, utilizando brometo de etidio (BET) como
sonda, foi realizado por meio da espectrofluorimetria. Todas as solugoes foram
preparadas em meio tamponado (Tris-HC/-NaCl). A solucao de BET foi
preparada na concentracdo de 1 x 1072 mol L™! e a solucao de DNA foi
preparada na concentracao de 20 x 1079 mol L=!. As dipersoes de GQDs foram
preparadas na concentragao aproximada (em termos de TCC) de 2 x 1073 mol
L~!. A preparacao das solu¢io do complexo BET-DNA foi feita usando 25 mL
da solugao de DNA onde se misturou 33 puL. da solugdo de BET, de forma a se
ter uma razao molar do aduto BET-DNA igual a 1:10.

Em 10 tubos de ensaio foram adicionados 2,5 mL da solucao de BET-
DNA para, em seguida, se adicionar aliquotas crescentes de volume de dis-
persao de GQDs (0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 13; 15; 18; 20; 23 pL). O volume de
dispersao de GQDs foi mantido relativamente pequeno (> 1 % em relagdo ao
volume da solugdo BET-DNA) para nao haver necessidade de corre¢ao por
diluicao.

Apés um periodo de repouso de 5 min, os espectros de emissao (carac-
teristcos do BET-DNA) foram registrados entre 520 e 700 nm, com o compri-

mento de onda de excitacdo em 499 nm.



4
Resultados e Discussao

4.1
Caracteristicas das dispersbes de GQDs e valor de referéncia para sua
concentracao

Para garantir a representatividade das preparagoes dos diferentes GQDs,
trés ensaios foram realizados, no mesmo dia e usando o mesmo procedimento
(hidro-esfoliagio das misturas dos precursores em fusdo) para GQDs-U e
GQDs-TAA.

As trés dispersoes originais, de cada um dos tipos de GQDs, foram entao
misturadas para se obter o pool de dispersoes de originais de GDQs-U e o pool
de dispersoes originais de GQDs-TAA. Apos realizacao de didlise, para reduzir
o teor residual de precursores e residuos destes assim como de nanomateriais
de tamanho menor do que 3,5 kDa, mediu-se a concentragao de carbono total
(TCC) de cada uma das dispersoes dialisadas. Nas dispersoes de GQDs-U,
o valor de TCC foi de 0,395 mg mL~!, enquanto para a dispersao dialisada
de GQDs- TAA foi de 0,465 mg mL~!. Os valores de pH dessas dispersoes
dialisadas foram medidos, usando a tira universal de pH, ficando na faixa de
pH 4 para a dispersao de GQDs-U e pH 3 para a dispersao de GQDs-TAA.

Vale aqui fazer uma observagao sobre o valor adotado como referéncia
de concentracao para os GQDs nessa dissertacao, pois no caso dos pontos
quénticos (QDs) de carbono, nao existe um modelo tedrico para estimativa de
concentracao destes numa dispersao coloidal.

No caso dos pontos quanticos (QDs) semicondutores inorgédnicos, como os
CdTe QDs e CdSe QDs, a luminescéncia guarda uma relagao bem comportada
em relacdo ao tamanho da nanoparticula, podendo se fazer uma correlagao
entre o deslocamento batocromico e o crescimento do didmetro da nanopar-
ticula. Essa caracteristica permite a proposicao de equagoes, como a equacao
de Brus [110], em que, a partir do valor do comprimento de onda maximo de
emissao, calcula-se o didmetro de nanoparticula e, a partir disso e da extin-
¢ao da dispersao coloidal, obtem-se uma a boa estimativa de concentracao de

nanomaterial.



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 45

Similarmente, no caso de nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs) ou
prata (AgNPs), a posigdo do comprimento de onda maximo da ressonancia
plasmonica localizada de superficie e a informacao a respeito do diametro
médio da nanoparticula permite estimar sua concentragdo em dispersoes
coloidais [111].

Para os QDs de carbono, em especial os GQDs, o comportamento da lu-
minescéncia nao é tao dependente do tamanho da nanoestrutura. Além disso
o empilhamento de nanofolhas pode produzir distor¢ao na relacao quantidade
de nanofolhas por cm? de dispersao, afetando assim a estimativa da concentra-
¢ao de GQDs. Assim, para se ter uma referéncia de quantidade na preparagao
de dispersoes de nanomateriais dessa natureza adotou-se o uso do teor total
de carbono (TCC). Porém, vale salientar que o TCC pode refletir também a
presenca de material carbonico residual da prepara¢ao dos nanomateriais (que
persistem mesmo apds didlise) e, além disso, como uma nanoestrutura pode ter
da ordem de 10? a 10? 4tomos de carbono, o TCC indica um valor que é cen-
tenas de vezes maior que a concentragao de fato das nanoestruturas dispersas
no meio aquoso.

Os espectros de fotoluminescéncia dos GQDs, apresentados na Figura
5, foram obtidos com a diluigdo das dispersoes originais sem didlise (fator de
diluigao de aproximadamente 100 vezes). Os espectros foram obtidos em duas
situacoes, sendo a primeira no pH original apés dilui¢ao, no caso pH na faixa
de 6 para GQDs-U e pH na faixa de 5 para GQDs-TAA. Por conta dos estudos
posteriores requererem o uso do pH fisiolégico (pH 7,4), os espectros também
foram obtidos apds diluigdo em solucao tampao Tris-HC/-NaC/.

No caso dos GQDs-U, ap6s diluicdo em agua, o comprimento maximo
da banda de excitagao foi em 348 nm, com exibicao de uma banda de emissao
simples e bastante simétrica, com comprimento de onda maximo em 430 nm
(Figura 5 A). Para os GQDs-TAA, a banda de excitagao teve méximo em 324
nm e um espectro de emsisao apresentou simetria e um comprimento de onda
maximo de 406 nm (Figura 5 C).

Vale salientar que, de maneira geral, o perfil espectral obtido é caracteris-
tico de GQDs e em concordancia com resultados relatados por Padilha et al., a
partir de uma mistura de 4cido citrico e ureia e dopagem com Ag (Aex/ e =
349/441 nm) [112] e Tabaraki et al. a partir de uma mistura de acido citrico e
tioacetamida (Aey/Aern = 340/422 nm) [113]. Os deslocamentos de Stokes (A
que sao a diferenga entre os maximos de excitagao e de emissao) foram de 83
nm (GQD-U) e 82 nm (GQD-TAA).
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Figura 5: Espectros de excitacao e emissao das dispersoes originais sem didlise
de GQDs: GQDs-U (A) e GQDs-TAA (C) em H,0, além de GQDs-U (B) e
GQDs-TAA (D) em tampao Tris-HC¢-NaC/. Fonte, Autora.

Os espectros de fotoluminescéncia obtidos em pH 7,4 também apresen-
taram simetria das bandas e indicaram comprimentos de onda maximos de
excitagao e de emissao respectivamente de 338 nm e 430 nm para os GQDs-U,
com AX = 83 nm (Figura 5 B). Para as dispersdes de GQDs-TAA, compri-
mentos de onda maximos de excitagdo e emissao foram respectivamente em
335 nm e 405 nm com A\ = 82 nm (Figura 5 D).

Com relacgao as intensidades, a fotoluminescéncia medida das dispersoes
tamponadas foi em torno de duas vezes mais intensas do que as observadas
ap6s diluicao das dispersdes dialisadas em dgua. E fato que a fotoluminescéncia
dos GQDs pode variar, em especial em termos de intensidade, em funcao
do pH do meio aquoso, por conta de fatores como protonacao de grupos
funcionalizados, mudanga de densidade de carga superficial, grau de agregacao,
devido a variacao da capacidade de repulsdo eletrostatica, entre outros fatores.
Considerando que os GQDs possuem grupos carboxilato em sua estrutura, esses
grupos pode estar desprotonados e carregados negativamente em pH 7,4, o que
pode afetar sua solubilidade, estabilidade coloidal e propriedades épticas nesse
meio.

Os espectros Raman dos GQDs sdao apresentados na Figura 6, eviden-

ciando distintas bandas D e G do grafeno localizadas em 1349 cm™! e 1607
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cm™!, respectivamente. A presenca dessas caracteristicas Raman marcantes,

como as bandas D e G, esta em conformidade com a predominéncia de atomos
de carbono na configuracdo sp? nas nanoestruturas grafiticas. Esses resulta-
dos sao consistentes com as observacoes anteriores feitas por Pedrozo-Penafiel,
et al. [108], que também observaram bandas D e G em 1349 cm™' e 1607
cm™!, respectivamente, nos espectros Raman de seus GQDs. No trabalho de
Pedrozo-Penafiel et al. [108], eles atribuiram a banda D a presenca de defeitos
estruturais e bordas nos nanocristais de GQDs, enquanto a banda G foi relaci-
onada aos modos vibracionais de estiramento das ligagoes C=C dos dominios
sp?. A consisténcia entre nossos resultados e os obtidos por Pedrozo-Pefiafiel
et al. reforga a natureza grafitica dos GQDs sintetizados, com predominéncia
de dtomos de carbono hibridizados sp? em sua estrutura. Embora as bandas
D e G sejam as principais caracteristicas espectrais observadas, é importante
notar que, caso os GQDs possuam grupos carboxilato em sua estrutura, estes
estarao desprotonados em pH 7,4, podendo exibir bandas Raman adicionais
correspondentes aos modos vibracionais desses grupos funcionais, como men-

cionado anteriormente.

Sio, Sio
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Sio, D-band G-band

Intensidade (a.u.)
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Figura 6: Espectros Raman das dispersoes dialisadas de GQDs-U (A) e GQDs-
TAA (B). Fonte, Autora.

Os resultados das medigoes de potencial-zeta, ou seja carga superficial dos
GQDs dispersos em agua, sao apresentados na Tabela 1. Esses experimentos
foram realizados em pH 7.4, ap6s tamponamento com tampao Tris-HC/-NaC/,
ja que os estudos que iriam ser realizados com interacdo com biomoléculas
estariam ajustados nesse valor de pH. Esse estudo foi realizado com duas
réplicas de dispersoes dialisadas (denominadas RI e RII) para avaliar a
consisténcia dos resultados obtidos com repeticdo de producao de GQDs. As
medigoes foram realizadas dentro de um periodo de 28 dias, com a primeira
medigao feita um dia (24 h) apés a preparacao da dispersao dialisada. As outras

duas medigoes foram realizadas apds 15 e 28 dias, sendo que, no intervalo dessas
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medicoes, as dispersdes foram guardadas em geladeira (4 °C). E importante
salientar que o estudo com cada réplica das dispersoes dialisadas foi realizado
em um intervalo de més diferente.

As medigoes revelaram valores negativos de carga superficial menores
do que -10 mV com variacao minima ao longo do intervalo do experimento.
Ademais, as cargas superficiais dos GQDs produzidos com os diferentes mo-
dificadores quimicos (ureia e tioacetamida) foram bastante préximos, com re-
sultados médios globais de -7,2 £ 0,8 mV para GQDs-U e -7,1 + 0,6 mV para
GQDs-TAA, considerando todos os dias medidos e resultados das duas réplicas
de experimento e desvio-padrao combinado.

O valor de carga superficial levemente negativo pode, provavelmente, ser
atribuido a uma fragao dos grupos carboxilicos, que modificam o nanomaterial,
que estariam desprotonados na condi¢ao de pH do experimento. Vale salientar
que esta carga superficial, mesmo de pequeno valor, é responsavel pela estabili-
dade das nanoparticulas em dispersoes coloidais. A presenca da carga negativa
produz repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas, prevenindo a formacao
de agregados e, eventualmente, sedimentacao, assegurando uma dispersao ho-
mogénea e estavel a longo prazo. Ademais, o resultado obtido é relevante, pois
mostra a consisténcia do nanomaterial produzido, considerando réplicas e di-

ferenca nas fontes precursoras.

Tabela 1: Potencial zeta das dispersoes dialisadas de GQDs a pH 7,4.
GQDs-Ureia (mV)  GQDs-Tioacetamida (mV)

Dia
RI RII RI RII
1 -7,5+0,3 —-5,44+0,3 —-7,4+0,2 —7,74+0,1
15 —-7,84+0,4 -8,24+0,2 —-6,9+0,4 —6,240,3
28 —-6,3+0,2 —-8,14+0,5 —-6,8+0,1 —-7,84+0,1
Média e desvio-padrao -7,24+0,8 —-7,1+0,6

A anélise por dispersao dindmica de luz (DLS) dos GQDs-U e GQDs-
TAA adicionou mais uma camada de compreensao, revelando didmetros hidro-
dindmicos médios desses nanomateriais em situacao de dispersao coloidal. Os
valores do diametro hidrodinamico sao apresentados na Tabela 2, indicando
uma tendéncia de agregacao do nanomaterial apds o periodo de 15 dias no
caso dos GQDs-TAA, crescendo de um valor de didmetro médio de 5,0 nm
(considerando a média de RI e RII) no dia 1 para 22,7 nm ao final do periodo
do experimento, ou seja uma variacao que mostrou tendéncia e foi acima do
esperado (de quase cinco vezes) mesmo considerando a incerteza associada a
esse tipo de medigao (ver distribuigbes de tamanho na Figura 7). No entanto,

considerando um periodo longo, essa agregacao nao foi suficiente para pro-
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vocar sedimentacao do nanomaterial ja que o tamanho final ainda pode ser
compensado pela carga superficial de forma a manter a dispersao coloidal.

Ja no caso dos GQDs-U, o didmetro médio se manteve razoavelmente
constante ja que nao houve tendéncia clara de crescimento em fungao do tempo.
O didmetro médio no primeiro dia de medicao foi de 12,4 nm, comparavel ao
didmetro de 13,7 nm apds 28 dias. Esse resultado mostrou a estabilidade desse
sistema, que nao pode ser creditada somente a carga superficial, mas talvez
com o tipo de funcionalizagao das bordas dessas nanoparticulas feitas com ureia
em relacdo as produzidas com tioacetamida. E possivel que nos GQDs-U os
grupos funcionais contendo nitrogénio, os quais poderiam estar protonados em
pH 7.4. Contribuam para tornar o potencial zeta dos GQDs-U menos negativo,
porém ainda haveria certa repulsao eletrostatica entre as nanoparticulas pois
o balanco geral de cargas resultaria no impedimento da agregacao excessiva,
contribuindo para a estabilidade coloidal observada, juntamente com o efeito
da funcionalizacao das bordas com grupos provenientes da ureia.

Essas interagoes complexas podem ser influenciadas por uma variedade
de fatores, como forgas de van der Waals, interagoes eletrostaticas, ligacoes de
hidrogénio e interagoes de solvatagao [114].

A influéncia dessas forcas pode levar a formacao de agregados, resultando,
consequentemente, em um aumento no diametro hidrodindmico, conforme
evidenciado pelos resultados para GQDs-TAA. Essas observacoes encontram

respaldo nos resultados de estudos anteriores [115, 116].

Tabela 2: Diametro hidrodindmico das dispersoes dializadas de GQDs a pH
7.4.

GQDs-Ureia (nm) GQDs-Tioacetamida (nm)

Dia
RI RII RI RII
1 8,1+2,0 16,6+2,4 4,4+1,6 5,6£3,7
15 6,7£1,9 10,3+£3,6 5,6£2,0 8,1£3,5
28 12,4+2,4 14,9+5,1 19,1+4.4 26,3 +5,3
Média e desvio-padrao 11,5+£7,6 11,5 £8,9

As distribuigoes de didmetro hidrodindmico sao mostrados na Figura 7 (A
e B para as réplicas de GQDs-U e C e D para as réplicas de GQDs-TAA). Essas
distribui¢coes mostram claramente a tendéncia de crescimento para os GQDs-

U ao contrario do que pode ser constatado ao se observar as distribuig¢oes dos
GQDs-TAA.
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Figura 7: Diametro hidrodindmico dos GQDs-U: (A) réplica (RI), (B) réplica
(RIT) Didmetro hidrodindmico dos GQDs-TAA: (C) réplica (RI), (D) réplica
(RIT). Fonte, Autora.

Apesar da pequena variacao observada no caso dos GQDs-TAA, existiu
uma consisténcia de perfil de distribuigao nas réplicas de ambos os precursores,
GQDs-U e GQDs- TAA, o que é fundamental em termos da confiabilidade nas
aplicacoes analiticas de de imageamento desses nanomateriais. As distribuicoes
indicadas na Figura 7 visualmente reforga essa consisténcia, exibindo sobrepo-
si¢oes nas distribui¢oes de tamanho para as diferentes replicas. Esses achados
enfatizam a uniformidade nas caracteristicas hidrodinamicas, consolidando a

confianca na metodologia utilizada de preparacao das dispersoes dos GQDs.

4.2
Experimentos de interacdo com biomoléculas (HSA/DNA)

Compreender o tipo de interacao envolvida entre uma sonda e uma
biomolécula é um aspecto importante no que diz respeito a aplicacoes em
nanomedicina e sensoriamento biologico avancado. Estudos dessa natureza tém
implicagoes significativas no desenvolvimento de nanomateriais funcionais para
diversas aplicagoes biotecnologicas. Nesta dissertacao, os dois diferentes GQDs
foram avaliados em funcao de suas interacoes com duas biomoléculas-modelo:
a Albumina de soro humano (HSA) e o &4cido desoxirribonucleico (DNA),
especificamente o DNA do timo de bezerro (ctDNA).
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4.2.1
Estudo da Interacao entre HSA e GQDs

A fluorescéncia intrinseca do HSA é principalmente atribuida a um tnico
residuo de triptofano (W214) e dezenove residuos de tirosinas, localizados
na regiao de Sudlow I [117]. A fluorescéncia do HSA exibe uma notavel
sensibilidade as condi¢bes do ambiente em seu entorno imediato, nos quais
fatores locais e a presenca de outras espécies quimicas podem exercer influéncia
[118]. Por conta disso, o HSA é um excelente bio-indicador.

Por meio da espectroscopia de fluorescéncia, informacgoes sobre o meca-
nismo de interacdo de uma espécie quimica com o HSA podem ser obtidas
em funcao do tipo de supressao da fluorescéncia da HSA [119], permitindo
a estimativa da constante de supressao estatica (K}) entre a espécie quimica
em estudo e o HSA, ou seja, a constante de Stern-Volmer (K;) no caso da
supressao dinamica e a constante K, no caso de supressao estatica.

De forma a se avaliar a afinidade dos dois tipos de GQDs com o HSA, a
partir do mecanismo de supressao de fluorescéncia, diferentes aliquotas das
dispersoes diluidas dos GQDs foram adicionadas a baldes volumétricos de
10,00 mL contendo HSA em tampéao Tris-HC/-NaC/l. Apos adicao dos GQDs,
o volume dos baloes foi ajustado, de tal forma que a concentragao de HSA fosse
constante (1 x 107% mol L™!), e as concentracdes de GQDs (estimadas pelo
teor de carbono em termos de mol L.™!) variassem na ordem dentro da ordem
de grandeza de 107° mol L™! em termos de TCC (o que seria da ordem de
1077 mol L~! em termos de nanomateriais contendo da ordem de 10 carbonos
por nanoestrutura).

O contetudo de cada balao foi transferido para a cubeta de forma a se
fazer a varredura (de 293 a 443 nm, com excitagdo em 281 nm) para obter a
banda de emissao de fluorescéncia caracteristica do HSA. Nessa condicao foi
constatado que nao ocorre efeito filtro imposto pelo nanomaterial, pois em 281
nm a extingdo do nanomaterial é baixa e no experimento o TCC é da ordem
de 107® mol L~!. Esse experimento foi repetido na temperatura ambiente do
laboratoério (em torno de 298 K), em intervalos de tempo de envelhecimento
das dispersdes de GQDs (24, 48, 72, 96, 168, 336, 504 e 672 h) permitindo o
calculo da constante de supressao provocada pelos GQDs na fluorescéncia do
HSA.

O conjunto de espectros tipicos de um experimento de supressao de HSA
com GQDs-U e com GQDs-TAA sao mostrados respectivamente na Figura 8
A e Figura 8 B com as curvas normalizadas de supressao (Figura 8 B e Figura
8 D) cujas sensibilidades sao usadas para estimar os valores das constantes de

interagao.



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 52

1000
A 443 nm = Albumina B
2,0 ]
800 -
=
r} -
E600 -
3
g 15 :
=400 =
§ .
=
=200 ol 2
o R~ =0,9940
1,04 =
300 320 340 360 380 400 420 440 0 1x10° 2107 3x107 4x10° 5x10° 6x10°
Comprimento de onda (nm) GQDs-U (mol 1)
1000 a3
C nm —— Albumina D
.
800 207
%\ []
E600 -
@
] .
E &= 15
=400 = []
=
5 -
= -
=200 104 =
’ R2 = 0,9882
300 320 340 360 380 400 420 440 0 1,10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10°
Comprimento de onda (nm) GQDs-TAA (mol L1 )

Figura 8: (A-C), Os espectros de fluorescéncia da HSA (a 298 K) obtidos na
auséncia e na presenca de quantidades crescentes do supressor (GQDs-U ou
GQDs-TAA), com A, = 281 nm e utilizando tampao tris-HC¢- NaC/l (pH =
7,4). As concentragoes utilizadas foram [HSA] = 1 x 107% mol L ™! e [GQDs]
variando de 0 a 5,45 x107° mol L™ (GQD-U) e 0 a 6,41 x107° mol L™ (GQD-
TAA). Os graficos de fluorescéncia em fungao de [GQDs] sdo apresentados nas

Figuras (B-D), que indicam, como exemplo, os resultados obtidos apds 72 h

para GQDs-U e 96 h para GQDs-TAA.

Nesse contexto a intensidade de fluorescéncia (F') medida das solugoes
de HSA na presenca de GQDs foi normalizada pelo sinal medido da solucao de
HSA na auséncia de GQDs (Fp), para estabelecer uma relagdo matemética de
sinal normalizado (Fy/F) em fun¢do da concentracao estimada de GQDs-U.
Dessa forma a constante de supressao (K;) foi obtida da sensibilidade da curva.
Podendo ainda se extrair a constante de velocidade de supressao bimolecular
(K,) a partir da relagdo indicada na Eq. 4-1, conhecida como equagcao de Stern-
Volmer [120] em que, 7y refere-se a ordem de tempo de meia-vida da HSA
(valor tipico utilizado foi (107® s) na auséncia do supressor, e [Q] representa
a concentragao do supressor [121, 122], no caso, a concentracao de GQDs-U
estimada a partir do TCC.

?:1+Ki[Q]=1+Kq><To><[Q] (4-1)

Na medida em que a quantidade de GQDs era aumentada, observou-se



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 53

uma reducdo na intensidade da banda de emissdo do HSA. Tal efeito pode
estar associado a uma combinagao de longo prazo das duas espécies (GQDs
e HSA) que resulta num mecanismo estético de supressao. Por outro lado,
caso o efeito de supressao seja causado por colisdes entre as duas espécies, no
tempo em que o HSA se encontra no estado excitado, nao havera interagao de
longo prazo, apenas a imediata transferéncia de energia do fluoréforo para o
supressor (mecanismo de supressao dindmica) [123].

Na Tabela 3, sao mostrados os valores de K; e de K, extraidos do
experimento. Primeiramente, os resultados foram bastante consistentes em
relagdo as réplicas (RI e RII), o que mostrou repetibilidade de comportamento
levando em conta que houve em torno de 1 més entre cada experimento
(réplica). Ademais, os valores de K; e de K|, foram estatisticamente iguais
independentemente do tipo de GQDs o que mostra certa robustez na produgao
do nanomaterial funcionalizado independentemente do modificador quimico
usado. E interessante frisar que, no caso da tioacetamida, funcionalizacoes
com N e S eram esperadas diferentemente da funcionalizacao apenas com N

no caso do uso da ureia.

Tabela 3: Valores de K; e K, associados a supressao da fluorescéncia da HSA
na presenca de GQDs/HSA, avaliados em 298 K.

. - Constante de velocidade
Constante de interacao

Réplicas de GQDs Ki(L mol™) de supressao biomolecular*
' K, (L mol™" s71)
GQDs-U (RI) (1,6 £0,3) x 10* (1,6 £0,3) x 102
GQDs-U (RII) (1,740,2) x 10* (1,7+0,2) x 1012
GQDs-TAA (RI) (1,54+0,7) x 10* (1,54+0,7) x 10*2
GQDs-TAA (RII) (1,54+0,2) x 104 (1,540,2) x 10*2

*15=10"%s

Destaca-se que os valores obtidos para K, apresentam uma magnitude
com duas ordens de grandeza superior ao coeficiente de difusao tipico da HSA
(2,0x10'° L mol~! s71) [124], situagdo essa que evidencia contribuigao de me-
canismo estatico no processo de supressao, concordando com estudos anteriores
no caso para moléculas discretas [121, 125]. Experimentos de supressao de flu-
orescéncia de HSA, similares aos citados acima, foram feitos para estudar a
interagao dos GQDs (no caso foi testado apenas 0 GQDs-U como modelo) com
HSA, porém usando duas temperaturas diferentes e constantes fixadas em 297
K e 313 K. As curvas nas duas diferentes temperaturas foram construidas num
mesmo dia e apés aproximadamente 60 dias da preparacao da dispersao de
GQDs-U dialisada. Esse experimento visou aprofundar o entendimento sobre

o mecanismo responsavel pela supressao de fluorescéncia do HSA, ou seja, o
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tipo de interacao entre essas espécies quimicas. As curvas normalizadas de fluo-
rescéncia (Fy/F) em fungao da concentragao de GQDs-U (em termos de TCC)
sao mostradas na Figura 9 e os respectivos valores de K; e K se encontam na
Tabela 4.

2,4- !
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124 o e 313K

0 1x10°  2x10°  3x10°  4x10° 5x10°  6x107°
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Figura 9: Graficos normalizados de fluorescéncia em funcao da concentracao
de GQDs-U (em termos de TCC) em 297 K e 313 K.

Os resultados apontam claramente para uma inequivoca diferenca entre
os valores de sensibilidade (ver valores de K; na Tabela 4.), sendo tal diferenga
em termos dos valores de K; de 1,4 vezes. Outra constatacao foi a de que
a sensibilidade observada em 313 K foi maior do que a obtida em 297 K,
indicando que o aumento da temperatura provocou maior efeito de supressao,
comportamento esse tipico de supressao dinamica conforme destacado por
Moreira et al.[122].

Embora a curvatura tipica de eventos mistos nao seja observada clara-
mente nos graficos normalizados; na curva obtida em 297 K se observa uma
leve curvatura, corroborada pela degradacao do coeficiente de determinacao
da regressao linear (R? = 0,972),0 que pode indicar que um processo de su-
pressao misto esteja ocorrendo. Ja no experimento feito em 313 K, a supressao
dindmica é amplificada com a contrapartida da diminuicao da efetividade da
supressao estatica, o que leva, graficamente, para um melhor ajuste linear (no
caso R? = 0,994).
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Tabela 4: Valores de K; e K, associados a supressao da fluorescéncia da HSA
na presenga de GQDs/HSA, avaliados em 297 e 313 K.

Constante de velocidade

Constante de interacao

GQDs T (K) de supressio biomolecular*®

K.(L mol-!
(L mol™) K, (L mol™" s71)
297 (1,6 £0,2) x 10° (1,6 £ 0,2) x 102
GQDs-U
313 (2,340,3) x 10* (2,3+0,3) x 102

*T() =102%s

Em sintese, qualitativamente, conclui-se que o processo de supressao
pode estar ocorrendo de maneira mista, incorporando componentes estaticos e
dindmicos [122], porém prevalecendo o efeito dindAmico. A intera¢ao entre HSA
e os GQDs foi avaliada também por meio do valor da constante de ligacao K,
que é obtida a partir da modificacdo da equacao de fluorescéncia normalizada
em func¢ao da contracao do supressor, conforme expresso na Eq.4-2, em que Fj
e I e [Q] ja foram definidos e n corresponde o ntimero de sitios de interagao

que o supressor ocupou na estrutura da proteina (HSA).

- F

log = logK} + nlog [Q)] (4-2)
Os valores de log K;, e de n foram obtidos respectivamente a partir do

coeficiente linear e angular da curva e sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Constante de formagao aparente K, ntiimero de sitios de ligagao (n)
e parametros termodindmicos envolvidos na interacao entre HSA e os GQDs
em 298 K.

Réplicas Afinidade de ligacao
de K, AG®
GQDs (mol L) T mol
GQDs-U (RI) (5,940,8) x 10° 1,240,2 -3,05
GQDs-U (RII) (6,04+0,2) x 10° 1,240,2 -2,97
GQDs-TAA (RI) (7,4+0,5)x10° 1,140,1 -3,88
GQDs-TAA (RII) (4,9+0,5) x10° 1,04+0,2 -3,66

Novamente se observou uma boa aproximacao entre os valores medidos
para as réplicas de GQDs e que os valores de K}, sao similares e da ordem de
105 mol L~!. Porém, vale ressaltar que esses valores estdao superestimados por
conta de maior contribui¢ao de supressdao produzida por colisdes (supressao

dindmica).
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Porém, a partir dos valores supostos de Kj, a literatura destaca que
valores na faixa de 10® a 10° indicam a relevancia das interacoes de atracao,
capazes de facilitar o transporte de compostos pela corrente sanguinea através
da proteina [125]. Nesse contexto, os resultados obtidos para ambos GQDs
podem validar a existéncia de mecanismo estatico com ligacao dos GQDs em
algum sitio da proteina. A observacdao de um valor de n préximo a 1 mostra
que essa interagao ocorre em um unico sitio que, no caso seria sitio I de
Sudlow sendo isso também sugerido em outras fontes da literatura onde se
tem informagoes a respeito de outros complexo QDs-HSA [126, 127].

Considerando que os valores para K3, da tabela 5, advém de processo
estatico, a energia livre de Gibbs padrao (AG®) foi estimada usando a Eq.4-
3, encontrando-se o valores levemente negativos, da ordem de -3 kJ mol™!,
indicados na tabela 5, que apontam para espontaneidade do processo de
ligacdo, novamente partindo do principio de que a supressao seja 100 % de

natureza estatica.

AG® = —RTInK, (4-3)

A andlise dos parametros termodinamicos e de for¢a motriz entre GQDs
e HSA ¢é importante para avaliar a espontaneidade do processo (AG) e
compreender os diferentes tipos de forcas intermoleculares envolvidas no
reconhecimento intermolecular entre GQDs e o sitio de ligagdo na biomolécula
[128, 129].

Conforme a literatura consultada, quando AH > 0 e AS > 0, as
interacgoes sao predominantemente hidrofébicas; em contraste, quando AH < 0
e AS < 0, observam-se ligagoes de hidrogénio, com ou sem interacoes de
forcas de van der Waals. Por fim, para AH > 0 e AS < 0, o processo
de complementariedade é regido por interagoes expressivamente eletrostaticas
[130-132]. A variagao de entalpia (AH) do processo foi estimada a partir
do valor de AH® obtida pela equagao de van’t Hoff (Eq.4-4), que pode ser
relacionada com as variagoes de entropia (AS) e de energia livre de Gibbs

(AG) por meio da equacao Eq.4-5.

K, AH° T 1 1
gl = "r (57 .
AG = —~AH — TAS (4-5)

Usando o sistema GQDs-U/HSA como modelo e a partir dos valores
supostos para as constantes de ligacao K1 e K2 , obtidos respectivamente
a 297 K e 298 K, na Eq.4-4 (em que R é a constante dos gases igual a 8,314
J mol~! K1), obteve-se, um valor de AH de -25 kJ mol™!, o que indica que

0 processo é exotérmico. Desta forma os valores de AG sao negativos assim
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como os valores de AS (Tabela 6). Assim, pode-se afirmar que o processo de
supressao ocorre espontaneamente, sendo entalpicamente favoravel (AH < 0)
sendo a conducao do processo de supressao orientada entropicamente, através
da formagao de ligagoes de hidrogénio (com ou sem interagdes de forgas de van
der Waals) entre GQDs e a HSA [131, 133, 134]. A fracao de GQDs que se liga

ao HSA também provocou diminuigao da entropia do sistema (AS < 0 ).

Tabela 6: Constante de formagao aparente K3, niimero de sitios de ligagao (n)
e parametros termodindmicos envolvidos na interagao entre HSA e os GQDs
em 297 a 313 K.

Réplicas Afinidade de ligagao
de T (K) K, AH AS AG
GQDs (mol L) " (kJ mol™") (J mol™" K1) (kJ mol™)
297  (1,4+0,1)x 10° 1,19+ 0,06 54 95
GQDs-U . -25
313 (1,5+0,5) x 10° 0,96+ 0,02 45 11

Nas Figuras 10 e nas Figuras 11 sao mostradas as varia¢oes dos valores
das contantes K; e K, além dos dados afinidade (n) obtidos na série temporal
do estudo realizado em duas réplicas. No caso da interagao GQDs-U/HSA
observou-se, de maneira geral, uma oscilacao dos dados experimentais dentro
do periodo até 48 h, ocorrendo entao uma tendéncia de estabilizacao dos
valores de K;, K, e n até 672 h apo6s a preparacao da dispersao dialisada. Tal
oscilacao pode estar relacionada com a estabilizacao de carga e processos de
esfoliagdo e crescimento/empilhamento das nanoestruturas na primeiras horas
de preparacao. Assim que os pardametros morfologico e de carga se estabilizam,
os valores calculados tendem a se manter constantes. Por outro lado, os dados

apontam, desde o principio, que exite apenas um sitio de interacao.

= GQDs-U (RI) = GQDs-U (RI) GQDs-U (RI)
A © GQDs-U (RIT) B © GQDs-U (RIT) C * GQDs-U (Rll)

Kq x 1012 (L mol-! s°1)
n

24 48 72 96 168 336 504 672 24 48 72 96 168 336 504 672 24 48 72 96 168 336 504 672
Time (h) Time (h) Tempo (h)

Figura 10: Gréficos de tendéncia: (A) Constante de extingao de Stern-Volmer
(K;), (B) Constante de extingao bimolecular (/) e (C) O nimero de sitios de
ligacao ao ligante (n) em relacao a interacdo de GQDs-U com HSA.

Para a interacgdo GQDs-TAA/HSA notou-se que os valores obtidos para
os parametros K;, K, e n tiveram uma oscilagao menor ao longo do tempo de

estudo de interacao desses GQDs com o HSA, com menor dispersao dos valores
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e sem aumento ou decréscimo sistematico. Ou seja, aparentemente interagao
GQDs/HSA tendeu a alcangar uma posigao de equilibrio mais facilmente.
Assim como para o sistema GQDs-U/HSA, houve, desde o principio, indicagao

clara da existéncia de apenas um sitio de interagao.

= GQDs-TAA (RI)
* GQDs-TAA (RIT)

= GQDs-TAA (RI)
© GQDs-TAA (RII)

= GQDs-TAA (RI)
* GQDs-TAA (RII)

x 104 (L mol-1)
o
-

Kj
Kq x 1012 (L mol-! s°1)
n

24 48 72 9 168 336 504 672 24 48 72 96 168 336 504 672

Tempo (h)

24 48 72 9 168 336 504 672

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11: Gréficos de tendéncia: (A) Constante de extingao de Stern-Volmer
(K;, (B) Constante de extingdo bimolecular (K,) e (¢) O nimero de sitios de

ligacao ao ligante (n) em relacao a interacao de GQDs -TAA com HSA.

Uma avaliagao estatistica do comportamento da interagdo dos GQDs com
o HSA foi realizada usando os valores de K; obtidos do estudo temporal. Na
Tabela 7, sao mostrados os valores de K; e desvios-padrdes (da regressao que
gerou K; como sensibilidade) para o sistema GQDs-U/HSA, de forma a melhor

visualizar os dados que seriam testados estatisticamente.

Tabela 7: Valores de K; e desvio-padrao (da regressdo linear) para o sistema
GQDs e HSA em func¢ao do tempo apds a preparacao da dispersao dialisada
de GQDs-U.

Valor de K; (GQDs-U/HSA)

verificar se os dados das amostras (GQDs-U/HSA) seguem uma distribuicao

Tempo L mol™*
(horas) Réplica
RI RII

24 (1,340,2) x 10* (1,740,2) x 10*
48 (2,04+0,1) x 10* (1,6 +£0,2) x 10*
72 (1,74+0,1) x 10* (2,0+0,1) x 10*
96 (1,540,1) x 10* (1,740,1) x 10*
168  (1,6+0,2) x 10* (1,640,1) x 10*
336  (1,5+0,1) x 10* (1,6 +0,1) x 10*
504  (1,4+0,1) x 10* (1,7+0,2) x 10*
672  (1,7+£0,2) x 10* (1,6 £0,1) x 10*

A primeira avaliagdo foi realizado com o teste de Shapiro-Wilk para
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normal. Isso foi feito pela combinagao dos conjuntos de dados RI e RII dos
GQDs-U/HSA. O resultado mostrou um valor W de 0,93 e um valor-p de
0,23. Como o valor-p ¢ maior que o nivel de significincia comumente utilizado
(0,05), ndo ha evidéncia suficiente para rejeitar a hipdtese nula de normalidade.
Sendo assim, foi possivel proceder com a andlise de variancia (ANOVA de uma
variavel).

De maneira geral, os resultados da ANOVA de uma varidvel para os
valores RI e RII mostraram que, em funcao do fator "Tempo", ndo ha um efeito
significativo nas médias de ambos os valores. Para RI, o valor F associado ao
fator "Tempo" é de 0,12, com valor p de 0,73.

Para RII, o valor F é de 0,74, com valor p de 0,42. Como ambos os
valores p sdo maiores do que o nivel de significancia de 0,05, ndo ha evidéncia
suficiente para concluir que existem diferencas significativas nas médias de RI
e RII entre os diferentes tempos.

Por fim, o teste ¢t de Student pareado comparou diretamente as médias de
RI e RII. O resultado mostrou um valor t de -1,25, com 7 graus de liberdade
e valor p de 0,24. Isso indica que nao ha evidéncia para rejeitar a hipotese
nula e que a diferenca média entre RI e RII é igual a zero. Ou seja, nao foram
encontradas diferencas significativas entre as médias de RI e RII.

O teste t de Student pareado (t-pareado) fornece uma avaliagdo robusta
e especifica das diferencas entre as amostras emparelhadas de RI e RII,
complementando a ANOVA ao focar na relagdo direta entre RI e RII nos
mesmos dados.

Embora a ANOVA néao tenha apontado diferengas significativas entre os
tempos, o teste t-pareado analisou mais a fundo a diferenca entre RI e RII. No
geral, os resultados sugerem que o tempo nao influencia significativamente as
diferencas entre RI e RII, proporcionando uma avaliagdo mais consistente da

relacao entre os dados e o tempo.
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Tabela 8: Valores de K; e desvio-padrao (da regressao linear) para o sistema
GQDs e HSA em funcao do tempo apos a preparacao da dispersao dializada
de GQDs-TAA.

Valor de K; (GQDs-TAA/HSA)

Tempo L mol™!
(horas) Réplica
RI RII

24 (1,6 +0,1) x 10* (1,5+0,1) x 10*
48 (1,5+0,1) x 10* (1,8 +0,2) x 10*
72 (1,540,1) x 10* (1,540,1) x 10*
96 (1,440,1) x 10* (1,5+0,1) x 10*
168  (1,6+0,1) x 10* (1,3+0,1) x 10*
336 (1,5+0,1)x10* (1,5+0,1) x 10*
504  (1,4+0,1) x 10* (1,440,1) x 10*
672  (1,4+0,1) x 10* (1,6 +0,1) x 10*

Para o conjunto de dados GQDS-TAA/HSA, foram aplicadas as mesmas
analises estatisticas realizadas anteriormente. Nesse sentido, o teste de Shapiro-
Wilk foi obtido pela combinacao dos conjuntos de dados RI e RII dos GQDs-
TAA/HSA. O valor de W encontrado foi de 0,94, com valor p associado de
0,36. Como o valor p é maior que o nivel de significancia usual de 0,05, ndo
ha evidéncia suficiente para rejeitar a hipétese nula. Portanto, com base nesse
teste, conclui-se que os dados combinados das amostras RI e RII seguem uma
distribui¢do normal com nivel de confianca de 95 %.

Na avaliacao por ANOVA de uma variavel, obteve-se os seguintes resul-
tados: para RI, o valor de F associado ao fator "Tempo" foi de 4,40, com valor
p de 0,08; para RII, o valor de F foi de 0,009 com valor p de 0,92. Como os
valores p sdo maiores que o nivel de significincia de 0,05, nao ha evidéncia
para rejeitar a hipétese nula de que nao existem diferencas significativas entre
as médias dos grupos RI e RII em funcao da variavel "Tempo".

Em seguida, realizou-se o teste t de Student pareado para comparacao
das médias das duas amostras emparelhadas RI e RII. Os resultados mostra-
ram valor ¢ de -0,32 com 7 graus de liberdade e valor p de 0,75. A hipdtese
alternativa era de que a diferenga média real nao fosse igual a zero. Resumida-
mente, nao encontramos evidéncia para rejeitar a hipotese nula de igualdade
das médias entre as amostras emparelhadas RI e RII.

Com base nos resultados estatisticos apresentados, pode-se concluir que
as amostras RI e RII sao estatisticamente semelhantes. Nao foram encontradas

diferencas significativas entre as médias de RI e RII, seja ao longo do tempo
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(ANOVA) ou na comparagao direta entre as amostras emparelhadas (teste t
pareado). Essa semelhanga estatistica refor¢a a conclusdo de que a interagao
entre os GQDs e a biomolécula HSA é estavel e relativamente forte ao longo
do tempo.

O encadeamento logico dos testes estatisticos aplicados, juntamente com
a concordancia de seus resultados, confere robustez e coeréncia as conclusoes
obtidas neste estudo.

A partir do estudo com a biomolécula HSA, pode-se afirmar que a in-
teracao com os GQDs é estavel e relativamente forte, sugerindo o potencial
desses nanomateriais como sondas que podem ser distribuidos pelo organismo
por meio da HSA, a principal via de transporte de uma variedade de subs-
tratos (endégenos e exdgenos) através da corrente sanguinea. Os resultados
estatisticos corroboram a conclusdo de que nao foram observadas diferencas
significativas na interacao entre os GQDs e a HSA ao longo do tempo, de-
monstrando a estabilidade dessa interagdao e fundamentando o potencial de

aplicacao dos GQDs como sondas distribuidas via HSA.

4.3
Estudos de ligacao com DNA: Titulacdao espectrofotométrica

Os GQDs sao capazes de formar complexos com o DNA [135-137]. A pre-
senga de anéis conjugados na estrutura dos GQDs confere-lhes uma geometria
predominantemente planar e a hibridizacdo m dos atomos de carbono, consti-
tuintes na nanoestrutura, possibilita o deslocamento eletrénico da nuvem de
elétrons m acima e abaixo do plano desses atomos. Essa configuragao sugere que
esses nanomateriais tém a capacidade de interagir com a estrutura de dupla
hélice do DNA por meio de interagoes de empilhamento © — 7 [135-137].

A interagdo dos GQDs com oligomeros de DNA tem sido objeto de
estudo em diversas pesquisas [138, 139]. Os GQDs, com suas estruturas
heterociclicas planas, podem interagir com o DNA de maneira semelhante a
ligantes planos de complexos metalicos, como fenantrolina e dipiridofenazina
(140, 141]. E importante observar que os GQDs séo constituidos essencialmente
de carbono (C) e hidrogénio (H), podendo ter funcionalizagbes nitrogenadas
e sulfuradas, dependendo do precursor utilizado na sua preparacao. Durante
sua producao sofrem oxidagao parcial, introduzindo grupos funcionais como
hidroxila, ep6xi/éter, carbonila e carboxila em suas superficies [99, 139, 142].
Esses grupos desempenham um papel fundamental na formacao de interagoes
eletrostaticas ou ligagoes hidrogénio [61, 143].

No contexto da espectroscopia UV-Vis, as bandas de absor¢ao dos

GQDs podem sofrer deslocamentos para comprimentos de onda mais longos
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(batocréomicos) ou mais curtos (hipsocrémicos), além manifestar hiper ou
hipocromismo ao formarem adutos com o DNA. A caracteristica espectral
do aduto pode ser associada ao tipo de interagao [144, 145]. Por exemplo, no
processo de intercalagdo, ocorre uma interacao entre os orbitais 7* dos ligantes
aromaticos e o sistema m-stack entre as nucleobases [145-147].

Isso resulta na maior dispersao do sistema eletronico m, levando a reducao
do band gap entre os orbitais HOMO (Orbital Molecular Ocupado de Maior
Energia) e LUMO (Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia) [95, 148].
Nesse cenario, o aduto apresentara o maximo de absorcao deslocado para
regioes de menor energia (batocromismo). Em comparagao com a solugao
dos GQDs livre. Em diversas situagoes, esse fendomeno é acompanhado pela
diminuicao da intensidade da banda de absor¢ao (hipocromismo).

Na continuidade do estudo de avaliagdo de interacdo dos GQDs com
biomoléculas, os valores das constantes de ligagao aparente (Kj,,) entre GQDs
e ctDNA foram determinados utilizando a equacdo de Benesi-Hildebrand
(Eq.4-6), em que Ay e A representam as extingoes dos GQDs livres e dos
GQDs na presenca de DNA, respectivamente. Os coeficientes g e eg_g sao
os coeficientes de extincao molar dos GQDs e de seus adutos com DNA,
respectivamente. Dessa forma, Kj,, foi determinado pela relagao entre o

. . . Ao 1
coeficiente linear, e o coeficiente angular da curva de = X5 US Ry [DNA]"

AO [Srel [Yel 1

= + X
A— Ao EH—-G — €@ -G — €@ Kbap [DNA]

(4-6)

Dessa forma, os espectros de absor¢cao dos GQDs foram registrados tanto
na auséncia quanto na presenca de DNA, para um volume de 2,0 mL de
solugdo contendo tampao TrissHC¢-NaCl (pH 7,4) e de dispersdo dialisada
de GQDs. As concentragoes iniciais utilizadas antes da adi¢cdo de DNA foram
de 1,65x107% L mol™! para GQDs-U e de 5,81x107% L, mol~! para GQDs-
TAA. A concentracio inicial da solucio estoque de DNA foi de 8,65x107° L
mol~!, da qual foram realizadas adicdoes graduais variando de 20 a 120 uL.
Os espectros obtidos sdo mostrados na Figura 12 juntamente com os gréficos

de Benesi-Hildebrand para determinacao das constantes de ligacao.
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Figura 12: Na regiao UV-Vis, os espectros eletronicos foram obtidos usando
um tampao de sal Tris-HC/ em pH 7.,4. Variagoes nas proporgoes molares
entre o DNA e os GQDs (GQD-U e GQD-TAA) foram exploradas (A e
C). As Concentragoes utilizadas foram [GQDs — U] = 1,65x107% L mol™! e
[GQDs — TAA]= 1,65x107% L, mol~!, mantendo uma concentracio inicial de
DNA de 8,65x107° L mol~!. As adicoes incrementais do DNA variaram de 20
a 120 pL. (B e D), a constante de ligacao (Kp,,) foi determinada através da
analise de correlagao linear Benesi-Hildebrand, que indicam, como exemplo, os
resultados obtidos apds 96 h para GQD-U e 504 h para GQD-TAA.

Os espectros de extingdo, no UV-vis, das solucbes de DNA revelam
uma banda de absor¢ao bem estruturada em 205 nm. Duas bandas espectrais
intensas sao observadas, a primeira em torno de 239 nm para GQDs-U e em
236 nm para GQDs-TAA, correspondendo a transicao m — 7 dos grupamentos
aromaticos C=C. A segunda banda espectral, um pouco mais larga, aparece
em torno de 334 nm para GQDs-U e em 321 nm para GQDs-TAA, atribuida as
transigoes n — * das ligagoes C=0 [149-151]. Na figura 12, observa-se que os
GQDs interagem com o DNA levando a uma diminui¢ao na energia de transi¢ao
m — w*, bem como uma potencial diminuicao da distancia entre os pares de
bases nitrogenadas. Como, resultado tem-se uma hipocromicidade na banda
centrada em 205 nm, com leve efeito batocromico. Esses resultados indicam
potencial intercala¢ido dos nanomaterias na estrutura do DNA [151, 152].

A determinacao da magnitude da constante de formagao aparente, Ky, €
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relevante para compreeder o mecanismo de ligagao. Em sistemas intercaladores
ou semi-intercaladores, os valores K,, geralmente situam-se na faixa de 10° a
107 L mol™!, enquanto que para contatos nao covalentes nos sulcos, a ordem
de grandeza varia entre 10% a 10* L mol™! [153].

No caso especifico do composto GQDs, conforme indicado na Tabela
9, em experimentos feitos com duas réplicas, os valores de Kj,, sugerem a
ocorréncia de interacoes mais fracas, caracterizadas por natureza hidrofobica,

possivelmente entre as bases do DNA.

Tabela 9: Dados gerais da constante de ligagao aparente (Kp,,), do coeficiente
de correlagao linear (r?) em relagdo ao hipocromismo medido em 205 nm
monitorado durante a titulagdo espectrofotométrica da dispersao de GQDs
com DNA.

Réplica de Kpap x 10°

GQDs (L mol™)
GQDs-U (RI) (1,26 £0,1)10°
GQDs-U (RII) (1,59 £ 0,2)10°
GQDs-TAA (RI) (8,88+0,2)10°
GQDs-TAA (RII) (1,06+0,1)10°

Na figura 13, é mostrado o perfil de variacao dos valores da constante de
ligagao aparente, K, obtido em experimentos realizados ao longo de um meés
(em intervalos de tempo especificos) da preparagao das dispersoes dialisadas
de GQDs.

—=— GQDs-TAA (RI)
*— GQDs-TAA (RIT)

™

1
Kbap(x104/Lmol )
bbb L e e e ow oo
o
K 1041, mot !

hap(x mol )
bbb L e e e ow s om
L 4
-»

A = GQDs-U (RI)
54 *— GQDs-U (RII)
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Figura 13: Em (A), perfis das constantes de velocidade (Kjqp) para interacao
GQDs-U com c¢tDNA em duplicatas; e (B), perfis de Ky, para interacao GQDs-
TAA com ctDNA em duplicatas.

E importante ressaltar que na medida em que a concentracio de DNA
aumenta, percebe-se uma queda percentual de complexos de interagao, resul-

tando em uma diminuicao do sinal observado. Esses resultados sao consistentes
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com as conclusoes extraidas do testes paramétricos para o GQDs-U e teste nao
paramétrico para o caso de GQDs-TAA. Os dados temporais obtidos para as ré-
plicas do sistema GQDs-U/DNA (Tabela 10) foram avaliados estatisticamente

para uma avaliagao critica.

Tabela 10: Valores da constante de ligacao aparente, Kjqp,, obtido em experi-
mentos realizados ao longo de um més da preparacao das dispersoes dialisadas
de GQDs-U.

Valor de K3, (GQDs-U/DNA)

Tempo L mol™!
(horas) Réplica
RI RII

24 (1,6) x 10° (1,0) x 10°
48 (0,2) x 10° (0,2) x 10°
72 (1,2) x 10° (1,7) x 10°
96 (0,6) x 10° (1,4) x 10°
168  (1,0) x 10° (2,8) x 10°
336 (2,4) x 10° (1,2) x 10°
504  (2,0) x 10° (4,0) x 10°
672  (1,5) x 10° (0,7) x 10°

A partir dos dados experimentais de Kp,, para as interagoes GQDs-
U/DNA, obtidos em duplicatas (RI e RII), foi realizada uma analise estatistica.
Inicialmente, o teste de Shapiro-Wilk indicou que o conjunto completo de dados
analisados seguia uma distribui¢do normal, com uma estatistica de teste (W)
de 0,92 e um valor p de 0,19. Com essa premissa confirmada, a ANOVA de uma
variavel foi aplicada separadamente para RI e RII, indicando a equivaléncia
das médias de Kj,, em funcao do tempo dentro de cada grupo. Para RI, o valor
de F foi 2,57 com um valor p de 0,16, e para RII, o valor de F foi 0,42 com
um valor p de 0,53. Ou seja, ndo houve diferencas significativas nos valores
de Kp,p a0 longo do tempo em cada ensaio temporal. Além disso, o teste ¢ de
Student pareado, comparando RI e RII entre si, também nao detectou diferenca
estatisticamente significativa, com um valor de ¢ de -0,74, 7 graus de liberdade
e um valor p de 0,47.

Em suma, os testes estatisticos validaram a equivaléncia dos dados de
Kpqp nas condicoes experimentais aplicadas para o sistema GQDs-U/DNA.
O conjunto dos grupos RI e RII apresentou distribuicao normal, equivaléncia
de médias internamente e entre si, demonstrando a reprodutibilidade e bom

comportamento desse sistema ao longo do tempo.



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 66

No caso do sistema GQDs-TAA/DNA, os dados temporais obtidos para
as réplicas do sistema (Tabela 11) também foram avaliados do ponto de vista
estatistico. Vale salientar que dois dos valores obtidos para RII foram ordens
de grandeza diferentes do valor esperado, indicando que houve algum erro
experimental nesses dois casos. Esses resultados foram eliminados por serem

considerados erros grosseiros.

Tabela 11: valores da constante de ligacao aparente,Kp,,, obtido em experi-

mentos realizados ao longo de um més da preparagao das dispersoes dialisadas
de GQDs-TAA.

Valor de K;,, (GQDs-TAA/DNA)

Tempo L mol™!
(horas) Réplica
RI RII

24 (42,6) x 10° (4,0) x 10°
48 (0,6) x 10 (0,4) x 10°
72 (13,8) x 10° (1,3) x 10°
96 (1,6) x 10° —
168 (9,9) x 10° —
336 (1,0) x 10° (0,7) x 10°
504  (0,6) x 10° (0,5) x 10°
672 (1,0) x 10° (1,8) x 10°

Para avaliar a normalidade dos dados experimentais de Kj,, correspon-
dentes as interacoes entre os GQDs-TAA e o DNA, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk. Este teste apresentou uma estatistica de teste (W) de 0,41 e um
valor p de 1,325e-06. Dado que o valor p ¢ significativamente menor que qual-
quer nivel de significancia comumente utilizado, como 0,05, a hipotese nula é
rejeitada. Isto indica que os dados nao seguem uma distribuicao normal. Por-
tanto, optou-se por utilizar um teste ndo paramétrico (o teste de Wilcoxon)
para comparar os grupos RI e RII.

O teste de Wilcoxon encontrou que o valor p obtido é 0,21, ou seja, p-
valor > 0,05, o qual é maior que o nivel de significancia. Nao temos evidéncia
suficiente para rejeitar a hipdtese nula. Isto sugere que nao podemos concluir
que exista uma mudanca significativa na mediana entre as amostras das réplicas
RI e RIT com um nivel de confianca de 95 %. Quanto aos dados faltantes
na réplica RII, é importante destacar que, embora existam valores faltantes
nos dados dessa réplica, eles foram tratados adequadamente na andlise. Os

valores faltantes foram removidos antes de realizar o teste de Wilcoxon,
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garantindo que apenas as observagoes completas em ambas as réplicas fossem
consideradas. Esta transparéncia no tratamento dos dados faltantes contribui
para a integridade e validade da anélise estatistica.

A partir destes dados, podem ser consideradas duas hipoteses. A primeira
é que houve um erro experimental que repercutiu a longo prazo, fazendo
com que os experimentos temporais diferissem. Isto é reforcado com base nos
experimentos realizados com HSA, que produziram resultados consistentes
mesmo com os GQDs-TAA. A outra hipotese seria a de que o sistema
GQDs-TAA/DNA nao se comporta de maneira estavel, produzindo resultados
diferentes devido a variagoes na interacao entre os dois componentes.

Em resumo, pode-se concluir que ambos os tipos de GQDs avaliados sao
capazes de se ligar e interagir com o DNA. Os resultados das analises esta-
tisticas indicam que nao houve diferenca significativa entre as réplicas expe-
rimentais no caso dos GQDs-U. Portanto, a avaliagdo metrologica do sistema
GQDs-U/DNA indicou que este é um sistema robusto, com uma interagao
fraca entre este nanomaterial e o DNA. Para o sistema GQDs-TAA/DNA,
valeria a pena realizar uma segunda rodada de experimentos para obter uma
conclusao sobre sua estabilidade. Além disso, seriam necessarios mais estudos
para investigar se essas interagoes com o DNA podem conduzir a efeitos ge-
notoxicos, como danos ou rupturas na molécula de DNA. Testes adicionais
de citotoxicidade, genotoxicidade e estabilidade a longo prazo podem forne-
cer mais informacoes sobre a seguranca desses nanomateriais para aplicagoes
biologicas e biomédicas. Assim, com esse conjunto de evidéncias, poder-se-ia
sugerir que os GQDs podem ser transportados de forma segura pelo sangue

através da HSA sem causar efeitos genotéxicos sobre o DNA.

4.4
Ensaio de competicdo com o intercalador brometo de etidio (BET)

O ctDNA apresenta uma composicao de aproximadamente 58,1 % de
pares de bases AT e 41,9 % de pares de bases GC, caracteristicas que o
tornam muito semelhante ao DNA encontrado na placenta humana [154]. Essa
biomolécula adota a conformagao B, que é prevalente em condicoes fisiologicas,
exibindo uma estrutura de dupla-hélice com fitas antiparalelas, configurando-a
como "hélice da mao direita'[154].

Na organizacao dessa estrutura secundaria, as bases nitrogenadas ocu-
pam o centro da hélice, mantidas unidas por ligacdes de hidrogénio especificas,
como A-T (adenina e timina) e G-C (guanina e citosina). Essa configuragao
¢ estabilizada por interagoes de empilhamento que orientam os pares de bases

perpendicularmente ao eixo helicoidal. Além disso, a disposi¢ao das ligacoes
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no DNA resulta na formagao de dois sulcos distintos, um maior e um menor,
que servem como sitios propicios para a ligagdo de moléculas pequenas [155].

Em termos gerais, compostos tém a capacidade de interagir com o
DNA por meio de ligacoes covalentes e interagoes nao-covalentes. A Figura
14 sao ilustrados os principais modos de interagoes nao-covalentes, incluindo
intercalacdo, interagoes nos sulcos e interagoes eletrostaticas. Esses padroes
de interacao desempenham um papel fundamental nas propriedades fisico-
quimicas do ctDNA.

A interacao de pequenas moléculas com o c¢tDNA tem sido amplamente
estudada devido ao seu potencial para modular processos biolégicos fundamen-
tais. Em particular, a intercalacao no ctDNA por moléculas planares cationicas,
como o brometo de etidio, causa distor¢oes conformacionais significativas que
podem afetar mecanismos celulares dependentes do DNA. Portanto, ensaios
de competicao de intercalacao, nos quais se avalia a habilidade de compostos
deslocarem intercaladores modelo do ¢tDNA, sdao ferramentas valiosas para
investigar o potencial de modular a estrutura e atividade do ctDNA. Os resul-
tados desses ensaios fornecem informagoes importantes sobre o mecanismo de
interacao composto-DNA e orientam o desenvolvimento racional de candidatos

a farmacos capazes de atuar sobre alvos moleculares no DNA com implicagoes

terapéuticas.
InteragGes covalente InteragGes ndo- covalente
¢ ¢
1= - %/‘ 7
pe— — - :
£ '
Ligagdo a base Ligagdo Intercalagio  Interagio com os Interacéo
nitrogenada  ao fosfato sulcos eletrostdtica

Figura 14: Representacao das diferentes formas de interagdo com o DNA.
Fonte, adaptado de [156].

Com o objetivo de verificar a capacidade dos GQDs em agirem como
ligantes no DNA, via sulco, foram realizados experimentos de competicao
utilizando o brometo de etidio, uma sonda fluorescente intercaladora de DNA
[157]. Nao se espera que ligantes de DNA via sulco sejam capazes de deslocar
a sonda BET que interage fortemente no seu sitio de ligacao.

A anélise da mistura binaria BET-DNA apresenta uma banda de emissao

com comprimento de onda maximo em 590 nm quando excitado em 499
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nm. Conforme ilustrado na Figura 15, nota-se apenas uma minima supressao
na fluorescéncia do aduto, 3 % para GQDs-U e 10 % para GQDs-TAA,
quando a concentracao dos GQDs foi variada entre 2,5 umol L~! a 23
umol L~1 para uma proporcao de BET-DNA:GQDs de 1:10. Esse resultado
nao indicou ac¢ao intercaladora dos GQDs, mas sim uma possivel alteracao
na estrutura secundaria do DNA, possivelmente através de contatos nao-
covalentes via sulco, proporcionando que alguns complexos de interacao BET-
DNA se desfizessem, resultando em uma baixa supressao de fluorescéncia
observada para os sistemas, na maior concentracao dos GQDs. Os resultados
indicam que os GQDs-U e GQDs-TAA nao atuam como intercaladores, como
evidenciado na Figura 15.

Os resultados obtidos nos experimentos de competicdo com o brometo
de etidio corroboram a hipdtese de que os GQDs investigados interagem com
o DNA preferencialmente via sulco e nao por intercalacdo entre as bases
nitrogenadas. A auséncia de deslocamento significativo da sonda BET ja
intercalada no DNA confirma que nao ocorre insercao dos GQDs entre os
pares de bases do DNA.

A 100+ 590 nm —— BET - ¢tDNA B 100+ 590 nm BET - ctDNA
80 80
:: 60+ :: 60
2 2
3 <
5 401 S 40
] =
H H
E 204 E 204
0 0
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
BET - c¢tDNA (GQDs-U) BET - ctDNA (GQDs-TAA)

Figura 15: Em (A), espectro de BET-ctDNA com a sequéncia GQDs-U; e (B),
espectro de BET-ctDNA com a sequéncia GQDs-TAA. Espectro de supressao
da fluorescéncia do aduto GQDs — ctDNA, [aduto] = 20 umol L™}, na auséncia
e na presenga de diferentes concentragoes do supressor, [GQDs| = 0, 2,5, 5,0,
7,5, 10, 13, 15, 18, 20 e 23 umol L~!. Fonte, Autora.

Contudo, é possivel que interagoes nao-covalentes com os grupos fosfatos
no sulco provoquem discretas mudancas conformacionais na dupla hélice do
DNA, resultando na liberacao de alguns complexos BET-DNA previamente
formados. Essa liberagao justificaria a pequena supressao de fluorescéncia
detectada em altas concentragoes dos GQDs. Assim, fica evidente o potencial
dos GQDs produzidos para aplicagoes como sondas de DNA via interagoes no

sulco, ao invés do travamento estérico gerado pela intercalacao.



5
Conclusoes

Nessa dissertacao investigou-se o comportamento, ao longo do tempo,
dos sistemas de pontos quéanticos de grafeno (GQDs) preparados por hidro-
esfoliagdo de misturas em fusdo de acido citrico/tioacetamida e &cido ci-
trico/ureia. A ideia foi avaliar a estabilidade desse nanomaterial num periodo
de aproximadamente 28 dias apds preparacao, em duplicata de estudo tempo-
ral, de forma a se garantir a confiabilidade no uso desse nanomaterial como
sonda analitica ou como marcador celular. Constatou-se que ao longo do pe-
riodo o tamanho hidrodindmico e a carga superficial (levemente negativa) se
mativeram essencialmente estaveis, assim como nao se observou mudancas no
comprimentos de onda méaximos de excitacao e de emissao das nanoparticulas.
Em relagao a interagdo com a albumina de soro humano, pode-se afirmar que
a interacao com GQDs é estavel e relativamente forte, sugerindo o potencial
desses nanomateriais como sondas, pois podem ser distribuidos pelo organismo
por meio do HSA, que atua como o principal via de transporte de uma varie-
dade de substratos (enddgenos e ex6genos) através da corrente sanguinea. Por
conta de diferentes sitios de interagao na proteina, a supressao provocada pelos
GQDs é consistente ao longo do periodo do teste com constante de supressao
(K;). A correlagao direta entre K; e temperatura indica que a supressao tem
natureza essencialmente dinamica, embora indicios de supressao estatica foram
observados.

O experimento mostrou que a interacao GQDs-HSA ocorre através da
formacao de ligagdes de hidrogénio, possivelmente com ou sem a contribuicao
de interacoes de forcas de van der Waals. Como ¢ evidenciada pelos parametros
termodindmicos negativos obtidos para a variagdo de entalpia (AH < 0) e
variacao de entropia (AS < 0).

O estudo de interagdo com DNA foi conduzido para investigar o compor-
tamento dos GQDs. Os resultados, expressos através da constante de ligagao
aparente (K, ), extraida por titulacao espectrofotométrica, indicou uma fraca
interacao por forgas intermoleculares, sendo essas consistentes ao longo do pe-
riodo do estudo. O estudo reforcou a confiabilidade e reprodutibilidade do
comportamento dos dois tipos de GQDs estudados. Os comportamentos fo-

ram muito similares apesar da variacdo da composicao de precursores usados
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na preparagao dos GQDs. Os achados ressaltaram a atividade promissora das
interagoes de GQDs com biomoléculas, potencialmente contribuindo para fu-
turas aplicagoes biomédicas. Os dados indicaram que os nanomateriais podem
ser biodistribuidos na biofase por meio da HSA, além de nao apresentarem
aparente toxicidade ao DNA | tornando esses materiais apropriados para apli-
cagoOes biomédicas futuras. Este estudo oferece contribuigoes significativas para
a compreensao e aplicagao segura dos GQDs no campo biomédico.

Para trabalhos futuros, recomenda-se realizar mais experimentos para
avaliar a estabilidade do sistema GQDs-TAA/DNA e investigar possiveis efei-
tos genotdxicos dessas interacgoes. Testes adicionais de citotoxicidade, genoto-
xicidade e estabilidade a longo prazo sao necessarios para avaliar a seguranca
desses nanomateriais para aplicagoes biologicas. Com essas evidéncias, seria
possivel determinar se os GQDs podem ser transportados pelo sangue via HSA

sem causar danos genotoxicos ao DNA.
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