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Resumo

Nesta dissertacdo, apresenta-se o trabalho realizado no decorrer do segundo ano do Mestrado em
Bioquimica Aplicada. Prepararam-se nanoparticulas metalicas através da reducdo quimica de
sais metalicos em solucdo. Obtiveram-se solucdes coloidais monometalicas de Au, Ag e FeOy e
bimetalicas de Au/Ag, Ag/Au, FeO,/Au e FeO,/Ag seguindo ou adaptando métodos publicados
na literatura. Numa primeira fase foram sintetizadas nanoparticulas monometélicas de prata e
ouro utilizando-se B-D-glucose, borohidreto de sodio e B-ciclodextrina como agente redutor dos
ibes metalicos. Seguidamente, por co-reducdo de uma mistura de iGes prepararam-se ligas de
nanoparticulas de prata e ouro e por reducdo sucessiva de Ag e Au sintetizaram-se
nanoparticulas com uma estrutura ndcleo-concha. As nanoparticulas de FeOx foram preparadas
por co-precipitacdo de Fe (I11) e Fe (II). O revestimento com ouro foi conseguido através da
reducdo com citrato de sodio e para a deposicdo de prata utilizou-se o acido ascorbico. As
solucBes coloidais preparadas foram caracterizadas através de estudos de espetroscopia do UV-
vis, tendo sido registados os maximos de absorvancia caracteristicos do ouro e da prata e 0s
desvios esperados para o caso das nanoparticulas nucleo-concha. As analises por dispersdo
dindmica de luz permitiram auferir o tamanho das nanoparticulas, eventual aglomeracédo e,
portanto, permitiram a apreciacdo da estabilidade dos coloides. Com o intuito de confirmar a
formacdo de estruturas em camada nucleo-concha foi feita a caracterizacdo das amostras por
microscopia eletrdnica de transmissdo e espetroscopia de raios-X de energia dispersiva. Alguns
dos espetros obtidos confirmam o sucesso na preparacdo de uma estrutura em multicamada.
Finalmente, demonstrou-se a biocompatibilidade de algumas amostras preparadas através da
realizacdo de estudos de citotoxicidade na linha celular fibroblastica NIH 3T3.

Palavras-chave: Nanoparticulas, ouro, prata, 6xido de ferro, reducéo quimica, citotoxicidade.
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Abstract

This dissertation presents the work performed during the second year of the MSc in Applied
Biochemistry. Metallic nanoparticles were prepared by chemical reduction of metal salts in
solution. Colloidal solutions with monometallic particles of Au, Ag and FeOy, as well as
bimetallic particles of Au/Ag, Ag/Au, FeO4/Au and FeO,/Ag, were obtained following or
adapting methods published in the literature. Initially, monometallic nanoparticles of silver and
gold were synthesized using either B-D-glucose, sodium borohydride and B-cyclodextrin as
reducing agent of the metal ions. Nanoparticles alloys of silver and gold were then prepared by
co-reduction of a mixture of ions and by subsequent reduction of Ag and Au, thereby resulting in
the synthesis of nanoparticles with a core-shell structure. FeOx nanoparticles were prepared by
co-precipitation of Fe (I11) and Fe (Il). The gold coating was accomplished by reduction with
sodium citrate, while ascorbic acid was used to coat FeO, with silver. The nanoparticles were
characterized by UV-vis spectroscopy, where the maximum absorbance characteristics of gold
and silver were recorded. In the case of the core-shell nanoparticles, the expected deviations
were recorded. Analysis by dynamic light scattering allowed for the acquisition of data on
nanoparticle size and eventual agglomeration, thereby assessing the stability of the colloidal
solutions. In order to confirm the formation of particles having a core-shell structure, samples
were characterized by transmission electron microscopy and energy dispersive X-ray
spectroscopy. Some of the spectra obtained confirmed the successful preparation of core-shell
structures. Finally, cytotoxicity studies using the NIH 3T3 fibroblastic cell line demonstrated the
biocompatibility of some of the samples that were prepared.

Keywords: Nanoparticles, gold, silver, iron oxide, chemical reduction, cytotoxicity.
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Objetivos

Atualmente, as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro sdo utilizadas com bons
resultados no diagnostico clinico. Contudo, apenas alguns artigos descrevem a sua utilizacéo
simultanea para diagnostico e terapia (aplicacdo teranostica). As NP em multicamada nucleo-
concha representam uma estratégia alternativa que alia estes dois aspetos. As nanoparticulas de
FeOy, utilizadas em imagem na ressonancia magnética e na fototerapia do cancro, sdo adequadas
para a estrutura interior (um nucleo) na preparacdo de NP em multicamada ndcleo-concha. O
ouro e a prata sdo metais ja bem conhecidos em quimica meédica e, dada a facilidade de ajuste de
condicBes (tunability), propriedades oOticas e fisioldgicas Unicas, tém uma série de possiveis
aplicacbes que vao desde a terapéutica in vitro/vivo, transporte de farmacos, imagem e
diagnostico, até a monitorizacdo do tratamento podendo funcionar como estrutura exterior

(concha).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas monometalicas de Au, Ag
e FeOy, nanoparticulas em multicamada nucleo-concha de Au/Ag, Ag/Au, FeO,/Au e FeO,/Ag e
investigar a sua citotoxicidade em culturas celulares especificas (células animais da linha celular
fibroblastica NIH 3T3), com a finalidade de fornecer um contributo para um melhor
entendimento das caracteristicas de biocompatibilidade destes materiais para que no futuro

possam ser utilizados com seguranca no diagnostico e na terapia clinica.
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Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

1.1 - As nanoparticulas em contexto

Uma nanoparticula caracteriza-se por ter um tamanho entre 1 a 100nm [1]. As nanoparticulas
(NP), hoje na ordem do dia, sdo utilizadas desde ha muito. De facto, até ao século IX as NP
foram utilizadas na Mesopotamia por artesdos, para criar um efeito brilhante na superficie de
vasos. O Copo de Lycurgus, artefacto do século IV, (Figura 1) € considerado como um dos mais
antigos registos de um objeto que integra nanomateriais. Apesar de forma néo deliberada, e de
ndo ser conhecida a composi¢do destes materiais e das suas propriedades, séculos antes de Cristo

ja eram usados objetos que empregavam nanoparticulas [2].

Figura 1 - Copo de Lycurgus [3].

O brilho e a cor de cobre metélico, de pecas ceramicas da Idade Média e do Renascimento, eram
alcancados através de um filme metélico, contendo nanoparticulas de prata, ouro e cobre
dispersos homogeneamente na matriz vitrea do esmalte cerdmico, aplicado a superficie
transparente de um vidro. Estas NP foram criadas pelos artesdos, adicionando cobre e sais de

prata e ouro e 0xidos juntamente com ocre vinagre e argila, a superficie de vidro [4].

Desde a alquimia medieval que o ouro é considerado como o mais perfeito dos metais. O elixir
que concederia vida eterna aos seres humanos resultaria da transformacdo de outros metais em
ouro. A sua utilizagdo como agente terapéutico remonta a 2.500 A.C. na China. Na Europa,
suspensdes de ouro em agua sdo empregues desde a Idade Média, no tratamento da sifilis,

alcoolismo, tuberculose e artrite reumatoide [2].
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Michael Faraday (1791-1867) foi o primeiro cientista a estudar de forma sistematica e cientifica
as propriedades das NP tendo desenvolvido um método de sintese de coloides de ouro [5].

Podemos dizer que a nanociéncia comega com ele.

Do ponto de vista da fisica compreendemos hoje em dia a cor amarela do ouro a escala macro
assim como a mudanca de cor a escala nano. A teoria da relatividade de Einstein explica a
interacdo entre este ouro macro com a luz visivel da qual deriva a cor amarela [6]. Um dos
maiores contributos para a compreensdo das propriedades Oticas das nanoparticulas foi proposto
em 1908, pelo fisico alemdo Gustav Mie [7]. A sua teoria, que representa uma solucdo analitica
completa das equacdes de Maxwell para a dispersdo da radiacdo eletromagnética por particulas
esféricas, veio ajudar os cientistas a confirmar que o tamanho das particulas determina a cor com
que sdo vistas e também permitiu o desenvolvimento de uma técnica para o célculo do seu
tamanho. Em 1951, Turkevich et al. [8] estudaram o processo de nucleacdo e crescimento do
ouro coloidal. Kleemann, baseando-se na teoria de Mie, explica a absorcdo da prata coloidal em
1968 [9].

A aplicacdo biomédica das nanoparticulas metélicas foi iniciada em 1971 por Faulk e Taylor com
a introducdo em microscopia eletronica da técnica de immunogold labellin. [Faulk W. P., Taylor,
G.M.. Immunochemistry 1971; 8: 1081-1083] citado por Boisselier et al. [10].

Segundo Atkins et al. [11] a versdo original de nanotecnologia terd surgido na natureza quando
0s organismos desenvolveram a capacidade de utilizarem luz e matéria numa escala atémica, a
fim de conseguirem materiais capazes de lhes permitir sobreviver e manter todas as fungdes
necessarias a manutencdo da vida, nomeadamente sob o ponto de vista trofico, no

armazenamento de informacdo para a replicacdo do material genético e para 0 movimento.

A existéncia de uma grande diversidade de nanoparticulas pode ser entendida se considerarmos a
natureza quimica (metais, 6xidos metalicos, semicondutores, polimeros, biomoléculas), o
tamanho, a forma (esferas, cubos, varas), o estado de dispersdo (individualmente dispersas,
irreversivelmente agregados e aglomerados), o0 meio de dispersdo (gasoso, liquido, gel, matriz
solida) e a modificacdo da superficie (revestimento) [1]. As propriedades das NP sdo fortemente
dependentes destas caracteristicas [12] sendo o tamanho a mais importante. O reduzido tamanho
das nanoparticulas conduz a uma maior razdo area/volume entrando-se por isso num dominio em
que os efeitos quanticos predominam [13]. Por outro lado, a existéncia de uma grande
quantidade de atomos a superficie das NP (dado o pequeno tamanho), conduz a uma maior
reatividade, o que modifica as propriedades do material de que séo feitas quando comparadas

com 0 congénere a escala macro [14]. As propriedades Oticas (emissdo e/ou absor¢do de um
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determinado comprimento de onda) podem ser controladas pelo tamanho e funcionalizacdo da
superficie. Nos metais, o reduzido tamanho das nanoparticulas conduz a um melhoramento no
comportamento magnético e a uma mais baixa temperatura de fuséo ou sinterizacéo [1].

Neste trabalho, centraremos a nossa atencao sobre dispersdes aquosas de nanoparticulas esféricas
metalicas e 6xidos metalicos.

Tém sido comercializados varios produtos provenientes das nanotecnologias. Alguns exemplos
de aplicacdo sdo em medicina, no diagndstico, em sistemas de entrega de farmacos e engenharia
de tecidos; no @mbito da energia para a reducdo do consumo energético, aumento da eficiéncia
da producéo da energia, na utilizacao de sistemas de energia mais ecoldgicos e na reciclagem de
baterias; na quimica e ambiente em catalise e filtragem; no setor da informacdo e da
comunicacdo no desenvolvimento de novos aparelhos semicondutores e optoelectronicos e
também ao nivel dos bens de consumo em alimentos, Gtica, cosmética e téxteis. E sobre a
aplicacdo biomédica que o nosso estudo ira incidir. O conhecimento acerca dos mecanismos
bioquimicos associados a exposi¢do do organismo a estas particulas é limitado. Para a aplicacdo
in vivo, um dos fatores criticos é a sua toxicidade. Assim, o primeiro passo para a compreensao
da reacdo do organismo ao contacto com o agente envolve estudos de culturas de células (estudo
in vitro) [15].

A aplicacdo da nanotecnologia na medicina (nanomedicina) tem permitido o diagndstico e a
monitorizacao do tratamento do cancro. Existem uma série de plataformas de terapia de doencas
(lipossomas, NP de albumina, NP poliméricas, dendrimeros) aprovadas pela United States Food
and Drug Administration (FDA) (Figura 2) estando outras em fase de desenvolvimento. Para a

imagiologia apenas estdo aprovadas as NP de 6xido de ferro [16].
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Figura 2 - Evolugdo cronoldgica dos nanomateriais aceites pela FDA para aplicagdo médica. Adaptado da
Ref. [16]

Atualmente, as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION) sdo utilizadas
com bons resultados no diagnostico clinico [17, 18]. Contudo, apenas alguns artigos descrevem a
sua utilizacdo simultanea para diagndstico e terapia (nanomedicina terandstica) [19-22]. As NP
em multicamada nucleo-concha representam uma estratégia alternativa que alia estes dois
aspetos [13, 23-27]. As NP de FeOy utilizadas em imagem na ressonancia magnética (MRI) e na
fototerapia do cancro sdo adequadas para a estrutura interior (um nucleo) na preparacdo de NP
em multicamada nucleo-concha. O ouro e a prata sdo metais ja& bem conhecidos em quimica
médica e, dada a facilidade de ajuste de condicGes (tunability), propriedades Oticas e fisioldgicas
Unicas, ttm uma série de possiveis aplicacdes que vdo desde a terapéutica in vitro/vivo,
transporte de drogas, imagem e diagnostico e monitorizacdo do tratamento [28] podendo

funcionar como estrutura exterior (concha).

O revestimento do interior (nucleo) das nanoparticulas permite, entre outros: a modificacdo da
superficie, a possibilidade de aumentar a funcionalizacéo, a estabilizacao, a dispersibilidade, e a

reducdo do consumo de materiais preciosos [13].

Melancon et al. [27] descrevem os desafios para a aplicagdo de NP de magnetite com um
revestimento de ouro (numa combinacgdo Unica de propriedades Oticas e magnéticas) in vivo no
diagnostico e tratamento do cancro. Ito et al. sugerem uma estratégia terapéutica, ilustrada na

Figura 3, que combina as fungdes de diagnostico e terapia [29]. Atraves de um sistema de

4

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA



As nanoparticulas em contexto

entrega de farmacos (DDS) as nanoparticulas de magnetite funcionalizadas acumulam-se nos
tecidos tumorais podendo ser utilizadas quer para o diagndstico, através da ressonancia
magnética, quer para a terapia por hipertermia magnética, producdo de calor sob o efeito de

campos magnéticos alternados [30].

PP Pt
// ( /:’\\'x Nanoparticulas / — \
| & \ . ) ,
U ) de magnetite A oy )
i
r ) .
Seemrely Hipertermia
Impedancia
Magnética \ \ \)
- . \ J
/ 4 N \ /
\ \J\ _/
Terapia

, /
\\_

Diagnostico

Figura 3 - Aplicacdo teranoéstica de nanoparticulas de magnetite. Adaptado da Ref. [29]

A investigacdo atual aponta para que a medicina teranostica revolucionara o diagndstico e a
terapia clinica e inclusivamente, potenciard a medicina personalizada, ja que permite associar um
diagndstico, que testa possiveis reacfes a uma nova medicacdo, a um DDS especifico com base
nos resultados do teste [31, 32]. Apesar de todo este potencial ainda é necessario muito trabalho
de investigacdo e desenvolvimento para que a aplicacdo clinica possa ser implementada. A
biocompatibilidade, resposta do organismo a presenca de um corpo estranho [33], € um
parametro de grande importancia que depende da estrutura das nanoparticulas, da sua
composicdo, estabilidade e dispersabilidade sob uma gama de diferentes condi¢fes. Uma
nanoparticula teranostica ideal alcancard rédpida e seletivamente o tecido alvo, acumular-se-a
permitindo a visualizagdo e imagem do tecido e a possivel libertacdo de farmacos. Sera segura,

preferencialmente biodegradavel e ndo tera subprodutos toxicos.

E possivel sintetizar nanoparticulas utilizando uma grande variedade de métodos usando
processos na fase sélida, liquida ou gasosa. Neste trabalho, debrugar-nos-emos sobre o método

em fase liquida, no qual reacBes quimicas simples dardo origem a formacgdo de coloides em
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solucdo. Estes métodos baseiam-se em processos de precipitacdo em solucdo em que solugdes de
diferentes ides podem ser misturadas sob condi¢des controladas (temperatura, pH, pressio...). E
assim possivel produzir particulas de diferentes tamanhos e morfologia controlando a nucleagdo

e a cinética de crescimento das nanoparticulas [1].
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1.2 - Nanoparticulas metalicas de ouro e prata

Dada a sua estabilidade Unica enquanto metal puro, o ouro é o elemento mais utilizado em
nanociéncia. Por esta razdo as nanoparticulas de ouro apresentam um conjunto de bibliografia
muito mais alargado do que qualquer outro metal [8, 12, 34]. A coloracdo avermelhada,
caracteristica das nanoparticulas de ouro, esta relacionada com o seu reduzido tamanho e uma
grande quantidade de eletrdes a sua superficie. De acordo com a teoria de Mie, a disperséo
luminosa produzida pela incidéncia da luz sobre a superficie de nanoparticulas deve-se as
oscilacdes dos eletrbes da banda de conducéo (ressonancia plasmonica) que se propagam como
ondas, o que conduz ao valor carateristico de absorcédo [4, 10]. Tal como as NP de ouro, as NP de
prata também apresentam uma ressonancia da superficie plasménica na regido do visivel que
surge a partir da oscilacdo coerente dos eletrbes da banda de conducdo relativa a rede de ides
metalicos.

Para o caso das NP de ouro quando existe aglomeracdo de particulas ou quando o diametro
aumenta observa-se uma mudanga de cor da solucdo de vermelho para o azul. Na figura seguinte
apresenta-se 0 aspeto das solugdes de ouro coloidal com nanoparticulas de diferentes diametros.

- EEEnN
18nm 250nm

Figura 4 - Diferentes cores das soluc¢des de ouro coloidal em funcdo do tamanho das NP [35].

As diferentes cores podem também surgir reversivelmente em resposta a uma mudanca de
temperatura. Lv et al. [36] desenvolveram NP de ouro cujas propriedades sdo reversiveis por
simples mudangas de temperatura e pH. Liu et al.[37] revelam que a carga superficial das
nanoparticulas coloidais depende precisamente da temperatura. Quando esta aumenta as solugdes
de ouro coloidal apresentam a cor vermelha e as NP estdo dispersas na solugdo e quando a

temperatura diminui a solucéo coloidal apresenta a cor azul, associada a aglomeracao das NP. De
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facto, as interacGes electroestaticas dependem ndo sé das propriedades da superficie das
particulas como também do meio de dispersdo que as rodeia. Além do pH e da temperatura, as
interacOes electroestaticas dependem da constante dielétrica do solvente e da forca idnica (Jurgen
2003) citado por Liu et al. [37].

As nanoparticulas de Au podem ser utilizadas em diferentes areas de investigacédo relacionadas
com a biologia em particular em aplicacdes biomedicas [38, 39] sendo agrupadas em quatro
grandes grupos: marcacdo, entrega de farmacos [40], aquecimento (terapia fototérmica) [41] e
detecdo [42, 43]. Ao longo das ultimas décadas as NP de ouro tém sido amplamente estudadas
para utilizacdo na detecéo e terapia do cancro [44]. Apesar disso, a sua aprovacao farmacéutica
depende ainda de estudos mais exaustivos. Craig et al. [45] estudaram a sua utilizacdo como
veiculos de transporte de farmacos de platina anticancerigenos com um melhor alcance e
absorcéo nas células dos 6rgéos alvo.

A boa condutividade, estabilidade quimica e a atividade catalitica e antibacteriana da prata
coloidal tornam-na particularmente interessante em diversas aplicagdes (por exemplo na
desinfecdo de dispositivos médicos, tratamento de aguas, embalagens para armazenamento de
alimentos, revestimento de téxteis) [46]. Os quantum dots de prata sdo luminescentes e sao
importantes para aplicacbes biolégicas como sondas, materiais fotoluminescentes e
biomarcadores [47]. Apesar da sua agdo antimicrobiana e da lenta libertagdo de ides de prata,
pouco se conhece acerca da taxa de dissolucao das NP de prata sendo provavel que esta dependa
ndo s6 das espécies quimicas destas nanoparticulas mas também do tamanho, da funcionalizacdo
da superficie e da cristalinidade [48]. Landkveld et al. [49] estudaram a influéncia do tamanho
das particulas na distribuicdo através dos tecidos e verificaram que, independentemente do
tamanho, as NP foram rapidamente removidas do sangue e dirigiram-se aos 6rgaos em estudo. A
localizagcdo preferencial das NP com diametros inferiores a 20nm foi o figado enquanto as
maiores NP se dirigiram preferencialmente para o bago e pulmdes. O estudo sugere que 0
tamanho condicione a toxicidade das nanoparticulas. NP esféricas, anionicas e com didmetros
inferiores a 20nm sd@o supostamente menos toxicas [50]. Suresh et al. [51] sintetizaram
nanocristalites de prata com um tamanho e forma uniformes mas com diferentes revestimentos
de superficie que conferiam elevadas cargas positivas e negativas. Estes autores demonstram que
as propriedades fisico-quimicas das NP de prata incluindo a sua carga superficial, ligacao
diferencial e potencial de agregacdo, sdo influenciados pelo revestimento da superficie e sdo o
fator determinante que provoca a citotoxicidade e que condiciona as potenciais interagdes

celulares.
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Embora ndo exista uma toxicidade inerente, os estudos toxicoldgicos sdo fundamentais para que
se garanta que as nanoparticulas ndo tenham um efeito adverso na saude. Apesar dos Varios
estudos apresentados até agora, ainda ndo foram apresentados procedimentos sistematicos com
resultados definitivos [52]. Porém, poder-se-a dizer que uma das formas de aumentar a
biocompatibilidade das NP é utilizar o ouro e a prata como revestimento pois este melhora as
propriedades fisicas e aumenta a estabilidade quimica das NP protegendo-as da corrosdo e

oxidacao.
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1.3 - Nanoparticulas magnéticas

O magnetismo nos materiais decorre do momento magnético dos eletrdes (spin dos eletrdes no
seu eixo e ao seu movimento orbital em torno do ndcleo) [53]. O magnetismo tem uma natureza
dipolar. A classificacdo das propriedades magnéticas dos materiais baseia-se na sua
suscetibilidade magnética (ym). Uma vez que a magnetizacdo de um material magnético é
proporcional ao campo aplicado, a suscetibilidade magnética é um fator de proporcionalidade,
definida como ym = M/H onde M é a magnetizacdo e H o campo magnético [54]. Existem vérios
tipos de magnetismo: o diamagnetismo, uma fraca reagéo repulsiva negativa do material a um
campo magnético aplicado (Cd, Cu, Ag, Sn e Zn em que ym<0), 0 paramagnetismo, uma fraca
reacao atrativa do material a um campo magnético aplicado (Al, Ca, O, Pt, Ti para 0s quais
ym>0), e o0 ferromagnetismo, a criagdo de uma magnetizagdo muito grande no material quando
sujeito a um campo magnético aplicado (depois da remogdo do campo aplicado o material retém
bastante magnetizacdo, nos metais Fe, Ni e Co), antiferromagnestismo, um tipo de magnetismo
em que na presenca de um campo magnético os dipolos magnéticos dos atomos se alinham em
direcbes opostas ndo havendo magnetizagdo (caso do Mn e do Cr no estado sélido a temperatura
ambiente) e o ferrimagnetismo, um tipo de magnetismo no qual mediante a aplicacdo de um
campo magnético os momentos dos dipolos magnéticos dos diferentes ides (solido com ligacdes
ionicas) se alinham de forma antiparalela criando um momento magnético (alguns materiais

ceramicos denominados “ferrites”) [53] (Figura 5).

b

(a) (b) (c)

Figura 5 — Alinhamento dos dipolos magnéticos para diferentes tipos de magnetismo: (a) ferromagnetismo (b)
antiferromagnetismo e (c) ferrimagnetismo. Adaptado da Ref. [53]

Uma reducédo de tamanho, abaixo do denominado raio superparamagnético, (da ordem dos 10
nm) induz uma transicdo magnética nas particulas ferri- ou ferro-magnéticas originando elevados
momentos magnéticos sob o efeito de um campo magnético e nenhum momento magnético apos
a remogdo do campo magnético externo. O superparamagnetismo ¢ uma forma de magnetismo

que ocorre nestas nanoparticulas para as quais se verifica uma perda de magnetizacdo na
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auséncia de um campo magnético [55] (Figura 6). O campo coercivo (Hc) determina a energia
necessaria para inverter a direcdo dos dipolos no material e reduzir a magnetizacdo a zero. O
ciclo limite (saturagé@o) ocorre para um valor de H suficientemente elevado. A magnetizagédo de
saturacdo (Ms) representa a maxima magnetizacdo possivel resultante do alinhamento de todos
os dipolos magnéticos no material com o campo exterior. Quando se reduz o campo aplicado até

zero verifica-se um magnetismo residual (MRg).
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Figura 6 - Curva de magnetizacdo versus campo magnético para nanoparticulas superparamagnéticas (NP
SPM) e ferri- ou ferro-magnéticas (NP FM) onde (Hc) é o campo coercivo, (Ms) a magnetizacao de saturagédo
e (MR) a magnetizacdo remanescente. Adaptado da Ref. [30]

Na Tabela 1 encontram-se os diferentes tipos de nanoparticulas magnéticas.

A familia dos 6xidos de ferro é formada por dezasseis compostos entre os quais se distinguem
oxidos, dxidos mistos, oxihidroxidos e hidroxidos de ferro [56]. As NP de magnetite Fe30,4 ou
magemite y-Fe,O3; sd0 compostos ceramicos que possuem uma estrutura cibica em espinela
inversa B(AB)O, (Figura 7) que corresponde a muitos compostos ditos “ferrites”, como
FeMgFeO,, FeTiFeOq4, ZnSnZnO,4, FeNiFeO,, entre outros, de grande interesse como materiais
magnéticos. Nesta estrutura metade dos ides trivalentes, B, esta nos intersticios tetraédricos, e 0s
catides bivalentes, A, bem como a outra metade dos trivalentes estdo nos intersticios octaédricos
[19, 57].

12

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA



Nanoparticulas magnéticas

Tabela 1- Diferentes tipos de nanoparticulas ferri- ou ferro-magnéticas

NPM

Exemplos

Caracteristicas

Oxido

metalicos

SPION

(Fe304 ou yFe203)

MFe,O40nde M é

um catido

de

Mn, Fe, Co ou Ni

Féceis de sintetizar, biocompativeis. Compostas por
magnetite nanocristalina (FesO4) ou magemite (Fe;O3) e
protegidas por um revestimento polimérico séo
aplicados na MRI e em DDS. A necessidade de melhorar
as propriedades magnéticas para aplicacdo em imagem
molecular tem promovido o desenvolvimento de 6xidos
de ferro dopados com outros metais e ligas revestidas

por magnetite (FePt/Fe30y,).

Metalica

Fe
Co
Ni

Quimicamente instaveis, formando 6xidos na presenca
de &gua ou oxigénio, tendéncia para agregar e portanto
protegidos numa estrutura nacleo-concha de Au, SiO, ou

Fe304. Ainda em estudo para a aplicacao bioldgica.

Liga metalica

FePt
FeCo

FePt/FesPt

Exibem propriedades superparamagnéticas, contudo a
sua biocompatibilidade estd ainda a ser investigada
através do encapsulamento em conchas de Au.

Esta classe de particulas é principalmente utilizada para
fabricar  dispositivos  para  novas  aplicagOes
nanomagnéticas porque permite uma engenharia precisa
das propriedades magnéticas por ajuste da magnetizacéo,

e das dimensdes do nucleo e concha.

(a)

Bod ®od &
% Do Hodb

& dod Pod

° g ped S
Fod dod &
° (b)

& o

@ Fe¥
® Fe?*/Fe

Intersticio tetraédrico

Intersticio octaédrico

Figura 7 - Estrutura em espinela inversa da magnetite. (a) llustracdo de um lado da unidade cubica da célula
(b) Hustracéo do plano [111] com a organizacao ferrimagnética na magnetite. Adaptado da Ref. [58]
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Nanoparticulas magnéticas

No caso da magnetite, 0 momento magnético dos catibes Fe®*" nos intersticios octaédricos
cancela 0 momento magnético dos ides Fe** dos intersticios tetraédricos e assim o momento

magnético desta ferrite deve-se aos ides Fe®* nos intersticios octaédricos.

A penetragdo de campos magneticos através de tecidos humanos e a capacidade para detetar e
manipular remotamente materiais magnéticos tem sido usada e investigada para aplicacdo na
medicina ha séculos [29].

A reducdo de tamanho dos materiais magnéticos apresenta vantagens que os tornam adequados
para técnicas terapéuticas e de diagnostico. Parametros magnéticos tais como a coercividade das
nanoparticulas podem ser ajustados através da reducdo do seu tamanho. Consequentemente, 0
desempenho biomédico da amostra pode ser otimizado. O superparamagnetismo € especialmente
vantajoso para experiéncias in vivo: a auséncia de coercividade ou o facto das nanoparticulas ndo
apresentarem magnetizacdo depois das medi¢cdes de diagnostico ou da terapia vdo prevenir a
potencial agregacdo das particulas que poderia causar a formacdo de embolias nos vasos
sanguineos [30].

Dada a sua biocompatibilidade quando comparada com outros materiais magnéticos, estabilidade
quimica no meio fisioldgico e também pela sua facil sintese, as SPION sdo importantes nas
ciéncias médicas e bioldgicas [59, 60]. Tipicamente sdo constituidas por um ndcleo de um metal,
ou de um oxido metéalico, encapsulado por um revestimento metalico, polimérico ou ceramico,
de modo a melhorar a estabilidade e aumentar o tempo de meia vida no organismo e minimizar a
sua toxicidade a qual, normalmente depende da dose [61].

As SPION tém sido utilizadas experimentalmente num nimero significativo de aplicacdes tais
como agentes de contraste para a MRI [62, 63] e no tratamento por hipertermia e em DDS [64],
em particular a entrega de farmacos controlada magneticamente.

Carregando cisplatina em NP Au-Fe;sO, Xu et al. [65] sugerem uma nova estratégia de
tratamento fototérmico para o glioma maligno. A utilizacdo de conchas de metais nobres, que
promovem o revestimento do nudcleo metalico, evita a sua corrosdo e oxidacdo. Além disso, a
interacdo entre os dois metais pode aumentar a estabilidade quimica [66]. O revestimento de
nanoparticulas magnéticas com ouro confere a magnetite propriedades plasmonicas o que as

torna muito interessantes para aplicacdes éticas, bioldgicas e magnéticas [67].
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1.4 - Nanoparticulas nucleo-concha

As nanoparticulas nicleo-concha sédo nanoestruturas compostas por um material interior (ntcleo)
revestido por outro (concha) [13, 68]. Uma nanoconcha metélica consiste numa nanoparticula
esférica dielétrica rodeada por uma camada metélica ultrafina (concha). Variando a composi¢éo
e a espessura da concha das nanoparticulas, as nanoconchas podem ser projetadas e preparadas
com ressonancias plasmonicas desde o visivel até as regides infravermelhas do espetro
eletromagnético (Oldenburg, 1999) citado por Hirsch et al. [25]. Além disso, as nanoconchas
metélicas mostram superficies melhoradas para dispersdo de Raman (SERS), permitindo
conceber substratos que correspondam ao comprimento de onda desejado em funcdo da
aplicacdo, por exemplo, um nanosensor a operar no infravermelho préximo (NIR), onde a
penetracdo da radiacdo atraves dos tecidos € maxima pode ser utilizado em ensaios no sangue,
em espetroscopia intracelular ou no diagnéstico in vivo [25]. As NP bimetélicas de ouro e prata
com diferentes razdes e estruturas sio os sistemas mais encontrados na literatura. E fundamental
ter um controle simultaneo e preciso do tamanho e composicdo quimica do nicleo e da concha.
As propriedades podem ser modificadas mudando os materiais constituintes ou a razdo nucleo-
concha [13]. Os desafios experimentais sdo varios: o controlo preciso da continuidade do
revestimento (evitar o crescimento descontinuo sobre o nucleo), uma nucleacdo independente do
material da concha [69, 70], a espessura do revestimento e a monodispersividade [71]. Em
principio existe uma forte correlagdo entre a forma do nucleo e da concha sendo possivel a
preparacdo de NP nucleo-concha com a morfologia desejada [72].

Quando comparadas com as NP monometélicas, este tipo de estrutura bimetalica exibe
caracteristicas melhoradas, ja que existe partilha de eletrbes entre os dois metais e também
efeitos geométricos causados pelos diferentes parametros da rede [73]. As propriedades fisicas e
a reatividade quimica das NP nucleo-concha podem ser formatadas através do ajuste da
composicao, espessura e estrutura da superficie da concha [74]. Por exemplo, devido a mudanca
dieléctrica na interface entre o ouro e a prata a banda da superficie plasmonica do ouro pode ser

melhorada através do revestimento com prata [75].

Conforme anteriormente referido, as propriedades éticas do ouro, na concha, combinadas com as
propriedades magnéticas do 6xido de ferro, no nacleo, (Figura 8) conduzem a uma estrutura com

propriedades unicas que poderdo ser utilizadas simultaneamente numa estratégia combinada
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Nanoparticulas ntcleo-concha

teranostica (de detecdo e terapia) [27, 76-78]. Lim et al. [79] demonstraram a capacidade destes

sistemas para a funcionalizagdo bioldgica.

Sintese Aplicacdo

Niicleo
Magnético

Caracterizagao

Figura 8- Esquema da estrutura nucleo-concha. Adaptado da Ref. [80]

As NP multifuncionais que combinam agentes terapéuticos e de imagem e que respondem a um
estimulo externo representam uma ferramenta poderosa na monitorizacdo da entrega e da

libertacdo de farmacos e no estudo da sua eficacia [81].

Além das NP FeO,-Au existem outros sistemas que podem ser utilizados na hipertermia, por
exemplo as nanoconchas de silica-ouro. A utilizacdo de nanoconchas na terapia fototérmica
representa uma estratégia promissora de tratamento do glioma maligno [82].

O artigo de revisdo de Chaudhuri et al. [13] descreve detalhnadamente a grande variedade de NP
nucleo-concha agrupadas de acordo com o material que lhes deu origem. Assim tém-se quatro
grandes  grupos: inorganico/inorganico, inorganico/organico, organico/inorganico e
organico/organico (Tabela 2). O nosso sistema enquadra-se no primeiro grupo com concha de
outro material inorganico que nao silica. Além das possibilidades incluidas na tabela este
primeiro grupo engloba também os semicondutores/ndo-semicondutores como o sistema
CdS/SiO,, os semicondutores/semicondutores por exemplo CdSe/ZnS e os lantanideos

inorganico/inorganico (LaFs/Eu).
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Tabela 2- Classificagdo das nanoparticulas nlcleo-concha. Adaptado da Ref. [13]

Grupo Concha Nucleo Exemplo
Metalico Au, Ag, Ni, Fe AU/SiO;
Oxido metélico | Fe304, ZnO Zn0/Sio;
= Calcogeneto Cds, Agl CdS/SiO,
o
E Sal metalico CaCO; CaCO04/SiO;
o)
(&)
= Metalico Au, Ni, Fe, Ag Au/Ag
o
é outro N& ali C C/IA
< material (Ag, 4o metélico u
Co,PLFe, | Oxido metalico Fes0y4 Fes04/Au
Cu)
Calcogeneto Cds CdS/Ag
Metalico Fe/PS
o Magnético ]
2 Oxido metalico FesO4/PEG
=
Oé Organica Metalico Ag/PS
= Polimérica) i Ali '
& ( Oxido metalico SiO,/PS
? N&o magnético
= Calcogeneto CaCO3/PS
Sal metalico | ZnSe/Acido ascorbico
Organico- . A Poliuretano/Au
A Inorgénica Orgéanico
Inorganico
Organico- Oraani Oraan; PS/N-
Organico fganica rganico isopropilacrilamida
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1.5 - Sintese e estabilizacao de nanoparticulas

Existem duas abordagens distintas para a sintese de NP metélicas, de-cima-para-baixo (top-
down) ou de-baixo-para-cima (bottom-up), resultando em diferentes formas e tamanhos. O
primeiro é um método fisico/mecéanico que consiste na reducdo de particulas macroscopicas para
a escala nano. Pouco apropriado quando se pretende um controle estreito do tamanho e da forma.
O segundo é um método quimico, também conhecido como auto-montagem. Comega com 0
controle de 4&tomos e moléculas a fim de obter estruturas funcionais maiores [11] e envolve a
dissolucdo de um sal num determinado solvente. O primeiro passo envolve a reducdo dos iGes

metalicos em solugdo por um agente redutor adequado.
M n+  reducédo M (n-1)+ +M 0

Os atomos produzidos atuam como centros de nucleacdo catalisando a reducdo dos ibes
remanescentes presentes na solucdo [42]. Existe hoje um vasto conjunto de métodos de sintese.
Por exemplo no artigo de revisdo de Wahajuddin e Arora [83] encontra-se uma descricao
detalhada para a preparacdo nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnético através de
processos que vao desde o antigo método da co-precipitacdo até a pirélise induzida por lazer. No
caso da prata e do ouro e em particular para um sistema nucleo-concha, Anandan et al.
descrevem um processo de sintese sonoquimica [84], através do qual é possivel produzir
nanomateriais com uma distribuicdo de tamanhos muito inferior a obtida por outros métodos.
Neste trabalho as NP foram preparadas por reducdo quimica em solucdo aquosa. Neste caso,
temos um sistema de trés componentes: um solvente (a agua), um precursor (sal metalico) e um
agente redutor. Adicionalmente podemos ter também um agente surfatante, um tensioativo que é
utilizado para promover a estabilizacdo das nanoparticulas. Na figura seguinte apresenta-se o

mecanismo de sintese de NP na fase liquida.
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Figura 9 - Mecanismo de sintese de NP na fase liquida. Adaptado da Ref. [1]

Atkins et al. [11] consideram como etapas basicas desta sintese a solvatacdo dos reagentes e
aditivos, a formacdo de um nucleo sélido e estavel a partir da solucdo e o crescimento das
particulas solidas pela incorporacdo de material até que os reagentes tenham sido consumidos.
Os trés passos sdo entdo a nucleacdo, o crescimento e a estabilizacéo.

Uma das limitacdes quando se trabalha com NP ¢ a reprodutibilidade da sintese. Lim e Lee [85]
estudaram um conjunto de fatores experimentais que afetam a sintese por reducdo quimica de NP

de prata e concluiram que todos os parametros se relacionam de forma néo linear.

Uma vez em contato, um par ou grupo de NP vai coalescer de forma a reduzir a energia de
superficie [86]. Numa dispersdo coloidal estabilizada e dado o seu movimento Browniano
(movimento aleatdrio das particulas num fluido) as particulas podem colidir mas nunca agregar-
se [87]. A estabilizacdo pode ser conseguida com estabilizantes, por exemplo, polimeros, metais
e carboxilatos entre outros e pode também ser alcancada através de forcas eletrostaticas de ides
adsorvidos a superficie das particulas [13, 88, 89]. Na Figura 10 apresentam-se as duas principais

metodologias para a estabilizacdo das nanoparticulas.
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Figura 10 - Particula estabilizada (a) eletrostaticamente e (b) por repulsGes estéricas. Adaptado da Ref. [89]

Outra forma de estabilizacdo consiste no encapsulamento em polimeros. Nanaie et al. descrevem
a sintese de nanoestruturas nucleo-concha de prata e ouro estabilizadas em dendrimeros [90].

A escolha do agente redutor é muito importante para controlar a velocidade da reacdo e o
tamanho das particulas [13]. Existe uma grande variedade de agentes redutores e a capacidade de
reducdo do metal esta estritamente relacionada com o potencial redox dos diferentes metais. Na

tabela seguinte apresenta-se o potencial de reducdo dos metais em estudo.

Tabela 3 - Potencial de reducéo dos metais em estudo [13]
Reacéo Potencial do elétrodo padréo, E° (V)
Fe’* +2¢ = Fe -0,447
Ag"+e =Ag 0,7996
Au’+e =Au 1,692

Para determinadas aplicagdes biologicas é necessario funcionalizar a superficie das NP(Figura
11). As nanoparticulas podem ser associadas a ligandos (farmacos, anticorpos, proteinas,
enzimas, etc.) que reconhegam de forma especifica determinado tipo de células. A modificacao

da superficie de NP de ouro e prata com diferentes recetores organicos € importante, por
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exemplo, para o desenvolvimento de marcadores biologicos assim como nanodispositivos
optoelectrénicos [91]. O ouro, por exemplo, pode ser repetidamente funcionalizado com
moléculas organicas de tiois [67, 92].

=

Agente de Targeting

Agente de Terapia Genética

Proteina terapéutica

. - . biooqivel
Farmaco para Quimioterapia

3F

Hipertermia Magnética

Figura 11 — NP funcionalizada. Adaptado da Ref. [17]

22

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA



1.6 - Caracterizacao das nanoparticulas

Depois de sintetizadas as NP tém de ser caracterizadas. A caracterizacdo é importante para
perceber e controlar a sintese e as aplicagdes. As principais técnicas utilizadas na caracterizacdo
de NP estdo resumidas na Tabela 4. As propriedades Oticas de uma NP metalica dependem
sobretudo da ressonancia da superficie plasménica. A cor estd diretamente relacionada com a
absorcdo parcial da luz pelos eletrdes livres das NP, resultando na visibilidade da parte
complementar da luz [93]. Na Figura 12 apresenta-se 0 espetro eletromagnético com o0s

respetivos comprimentos de onda e a rosa das cores.

Os maximos da ressonancia plasmonica dependem do tamanho e da forma da nanoparticula, da
espécie metalica e do meio dielétrico circundante. Particulas esféricas tém uma funcgéo dielétrica
complexa dependente da frequéncia. O coeficiente de absorcéo é independente do tamanho para
grandes particulas mas para particulas pequenas, a existéncia de eletrdes livres na banda de
conducdo, caso da prata e do ouro, conduz a uma mudanca na funcdo dielétrica e nas

propriedades Gticas [93].

sl

=
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Figura 12 - Espetro eletromagnético e rosa das cores [94]

As NP de prata coloidal esféricas absorvem a um comprimento de onda de 390-420 nm,
apresentando uma cor amarela. As NP esféricas de ouro absorvem tipicamente a cerca de 500nm
e tem uma cor que varia entre o rosa, violeta, azul e o bordeaux. Este facto permite confirmar a
sua formacdo. A intensidade de absorvancia ndo pode relacionar-se linearmente com o nimero

de particulas uma vez que é dependente do tamanho dos aglomerados [93].
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Tabela 4 - Principais técnicas utilizadas na caracterizacao de NP

Técnica

Aplicacao

Ref.

Curvas de magnetizagéo

Estudo das propriedades magnéticas

[30, 71, 80, 95-97]

DLS Diametro hidrodinamico [48, 59, 98]

EDX Composicédo quimica [92, 96, 99]

FT-IR Identificacdo dos tipos de funcionalidades de | [92,100]
ligandos associados as NP

SEM Analise morfoldgica (forma e tamanho) [57, 59, 98]

TEM Anélise morfoldgica (forma e tamanho) [23, 30, 48, 57, 59, 67,

71, 80, 92, 95-102]

UV-Vis Identificacdo da amostra — ressonancia da | [23,67,71,92,99-102]
superficie plasmonica

XRD Identificagdo da estrutura através dos padrdes de | [67, 71, 92, 96, 100,

difracdo

103]

De forma a confirmar a formacdo de nanoestruturas nucleo-concha é frequente a utilizacdo de

técnicas de XRD em que a estrutura cristalina do ndcleo se torna indetetavel apds recobrimento.

Podem também usar-se técnicas eletroquimicas, nomeadamente a voltametria. Aoki et al.

descrevem a detecdo independente de propriedades do nucleo e da concha através da voltametria

[88, 104].
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1.7 - Farmacocinética e biodistribuicao vs citotoxicidade

Conforme ja se referiu, no estudo da interacdo das nanoparticulas com as células um dos
primeiros aspetos a ter em consideracdo é a sua biocompatibilidade, a capacidade do material
para dar uma resposta adequada numa aplicacdo especifica [33]. As NP deverdo ser
desenhadas/preparadas para que ndo sejam toxicas para as células testadas [105]. Harper et al.
[106] investigaram a influéncia do tamanho do ndcleo, a quimica e a carga da superficie na
toxicidade do material. Auffan et al. [107] descrevem o efeito da estabilidade quimica e a

toxicidade in vitro.

Outro dos desafios para a aplicacdo das nanoparticulas in vivo € a sua entrega no tecido alvo. A
eficacia da maioria destes sistemas estd limitada pela presenca de barreiras biologicas (Figura
13) [17, 27].

Os pardmetros chave do desempenho das nanoparticulas sdo a sua superficie quimica, devendo
apresentar propriedades fisico-quimicas uniformes, e o tamanho, deverdo ser monodispersas
(apresentar uma distribuicéo estreita de tamanhos) e ter didmetros inferiores a 100nm.

A biocompatibilidade e a estabilidade das nanoparticulas magnéticas podem ser melhoradas
através do revestimento - com polimeros ou outros compostos hidrofilicos (polietilenoglicol
(PEG), polissacarideos e outros) [108, 109] - o qual pode aumentar o tempo de meia vida destas
de minutos para dias [110]. Para aumentar a eficiéncia das nanoestruturas magnéticas revestidas
com Au, as suas propriedades fisico-quimicas devem ser minuciosamente controladas [27]. O
tamanho deve ser tdo pequeno quanto possivel para escapar a filtragem esplénica (as NP sdo
absorvidas pelas células fagocitarias, acumulando-se no sistema reticulo-endotelial, tais como as
células “Kupffer” do figado) [111], mas suficientemente grande para evitar a depuracéo renal.
Por exemplo, nanoparticulas maiores que 200nm sdo sequestradas pelas células fagocitérias do
figado e NP com diametros inferiores a 5,5nm sdo rapidamente removidas através da depuragédo
renal. Além do tamanho, outro aspeto a ter em conta é o tempo de meia vida que devera ser
alargado, de modo a garantir a acumulacdo no tecido alvo [111]. A superficie quimica é
particularmente importante para evitar a agcdo do sistema imunoldgico e aumentar o tempo de

meia vida das nanoparticulas.
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Figura 13 - Barreiras fisioldgicas e limitacbes que condicionam a a¢do de uma nanoparticula para acao
terapéutica. Adaptado da Ref. [17]

Além de se acumularem no reticulo endotelial do baco e do figado, atuando de forma passiva na
localizagdo de determinados alvos (targeting passivo), as nanoparticulas podem, conforme ja se
referiu, apresentar a capacidade de targeting ativo (por exemplo, em relacdo a determinadas
células cancerigenas) através da conjugacdo a grupos funcionais que possuem uma afinidade

elevada para determinadas moléculas ou estruturas bioldgicas, [27].

Para ja centraremos a nossa aten¢do na aplicacdo in vitro. O primeiro passo para a compreensao
de como 0 organismo reage na presenca de um corpo estranho envolve estudos de células em
cultura. As nanoparticulas podem ter varios efeitos adversos ao nivel celular interagindo com os
componentes celulares vitais tais como a membrana, citoplasma, ou nucleo. Danos ao nivel do
ADN, stress oxidativo, apoptose sdo alguns dos possiveis resultados adversos [112]. Além de um
simples teste de inspecédo visual microscopica de células, a maioria dos estudos de citotoxicidade
usados nos artigos que estudam as nanoparticulas mede a morte celular através de métodos
colorimétricos nos quais se incluem os que medem a integridade da membrana plasmatica e os
gue estudam a atividade das mitocondrias [15, 112]. O teste que utilizaremos neste trabalho é o

ensaio de viabilidade (para distinguir as células vivas das mortas) mais utilizado. O método
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baseia-se na medida da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, que quando ativa, é
capaz de metabolizar o MTT (tetrazo6lio amarelo) num composto parpura. O numero de células
vivas pode ser determinado quantificando a producéo deste composto e medindo a absorvancia a

cerca de 500nm [15].
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Capitulo 2 - Parte experimental

2.1 - Reagentes

Para a sintese nas NP foram utilizados os seguintes reagentes: &cido cloroaurico tri-hidratado
(Acros, AnalarR Normapur Probalo e Alfa Aesar), amido (Merck), borohidreto de sédio (Riedel-
de Haén), B-ciclodextrina (TCI Europe nv), citrato trisédico dihidratado (May & Baker), B-D-
glucose (Sigma), hidroxido de sddio (Fluka e Fisher Scientific), nitrato de prata (Panreac),
cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (Panreac), cloreto de ferro (Il) tetrahidratado (Merck),
hidréxido de amonio (Riedel-de Haén), acido cloridrico (Fisher Scientific) e &cido perclérico
(Merck p.a.). As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultra pura (condutividade 18MQ)

obtida através do sistema de purificacdo Milli-Q Direct 8 (Millipore).

Nos estudos de citotoxicidade foram utilizadas células de tecido do embrido do rato suico
(fibroblastos de rato) da linha celular NIH 3T3 (DSMZ), meio DMEM (Gibco), AA (Gibco),
SBF (Gibco), PBS (Sigma), solucdo de tripsina (Gibco), MTT (Sigma) e DMSO (Labscan,
Riedel-de Haén).

2.2 - Equipamento

Os reagentes foram pesados numa balanca (Mettler Toledo AB204). As solugbes foram agitadas
e aquecidas numa placa de aquecimento Heidolph MR 3001. Os valores de pH das solucdes
foram medidos utilizando um pH - metro 691 (Metréhm). O micro-ondas (Becken) utilizado tem
uma poténcia de saida de 700W e uma frequéncia das micro-ondas de 2450MHz. Os espetros de
UV-vis foram obtidos num espetrofotdmetro Cintra 40 tendo-se utilizado a agua ultra pura como
branco das amostras e uma célula de quartzo (Labox). As medi¢des de DLS foram realizadas no
Zetasizer Nano ZS (Malvern). Para a centrifugacdo das amostras usou-se uma centrifugadora
Sigma 3-30K.

A morfologia e composicao das amostras foram confirmadas através de imagens de TEM e EDX
por um microscopio JEOL 2010F a operar a 200 kV. As amostras para TEM foram preparadas
pela deposicdo de uma gota da suspenséo diluida num grelha de cobre revestida com carbono e
secas ao ar antes das medicdes. No anexo | apresenta-se uma descricdo das técnicas

experimentais utilizadas na caracteriza¢do dos nanocristais preparados.
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As culturas celulares foram preparadas em camara de fluxo laminar Class Il Biological Saftety
Cabinet (Nuaire) e incubadas numa estufa a 37°C e 5% CO, DH Autoflow Automatic CO, Air-
jacked Incubator (Nuaire). Para a observacdo das células utilizou-se um microscépio invertido
(Olympus CK40) e um microscopio invertido (Nikon) para a obtencdo de fotografias. A
absorvancia foi medida num leitor de placas (Perkin Elmer). As amostras utilizadas nos testes de
citotoxicidade foram desidratadas no RVT400 Refrigerated Vapor Trap (Thermo Savant),
pesadas numa microbalanca (Mettler Toledo AT20) e redispersas num banho de ultrasons
(Branson 2510).

2.3 - Preparacao de nanoparticulas

Tal como j& foi referido as NP podem ser sintetizadas por uma grande variedade de métodos
usando processos na fase gasosa, liquida ou solida [1]. Neste trabalho as nanoparticulas foram
preparadas através da reducdo de ifes metalicos em solucdo aquosa com diferentes agentes
redutores, seguindo ou adaptando diferentes métodos publicados. Depois de sintetizadas
procedeu-se a caracterizacdo por UV-Vis, DLS e nalguns casos a TEM e EDX. No anexo Il
estdo os protocolos elaborados. Apresenta-se seguidamente uma descricdo detalhada das

diferentes metodologias e respetivas condi¢cdes de sintese.

2.3.1 - Nanoparticulas de Au
2.3.1.1 - Redugdo de HAuCl+.3Hz0 com $-D- glucose

As primeiras NP preparadas foram de Au tendo-se utilizado o HAuCl4-3H,O como precursor e a
B-D-glucose como agente redutor e passivante. O método utilizado seguiu o descrito por Liu et
al. [113]. Fez-se a mistura de 50 pL de uma solugdo de B-D-glucose (0,03M) e 200 pL de
HAuCI;-3H,0 (0,05M). A solucédo foi agitada a temperatura ambiente por 30min sem haver
alteracdo da cor. Adicionou-se seguidamente gota a gota uma solu¢do de NaOH (0,05M) até ndo
se verificar alteracdo da cor. Os valores de pH foram sistematicamente medidos durante a adi¢do

de NaOH, tendo variado entre 3 e 7.
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2.3.1.2 - Redugdio de HAuCl4*3H;0 com f3-D- glucose na presen¢ca de amido

O protocolo seguiu o artigo de referéncia de Raveendran et al. de 2006 [100]. Neste
procedimento as NP foram preparadas a temperatura ambiente através da adi¢do de 80 puL duma
solugéo 0,1M de HAuUCI4-3H,0 e de 120 pL de uma solucédo 0,1M de B-D-glucose a 4 mL de
uma solucéo aquosa de amido a 0,20% (p/v), seguida da adicdo de 30 puL de uma solugéo 1M de
NaOH (pH=4). Neste caso, o amido foi utilizado como agente passivante da superficie das NP a

fim de evitar a aglomeracao.

2.3.1.3 - Redugdo de HAuCl43H:0 com fB-ciclodextrina

As NP foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Pande et al. [91] através da
dissolugdo, seguida de agitagcdo, de 0,0396g de B-ciclodextrina (B-CD) em 5mL de agua.
Seguidamente foi feita a adicdo de 0,02mL da solugdo do sal metalico HAuCl, (10 mM).
Passados 2 min., de modo a elevar o pH até 11, adicionou-se 0.05mL de NaOH (1.0 M) a
solucdo. Finalmente, a mistura reacional foi rigorosamente agitada e aquecida em banho-maria
(<100 °C). A formagdo das NP metélicas foi confirmada ap6s 5 min. através da observacdo da

mudanga de cor da solucgéo, inicialmente incolor, para cor de rosa-salmao.

2.3.2 - Nanoparticulas de Ag

2.3.2.1 - Redugdo de AgNO;3; com B-D-glucose através do uso de microondas

O protocolo seguiu o artigo de referéncia de Raveendran et al. de 2006 [100]. As NP foram
preparadas através da adicdo de 10pL duma solucdo 0,1M de AgNO; e de 25uL duma solucéo
0,1M de B-D-glucose a 2mL de uma solugdo aquosa de amido a 0,20% (p/v). Para a reducdo dos

ibes metalicos a mistura reacional foi aquecida (100°C) no microondas durante 60 segundos.

2.3.2.2 - Redugdo de AgNO3; com f3-D-glucose num banho termostatizado

As NP de Ag foram sintetizadas adaptando o procedimento descrito por Raveendran et al. de
2003 [101]. Adicionaram-se 200uL. de uma solu¢do de AgNOs (0,10 M) a 6mL de uma solucéo
aquosa de amido a 0,20% (p/v) agitando-se manualmente até a dissolucdo completa.
Posteriormente, adicionaram-se 300uL da solugdo de B-D glucose (0,10 M) a mistura anterior e

agitou-se manualmente. Entre cada passo purgou-se a solucdo sob fluxo de azoto. A mistura
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resultante foi finalmente colocada em banho termostatizado a temperatura de 60°C durante 22

horas.

2.3.2.3 - Redugdo de AgNO;3; com NaBH,

As NP de Ag foram sintetizadas de acordo com Solomon et al. [102]. Depois de preparadas as
solucdes aquosas arrefeceu-se a solucdo de NaBH,4 (2 mM) num banho de gelo. Seguidamente,
procedeu-se a adi¢cdo gota a gota, de 10mL da solugdo de AgNO3 (1 mM), a 30mL da solucéo de
NaBH,; sob agitacdo vigorosa (700 rpm) numa placa de agitagdo magnética, até a adicao
completa da solucdo de AgNOs.

A mistura reacional passou imediatamente de incolor a amarelo brilhante.

2.3.2.4 - Redugdo de AgNO; com B-ciclodextrina

Para a sintese das NP seguiu-se o artigo de Pande et al. [91]. Comecou-se pela dissolucéo,
seguida de agitacdo, de 0,0396 g de B-ciclodextrina (B-CD) em 5mL de &gua. Seguidamente foi
feita a adicdo de 0,02mL da solucdo do sal metalico AgNO; (10 mM). Passados 2 min.
adicionou-se 0,05mL de NaOH (1,0 M) a solucéo para elevar o pH até 12. Finalmente, a mistura
reacional foi agitada vigorosamente e aquecida em banho-maria (<100 °C). A formagdo das NP
metalicas foi confirmada através da alteracdo da cor da solucdo. Passados cerca de 5 min, a

solucdo de prata tornou-se amarela.

2.3.3 - Co-reducao de uma mistura de ides de ouro e prata

O protocolo seguiu o artigo de referéncia de Raveendran et al. de 2006 [100]. Neste
procedimento as NP foram preparadas a temperatura ambiente com varios racios Au/Ag (0:1,
1:3, 1:1, 3:1 e 1:0) através da adicdo em simultaneo das solugdes 0,1M de HAuCl;-3H,O e 0,1 M
de AgNO; e de 120 pL duma solucdo 0,1M de B-D-glucose a 4 mL de uma solucdo aquosa de
amido a 0,20% (p/v), seguida da adicdo de 30 pL de uma solucdo 1M de NaOH. Para a razéo 0:1
adicionou-se apenas 80 pL da solucdo 0,1M de AgNOs e para a razdo 1:0 adicionou-se apenas
80 pL da solugéo 0,1M de HAuUCI4-3H,0. No caso da razdo de 1:1 adicionou-se 40 pL de cada
um dos sais metalicos e para as razfes 1:3 e 3:1 20 pL e 60 pL de cada uma das solucBes dos

sais metalicos.
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2.3.4 - Reducio sucessiva dos dois sais metalicos

2.3.4.1 - Redugdo de HAuCl,4+3H;0 sobre NP de Ag

A reducdo sucessiva é normalmente utilizada para a preparacdo de NP bimetalicas com estrutura
nacleo-concha [114]. Neste procedimento a sintese das NP de Ag-Au foi feita a temperatura
ambiente através da reducdo de atomos de Au sobre a prata coloidal preparada segundo o
procedimento descrito no ponto 2.3.2.3. Comecou por misturar-se 80 pL da solucdo 0,1M de
HAuCI4-3H,0 a 3mL da solugédo de Ag coloidal na presenca de 120 uL de B-D- glucose e 1mL
de amido (0,2% peso). Verificou-se e ajustou-se o pH a ~7 através da adi¢do de 30 pL de uma
solucdo 1M de NaOH. O procedimento foi repetido usando 160 pL da solucdo 0,1M de

HAuUCI;-3H,0. A solucdo passou de violeta a roxo com o aumento da concentracdo de ouro.

2.3.4.2 - Reducgdo de AgNO; sobre NP de Au e HAuCl4+3H:0 sobre NP de Ag

A preparacdo das NP ndcleo-concha seguiu o artigo de Pande et al. [91]. Para a sintese de NP
Au-Ag adicionou-se gota a gota 0,04 mL de AgNO3; (10 mM) a 5 mL da solucdo de ouro
coloidal preparada seguindo a metodologia descrita em 2.3.1.3 deixando-se repousar durante 5
min. e aquecendo (<100°C) seguidamente em banho-maria durante cerca de 30min. A formacéo
das NP Au-Ag foi confirmada através da alteracdo da cor da solucdo que passou de rosa/salméo
a amarelo/avermelhado. Para a sintese de NP Ag-Au adicionou-se gota a gota, sob agitacdo
vigorosa, 0,04 mL HAuCl, (10 mM) a 5 mL da solucdo de prata coloidal preparada em 2.3.2.4.
No decorrer da reacdo, o amarelo da prata coloidal passou a rosa (em cerca de 20min.) o que é
indicativo da formacédo de NP Ag-Awu.

2.3.5 - Nanoparticulas de 6xido de ferro

2.3.5.1 - Em meio bdsico

As NP foram sintetizadas por co-precipitacdo do Fe (I11) e Fe (I1I) com hidréxido de amonio de
acordo com Khan et al. [96]. Neste procedimento, misturaram-se sob fluxo de azoto 5 mL da
solucéo de cloreto de ferro (I11) hexahidratado (1M) e 1,25 mL da solugéo de cloreto de ferro (1)
tetrahidratado (2M) dissolvido em acido cloridrico e adicionou-se lentamente 62,5 mL de uma

solucéo de hidroxido de amdnio (0,7M). Esta mistura foi vigorosamente agitada por 30 minutos
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numa atmosfera de azoto a temperatura ambiente. Ap6s 30 min sob agitacdo mediu-se e ajustou-
se 0 pH a 10 com hidroxido de sodio (2M). Todas as solugdes foram preparadas com &gua
desoxigenada por 30 min. sob fluxo de N,.

2.3.5.2 — Em meio dcido

A sintese foi baseada nos artigos de referéncia de Massart [103] e Lo et al. [92]. Tal como em
3.3.5.1, as NP foram preparadas pela co-precipitacdo do Fe (Ill) e Fe (Il) com hidroxido de
amonio numa atmosfera de azoto. Misturaram-se as solucBes aquosas de FeCls (4mL, 1M) e
FeCl, (ImL, 2M) dissolvido em HCI (2M) e adicionou-se a mistura a uma solucdo de NH,OH
(50mL, 0,7M). Depois de agitado por 30 min. o precipitado foi isolado por decantacéo
magnética, agitado com HCIO, (50mL, 2M) e isolado por centrifugacdo. Finalmente depois de

decantado foi redisperso em 50mL de 4gua desoxigenada por 30 min. sob fluxo de N..

2.3.6 - Revestimento de nanoparticulas de 6xido de ferro com ouro

O objetivo desta sintese é o revestimento de NP magnéticas com ouro [80]. O procedimento
adotado para a sintese seguiu o descrito por Lo et al. [92]. As NP de Fe3O4-Au foram preparadas
em duplicado através da reducdo de 15mL 2mg/cm® de HAUCI,-3H,0 adicionado a 105mL de
agua e aquecidos até a ebulicdo. Seguidamente adicionou-se, sob agitacdo, 5SmL das NP de Fe3O,4
preparadas em 3.35.1 e em 3.35.2 e 5mL de CgHsNazO; (80mmol/dm®). A solugdo foi

novamente levada a ebulicdo sob agitacdo durante cerca de 5min.

2.3.7 - Revestimento de nanoparticulas de 6xido de ferro com prata

A deposicdo da Ag foi feita & temperatura ambiente através da reducdo de AgNO3 usando acido
ascorbico. O procedimento foi baseado no trabalho de Xu et al. [67]. Sob fluxo de azoto e
agitacdo misturou-se 5mL de Fe3O, (preparada de acordo com 2.3.5.1) com 3mL de AgNO;
(ImM) e 3mL de &cido ascorbico (LmM). Seguidamente adicionou-se 0,1mL de NaOH (0,01M).
ApoOs a sintese esperou-se cerca de 4h para fazer a medigdo UV-vis. Foi feita nova adicdo de
AgNOQOg, acido ascorbico e NaOH para estudar o efeito do aumento da espessura da concha no

maximo de absorvancia caracteristico da prata.
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2.4 - Caracteriza¢do de nanoparticulas

Neste trabalho experimental a espetroscopia de UV-Vis serviu para confirmar a formacdo das
nanoparticulas, ao mostrar a ressonancia da superficie plasmonica dos eletrbes na banda de
conducéo da prata e do ouro [115].

Nem sempre se procedeu a diluicdo das amostras. Os valores de absorvancia apresentados nédo
foram normalizados e sdo superiores a 1 nalguns casos. Uma vez que o valor da concentracdo de
NP ndo é conhecido optou-se por mostrar o resultado real apos a sintese. De qualquer forma
verificou-se que apos diluicdo ndo ha alteracdo do valor do comprimento de onda do maximo de
absorvancia.

A DLS foi usada para a determinacdo do didametro hidrodindmico e também do potencial zeta.
Importa referir que na analise por DLS a presenca de um ruido de fundo pode afetar o espetro de
dispersdo das NP alterando os resultados [116]. Este pode ser causado pela luz ambiente ou por
residuos da preparacéo das solugoes.

Com o proposito de confirmar a formacéo de estruturas em multicamada nucleo-concha algumas
amostras foram enviadas para a Faculdade de Quimica, Engenharia Quimica e Biotecnologia,
Donghua University, Shanghai, Republica Popular da China, onde se procederam a analises de

TEM e de EDX que permitiram igualmente analisar a sua composicéo.

2.5 - Ensaios de citotoxicidade

Para ter uma compreensdo basica do modo de interacdo entre a superficie das nanoparticulas e as
células, determinou-se a capacidade de sobrevivéncia das células expostas a duas concentracoes
de nanoparticulas. Os protocolos elaborados estdo no anexo |l.

2.5.1 - Cultura de células

Foram utilizadas celulas da linha celular fibrobléstica NIH 3T3. Comecou por proceder-se ao
descongelamento das celulas criopreservadas. Depois de centrifugadas a temperatura ambiente (8
min. a 2000rpm) as células foram distribuidas em caixas de Petri com 10mL de Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) enriquecido com 1% de uma solugdo de antibidtico e
antimicético (AA) e 10% de soro bovino fetal (SBF). As células foram incubadas em estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds 24 h, tendo a adesdo e o crescimento celular sido
verificados pela observagdo no microscopio invertido, procedeu-se a tripsinizagdo. Para isso

removeu-se 0 meio, lavou-se a cultura com uma solucdo tampéo salina (phosphate buffered
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saline solution, PBS) e adicionaram-se 2 mL de tripsina. As caixas de Petri foram colocadas na
estufa por 10 min. Desagregou-se e homogeneizou-se a suspensao e procedeu-se a contagem das
células com uma camara de Neubauer. A contagem permitiu a obtencao de suspensdes de células

a concentracdes de 3,75x10° células/mL de DMEM, para a realizacio do teste de citotoxicidade.

2.5.2 - Teste de citotoxicidade

Para a realizacdo do teste do MTT (um sal de tetrazolio), 100uL de celulas fibroblastica numa
concentracdo de 3,75x10° célulassmL em DMEM contendo 1% AA e 10% de SBF, foram
depositadas em placas de 96 pocos. Apds 24 h de incubacdo, retirou-se 0 meio de cultura e
adicionou-se 150uL de meio fresco e 50 pL de diluicbes em PBS de 1mM e 0,1mM de cada
amostra. Para referéncia, foram preparados pogos apenas com meio (200 pL) e pogos com150uL
de meio e 50uL PBS. As placas foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO,. Apos 3
dias, passadas cerca de 70h removeu-se o meio e adicionou-se 100 pL de MTT a uma
concentracdo de 5mg/mL. As placas foram incubadas por 3 h a 37°C para a reducdo do MTT.
Posteriormente, através da adi¢dao de 100 puL de uma solugdo de DMSO solubilizaram-se 0s
cristais resultantes da reducdo do MTT. Observou-se a conversdo do MTT (amarelo) num
produto purpura nas duas placas. Finalmente realizou-se a analise espetrofotométrica, usou-se o
DMSO como branco e mediu-se a absorvancia a 550nm. A quantidade de produto de redugédo do
MTT presente (doseado por medicdo da intensidade de radiacdo emitida a 550nm) é proporcional

ao nimero de células viaveis.

As nanoparticulas utilizadas nos testes de citotoxicidade foram selecionadas tendo por base a
analise por TEM efetuada anteriormente. A amostra FeO,/Au foi escolhida por apresentar a cor
bordeaux, indicativa da deposi¢cdo de Au sobre o Oxido de ferro e a amostra de Fe;O, foi

utilizada para comparacdo de resultados.

As caracteristicas apresentadas pelas solugdes coloidais, antes da sua utilizacao nas células, estdo

reunidas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Composi¢cdes monometalicas e ndcleo-concha testadas durante o estudo de citotoxicidade

Amostras
Caracteristicas CM-02-11- | CM-01-47- | CM-01-73- | CM-01-81-
Fe;04/Au Au Ag Ag/Au
Cor Bordeaux Roxollilas Amarelo Bordeaux
A do pico maximo (nm) 534 540 395 531
UV-Vis
Abs. 1,37 0,99 1,40 1,39
Didmetro médio (nm) 10 50 2 80
DLS
Poténcial zeta (mV) -37,4£9,3 | -26,9+18,5 | -34,5+13,9 | -22,8+19,1

Apresenta-se seguidamente uma possivel forma de célculo do valor da concentracdo dos
coloides. Este célculo é baseado na proposta de RL Johnston® e corresponde a uma estimativa. O
raio é apurado através da analise de DLS ou TEM e o valor do raio atbmico corresponde ao

medido empiricamente. 2
Assume-se que para NP esféricas (clusters metalicos)
Veiuster = N Vatomo
Em que N é o n.° &tomos do cluster ou o n.° &tomos por NP.
N = (r c,luster)3
ratomo

O n.° de NP formadas por x moles de metal (quando 1dm?® ¢ reduzido) é Nyp

_ Natomos _ moles metalxNA
Nnp = ———= >

Assim, a concentragdo (mol/dm?) final do coloide é estimada dividindo o Ny pelo volume total

Cro = Nnp
NP V total

! [Johnston RL. Atomic and Molecular Clusters. Francis Ta, Ed. 2002]
?[Slater JC. J. Chem. Phys. 1964; 41:3199]
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Capitulo 3 - Resultados e discussao

No anexo Il apresenta-se uma tabela-resumo das caracteristicas de todas as NP preparadas.

3.1 - Nanoparticulas de Au

3.1.1 - Reducio de HAuCl4¢3H,0 com 3-D- glucose

Nesta experiéncia, o acido cloroadrico tri-hidratado &€ o precursor para a formacdo de
nanoparticulas de ouro e a B-D-glucose atua como agente redutor e estabilizador. A temperatura
ambiente e em condicdes bésicas, conseguidas atravées do ajuste do pH com hidroxido de sédio, a
B-D-glucose reduziu os ides de Au** para Au’.

Na Tabela 6 apresentam-se os resultados da variacdo do pH e da cor das solu¢des em funcéo da
quantidade de NaOH (0,05M) adicionado.

Tabela 6 - Variacdo do pH em funcéo da quantidade de NaOH adicionado
pH N.° de gotas de NaOH adicionadas Cor observada
3,5 Apos agitacdo Incolor
3,6 5 Amarelo palido
3,9 11 Rosa
5,0 15 Arroxeada
6,3 23 Roxo escuro

No decorrer da adicdo do NaOH estudou-se a dinamica da reacdo de formacéo de NP de Au
atraves da espetroscopia do UV-Vis. Na Figura 14 apresentam-se os resultados obtidos.
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Figura 14 — Espetro de absorcdo UV-Vis das NP de Au. Evolucéo da banda de absor¢ao com o pH.

A intensidade do maximo de absorvancia aumenta com o aumento do valor de pH. Com o
aumento do pH verifica-se igualmente um ligeiro desvio do maximo de absorvancia para a zona
do vermelho de 549 nm a pH=3,9 para 580 nm com pH=6,3. Este facto devera estar relacionado

com o aumento do tamanho das NP de Au formadas, confirmado por estudos DLS.

Em relacdo a distribuicdo de tamanhos das NP de Au obteve-se um diametro hidrodinamico
médio de 101nm num primeiro ensaio e de 77nm na repeticdo do procedimento. A diferenca
encontrada prende-se com a otimizacdo da pratica experimental, nomeadamente a adicéo
rigorosamente controlada do NaOH. Os valores obtidos sdo muito superiores ao valor reportado
no artigo de referéncia em que o diametro médio é de cerca de 8nm. Associa-se esta diferenca a
utilizacdo de diferentes técnicas de medicdo. Tal como reportado por Mahl et al. [98] a técnica
de DLS permite determinar a distribuicdo de tamanhos das NP dispersas, fundamentando-se no
seu movimento Browniano, mas uma vez que o poder de dispersdo das NP aumenta com o
aumento do tamanho (ver Anexo 1), poucas NP de grande dimensao poderdo esconder um grande

namero de pequenas NP. Os resultados obtidos apresentam-se na Figura 15.
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Figura 15 — Distribuicé@o de tamanhos das NP de Au, obtida por DLS.

Em busca de ouro coloidal vermelho pesquisou-se uma nova metodologia para a sintese.

3.1.2 - Reduc¢do de HAuCl4*3H;0 com -D- glucose na presenca de amido

Apesar de no artigo da referéncia [100] ser dito que a solucdo permanece incolor por 30 minutos,
verificou-se uma mudanca imediata de cor apds a adi¢do do hidréxido de sddio, tendo a solugéo
adquirido a cor bordeaux caracteristica.

Uma vez que o agente estabilizante desempenha um papel crucial no controlo da nucleacéo e
crescimento das nanoparticulas de metais nobres [117], neste procedimento utilizou-se o amido
para a estabilizacdo das nanoparticulas [118]. Este procedimento foi repetido diversas vezes pelo

que se apresentam os resultados mais a frente (3.4).

3.1.3 - Reduc¢do de HAuCl4*3H;0 com f-ciclodextrina

Trata-se de um procedimento simples que permite a sintese de nanoparticulas de ouro
relativamente monodispersas com um didmetro medio de cerca de 14nm. A B-ciclodextrina reduz
eficazmente o ouro e, em cerca de 10 minutos, observou-se a mudanca da cor da solugéo,
indicativa da formacdo de nanoparticulas (cor-de-rosa). Os graficos elaborados apresentam-se a
frente (3.5.2) para a comparacdo das caracteristicas obtidas para as NP monometalicas e

bimetalicas.
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3.2 - Nanoparticulas de Ag

3.2.1 - Redugao de AgNO3 com 3-D-glucose através do uso de microondas

A sintese de NP de Ag através do método descrito no 2° Procedimento Experimental (Anexo 1)
revelou-se improdutiva uma vez que ndo se mostrou reprodutivel pois nem sempre se verificou a
alteracdo de cor da solucdo apds o aquecimento por microondas. Isto significa que
provavelmente o aquecimento ndo foi suficiente para a reducdo da prata e consequente formacao
de nanoparticulas. Além disso, verificou-se uma grande evaporacéo de agua (cerca de 75%). Este

problema experimental levou-nos a uma nova tentativa.

3.2.2 - Reducido de AgNOs com 3-D-glucose num banho termostatizado

Tal como no caso anterior, a sintese de NP de Ag através deste método, descrito no 3°
Procedimento Experimental (Anexo I1), revelou-se improdutiva. Apds 22 horas num banho
termostatizado a 60°C as solucBes preparadas exibiram uma banda de absorvancia reduzida
atribuida a uma baixa concentracdo de nanoparticulas. Com estes resultados e os anteriores

conclui-se que a B-D-glucose é um agente redutor pouco eficiente.

3.2.3 - Reduc¢do de AgNOz com NaBH,

Trata-se de um procedimento simples e rapido que permite a sintese de nanoparticulas de Ag
relativamente monodispersas com um diametro médio de cerca de 12nm como se vera adiante. O
borohidreto de sddio é um dos agentes redutores mais utilizado e é muito eficiente [13]. A
estabilizacdo das NP coloidais é conseguida por forcas eletrostaticas repulsivas conferidas pela
adsorcéo de borohidreto de sodio [89, 93].

3.2.4 - Reducdo de AgNOz com f3-ciclodextrina

O procedimento é simples e permite a preparacdo de NP de Ag relativamente monodispersas
com cerca de 16nm de didametro como se verd adiante. Ap6s 10 minutos de aquecimento a

solucgéo apresentava a coloracdo amarela tipica dos coloides de prata.

42

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA



Resultados e discussdo

3.3 - Nanoparticulas de Fe304

O método de sintese utilizado foi o da co-precipitacdo de Fe?* / Fe**. As solucdes obtidas sdo de
cor preta e tal como esperado apresentam um comportamento magnético na presenga de um iman
(Figura 16).

F82+ (aq) T 2 Fe3+ (aq) + 8 OH" (ag) —> FesO4 Ok 4 H,0 0)

(a) (b)

Figura 16 - Nanoparticulas de Fe;O4 (a) sob a influéncia de um iman e (b) dispersas em agua.

De acordo com a termodindmica da reacdo (equacdo anterior) espera-se a precipitacdo completa
da magnetite para valores de pH entre 9 e 14. Na figura seguinte é possivel ver o mecanismo de
reacdo de formacdo de particulas de magnetite a partir de uma mistura aquosa de cloreto ferroso
e férrico por adicdo de uma base em condi¢des de auséncia de oxigénio (borbulhando azoto).

Desprotonagéo
Fe*" + H,0 »  Fe(OH),>*
Desprotonagéo
Fe’* + H,0 »  Fe(OH),”
3-x
Fe(OH)x Oxidacéo Magnetite
+ . . >
Desidratacdo
Fe(OH), pH~9,0; 60°C Fes0,

Figura 17 — Mecanismo de reacdo de formacédo de particulas de magnetite a partir de uma mistura aquosa de
cloreto ferroso e férrico por adicdo de uma base [57].
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As propriedades fisico-quimicas das NP magnéticas podem ser afetadas caso o ferro sofra

oxidagéo conforme se mostra pela equagéo seguinte [57]
Fe;O4+ 0,250, + 45H,0 —» 3F€‘(OH)3

Uma das formas de minimizar este problema é através da purga da solugdo com azoto.

Existem duas formas distintas de tratar o precipitado obtido: em meio basico no qual se utilizou
o NaOH para a precipitacdo da magnetite, por troca de Na* por catides de NH," adsorvidos a
superficie das NP sintetizadas e em meio &cido no qual a a¢do dos anides ClO, é predominante
[103].

Apresentam-se adiante (3.5.3) os resultados obtidos apds o revestimento com ouro, para

comparagéo de resultados.

3.4 - Ligas de nanoparticulas de Ag e Au

Apesar da reducdo sucessiva de ides de dois metais diferentes ser considerada uma das
metodologias mais indicada para a producdo de nanoestruturas com uma morfologia nucleo-
concha é possivel obter este tipo de nanoparticulas através da co-reducao/reducao simultanea dos
ibes precursores [84]. O método seguido foi o da co-reducdo de uma mistura de ides de ouro e
prata (2.3.3) e os resultados obtidos deixam-nos com algumas dividas. Imediatamente apos a
adicdo de hidroxido de soédio, sob uma suave agitacdo, as cores das misturas reacionais
mudaram, acompanhadas pela emergéncia de espetros de absor¢do de NP Ag/Au distintos. Na
Figura 18 mostra-se 0 aspeto das solucBes coloidais preparadas imediatamente apds a sintese

bem como o respetivo espetro de absor¢do UV-Vis.
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Figura 18 — Fotografia das NP de Au-Ag e respetivo espetro de absorcéo UV-Vis.

O maximo de absorvancia caracteristico da prata surge a 412nm e o do ouro a 534nm. A amostra
Au-Ag 1:3 exibe dois maximos, a 424nm e 513nm, atribuidos a formacdo de uma estrutura
bimetalica, uma liga de prata e ouro ou uma nucleo-concha [119]. Existe alguma contradicdo
entre os artigos referenciados [23, 100, 119] no que respeita a formacgdo de estruturas nucleo-
concha e a existéncia de um ou dois picos no espetro de absor¢cdo de UV-Vis. De acordo com
Raveendran et al. o surgimento de um Unico pico é atribuido a formacdo de NP ligadas
homogéneas. J& Shore et al. [23] reportam a existéncia de uma estrutura nicleo-concha na

presenca de apenas um pico de absorvancia.

Os valores da distribuicdo de tamanhos foram determinados por DLS e estdo resumidos na
Figura 19. A menor dimensdo da prata podera estar relacionada com a sua menor capacidade

autocatalitica (Tabela 3 - Potencial de reducéo dos metais em estudo).
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Figura 19 — Distribuicdo de tamanhos das NP preparadas por co-redu¢do dos dois sais metélicos, obtida por
DLS.

A formacdo de nanoparticulas bimetalicas de prata e ouro foi confirmada através da analise EDX
(Figura 20). Os espetros obtidos permitem confirmar a presenca dos dois metais a superficie da
amostra Au-Ag 1:3, o que consiste numa evidéncia da interdifusdo dos dois metais [120]

levando-nos a concluir que se preparou uma liga de NP de Au e Ag.
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Figura 20 - Espetros de EDX das amostras (a) Au-Ag 1:3 e (b) Au-Ag 1:1.

Na amostra Au-Ag 1:1 apenas existem os picos do Au. A auséncia da Ag no espetro de EDX
associada a existéncia de um Gnico maximo de absorcdo de UV-Vis poderdo ser indicativos da
formacdo de uma estrutura em multicamada nucleo-concha Ag/Au [91].

A nanoestrutura das nanoparticulas foi analisada por TEM. Investigou-se a forma e o tamanho.
As micrografias eletronicas na Figura 21 mostram a formagdo de NP de Ag e Au relativamente
mono dispersas e esféricas com um didmetro médio de cerca de 12nm. O envelhecimento da liga
de Au e Ag resultou na formacdo de aglomerados de nanoparticulas esféricas polidispersas com
o tamanho méaximo de cerca de 50nm. Mais uma vez os resultados de DLS sdo superiores aos
observados por TEM (ver 3.1.1).
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Figura 21 — Fotografias e imagens TEM das amostras de Ag, Au e Au-Ag 1:3.

Os resultados ndo sdo conclusivos pois o0 contraste entre o nlcleo e a concha néo € evidente.
Tal como esperado, o valor do diametro hidrodinamico estimado através da andlise das

micrografias eletronicas € inferior ao obtido através da DLS.

3.5 - Nanoparticulas em multicamada nucleo-concha

3.5.1 - Reducio de HAuCl4+3H,0 sobre NP de Ag

As nanoparticulas foram preparadas pela redugéo sucessiva dos sais de Ag e Au de acordo com a
metodologia descrita em 2.3.4.1. A caracterizacdo por espetroscopia do UV-Vis das NP nucleo-

concha mostra um desvio do méximo de absorvancia para maiores comprimentos de onda [13].
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Figura 22 — Espetro de absor¢do UV-Vis das NP de Ag-Au obtidas pela reducgéo sucessiva de ouro sobre prata
coloidal.

Através da analise do UV-Vis (Figura 22) é possivel constatar um desvio para a zona do
vermelho do espetro, de 389nm para a Ag para 532nm na amostra Ag-Au 1 e 543nm na amostra
Ag-Au 2, atribuida ao crescimento das NP por deposicdo sucessiva de Au (aumento da espessura
da concha de Au). Este desvio para o vermelho do espetro pode no entanto ser interpretado como
significando que as NP tém uma forma menos arredondada [116]. Na Figura 23 apresenta-se a

distribuicdo de tamanhos obtida.
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Figura 23 — Distribuicéo de tamanhos das NP de Ag-Au, obtida por DLS.

O aumento de diametro verificado apds a adicdo do precursor de Au e do aumento da sua
concentracdo sdo indicativos da reducdo de Au sobre as NP de Ag. Os resultados TEM e EDX

estdo na figura seguinte.
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Figura 24 — Micrografia TEM e espetro EDX da amostra CM-01-81 Ag/Au.

Os resultados de TEM evidenciam NP esféricas com cerca de 20nm com uma estrutura nucleo-
concha. O espetro EDX vem confirmar uma presenca maioritaria de ouro (4 vezes superior) em

relacdo a prata o que vem confirmar que as nanoparticulas de prata foram revestidas com ouro.
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3.5.2 - Reducido de AgNOs sobre NP de Au e HAuCl4¢3H:0 sobre NP de Ag com f-ciclodextrina

Na busca de um resultado claro que ndo deixasse dividas quanto ao sucesso na obtencdo de uma
estrutura em multicamada nucleo-concha, testou-se a B-ciclodextrina, um homologo da B-D
glucose, como agente redutor e estabilizador das NP de acordo com o artigo reportado por Pande
et al. [84]. Os resultados experimentais das alteracBes fisico-quimicas, cor, tamanho das
particulas e maximo oOtico da superficie plasmonica, permitiram confirmar a formacdo da
nanoestrutura nucleo-concha. A sintese de nanoparticulas de prata foi confirmada pela coloracéo
amarela da dispersédo coloidal e a de ouro pela cor rosa adquirida pela mistura reacional. Em
relacdo aos méaximos de absorcdo da prata e do ouro sdo os esperados, 410nm para a prata e
530nm para o ouro (Figura 25). Apds a reducao do ouro sobre as NP de prata verificou-se um
deslocamento do maximo de absorcao de 410nm para 530nm tendo a solucdo adquirido uma cor
lilds acinzentado e para o sistema Au-Ag registou-se um desvio para o azul no espetro UV-Vis

tendo a solucdo adquirido a cor laranja.
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Figura 25 — Espetro de absorcdo UV-Vis das NP de Ag, Ag-Au, Au e Au-Ag preparadas usando a -
ciclodextrina como agente redutor.

Depois do revestimento das NP monometalicas de prata e ouro verificou-se um aumento de
didmetro (Figura 26) que mais uma vez nos ajuda a concluir que se conseguiu a formagdo da
estrutura nucleo-concha. No grafico Ag-Au refere-se as nanoparticulas nucleo-concha obtidas

através da adicdo de 40pL de &cido cloroadrico tri-hidratado a 5mL da solugéo de prata coloidal
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e Au-Ag refere-se a estrutura obtida pela adi¢cdo de 40uL de nitrato de prata a 5SmL de ouro

coloidal.
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Figura 26 — Distribuicdo de tamanhos, obtida por DLS, das NP de Ag, Ag-Au, Au e Au-Ag preparadas
usando a B-ciclodextrina como agente redutor.

Uma amostra de Au-Ag foi enviada para TEM para a confirmacdo da suspeita da obtencéo da
estrutura nucleo-concha. Os resultados obtidos deixam no entanto algumas davidas. Na Figura

27 pode ser visualizado o aspeto das NP Au/Ag e o respetivo espetro de EDX.

o 1 2 3
IERAE 2538 cls AR 5.564 (79 cls)

Figura 27 - Micrografia TEM e espetro EDX da amostra Au-Ag.
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A imagem TEM permite confirmar a formacdo de NP esféricas de didmetro médio igual ou
inferior a 20nm e também a presenca de alguns aglomerados com cerca de 50nm. Relativamente
ao espetro de EDX, a presenca dos dois metais e a abundéncia de ouro apontam para uma
nucleacdo independente dos dois metais ou para uma estrutura nucleo-concha na qual se
esperaria encontrar uma quantidade superior de prata a superficie. De facto o espetro de UV-Vis
apresenta um perfil de absor¢do bem definido com um maximo a 410nm, caracteristico das
nanoparticulas de prata. No espaco de tempo entre a sintese e a analise por TEM e EDX houve

seguramente uma alteracdo na estabilidade da solucédo coloidal.

3.5.3 - Nanoparticulas de Fe;04-Au

As NP de magnetite sintetizadas sob condi¢es alcalinas (2.3.5.1 e 3.3.1) foram utilizadas como
sementes para a reducdo do precursor de ouro de forma a produzir NP Fe;O4-Au. Isto foi
conseguido através da reducdo do Au®* pelo citrato. Apds a sintese, a solucdo de magnetite
passou da cor preta a castanho avermelhado. Contudo, este facto ndo € por si s indicativo do
revestimento da magnetite com ouro uma vez que a oxidacdo da magnetite conduziria @ mesma
coloragdo [121]. Os resultados experimentais mostram o aparecimento de um méaximo de
absorcédo caracteristico da ressonancia da superficie plasménica do ouro a 590nm, ligeiramente
deslocado para a gama dos vermelhos, ndo observavel no espetro de absorcdo UV-Vis das NP de

Fe304, 0 que sugere a obtencdo da estrutura nicleo-concha (Figura 28).
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Figura 28 — Espetro de absorcdo UV-Vis das NP de Fe;0,4 e Fe304-Au.

Os resultados de EDX nao confirmam claramente a formacao da estrutura nicleo-concha (Figura
29). Tem-se por um lado um espetro em que apenas existe ouro, 0 que seria a partida indicativo
de uma estrutura nucleo-concha, mas tem-se outro espetro da mesma amostra no qual estéo
presentes ferro e ouro. A presenca dos dois metais evidencia um revestimento descontinuo dos
nacleos de magnetite ou mesmo uma nucleacao independente de ouro. De acordo com Lyon et
al. [60] se no espetro de EDX estdo presentes os dois metais entdo a estrutura ndo € nucleo-
concha no entanto Lo et al. [92] determinam a composicdo da estrutura ndcleo-concha na

presenca dos dois metais no espetro.
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Figura 29 — Espetro de EDX das NP de Fe;04-Au.

Por outro lado, a presenca de um sé metal podera ser indicativa de uma nucleacdo independente.

As imagens de TEM também nos deixam algumas ddvidas (Figura 30). Temos por um lado a
micrografia (a) em que se tem uma estrutura ndcleo-concha aparente e as imagens (b) e (c) nas

quais ndo é ébvio se os dois metais estdo juntos ou se houve uma nucleagdo independente.

(@) (b) (©)

Figura 30 — Imagens TEM das NP de Fe;O4-Au.

De qualquer forma, verifica-se a existéncia de NP esféricas diferentes. Segundo Banerjee et al.
[95] as particulas que aparecem com menor contraste sdo de Fe;O, enquanto as NP que

apresentam maior contraste (negras) séo de Au.
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Em relacdo as NP obtidas através da reducdo do precursor de ouro sobre magnetite preparada em
condicBes acidicas (2.3.5.2 e 3.3.2), a suspeita da formacdo da estrutura nicleo-concha (FeszOy-
Au) acontece imediatamente apos a sintese, através da alteracdo da cor da solucdo de magnetite
que passou de preto a bordeaux, tal como refere Lu et al. [92]. A imagem da Figura 31 evidéncia

a diferenca de cor entre as NP de Fe;04-Au preparadas via basica, e via-acida.

(a) (b)

Figura 31 — Imagem das NP de Fe;O,4-Au preparadas (a) sob condicdes &cidas e (b) em meio bésico.

No espetro de UV-Vis (Figura 32) verifica-se a existéncia de um pico maximo a 534nm o que
comparativamente as NP de Fe;O4-Au cuja magnetite foi preparada em condi¢Ges basicas,
representa um desvio para menores comprimentos de onda, 0 que é caracteristico do ouro e

podera dever-se & sua mais eficiente sintese nestas condicoes.

4
3,5
3 - X, 534 nm - == FeO
2254 \_/ff \
& \ 590 nm FeOA
E 2 . S eececece FeO-Au
§ S, . —a e (cond.
< 15 - -:~-____-_ acidas)
1 T FeO-Au
‘-.,.. (cond.
05 - bisicas)
0 T T T T 1
400 500 600 (nm) 700 800 900

Figura 32 — Espetro de absor¢do UV-Vis das NP de Fe;O,-Au.
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Os resultados das medigdes de DLS para a magnetite e das primeiras NP de Fe3O4-Au
sintetizadas (3.3.5.1) indicam aglomerados com cerca de um micron de didmetro. Este facto esta
diretamente relacionado com o magnetismo microscépico observado. Na figura seguinte
apresenta-se a distribuicdo de tamanhos das NP de magnetite, sintetizada em condic¢des acidas,

revestida com ouro com um pico estreito indicativo da presencga de NP.

25 -~
20 A “
= 15 1 = Fe0-Au
&;— (cond.
10 - Acidas)
5 -
0 T 1 T T
0,1 1 10 100 1000

Diametro (nm)

Figura 33 — Distribuicdo de tamanhos das NP de Fe;O4-Au, obtida por DLS.

Além dos ensaios realizados, as propriedades magnéticas podem igualmente ser utilizadas para a
confirmacéo da formacédo da nanoestrutura nicleo-concha. Nomeadamente através de medicdes e
da andlise de curvas de magnetizacdo. O aumento da espessura da concha de ouro conduziria, em

principio, a um decréscimo do momento magnético [67, 122].

Para 0 caso da magnetite preparada sob condi¢BGes basicas, apds o revestimento com ouro
continua a ser percetivel o magnetismo das NP precipitadas apesar de se verificar um
abrandamento do efeito, atribuido a algum desordenamento dos momentos superficiais devido a

interagcdo com o ouro [95].

As NP de Fe3s04-Au em que a amostra de magnetite foi sintetizada em condicBes &cidas sdo

intrinsecamente ndo-magneticas e portanto ndo tém tendéncia para agregar em solucdo. O
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diametro hidrodindmico médio é de cerca de 2nm e portanto as NP sdo superparamagnéticas,

deste modo, tém uma elevada &rea superficial e estdo perfeitamente dispersas na solucéo [96].

O artigo de Lo et al. [92], referéncia para este procedimento, ndo analisa esta situacdo pois
utiliza as NP de Fe3O4-Au protegidas com o citrato para subsequente troca de citrato com

homocisteina.

Outra explicacdo possivel € a de que a magnetite tenha sofrido uma transformacéo de fase e se
tenha oxidado a magemite. De acordo com Thanh [56], a oxidagdo ao ar ndo é o Unico processo a
ocorrer nestas transformagbes, O pH do meio pode favorecer a transferéncia eletronica entre
espécies: em meio basico os catides Fe** incorporam-se na estrutura da magnetite depois de
iniciada a reducdo com oxigénio a superficie das nanoparticulas, enquanto que em meio acido, 0s
catides Fe** sdo retirados da superficie originando lacunas de modo a manter o equilibrio de
cargas na rede. A difracdo de raios-X é o método tradicional que poderia ser utilizado para a

caracterizacdo dos diferentes dxidos de ferro.

3.5.4 - Nanoparticulas de Fe3;04-Ag

O gréafico de Uv-Vis apresentado (Figura 34) permite comparar o efeito do aumento da
concentracdo de prata. Constata-se um desvio para a gama do vermelho e simultaneamente um
decréscimo no valor da absorvancia com o aumento da concentracdo de prata. A que se deve este
efeito? Estes resultados deixam-nos com algumas diavidas. O aumento da espessura do
revestimento de prata sobre o Oxido de ferro afina as propriedades plasmonicas destas NP
nacleo-concha, tal como constatado por Xu et al. [67] ou estaremos na presenca de
revestimentos de particulas de éxido de ferro com diferentes didmetros? Nao foi possivel repetir

0 procedimento nem t&o pouco testar outro método.
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Figura 34 - Espetro de absor¢do UV-Vis das NP de Fe;O,/Ag.

Relativamente ao tamanho, uma vez mais e dadas as propriedades magnéticas destas NP,

verifica-se a aglomeracdo obtendo-se leituras de DLS com cerca de 5um.

3.6 - Ensaios de citotoxicidade

Através de técnicas de cultura de células e do teste do MTT avaliou-se a citotoxicidade das NP
preparadas anteriormente. Antes de se proceder aos testes e com 0 objetivo de confirmar a
estabilidade dos coloides a utilizar foi feita a sua caracterizacdo. Apresentam-se seguidamente 0s
espetros de UV-Vis obtidos.

14 1 394,81nm
1,2

1
0,8

0,6

Absorvancia

0,4

0,2

0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 35 - Espetros de absorcao UV-Vis das NP monometalicas usadas nos testes de citotoxicidade.
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Figura 36 - Espetros de absorc¢io UV-Vis das NP nucleo-concha usadas nos testes de citotoxicidade.

Os espetros de UV-Vis apresentam picos maximos Gaussianos o que indica que as solucGes
apresentam-se estaveis e com concentracGes de nanoparticulas adequadas ao estudo, tal como
apos a sintese.

Na analise de resultados é necessario ter em conta que as culturas celulares sdo sensiveis ndo so6 a
presenca de uma determinada concentracdo do agente em analise como também a mudancas no
ambiente tais como alteracbes de temperatura, variacdes de pH, concentracdo de nutrientes e de
produtos de excrecdo das células [15]. Além disso, as proprias amostras de NP, na presenca dos
reagentes necessarios aos ensaios nas celulas, podem sofrer alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas: tamanho, carga superficial e portanto estabilidade [112]. Por outro lado, a interacdo
das nanoparticulas com as células pode depender do tipo de célula [105].

Apos a exposicdo as NP durante 70h e antes do teste de reducdo do MTT, as células foram
observadas ao microscopio. Na Figura 37 apresentam-se os resultados obtidos. E possivel a
visualizagdo de particulas sobre as células e de algumas células mortas (pontos escuros). De uma

maneira geral, o n.° de células com a forma tipica do fibroblasto € menor que no controlo.
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Figura 37 — Fotografias das células apds 70h de exposi¢do as diferentes concentracdes de NP.
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Para facilitar a anélise dos resultados da percentagem de viabilidade (Figura 38), utilizaram-se as
mesmas cores dos espetros UV-Vis. Para as cinco amostras e nas diferentes concentragdes
testadas, os resultados sdo muito préximos, com uma baixa dispersdo dos valores dentro da
mesma amostra e superiores a 80%, o que significa que, para o tipo celular testado, as amostras

apresentam baixa citotoxicidade pelo que sdo biocompativeis.

Com excec¢do das amostras contendo FeOy, verifica-se, tal como esperado, um decréscimo na %

de viabilidade para maiores valores de concentragéo.

1,500 -
1,000 - T

0,500 -

0,000 -

FeO 1mM
FeO 0,1mM
Fe-Au 1ImM

Au 1mM
Au 0,1 mM
Ag 1ImM
Ag 0,1 mM
DMEM+PBS

Actividade metabdlica (a.u.)
4‘
—
Au/agimM [
Au/Ag0,1mm - [

Fe-Au 0,1 mM

Figura 38 — Percentagem de viabilidade para as quatro amostras de NP testadas.

O teste efetuado representa uma via indireta de medicdo da viabilidade celular j& que nos da
informacdo acerca da atividade metabdlica das células.

Os ensaios realizados ndo permitem tirar conclusdes acerca da localizagdo das nanoparticulas.
N&o é possivel, pois, saber em que compartimentos celulares se encontram, por exemplo se
chegaram ao nucleo.

Apesar de se terem encontrado baixos valores de toxicidade, com excecdo do sistema Au-Ag
para ImM de concentracdo (em que a citotoxicidade se revelou superior), seria interessante

investigar o processo em maior detalne. Nomeadamente, atraves da avaliacdo da contribuicéo de
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eventuais produtos quimicos remanescentes da sintese presentes no sobrenadante e
independentemente da solucdo coloidal purificada. Por exemplo, através da centrifugacéo tal
como sugerem Alkilany e Murphy [112]. No seu estudo estes autores discutem os resultados
mais recentes no que respeita a citotoxicidade de nanoparticulas de ouro e fornecem algumas
recomendacgdes experimentais para futuras pesquisas na interface da nanotecnologia com o0s
sistemas bioldgicos. Os resultados obtidos por estes investigadores (Figura 39) mostram que 0s
niveis de toxicidade encontrados na solucdo de nanoparticulas e no sobrenadante séo similares

pelo que os autores concluem que as nanoparticulas, por si sé, ndo sao toxicas.
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«
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>
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o\° - "g 4‘ » i
w & »
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0 T 1

Solugdo de nanoparticulas Sobrenadante

A Surfatante

a Nanovaras de ouro revestidas com surfatante

Figura 39 — Controlo do sobrenadante. Adaptado da Ref. [112]

Do conjunto de artigos consultados, ndo se encontram estudos de citotoxicidade de
nanoparticulas idénticas as estruturas nucleo-concha em discussdo. O mesmo ndo acontece em
relacdo a citotoxicidade de nanoparticulas de ouro em que a literatura disponivel é vasta. Alem
do trabalho de Alkilany e Murphy [112] h& que referir o trabalho de Harper et al. [106] que
investigou a influéncia de alguns pardmetros na toxicidade, tendo mostrado que a mortalidade,
malformacdes, a absor¢do e a eliminacdo de NP Au dependem do tamanho do nucleo, da
quimica da superficie e da carga, evidenciando a necessidade de um controlo apertado sobre as
condi¢Bes experimentais e a caracterizagdo dos nanomateriais, apesar de ndo se observar
toxicidade inerente nestas nanoparticulas, tal como referem Semmler-Behnke et al. [52]. No

artigo de revisdo de Lewinski et al. [15] s&o levantadas outras questdes como, por exemplo, as
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que referem poder ndo ser a diminuicdo da viabilidade celular o Unico efeito adverso das
nanoparticulas, podendo estas afetar a resposta imunolégica do organismo. Este Gltimo artigo
referencia, igualmente, as nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas especulando-se
sobre a origem da sua citotoxicidade. Esta poderd advir da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) o que pode resultar na peroxidacéo de lipidos, danificacdo do DNA e oxidacao
de proteinas. Esta questdo é igualmente discutida por Konczol et al.[59]. Kittler et al. [48]
discutem o efeito da libertacdo de i0es de prata, resultante do envelhecimento das solucdes

coloidais, no aumento da citotoxicidade de nanoparticulas de prata estabilizadas com PVP.
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Depois de sintetizadas e caracterizadas analisou-se a biocompatibilidade de um conjunto de

nanoparticulas monometalicas e bimetalicas nicleo-concha.

Os métodos de sintese utilizados no trabalho foram reproduzidos e adaptados a partir de um
conjunto de artigos publicados na literatura. A sintese de nanoparticulas de ouro constituiu um
desafio muito interessante. Prepararam-se solucGes coloidais com uma grande variedade de cores
(rosa, violeta, azul escuro e bordeaux). A reducdo do &cido clorodurico tri-hidratado com B-D-
glucose na presenca de amido produziu os melhores resultados. E de facil e rapida execucdo. Os
espetros de UV-Vis apresentam uma curva Gaussiana com valores de maximo de absorvancia
superiores aos apresentados pela sintese na auséncia de amido, cuja banda é mais larga. A
utilizacdo de pB-ciclodextrina para a reducdo do ouro também produz bons resultados e é

reprodutivel. No entanto, envolve aquecimento e como tal um maior consumo de energia.

Em relacdo a sintese de nanoparticulas de prata a caracteristica coloragdo amarela esta sempre
presente, variando entre um amarelo brilhante vivo, quando reduzida pelo borohidreto de sddio e
um amarelo bago ou palido quando se usou a B-D-glucose ou a B-ciclodextrina. O método que
produziu melhores resultados foi o da reducdo de nitrato de prata com borohidreto de sodio.
Trata-se de um procedimento simples e de fécil execugdo. Tal como para o caso do ouro, a
sintese de nanoparticulas de prata com B-ciclodextrina envolve um gasto energético superior. A
sintese de nanoparticulas de prata através do uso de micro-ondas e num banho termostatizado é
energeticamente desfavoravel e além disso nem sempre foi bem sucedida. A co-reducdo de uma
mistura de ides de ouro e prata nem sempre se mostrou reprodutivel, verificando-se variagdes na
tonalidade das solugdes coloidais preparadas. A co-reducédo resulta normalmente na formacao de
ligas de metais. No entanto, para a sintese na razdo de 1:1 a existéncia de apenas um maximo de
absorcéo, a cerca de 530nm, no espetro de UV-Vis associada a auséncia de prata do espetro de
EDX s&o indicativos de uma estrutura nucleo-concha que refletem o maximo caracteristico do
ouro como se a prata ndo estivesse presente. A reducdo sucessiva de acido clorodurico tri-
hidratado, com B-D-glucose na presenca de amido, sobre a prata coloidal resultou na formagéo
de estruturas nacleo-concha. A preparacdo de nanoparticulas nucleo-concha mediada pela f-

ciclodextrina revelou-se reprodutivel e produziu perfis de absorcdo bem definidos.
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Os resultados mostram 0 maximo de absor¢ao tipico das nanoparticulas de prata a A~400nm,
correspondente a caracteristica ressonancia da superficie plasmdnica destas particulas. Para o
caso das nanoparticulas de ouro este valor situa-se a A~500nm. No caso das nanoparticulas
nucleo-concha de prata revestidas com ouro observou-se um desvio do pico da prata para
maiores comprimentos de onda e um efeito oposto no caso das nanoparticulas de ouro revestidas

com prata.

Relativamente as nanoparticulas de magnetite, a sua sintese € de execu¢do mais trabalhosa mas
reprodutivel. O facto de apresentarem um comportamento magnético na presenca de um iman
torna estas solucbes coloidais fascinantes. Depois do revestimento com ouro obteve-se a
coloracdo bourdeaux limpida, esperada desde o inicio dos trabalhos. Tanto o revestimento com
ouro como 0 revestimento com prata resultaram no surgimento do respetivo méaximo de

absorvancia carateristico.

A anélise morfoldgica por microscopia eletrénica de transmissao, permitiu confirmar a presenca
de nanoparticulas de forma esférica, confirmar o tamanho e também permitiu a visualizagdo de
aglomerados de nanoparticulas, principalmente no caso das estruturas ndcleo-concha. Conforme
esperado, os valores relativos a dimensdo das nanoparticulas obtidos por dispersdo dinamica de
luz foram superiores aos encontrados por TEM. Na andlise por DLS a existéncia de aglomerados

esconde particulas de menor dimensdo presentes na amostra.

Conclui-se que o tipo de estabilizacdo das nanoparticulas utilizadas nos testes de citotoxicidade,
sobretudo eletrostatica, foi suficiente para garantir a qualidade das amostras que se revelaram
biocompativeis. No entanto, seria interessante analisar a estabilidade das varias composicdes
ap6s a mistura com o PBS e o meio de cultura ou mesmo na presenca dos estabilizantes
habitualmente utilizados: o PVP, por exemplo, para as NP de ouro e prata, e para as NP de
magnetite, dextrano, PEG ou PAA que sdo polimeros biocompativeis para a conjugacdo a
agentes terapéuticos e para a melhoria do perfil de biodistribuicdo, tal como sugerem
Wahajuddin e Arora [83]. Poderia ainda analisar-se o efeito da funcionalizagdo das NP na
biocompatibilidade. Erathodiyil et al. [123] reveem um conjunto de técnicas de revestimento e
funcionalizacdo que d&o origem a nanoparticulas metalicas, de 6xidos metalicos, entre outras,
com propriedades fisicas melhoradas. Apesar de no geral as nanoparticulas preparadas
apresentarem baixos valores de citotoxicidade, 0 proximo passo seria compreender a sua origem
através da comparacdo entre a toxicidade da solucdo coloidal e a do sobrenadante

separadamente.
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Porém nem sempre € possivel, dentro dos timings estabelecidos, testar todas as hipdteses que nos
surgem ao analisar resultados obtidos, como gostariamos. ExperimentacGes futuras encontrarao,

por certo, resposta a questdes agora levantadas.

Apesar de modesto esperamos que este trabalho possa, de algum modo, contribuir para despertar
0 interesse pelo assunto e que seja o primeiro de muitos trabalhos nesta area aqui na
Universidade da Madeira pois o desenvolvimento da medicina teranostica passara seguramente

pela engenharia de nanoparticulas multifuncionais.
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Anexo I - Técnicas experimentais

I.1 - Difracao de raios-X

A difracdo de raios-X € uma técnica de identificacdo da estrutura de materiais. Admitindo que os
atomos do material em analise se encontram igualmente espacados a uma determinada distancia
interplanar d, ao serem expostos a uma radiacdo com comprimento de onda inferior a d, esta vai
ser dispersa em diferentes direcdes. Alguns destes fotdes vao interagir entre si construtivamente
e outros destrutivamente. A forma como a radiacao se dispersa depende do comprimento de onda
da mesma e da estrutura atomica da amostra cristalina. Na Figura encontra-se esquematizada
uma interacdo construtiva da radiagdo com o material. Com base em relacdes geométricas é
possivel chegar a lei de Bragg dada por ni=2dsen6. Em que A é o comprimento de onda dos
fotbes incidentes, d a distancia interplanar e 6 o angulo entre o plano dos atomos e o feixe de

fotGes incidentes (0 varia entre 0 e 90°).

Figura - Esquema da interacdo da radiacdo com uma amostra cristalina

O erro relativo do método ¢é dado pela relacdo %d = —cotg A8 . Pelo que se conclui que quanto

maior o angulo de incidéncia menor serd o erro relativo da medida. Para além do erro
matematico existem outros condicionantes experimentais que podem induzir a erros mais
significativos nas medidas tais como o correto posicionamento da amostra no porta-amostras, a

espessura e a compactacdo da amostra.
Com os dados de XRD ¢é possivel obter uma estimativa das dimensdes das cristalites que formam

~ Y KA p
0s graos. Para tal recorreu-se a formula de Scherrer, T = oot em que K ¢ o fator de forma, A 0

comprimento de onda da radiacéo incidente, B a largura a meia altura do pico em radianos e 6 0

angulo de Bragg. Esta formula ndo é aplicavel a grdos com dimensdes superiores a 0,2um e o
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fator de forma varia com a estrutura da cristalite. E, no entanto, afetada por diferentes fatores
como por exemplo as especificacdes do equipamento e as condi¢es de preparacdo da amostra
(espessura, homogeneidade, deformagdes da rede, polidispersdo, etc.). Este método tem como

desvantagem a preparacao da amostra, uma vez que tém de ser preparadas amostras secas.

Referéncias:
e Zvi Szafran, Ronald M. Pike, Mono M. Singh Microscale Inorganic Chemistry, A
comprehensive Laboratory Experience John Wiley & Sons, Inc., 1991;

e Skoog et al., Principles of Instrumental Analysis, Thomson Brooks/Cole, 6th ed., 2007,
169-173.

e Handy R.D., Kammer F. von der, Lead J.R., Hassellov M., Owen R., Crane M., The

ecotoxicology and chemistry of manufactured Nanoparticles, Ecotoxicology, 2008, 17,
287-314.
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1.2 - Dispersao dinamica da luz

A técnica de Dispersao Dinamica da Luz é também conhecida como espetroscopia de correlacéo
de fotdes e pode ser usada para determinar o perfil de distribuicdo de tamanho de pequenas
particulas em suspensédo. O seu principio de funcionamento baseia-se na medi¢do do movimento
browniano das particulas. Este movimento ocorre quando as moléculas do meio liquido colidem
com as particulas em suspensdo. Por esta razdo, as particulas de maior dimensdo possuem uma
velocidade de difusdo mais lenta que as menores. O célculo da dimenséo das particulas n&o é por
isso direto e é influenciado por diferentes fatores como a temperatura e a forca i6nica do meio.
No que respeita a primeira ela interfere diretamente na viscosidade do meio causando maior ou
menor atrito. A temperatura tem por isso de se manter estavel para que as correntes de convecgao
no adulterem os resultados. E importante ter em conta que a medida adquirida n&o corresponde
as particulas em si nem mesmo aos agregados, correspondendo antes ao Didmetro
Hidrodinamico por elas formado. Este didmetro corresponde ao de uma esfera que possui 0
mesmo coeficiente de difusdo translacional que a particula/agregado em si. Este coeficiente é
influenciado pela particula em si, pela sua superficie, pela concentracdo e o tipo de ides do meio.
O diametro Hidrodinamico € entdo calculado através da equacdo de Stokes-Einstein:

d(H) =

3nnD

Sendo k a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, 1 a viscosidade do meio e D o

coeficiente de difusdo translacional.

A técnica apresenta algumas limitaces em particular no que respeita a forma, as particulas em
suspensdo devem ser esféricas, ao indice de dispersdo, em que idealmente devem ser

monodispersas sendo igualmente afetada pela aglomeracéo.

Esta técnica baseia-se na analise da variacdo da intensidade medida num angulo fixo durante um
determinado intervalo de tempo. A variacdo deste angulo resulta em diferencas nalgumas ordens
de grandeza na concentracdo maxima que o equipamento é capaz de medir. O equipamento da
Malvern NS mede esta difracdo a um angulo de 173° e pode medir concentragdes até 5% da
massa tendo em conta uma densidade de 1g/cm® para particulas entre os 10 e os 100 nm. As
flutuacBes originadas pelo movimento Browniano das particulas vizinhas podem causar
interferéncias construtivas ou destrutivas na difracdo da luz numa dada direcdo. Neste

equipamento a intensidade da luz € medida durante pequenos intervalos de tempo (da ordem dos
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micro/milisegundos). Esta intensidade & posteriormente relacionada entre si atraves de uma

funcéo de correlagéo.

A capacidade de difusdo no meio das particulas muito pequenas (nanométricas) é muito grande

pelo que o gréafico da sua correlagdo é muito mais irregular.

A A

Large Particles Small Particles
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Figura - Intensidade tipica para particulas grandes e pequenas.

Fazendo um gréafico da taxa de decaimento ao longo do tempo também é possivel retirar
informacdo acerca da dimensdo das particulas. Quanto menor o tempo de decaimento menor a

dimenséao.

Coeficiente de
correlagdio

01 " 0 - 0000000 1000000000

Tem.po

Figura — Coeficiente de Correlacdo vs Tempo para particulas grandes e para particulas

pequenas.

A taxa de decaimento pode ser convertida em Dg? sendo D o coeficiente de difusdo e g um vetor

de onda; q = /A 1 sen (m/4) com n o indice de refracdo e A o comprimento de onda da radiagdo
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incidente. Sabendo o Coeficiente de Difuséo € entdo possivel calcular o diametro hidrodinamico.

Este didmetro hidrodindmico € entdo convertido num coeficiente de intensidade (z-average).

Este principio tem uma limitacdo. Considerando o pardmetro de dispersdo d, quando a dimenséo
da particula é superior ao comprimento de onda incidente, a intensidade da luz dispersa depende
apenas do angulo difratado. Porém, para particulas de dimensdes menores, com d < A/20, ha que
considerar outros parametros como, por exemplo, o angulo de dispersdo ou as propriedades da
solugdo. Usa-se por isso a aproximagio de Rayleigh em que a intensidade I o d°. Esta quest&o
ndo se coloca para as particulas com dimensoes entre A/20 < d < A, usando-se a aproximagao de

Mie em que: d a I

Para termos uma visdo mais realistica de cada pico presente a distribuicdo de tamanhos por

intensidade é convertida numa distribui¢do por volume.

Referéncias:

e M. Instruments, “Dynamic Light Scattering: An Introduction in 30 Minutes,”
http://www.malvern.com/malvern/kbase.nsf/allbyno/KB000792/$file/MRK656-
01_An_Introduction_to DLS.pdf, pp. 1-8 [consultado em 2011.07.16].
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1.3 - Espetroscopia de dispersao de energia

E a técnica analitica mais usada para a analise elementar qualitativa ou para a caracterizacio
quimica de uma amostra. E usada para determinar que elementos estio presentes e a sua
abundancia relativa. O equipamento permite identificar os raios-x (medindo o nimero e a
energia) carateristicos de uma determinada estrutura elementar. Neste tipo de espetroscopia o
detetor € um diodo semiconductor (Si ou Ge) e os raios-x, emitidos pela amostra irradiada por
um feixe de eletrdes, sdo detetados e convertidos num sinal elétrico que é processado num
amplificador, analisado e exibido atraves de um espetro de EDS. As diferentes fases sdo assim

visualizadas e a composi¢do quimica é diretamente determinada.

Detetor (Si, Ge)
Feixe de eletrbes

Arrefecido a cerca

de -133°C

—> Pré-amplificador Field
Effect Transistor

Sinal de raios-x l

Processador

|

PC e espetro <+— Andlise

Amostra

Figura — Circuito de processamento do sinal (adaptado de Egeston)

Referéncias:
e Egeston, R. F., Physical Principles of Electron Microscopy: An Introduction to TEM,
SEM and AEM, Springer, 2005.
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1.4 - Espetroscopia do ultravioleta-visivel

A espetroscopia do ultravioleta-visivel € uma técnica de caracterizacao dptica de materiais que se
baseia na interacdo entre a radiacdo e a amostra. Para um dado comprimento de onda incidente, a
técnica permite quantificar a Absorvancia (A), a Refletancia (R) e a Transmitancia (T),
parametros que se relacionam entre si através de: A(A)+T(A)+R(A) = 1.

O Espetrofotometro de UV-Vis possui dois tipos de lampadas, uma para a radiacdo visivel
geralmente de Deutério e outra para a Ultravioleta, de Tungsténio/Halogénio. Depois de
atravessar um monocromador, a luz é dividida em dois feixes, um dos quais atravessa a amostra
em estudo e o outro a de referéncia. A quantidade de luz que é transmitida ou refletida pela
amostra € entdo comparada com a de referéncia. Deste modo, os dados obtidos representam a
razdo entre a radiacdo que atravessa a amostra e a incidente. Pela lei de Beer-Lambert é possivel
inferir a concentracdo de uma dada solucdo tendo em conta a absor¢do a um dado comprimento
de onda através da relagdo A = adc. A é absorcdo, d ¢ a distancia percorrida pela luz ao longo do
corpo, ¢ a concentracdo da suspensao e a é uma constante dependente do comprimento de onda
dada por a = 4nk/A sendo k o coeficiente de extingdo. A absorvancia de uma amostra ¢ A = log
(lo/l) em que lo é a intensidade incidente e | a intensidade medida depois de atravessar a
amostra. A concentracdo pode entdo ser calculada através da formula:

i
lo” d4rk

c = —log(

Referéncias:
e Szafran, Z., Pike, R. M., Singh, M. M., Microscale Inorganic Chemistry, A
comprehensive Laboratory Experience, John Wiley & Sons, Inc., 1991,
e Skoog et al., Principles of Instrumental Analysis, Thomson Brooks/Cole, 6th ed., 2007,
169-173.
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I.5 - Microscopia eletréonica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmisséo € a ferramenta central para a completa caracterizagdo
dos materiais & escala nano. Uma caracterizacdo ideal envolve a determinacdo da estrutura
cristalina, composi¢do quimica, densidade (quantidade), tamanho, forma e distribuigdo das fases.
A TEM permite estudar a quantidade, tamanho, morfologia, distribuicdo das fases e defeitos
cristalinos. O microscopio eletronico de transmissdo produz imagens atraves de um feixe de
eletrdes que atravessa a amostra. A imagem é formada por um feixe de eletrbes (primarios)
produzido por um filamento de tungsténio aquecido no topo de uma coluna. Esse feixe é
acelerado através da coluna por uma alta voltagem (usualmente entre 75 a 120 KV). Sao
utilizadas bobinas eletromagnéticas para condensar o feixe de eletrdes que depois atravessa um
secdo muito fina da amostra. A medida que os eletrdes a atravessam alguns s&o absorvidos e
outros sdo dispersos, mudando de direcdo. As diferengas no feixe de eletrdes secundarios
disperso ou difratado produzido pelos diferentes elementos ou defeitos da estrutura produzem
um contraste que permite a observacdo detalhada da forma como os dtomos estdo ordenados
sendo possivel atingir resolugdes da ordem do Angstrom. O microscopio possui detetores que
identificam os eletrdes secundérios retrodifundidos, os raio-X caracteristicos e os eletrGes

transmitidos.
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el \\ | \ Fonte de eletrdes
/
Alta Voltagem LV _J

/| |\
4|\

< /I

N || wes Abertura

Anodo

r 1

T
Lente =
dupla iy e —.
Condensador
Detegdo de v
radiagdo + |,
secundaria e v Amostra
refletida b A
" Objetiva
/ N\
4 i \ Abertura
LA | o Lente

intermediaria

Projetor

Lente do
projetor
Imagem do
sinal /
transmitido / “ \
A Imagem final

Sistema dtico de eletrdes

Figura — Disposicéo do sistema de lentes no microscopio eletronico de transmissdo. O caminho
do feixe de eletrGes da fonte até a imagem final esta indicado por setas. A amostra é colocada

entre o condensador as lentes da objetiva [Adaptado de Smith]

Referéncias:

e Smith W.S., Principles of Materials Science and Engineering, McGraw Hill, 1996;
e Callister W.D., Materials Science and Engineering an Introduction, Wiley, 1997;
e Williams, D. B., Carter, C. B., Transmission Electron Microscopy. 4th Edition, Springer,

1997.
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I.6 - Potencial zeta

Em contacto com a agua as nanoparticulas adquirem uma carga elétrica superficial. Esta carga
superficial afeta a distribuicéo de ides da solugéo na sua vizinhanga, o que conduz ao aumento da
concentracdo de contra ides & sua volta, formando desta forma uma dupla camada elétrica
(Figura). Esta camada é composta por uma regido interna em que os i6es se encontram ligados
fortemente a superficie e uma regido externa variavel, dependente das forcas eletrostaticas e da
temperatura. O potencial nesta camada exterior decresce com o afastamento da particula até
atingir o valor nulo (potencial zero). Ao aplicar um campo elétrico, as NP e a camada interna vao
mover-se em unissono, causando um arrasto da camada externa. A interface entre a camada
interna e externa, vai sofrer forcas contrarias levando ao rompimento das ligacdes. A regido em
que este fendmeno ocorre da-se o nome de plano de escorregamento. O potencial zeta pode ser
definido como a diferenca entre o potencial elétrico do plano de escorregamento e um ponto no
fluido da suspensdo longe da particula.

Ao aplicar um campo elétrico as particulas vao migrar em direcdo ao elétrodo contrario a sua
carga. A sua velocidade é proporcional a magnitude do seu potencial zeta. Este método € muito
sensivel a contaminacdes. Este valor ndo pode ser medido diretamente mas pode ser calculado a
partir de modelos teéricos que tém em conta, entre outros parametros, a viscosidade da
suspensdo e medidas de mobilidade eletroforética. Ou seja, através da medida de Mobilidade
Eletroforética é possivel calcular o potencial zeta das particulas, obtendo-se assim uma medida
da carga superficial da amostra. As particulas tém de estar em suspensdo. Esta informacéo é
fundamental no estudo da toxicidade ou na reatividade das nanoparticulas. Contudo, esta técnica
ndo tem em conta a heterogeneidade das cargas de cada molécula, fornecendo um valor médio.

Existe uma variacdo do potencial zeta com alteracdes de pH e forca idnica.
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Figura - Potencial Zeta adaptado de
http://www.malvern.com/LabEng/technology/zeta_potential/zeta_potential LDE.htm (acedido
em 2011.09.26)

Referéncias:
e http://www.malvern.com/LabEng/technology/zeta_potential/zeta_potential_LDE.htm (10
Outubro 2010);

e Oberdorster, J. J. G., Biswas, P., Characterization of size, surface charge, and
agglomeration state of nanoparticle dispersions for toxicological studies, Journal of
Nanoparticle Research, 2008, 11, 77-89.
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Anexo II - Procedimentos experimentais

1° Procedimento Experimental (Setembro 2011) - SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

OBJECTIVO: preparacdo de NP de Au por reducéo de ides Au 3+ numa dispersdo aquosa de f3-
D-Glucose. Investigacdo do pH e caracterizagdo por espetroscopia UV-Vis, IV-TF, Difracéo de

RX e Disperséo Dinamica de Luz.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

l. MATERIAL, EQUIPAMENTO E REAGENTES

Reagentes Material/Equipamento

HAuCl4.3H,0 BalBes volumétricos

B-D-Glucose Goblés

Agua desionizada Erlenmeyer

NaOH Placa de agitacdo magnética, agitador e pescador

Espetrofotometro UV-Vis
Medidor de pH
Difratbmetro de RX

Zetasizer

l. PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS tempo estimado ~5h

1. Preparagéo das solucoes:
- 50 mL de B-D-Glucose (0,03M)
- 200pL de HAuCI;3H,0 (0,05M)
- NaOH (0,05M)
Mistura das solugdes de B-D-Glucose e HAuCI;3H,0

30 minutos de agitacdo

Adicéo gota a gota da solugdo de NaOH a mistura

Verificagao do pH

o g M W

Estudo da dindmica da formacdo das NPAu com um Espetrofotometro UV/Vis
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M. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA IV-TF

tempo estimado ~5h

7. Centrifugacéo da dispersdo de NPAu t~20 min, v~6000 rpm

8. Isolamento do precipitado de NPAg com uma pipeta plastica

9. Repetir 3 vezes 0s passos 7. e 8.

i0es isolados a superficie

10. Membrana de centrifugagéo (peso molecular de cutoff 3000) para remover excesso de

NPAu

11. Secagem a frio sob vacuo durante a noite para obtencdo de um composito seco de

12. Preparacdo de pastilhas finas e transparentes de KBr (95mg) com NPAu (1mg)

referéncia

13. Subtraccdo do espetro de uma pastilha pura de 100mg de KBr utilizada como

IvV. TAMANHO

tempo estimado ~5h

Zetasizer

V. ESTUDOS DE CRISTALINIDADE

tempo estimado ~5h

Difratémetro XRD

Tabela de dados quimicos

CAS Férmula Massa molar | Densidade | Tfusdo | Frases R/S
molecular (g/mol) (g/em?) (2C)
PERCLORATO DE 16961-25-4 HAuCl4.3H,0 393,83
OURO
B-D-GLUCOSE 492-61-5 CeH1,06 180,10 1,54 150
HIDROXIDO DE | 1310-73-2 NaOH 39,99 2,13 322 R35,36 € 38
SODIO S1/2, 26, 36, 37,

39e45

Artigo de referéncia: Liu J., Qin G., Raveendran P., Ikushima Y., Facile “Green” Synthesis,

Characterization, and Catalytic Function of f-D-Glucose-Stabilized Au Nanocrystals, Chem.-

Eur. J., 2006 12(8), 2131-2138.
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20 Procedimento Experimental (Outubro 2011) - SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO E PRATA

OBJECTIVO: preparacdo de NPAu por reducdo de ides Au** do HAuUCI4.3H,0 e de NPAg por
reducdo de Ag” do AgNOs numa dispersdo aquosa de Amido. Caracterizagio por espetroscopia
UV-Vis e Dispersao Dindmica de Luz (DLS).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

l. MATERIAL, EQUIPAMENTO E REAGENTES
Reagentes Material/Equipamento
HAuCl,.3H,0 BalBes volumétricos
B-D-Glucose Gobleés
Agua desionizada Pipetas e micropipeta
NaOH Espetrofotometro UV-Vis
AgNO; Zetasizer
Amido Medidor de pH

NOTA: Antes de iniciar a sintese todo o material deve ser verificado. O material de vidro deve ser

lavado convenientemente em solugéo de RBS 25 (20g/L).

1. PREPARACAO DAS SOLUCOES tempo estimado ~1h

- 5 mL de 3-D-Glucose (0,1M)

- 5 mL de HAuCI43H,0 (0,1M)
- 5mL de NaOH (1M)

- 5mL de AgNOs; (0,1M)

- 5 mL de Amido (0,20% peso)
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PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE Ag tempo estimado ~2h

1. 10puL AgNO3 25uL 3-D-Glucose
2 mL
AMIDO
2. 60 segundos no microondas para a reducéo dos ides Ag”
3. Estudo da dindmica da formacdo das NPAg com um Espetrofotémetro UV/Vis
4. Determinacdo da distribui¢do de tamanhos através do Zetasizer
IV. PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE Au tempo estimado ~2h
5. 40uL HAuCI43H,0 60uL R-D-Glucose
\A l 15uL NaOH
— H
2mL
AMIDO
6. Medicdo do pH em intervalos de 10 minutos até 30 minutos, tempo a partir do qual a
solucéo devera tornar-se vermelha. ..
7. Estudo da dindmica da formagéo das NPAg com um Espetrofotdmetro UV/Vis
8. Determinacdo da distribuigdo de tamanhos através do Zetasizer
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Ag

V. PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE Au E

tempo estimado ~2h

predeterminados de ides de Au e Ag em solucéo.

9. As NP ligadas com vérios racios Au/Ag (0:1, 0,25:0,75, 0,5:0,5, 0,75:0,25 e 1:0) serdo
preparadas usando o procedimento anterior (IV), partindo de racios molares

10. Estudo da dindmica da formacdo das NP com um Espetrofotometro UV/Vis

11. Determinacéo da distribuicdo de tamanhos através do Zetasizer

Tabela de dados quimicos

CAS Férmula Massa Densidade Tfuséo Frases R/S
molecular molar (g/cm®) (°C)
(9/mol)
Acido clorodurico | 16961-25-4 HAuCl,.3H,0 393,83 R22e34
tri-hidratado S 26, 36/37/39 e 45
B-D Glucose 492-61-5 CeH1,0¢ 180,10 1,54 150 -
Nitrato de prata | 7761-88-8 AgNO; 169,88 4,352 212 R8,R34, R50/53
(S1/2), S26, S45,
S60, S61
Amido 9005-25-8 (CgH1005)n 15 A 200°C -
decompd
e-se
Hidréxido de | 1310-73-2 NaOH 39,99 2,13 322 R35,36 € 38
sédio S1/2, 26, 36, 37, 39
e 45

Artigo de referéncia: Raveendran P., Fu J., Wallen S.L., A simple and “green” method for the

synthesis of Au, Ag, and Au-Ag alloy nanoparticles, Green Chem, 2006, 8, 34-38.
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3° Procedimento Experimental (Novembro 2011) - SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS nucleo- concha Ag-Au

OBJECTIVO: preparagdo de NP de Ag e de Au por reducdo, com B-D-Glucose, de ides de Ag”
do AgNOs e de Au** do HAuCI,.3H,0 numa dispersdo aquosa de Amido. Deposicdo do Au
sobre a Ag. Caracterizacdo das trés solucBes coloidais por espetroscopia UV-Vis e Dispersdo
Dinamica de Luz (DLS).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

l. MATERIAL, EQUIPAMENTO E REAGENTES

Reagentes Material/Equipamento
AgNO;3 Balbes volumétricos
HAuCl4.3H,0 Goblés

B-D-Glucose Pipetas e micropipeta
Amido Placa de agitacdo magnética

Agua desionizada Banho termostatizado
NaOH Espetrofotometro UV-Vis

Zetasizer
Medidor de pH

Il. Lavagem e preparacdo do material e equipamento | tempo estimado ~3h

. PREPARACAO DAS SOLUCOES tempo estimado ~1h

- 100 mL de Amido (0,20% peso)

- 5 mL de 3-D-Glucose (0,2M)

- 5 mL de HAuCI;3H,0 (0,1M)

-5 mL de NaOH (1M)

-5 mL de AgNO; (0,1M)

Nota: antes da utilizacdo das solugdes proceder a uma purga com azoto
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V.

PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE Ag tempo estimado ~3h

1.

Mistura e dissolucdo completa de 200puL AgNO3 (0,1M) e 12mL de amido (0,20% peso)

Sob agitacdo adicionar 300puL de R-D-Glucose (0,2M)

Aquecer a mistura a 60°C durante 3h (ou até a alteracdo da cor da solu¢do) num banho

termostatizado

4.

Estudo da dindmica da formac&o das NPAg com um Espetrofotometro UV/Vis

Determinacéo da distribuicdo de tamanhos atraves do Zetasizer

V.

PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE Au tempo estimado ~2h

6.

80pL HAuUCI43H,0 (0,1M) 120uL B-D-Glucose (0,2M)

\ l — 30pL NaOH (1M)

4 mL AMIDO

(0,20% peso)

7.

Controlo do pH

8.

Estudo da dindamica da formacdo das NPAg com um Espetrofotometro UV/Vis

9.

Determinag&o da distribui¢do de tamanhos através do Zetasizer
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VI. PREPARACAO DAS NP nlcleo-concha Ag-Au

tempo estimado ~2h

e 2:1);

10. As NP serdo preparadas de duas formas:

- Através da mistura das solucGes coloidais de Ag e Au com Varios racios Ag-Au (1:2, 1:1

- Através da mistura da solucéo de HAuCI,3H,0 (0,1M) a solucgéo de prata coloidal.

11. Estudo da dindmica da formacdo das NP com um Espetrofotometro UV/Vis

12. Determinacéo da distribuicdo de tamanhos atraves do Zetasizer

Tabela de dados quimicos

CAS Formula Massa Densidade Tfusdo | Frases R/S
molecular molar (g/cm®) (°C)
(9/mol)
Acido cloroaurico | 16961-25-4 HAuCl,.3H,0 393,83 R22e34
tri-hidratado S 26, 36/37/39 e 45
B-D Glucose 492-61-5 CeH1,0¢ 180,10 1,54 150 -
Nitrato de prata 7761-88-8 AgNO; 169,88 4,352 212 R8,R34, R50/53
(S1/2), S26, S45,
S60, S61
Amido 9005-25-8 | (CeH1o0s)n 15 A -
200°C
decomp
Oe-se
Hidroéxido de | 1310-73-2 NaOH 39,99 2,13 322 R35,36 e 38
sodio S1/2, 26, 36, 37,39 e
45
Artigos de referéncia:
1. Raveendran, P., J. Fu, and S.L. Wallen, Completely "green" synthesis and stabilization of

metal nanoparticles, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125,13940-13941,
2. Raveendran, P., J. Fu, and S.L. Wallen, A simple and “green”” method for the synthesis of
Au, Ag, and Au-Ag alloy nanoparticles, Green Chem, 2006, 8, 34-38.
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4° Procedimento Experimental (Novembro 2011) - SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS ntcleo- concha Au-Ag e Ag-Au

OBJECTIVO: preparacdo de NP nucleo-concha Au-Ag e Ag-Au utilizando procedimentos ja
testados, para envio para Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM). Caracterizacdo das

solugdes coloidais por espetroscopia UV-Vis e Dispersdo Dindmica de Luz (DLS).
Tempo estimado: 2 dias

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

MATERIAL, EQUIPAMENTO E REAGENTES
Reagentes Material/Equipamento
AgNO3 BalBes volumétricos
NaBH,4 Baldes de fundo redondo
Amido Goblés
B-D-Glucose Banho de gelo
HAuCI,.3H,0 Pipetas e micropipeta
NaOH Placa de aquecimento e de agitacdo magnética
Agua desionizada Espetrofotometro UV-Vis
Zetasizer

I. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Il. Preparacdo de nanoparticulas de prata por reducdo de nitrato de prata usando como agente
redutor o borohidreto de sodio segundo a reaccdo: AgNO3; + NaBH; — Ag + 12 Hp+ 172 BoHg +
NaNO;

1. Preparagdo da solucdo 1,0 mM de AgNO; (Volume &gua = 10 ml)

2. Preparacdo da solucdo 2,0 mM de NaBH, (Volume &gua = 50 ml)

3. Arrefecimento da solucdo 2. num banho de gelo

4. Adicao da solugdo 1. a 30mL da solucéo 2. sob agitacdo a 700 rpm numa placa de agitacéo

magnética

105

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA



Anexo |1- Procedimentos experimentais

I1l. Sintese de nanoparticulas de prata na presenca do agente redutor 3-D(+) glucose, de

acordo com a seguinte reaccao de oxidacao-reducdo:

2AgNOQOs3 (aqg) + CeH1206 (aq) + H20(liq) — 2Ag (s) + 2HNO3 (aq) + CsH1207(aq)

1. Mistura e dissolugéo completa de 200puL AgNO3 (0,1M) e 12mL de amido (0,20%

peso)

2. Adicéo de 300uL de B-D-Glucose (0,1M)

3. Aquecimento da mistura a 90°C durante 1h (ou até a alteracdo da cor da solucgdo)

numa placa de aquecimento

IV. Sintese de nanoparticulas de ouro (2° Procedimento Experimental)

80uL HAUCI:3H,0 (0,1M) 120pL R-D-Glucose (0,2M)

\ l 30uL NaOH (1M)

=Y
N

4 mL
AMIDO

(0.20%

N~

V. Sintese de nanoparticulas nucleo-concha Au-Ag (2° Procedimento Experimental)

As NP serdo preparadas usando o procedimento anterior (I1V), partindo de diferentes racios
molares Au-Ag (0:1, 0,25:0,75, 0,5:0,5, 0,75:0,25 e 1:0)
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VI. Sintese de nanoparticulas nucleo-concha Ag-Au (3° Procedimento Experimental)

As NP seréo preparadas de duas formas:

- Através da mistura das solucbes coloidais de Ag e Au com varios racios Ag-Au (1:2, 1:1 e

2:1);

- Através da mistura de 200 pL da solucdo de HAuCI;3H,0 (0,1M) a 3mL da solucdo de prata

coloidal.

VII. Estudo da dindmica da formacéo das NPAg com um Espetrofotdmetro UV/Vis

VIII. Determinacéo da distribuicdo de tamanhos através do Zetasizer

Tabela de dados quimicos

CAS Formula Massa molar | Densidade Tfusao Frases R/S
molecular (g/mol) (g/cm?) (2C)
Acido 16961-25-4 HAuCl,.3H,0 393,83 R22e34
cloroaurico tri- $26,36/37/39e 45
hidratado
Amido 9005-25-8 (CeH1005), 1,5 A 2002C -
decompd
e-se
B-D Glucose 492-61-5 CeH1,06 180,10 1,54 150 -
Borohidreto de 16940-66-2 NaBH, 37,83 1,074 400 -
sodio
Hidréxido de | 1310-73-2 NaOH 39,99 2,13 322 R35,36 e 38
sédio S1/2,26,36,37,39 e 45
Nitrato de prata | 7761-88-8 AgNO; 169,88 4,352 212 R8,R34, R50/53
(S1/2), S26, S45, S60,
S61

Artigos de referéncia: 1. S. D. Solomon, M.B., A. V. Jeyarajasingam, S. A. Rutkowsky, C. Boritz, Synthesis and

Study of Silver Nanoparticles J. Chem. Edu. , 2007, 84, 322-325.
2. P. Raveendran, J.F., S. L. Wallen, Completely “Green” Synthesis and Stabilization of Metal Nanoparticles.

J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 13940-13941.

3. P. Raveendran, J.F., S. L. Wallen A4 simple and “green” method for the synthesis of Au, Ag, and Au—Ag

alloy nanoparticles. Green Chemistry, 2006, 8, 34-38.
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5° Procedimento Experimental (Dezembro 2011) - Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas ligadas de Ag e Au

OBJECTIVO: preparacdo de NP’s de Ag e recobrimento com Au e¢ de NP’s de Au e
recobrimento com Ag. Serdo utilizados procedimentos testados anteriormente. As NP’s
preparadas serdo analisadas por espetroscopia de UV-Vis e por Dispersdo Dinamica de Luz
(DLS).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 2 dias

l. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes

Reagentes Material/Equipamento

AgNO;3 Balbes volumétricos

NaBH, Erlenmeyer

Amido Goblés

B-D-Glucose Banho de gelo

HAuCI,.3H,0 Pipetas e micropipeta

NaOH Placa de agitacdo magnética

Agua desionizada Medidor de pH
Espetrofotometro UV-Vis
Zetasizer

Il. Preparacdo das solucdes

Tabela 2 — Célculos para a preparagéo das solugdes
Reagente Formula I\n/:gIS;? Concentracao Volume de Massa | Pesei
molecular (g/mol) [n/V] (mol/L) solugdo(L) (©)] (©)]
Acido cloroaurico tri- | a0, 31,0 393,83 | 0,10 0,0050 0,1969
hidratado
Amido (CeH100s)n 0,2 0,2% peso 0,0100 0,0200
Borohidreto de sédio NaBH, 37,83 0,002 0,0500 0,0038
B-D Glucose CeH1,04 180,1 0,2 0,0050 0,1801
Hidroxido de sodio NaOH 39,99 1,0000 0,0050 0,2000
. 0,001 0,0100 0,0017
Nitrato de prata AgNO; 169,88
0,1 0,0050 0,0849
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. SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA por reducio de nitrato de prata

usando como agente redutor o borohidreto de sddio segundo a reacéo:

AgNO3 + NaBH; — Ag + 1/2 Hy+ 1/2 ByHg + NaNO5

1. Preparacgdo de uma solucdo 1,0 mM de AgNO;3 (Volume = 10 mL)
2. Preparacdo de uma solucdo 2,0 mM de NaBH, (Volume =50 mL)
3. Arrefecimento da solucdo 2. num banho de gelo

4. Adicdo gota a gota da solugédo 1. a 30mL da solugdo 2. sob agitacdo a 700 rpm numa placa de

agitacdo magnética
5. Verificacao: pH........... Corda solugao........ooovviiiiiii i

6. Estudo da dindmica da formacéo das NP’s com um Espetrofotometro UV/Vis:

Pico méaximo

t (min) A (nm) Absorvancia Observacoes

7. Determinacdo da distribuicdo de tamanhos através do Zetasizer:

) z-Average size (¢ .
Amostra Dia ) PDI Comentario
nm

NP Ag

NP Ag

NP Ag
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Tabela 3 - Concentracdo de prata e agente redutor
Massa molar . Concentracao
Concentracao Volume -
(g/mol) inicial (mol/dm3) (dm3) n massa (g) | final
(mol/dm3)
NaBH, 37,83 2,00E-03 3,00E-02 6,00E-05 2,27E-03 1,50E-03
Ag 107,86 1,00E-03 1,00E-02 1,00E-05 1,08E-03 2,50E-04
TOTAL 0,0400 RAZAO 6,00

IV.SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA-OURO por reducio de 4tomos de ouro

sobre a prata coloidal preparada em Il1. O agente redutor do ouro serd a R-D-Glucose.

8. Preparacdo de uma solucdo 0,2% peso de amido (Volume =10 mL)

9. Preparacdo de uma solucéo 0,2M de R-D-Glucose (Volume =5 mL)

10. Preparagéo de uma solucéo 0,1M de HAuCI4;3H,0 (Volume =5 mL)
11. Preparagéo de uma solucdo 1M de NaOH (Volume =5 mL)

12. Mistura de 80 pL da solucdo de HAuCl43H,0 (0,1M) a 3mL da solucéo de prata

coloidal
13. Verificacéo: pH......... Cor da solugao........c.ovvvivviiininnn.n.

14. Estudo da dindmica da formacao das NP com um Espetrofotometro UV/Vis:

Pico maximo

t (min) A (nm) Absorvancia Observacoes

15. Caso ndo se observe o pico maximo caracteristico do ouro (A ~ 500 nm) adicionar
120pL da solucéo de B-D-Glucose (0,2M) e ImL amido (0,20% peso) a mistura

12., cc seguir para o 19.

16. Verificacéo: pH............ Cor da solugdo..........coeeviniininnnnn,
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17. Eventual ajuste de pH através da adicdo de 15 a 30 pL da solucdo de NaOH

18. Estudo da dindmica da formagao das NP com um Espetrofotometro UV/Vis:

Pico maximo

t (min) A (nm) Absorvancia Observagoes
19. Determinacdo da distribuicdo de tamanhos através do Zetasizer:
] z-Average size (¢ .
Amostra Dia PDI Comentario
nm)
NP Ag-Au
NP Ag-Au
NP Ag-Au
Tabela 4 - Concentracéo de Ag e Auem 12.
Massa  molar Concentragéo
(g/mol) Concentracao Volume : ¢
inicial (mol/dma3) (dm3) n(mol) | massa(g) |final
(mol/dm3)
Au 196.96 1,00E-01 8,00E-05 8,00E-06 1,58E-03 2,60E-03
Ag 10786 2,50E-04 3,00E-03 7,50E-07 8,09E-05 2,44E-04
TOTAL 0,0031 RAZAO 10,67
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tri-hidratado usando como agente redutor a R-D-Glucose.

20. Preparagéo de uma solucéo 0,1M de HAuCI43H,0 (Volume =5 mL)

21. Preparacdo de uma solucdo 1M de NaOH (Volume =5 mL)

22. Preparacdo de uma solucdo 0,2% peso de amido (Volume =10 mL)

23. Preparacdo de uma solucdo 0,2M de R-D-Glucose (Volume =5 mL)

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO por reducédo do acido cloroaurico

24. Mistura de 80pL de HAuCI43H,0 (0,1M), 4 mL amido (0,20% peso), 120uL B-D-
Glucose (0,2M) e 30puL NaOH (1M)

25. Verificacao:

Cor da solugao

26. Estudo da dindmica da formacdo das NP com um Espetrofotometro UV/Vis:

Pico maximo
t (min) A (nm) Absorvancia Observacdes
27. Determinacdo da distribuicdo de tamanhos atraves do Zetasizer:
Amostra Dia z-Average size (¢ nm) PDI Comentario
NP Au
NP Au
NP Au
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SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO-PRATA por reducéo de 4&tomos de

prata a superficie das NP’s de ouro preparadas em V. O agente redutor do nitrato de

prata sera a R-D-Glucose (0,2M) e sera efectuado um aquecimento da mistura para

aumentar a taxa de reducdo dos ides de prata.

28. Preparacédo de uma solucéo 0,1M de AgNO3 (Volume =5 ml)

29. Mistura de 100 pL da solucdo de AgNO; (0,1M), 150uL R-D-Glucose (0,2M), 3mL

amido (0,20% peso) a 3mL da solucdo de ouro coloidal e aquecer a mistura durante 1min

no microondas.

30. Verificagao:

Cor da solugao

31. Estudo da dindmica da formac&o das NP’s com um Espetrofotometro UV/Vis:

Pico maximo
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_ z-Average size (¢ _
Amostra Dia PDI Comentario
nm)

NP Au-Ag
NP Au-Ag
NP Au-Ag
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Tabela 5 - Dados quimicos

Férmula Massa Densidade
Reagente CAS molar 3 Tfusdo (2C) Frases R/S
molecular (g/em’)
(g/mol)

‘. P R22e34S 26

Acido clorodurico ’

trichidratado 16961-25-4 HAuCl,.3H,0 393,83 36/37/39 e 45

. A 200°C B

Amido 9005-25-8 (CeH100s), 1,50 decompBesse

Borohidretode |} c01 662 | NaBH, 37,33 1,074 400

sédio

B-D Glucose 492-61-5 CeH1,06 180,10 1,54 150

S R35, 36 e 38 S1/2, 26,

':éj:gx'“ de 1310-73-2 | NaOH 39,99 2,13 322 36,37, 39 e 45
R8,R34, R50/53

Nitrato de prata 7761-88-8 AgNO;3 169,88 4,35 212 (51/2), S26, S45, S60,
S61

Artigos de referéncia:

1. S. D. Solomon, M.B., A. V. Jeyarajasingam, S. A. Rutkowsky, C. Boritz, Synthesis and
Study of Silver Nanoparticles, J. Chem. Edu. , 2007, 84,322-325.

2. J. Liu, G. Qin, P. Raveendran, Y. Ikushima, Facile “Green” Synthesis, Characterization,
and Catalytic Function of 3-D-Glucose-Stabilized Au Nanocrystals, Chem. Eur. J., 2006,
12, 2131-2138.

3. P. Raveendran, J. Fu, S. L. Wallen, A simple and “green” method for the synthesis of Au,
Ag, and Au-Ag alloy nanoparticles, Green Chemi, 2006, 8, 34-38.

4, P. Raveendran, J.Fu, S. L. Wallen, Completely “Green” Synthesis and Stabilization of
Metal Nanoparticles. J. Am. Chem. Soc., 2003, 125,13940-13941.

115

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE FeO,/Au/Ag EM MULTICAMADA NUCLEO-CONCHA







Anexo |1- Procedimentos experimentais

6° Procedimento Experimental (Fevereiro 2012) - Sintese e caracterizagédo de nanoparticulas de Fe;O,

OBJECTIVO: preparagdo de NP de Fe3Os. As NP preparadas serdo analisadas por UV-Vis,
DLS, Difracdo de Raio-X, TEM e EDX.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 1 dia

l. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes

Reagentes Material/Equipamento

FeCl,-4H,0 5 bal6es volumétricos de 5 mL e 2 bal6es volumétricos de 250 mL de 2
tubuladuras

FeCl3-6H,0 Goblés

HCI Pipetas e micropipetas

NH,OH Medidor de pH

NaOH Espetrofotometro UV-Vis

B-D Glucose Zetasizer

Agua desoxigenada

Il. Preparacdo das solugdes aquosas

Tabela 2 - Calculos para a preparagdo das solugdes

Reagente Ma(;s/an:zlc;lar (r[:é I\;{) Volume (L) | Massa (g) [p]/:f p(g/cm®) | Vi (ML) | Vigox (ML) :/r:flli;
Acido cloridrico (37%) 36,46 2 0,0050 0,3646 37 1,1800 0,308983 0,84 4,16
Hidrdxido de amdnio (25%) 17,03 0,70 0,1000 1,1921 25 0,9100 1,31 5,24 94,76
Cloreto de ferro (I1) 198,81 2,00 0,0050 0,1981
Cloreto de ferro (l11) 270,30 1,00 0,0050 1,3515
B-D Glucose 180,10 0,4 0,0050 0,3602
Hidrdxido de sddio 40,00 2,00 0,0050 0,4000
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. Preparacao das NP de Fe3O,

Antes de iniciar a sintese desoxigenar 250mL de agua sob fluxo de azoto. Sob atmosfera de
azoto adiciona-se 5 mL de FeCl;-:6H,0 a 1,25 mL de FeCl,-4H,0 dissolvido em HCI.
Imediatamente ap0s a mistura adiciona-se lentamente 62,5 mL de NH,OH também sob fluxo
de azoto. A mistura é vigorosamente (1200rpm) agitada durante 30 min. Verifica-se o pH e

usando NaOH ajusta-se o pH a 10.

Tabela 3 - Dados quimicos

Férmula Massa molar | Densidade Tfusdo
Reagente CAS molecular (g/mol) (g/cm’) (20) Frases R/S
. L R35,36,37e3851/2,9,
1 0, - - -
Acido cloridrico (37%) | 7647-01-0 HCI 36,46 1,180 114,8 23, 26, 36/37/39, 45 e 60
B-D Glucose 492-61-5 CeH1,06 180,10 1,54 150 -
Hidréxido de amdnio R34e50,51/2,26
1 -21- NH,OH 4 1 ! L
(25%) 336-21-6 40 35,0 0,3 36/37/39, 45 e 61
Cloreto de ferro (ll1)
(Cloreto férrico) hexa | 7705-08-0 FeCl;-6H,0 162,20 2,898 306 R22 e 34,526 ¢e28
hidratado
Cloreto de ferro (l1)
(Cloreto ferroso) tetra | 7758-94-3 FeCl,-4H,0 126,75 3,130 674 R22,38e41,S26e39
hidratado
Hidréxido de sédio 1310-73-2 NaOH 39,99 2,130 322 R35, 36 e 38 51/2, 26, 36,
37,39 e45
Artigos de referéncia:
1. Khan F.-A., S.-F.G., Superparamagnetic Core-Shell-Type Fe304/Ru Nanoparticles as Catalysts for the

Selective Hydrogenation of an Unconstrained o,B-Unsaturated Ketone, European Journal of Inorganic
Chemistry, 2012, 727-732.

2. Rossi L. M., V.L.L.R,, Silva F. P., Kiyohara P. K., Duarte E. L., Matos J. R., A magnetically recoverable
scavenger for palladium based on thiol-modified magnetite nanoparticles, Applied Catalysis A: General,
2007, 330, 139-144.

3. Massart R., Preparation of Aqueous Magnetic Liquids in Alkaline and Acidic Media, IEEE Trans. Magn.,
1981, 17, 1247-1248.

4. Wang L., P.H.-Y., Lim S. I. I, Schadt M. J., Mott D., Luo J.,, Wang X., Zhong C.-J., Core@shell
nanomaterials: gold-coated magnetic oxide nanoparticles, J. Mater. Chem., 2008, 18, 2629-2635.

5. Wang L., L.J., Fan Q., Suzuki M., Suzuki I. S., Engelhard M. H., Lin Y., Kim N., Wang J. Q., Zhong C.-J.,
Monodispersed Core-Shell Fe304@Au Nanoparticles, J. Phys. Chem. B, 2005, 109, 21593-21601.

6. Xu Z., H.Y., Sun S., Magnetic Core/Shell Fe304/Au and Fe304/Au/Ag Nanoparticles with Tunable

Plasmonic Properties, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 8698-8699.
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7° Procedimento Experimental (Margo 2012) - Sintese e caracterizagéo de nanoparticulas de Fe;O,4 - Au

OBJECTIVO: preparacdo de NP com uma estrutura nicleo-concha de Fe3O4- Au. As NP
preparadas serdo analisadas por UV-Vis, Difracdo de Raio-X, TEM e EDX.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 4 horas

l. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes

Reagentes Material/Equipamento

HAuCI,-3H,0 Baldo volumétrico de 2 tubuladuras (250mL)

NP de Fe3O4 Baldo volumétrico (5mL)

CeHsNaz07:2H,0 Proveta (15mL)

Agua desionizada Placa de aquecimento com agitacédo
Espetrofotometro UV-Vis

Il. Preparacdo das solucdes aquosas

Tabela 2 - Calculos para a preparacdo das solucdes
. Massa
Reagente rrljglre Tllj||:r molar (nErg;]//c\r/r]ﬁ) (r[rzzl\//l]_) Vo(lll_J)m ®l Massa (9)

] (g/mol)

Acido cloroaurico | 01, 34,0 | 393,83 2 00150 | 0,0300
tri-hidratado

393,83 3 0,0150 0,0450
Citrato de sodio | CgHsNazO7:2H,O |  294,1 0,08 0,005 0,1176

1. Sintese das NP’s Fe;04- Au

+* Repetir o procedimento para diferentes concentra¢des do sal de ouro.
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: M
TTt |
TTY
TTY ""S\
Lol Jiaada) W
\agvvsy/
1. 105mL H,0O 2. 15mL 2mg/cm? 4. 5SmL NP FeO 5. 5mL 80 mmol/dm?
desionizada HAuCl,3H,0 C¢HsNa;0,2H,0 W
N,

3. Aquecer até fervura com agitagio

Artigo de referéncia:

—> Lo, C.K.,, D. Xiao, and M.M.F. Choi, Homocysteine-protected gold-coated magnetic

nanoparticles: synthesis and characterisation, Journal of Materials Chemistry, 2007, 17,
2418.
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8° Procedimento Experimental (Margo 2012) - Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de Ag, Au, Ag — Au e Au-Ag

OBJECTIVO: preparacdo de NP de Ag, Au e nucleo-concha Ag-Au e Au-Ag. As NP

preparadas serdo analisadas por UV-Vis e DLS.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 1 dia

l. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes

Reagentes Material/Equipamento
HAuCI,-3H,0 Baldes volumétricos de 5 mL
AgNO; Baldes de fundo Redondo
Beta-cyclodextrin (B-CD) | Pipetas
NaOH Placa de aquecimento e agitacdo
Agua ultra pura Medidor de pH
Espetrofotometro UV-Vis
Zetasizer
1. Preparacao das solu¢des aquosas
Tabela 2 - Célculos para a preparacdo das solugdes
Formula Massa Volume | Massa
Reagente molecular molar [n/V] (mol/L) L) ©
] (g/mol) g
Acido clorodurico tri-hidratado HAuCl,-3H,0 393,83 0,01 0,0050 0,0197
Beta-cyclodextrin (B-CD) (CeH1005)s 1134,98 0,0792
Hidréxido de sddio NaOH 40,00 1,00 0,0050 0,2000
Nitrato de prata AgNO, 169,87 0,01 0,005 0,0085
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I11.  Sintese dos coloides monometélicos de ouro e prata

As NP serdo preparadas através da dissolucdo, seguida de agitacdo, de 0,0792g de Beta-
cyclodextrin (B-CD) em 9,86mL de agua. Seguidamente é feita a adicdo de 40uL da solugdo do
sal metalico HAuCl4 (10 mM) e AgNO; (10 mM) e mede-se o pH. Passados 2 min. adiciona-se
100uL de NaOH (1,0 M) as solugdes para que o pH suba paralO-12. Finalmente, as misturas
reacionais sdo bem agitadas e aquecidas em banho-maria. A formacdo das NP metéalicas é
confirmada através da alteracdo da cor das solucdes. E expectavel que passados cerca de 10 min,
a solucdo de ouro fique cor de rosa-salmao e a de prata amarela.

Faz-se a analise UV-Vis e DLS a prata e ao ouro coloidal preparados.

IV.  Sintese de NP bimetalicas nucleo-concha de Au-Ag e Ag-Au

Para a sintese de NP nucleo-concha Au-Ag adiciona-se gota a gota 40pL de AgNO3 (10 mM) a5
mL da solucdo de ouro coloidal preparada em Ill deixando-se repousar durante 5 min. e
aquecendo seguidamente em banho-maria durante cerca de 10min. A formacéo das NP Au-Ag
sera confirmada pela alteracdo da cor da solucdo que devera passar de rosa/salmao a alaranjado.
Para a sintese de NP Ag-Au adiciona-se, sob agitacdo vigorosa, gota a gota 40uL HAuCI4 (10
mM) a 5 mL da solugéo de prata coloidal preparada em Ill. No decorrer da reagédo o amarelo da
prata coloidal passa a rosa (em cerca de 10min.) o que € indicativo da formacao de NP Ag-Au.
Faz-se a analise UV-Vis e DLS as amostras de Au-Ag e Ag-Au.

Tabela 3 - Dados quimicos
, Massa . ~
Reagente CAS r:z:z:::r molar D?gn/s(:;a;):le Ti;:go Frases R/S
(g/mol)
Acido clorodurico R22 e 34 S 26,36/37/39
tri-hidratado 16961-25-4 | HAuCl,.3H,0 393,83 3,900 o 45
. 4 R35, 36 e 38 S1/2, 26,
Hidroxido de sédio | 1310-73-2 NaOH 39,99 2,130 322 36,37, 39 e 45
R8,R34, R50/53 (51/2),

Artigo de referéncia: Pande S., G.S.K., Praharaj S., Panigrahi S., Basu S., Jana S., Pal A,
Tsukuda T., Pal T., Synthesis of Normal and Inverted Gold-Silver Core-Shell Architectures in -
Cyclodextrin and Their Applications in SERS, J. Phys. Chem., 2007, 111, 10806-10813.
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9° Procedimento Experimental /variacgéo sobre 0 6° e 0 7° (Maio 2012) - Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de Fe;O4-Au

OBJECTIVO: preparacdo de NP de FesO, em solugdo acidica. Revestimento com ouro.
Caracterizacdo UV-Vis e DLS.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 1 dia

l. Lavagem e preparacdo do material e equipamento
Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes
Reagentes Material/Equipamento
FeCl,-4H,0 2 balBes volumétricos de 50mL, 3 baldes volumétricosde 5 mL e 3
baldes volumétricos de 250 mL de 2 tubuladuras
FeCl;-6H,0 2 Goblés 25mL ou 50mL e 2 de 100mL
HCI Proveta de 15mL
NH,OH Adaptador de termdmetro e pipeta de Pasteur
HCIO, Pipetas de 5mL, 1mL, 50mL
HAUCI4-3H,0 iman
CsHsNaz0O7-2H,0 Placa de agitacdo magnética (com aguecimento)
Agua ultra pura Espetrofotometro UV-Vis
Zetasizer
1. Preparacio das NP’s de FezO,

> Preparacao das solugdes aquosas

» Desoxigenar 250mL de agua sob fluxo de azoto.

Tabela 2 - Calculos para a preparagdo das solugdes

Massa molar [n/V] Volume [1% p V100% V;
Reagente Massa Ve (ML © ua
& (g/mol) | (mol/L) (L) © | op | @emd) |V ) | ()
gc;;o)dor'dr'co 36,46 2 0,0050 | 0,3646 37 | 1,1800 |0,308983 | 0,84 4,16
0
éc(')‘;")pem"’”co 100,46 2,00 0,0500 | 10,0460 | 60 | 1,5300 |6,566013 | 10,94 | 39,06
0
Hidroxido de
o 35,04 0,70 0,0500 | 1,2264 25 | 09100 |1,347692 | 539 | 44,61
amonio (25%)
Cloreto de ferro (1l 198,81 2,00 0,0050 | 1,9881
ou cloreto ferroso
Cloreto de ferro
() ou cloreto 270,30 1,00 0,0050 1,3515

férrico
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Anexo |1- Procedimentos experimentais

Numa placa de agitagdo magnética e sob atmosfera de azoto adiciona-se 4mL de
FeCl;-6H,0 (1mol/dm®) a 1mL de FeCl,-4H,0O (2mol/dm®) dissolvido em HCI
(2mol/dm?®);

Imediatamente ap6s a mistura adiciona-se lentamente 50mL de NH,OH (0,7mol/dm®)
também sob fluxo de azoto (trabalhar na hote);

A mistura é vigorosamente (1200rpm) agitada durante 30 min;

O precipitado é isolado por decantacdo magnetica;

Agita-se o precipitado com 50mL HCIO, (2mol/dm?);

Isola-se por centrifugacgéo;

Finalmente o residuo é misturado em 50mL de 4gua desoxigenada.

Preparacao das NP de Fe;O4-Au
Preparacdo das solu¢fes com agua desoxigenada

Tabela 3 - Célculos para a preparagdo das solugdes

. Massa molar [m/V] [n/V] Volume
Reagente Formula molecular (g/mol) (mglem®) | (mol/L) L) Massa (g)
Acido cloroaurico tri- HAUC,-3H,0 393,83 2 0,0150 | 0,0300
hidratado
393,83 3 0,0150 | 0,0450
Citrato tri-sodico
dihidratado CsHsNasO7-2H,0 294.1 008 | 0005 | 0,176
» Sobre uma placa de agitacdo magnética (com aquecimento) e sob fluxo de azoto,

vV V VYV V

medem-se 105mL de dgua desoxigenada;

Adicionam-se 15mL de uma solucéo de HAuCl,-3H,0 (2mg/cm’);

Aguece-se a mistura até a ebulicdo (em banho maria);

Adiciona-se 5SmL das NP’s de Fe3O,4 preparadas em I1.;

Sob agitacdo adiciona-se 5mL de CgHsNazO7-2H,0 (80mmo|/dm3) —a cor da solucéo
passa de castanho a bordeaux;

A mistura reacional é aquecida até a fervura sob agitagcdo durante 5 min.

** Repetir o procedimento para as duas concentra¢es de HAuCl,-3H,0
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IV.  Medicbes UV-Vis e DLS.

Tabela de Dados quimicos

Féormula Massa Densidade
Reagente CAS molecular molar (g/cm3) Frases R/S
(g/mol)
o . R35,36,37e3851/2,9,
0, = -
Acido cloridrico (37%) 7647-01-0 HCI 36,46 1,180 23, 26, 36/37/39, 45 e 60
A.CIdO clorodurico tri- 16961-25-4 HAUCI,.3H,0 393,83 3,900 R22e34S526,36/37/39 e
hidratado 45
Citrato tri-sddico .
dihidratado 006132-04-3 CsHsNaz05-2H,0 294,10 1,70 Irritante
- L. R5, R8, R35e S1/2, 523,
Acido percldrico 7601-90-3 HClIO, 100,46 1,53 526, 536, 545
Hidroxido de amonio R34,50,S1/2, 26,
1 -21- NH,OH 4 1

(25%) 336-21-6 40 35,0 0,910 36/37/39, 45 e 61
Cloreto de ferro (Il 7705-08-0 FeCl, 162,20 2,898 |R22e34,526¢€ 28
(Cloreto férrico)
Cloreto de ferro (lI) 7758-94-3 FeCl, 126,75 3,130 |R22,38e41,526e39
(Cloreto ferroso)

Artigos de referéncia:

1. Lo C. K., X.D.,, Choi M. M. F., Homocysteine-protected gold-coated magnetic
nanoparticles: synthesis and characterisatio, Journal of Materials Chemistry, 2007, 17,
2418-24217.

2. R., M., Preparation of Aqueous Magnetic Liquids in Alkaline and Acidic Media, IEEE
Trans. Magn., 1981, 17, 1247-1248.
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10° Procedimento Experimental (Junho 2012) - Sintese e caracterizagédo de nanoparticulas de Fe;O4-Ag e Fe;04-Au

OBJECTIVO: revestimento de magnetite com prata para posterior analise eletroquimica. A
deposicdo da Ag sera feita através da reducdo de AgNO; usando &cido ascorbico. Depois de
preparadas as NP de Fe304-Ag serdo caracterizadas por UV-Vis e DLS. Serd também testado

outro método para a sintese de magnetite, magnetite-ouro e magnetite-prata.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - Tempo estimado: 1 dia

. Lavagem e preparacdo do material e equipamento

Tabela 1 — Lista de material, equipamento e reagentes
Reagentes Material/Equipamento
4 baldes volumétricos de 5mL, 3 baldes volumétricos de 10mL, 1
FeClz-4H,0 baldo volumétrico de 100 mL, 2 baldes de 100mL com 2
tubuladuras e 1 baldo de 250mL com 2 tubuladuras
FeCl;-6H,0 3 Goblés 25mL ou 50mL e 2 de 100mL
HCI Quitazato
Acido ascorbico Micropipetas e pipetas de Pasteur
Acido citrico Pipetas de 5mL, 3mL (2x) 1mL, 50mL
HAUCI4-3H,0 iman
CsHsNaz0O7-2H,0 Placa de agitacdo magnética (com aguecimento)
AgNO3 Medidor de pH
NaOH Centrifugadora
Agua ultra pura Espetrofotometro UV-Vis
Zetasizer
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1. Preparacao das solugdes

» As solucOes sdo preparadas com agua ultra pura

Tabela 2 - Cdlculos para a preparagdo das solugdes

Acido ascérbico 176,09 0,001 0,0100 0,0018
Acido citrico 192,123 0,0016
Addczac;f/:;dric° 36,46 2 0,0050 | 0,3646 37 | 1,1800 |0,308983 | 084 | 4,16
Acido clorodurico tri-
hidratado 393,83 0,02 0,0050 0,0394
Citrato trisddico 294,1 0.10 0,005 0,1471
Citrato trisodico 294,1 0,0008
Cloreto de ferro (ll) 198,81 0,0020
Cloreto de ferro (ll1) 270,30 0,0040
Hidréxido de sédio 40,00 0,01 0,0050 0,0020
Hidréxido de sddio 40,00 1,50 0,1000 6,0000
Nitrato de prata 169,88 0,001 0,0100 0,0017
Nitrato de prata 169,88 0,020 0,0100 0,0340

I11.  Deposicdo de Ag sobre NP Fe3O4

» Sob fluxo de azoto e agitagdo mistura-se 5mL de Fe3O,4 (anteriormente preparadas e
caracterizadas) com 3mL de AgNO3 (1mM), 3mL de &cido ascorbico (ImM);

» Seguidamente adiciona-se 0,1mL de NaOH (0,01M);

» Fazer a medicdo UV-vis cerca de 4h depois da sintese. Caso ndo surja 0 maximo
caracteristico da prata adicionar de novo AgNQs3, acido ascorbico e NaOH;

» Fazer medigdes DLS.
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Preparacao das NP de Fe3O,

Sobre uma placa de agitacdo magnética e sob fluxo de azoto, misturam-se 4mg de
FeCl; e 2mg de FeCl, dissolvidos em HCI (2M) e adiciona-se 100mL de NaOH
(1,5M);

Agita-se a mistura durante 30 minutos a temperatura ambiente;

Centrifuga-se a solucédo e recolhe-se o sobrenadante (de modo a obter NP com uma
estreita distribuicdo de tamanhos);

Por decantacdo magnética, com um iman forte, lava-se o sobrenadante 4vezes com
agua ultra pura;

Adiciona-se 20mL de uma solucdo tampéao de citrato (1,6mg de &cido citrico e 0,8mg
de citrato tri-sodico) para se ficar com o pH=6,3;

Finalmente a solucdo € liofilizada.

Preparacdo das NP de Fe304-Ag

Adicionam-se 300uL das NP preparadas em 1V. a 25mL de &gua ultra pura a ferver
sob agitacdo;

Adiciona-se 350uL de AgNO3; (20mM);

Adiciona-se 300uL de citrato trisodico (100mM);

A solugdo é mantida sob agitacdo e fervura durante cerca de 15 minutos (até mudar

de cor).

Preparacao das NP de Fe;O4-Au

Adiciona-se 300uL das NP preparadas em IV. a 25mL de agua ultra pura a ferver sob
agitacao;

Adiciona-se 350uL de HAUCI, (20mM);

Adiciona-se 300pL de citrato trisédico (100mM).

A solucdo é mantida sob agitacéo e fervura durante cerca de 15 minutos (até mudar de

cor).
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Tabela3 - Dados quimicos

Massa Densidade
Reagente CAS Férmula molecular | molar 3 Frases R/S
(8/cm’)
(8/mol)
Acido ascérbico 50-81-7 CsHgOg 176,09 1,65 S24/25
Acido citrico 77-92-9 CsHgO4 192,123 1,665 -
R35,36,37e38S51/2,
Acido cloridrico (37%) 7647-01-0 HCI 36,46 1,180 9, 23, 26, 36/37/39, 45
e 60
Acido cloro aurico tri- R22 e 345 26,
hidratado 16961-25-4 HAuCl,;.3H,0 393,83 3,900 36/37/39 e 45
Citrato tri-sédico .
dihidratado 006132-04-3 | CgHsNa3;04-2H,0 294,10 1,70 Irritante
Cloreto de ferro (Il 7705-08-0 FeCl, 162,20 2,898 R22 e 34,526 e 28
(Cloreto férrico)
Cloreto de ferro (ll) 7758-94-3 FeCl, 126,75 3,130 R22,38e41,S26e
(Cloreto ferroso) 39
. L R35, 36 e 38 S1/2, 26,
Hidréxido de sddio 1310-73-2 NaOH 39,99 2,130 36,37, 39 e 45
R8,R34, R50/53 (51/2),
Nitrato de prata 7761-88-8 AgN03 169,88 4,35 $26. S45 S60, S61
Artigos de referéncia:
1. Xu Z., H.Y., Sun S., Magnetic Core/Shell Fe304/Au and Fe304/Au/Ag Nanoparticles with Tunable
Plasmonic Properties. J. Am. Chem. Soc., 2007. 129: p. 8698-8699.
2. Banerjee S., R.S.0., Sardar M., Gayathri N., Ghosh B., Dasgupta A., How Gold nanoparticle
acquires magnetism? - Formation of large orbital moment at the interface. arXiv:0912.3319v2,

2010.
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11° Procedimento Experimental (Julho/Agosto 2012) — Cultura de células animais

OBJECTIVO: Descongelamento de células animais criopreservadas (da linha celular

fibroblastica NIH 3T3), contagem de células, tripsinizacédo e inoculacéo.

Tempo estimado: 6 dias

Cuidados especiais
1. As culturas celulares sédo trabalhadas em camara de fluxo laminar, desinfetada previamente com
Lampada de UV ~20 minutos (15 luz + 5 arejamento)
Assepsia- desinfetar todo o material que entra e sai da cdmara com etanol a 70%
Utilizar luvas

Manipular cuidadosamente as culturas celulares nunca passando as maos por cima

l. Descongelamento de células criopreservadas

2. Meio de cultura adequado para as células em estudo (DMEM, Dulbecco’s

Modified Eagle Medium)/ pré-aquecido num banho a ~ 37°C;
3. Preparacdo de todo o material necessario: eppendorf (1,5mL), micropipeta
(1000uL), pipeta (10mL), pompete, 3 caixas de Petri devidamente identificadas:

Linha celular, n.° Passagem, e data);

4. Cuidado na manipulacdo dos vials com as células criopreservadas em azoto
liguido usando luvas apropriadas. Descongelamento rapido num banho de agua a
~ 37°C;

5. Com o auxilio de uma micropipeta retirar as células (1000uL) do vial e deposita-

las no eppendorf;
Centrifugar a 2000rpm, durante 8 minutos a temperatura ambiente;

Distribuir 10mL de meio de cultura nas caixas de Petri;

Apos centrifugacdo retirar o sobrenadante (ndo tocando no pellet);

© 0 N o

Ressuspender as células com 1mL de meio de cultura completo (com soro e
antibiotico) e distribuir (~333uL) nas caixas de Petri;
10. Incubar e esperar que as células adiram ao prato de cultura;

11. Limpar a camara com etanol.
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1. Tripsinizacéo e Inoculacéo
1. Retirar 0 meio de cultura da placa contendo células e lavar a cultura com PBS

(“phosphate buffer saline solution™), o suficiente para cobrir a placa;

2. Adicionar 1mL da solucéo de tripsina e deixar atuar durante 10 minutos (colocar a

placa na estufa);
3. Observar a placa ao microscopio para ver se as células se soltaram;
4. Adicionar 2mL de meio stop (DMEM com soro e antibiotico);

5. Homogeneizar a suspensao (desagregar) enchendo a pompete e arrastando-a ao

longo da caixa de Petri;

6. Proceder a contagem celular retirando 20uL para a Camara de Neubauer ou

hemocitémetro:

+ + + = . 4 = (Médla)
Média * 10 = Células /mL (Densidade celular)
Densidade * (V meio) = Células/placa

celular

Referéncias:

. http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&qg=thaw+cells&source=web&cd=5&ved=0CGcQtwIwBA&url=http%3A%2F%2Fwww.yout
ube.com%2Fwatch%3Fv%3DCCWrLUA6Qbg&ei=wzwFUKWrDsKXhQfUul3mBw&usg=AFQjCNEal 6110s4841Nwz5azs1YWp

00KwW

. Professora Doutora Helena Tomas, Cultura de Células Animais/ Viabilidade Celular na presenca de etanol, Técnicas de
Caracterizagdo Celular e Molecular, 1° ciclo - bioquimica - 2009/2010, Aula prética n°1

. http://www.millipore.com/cellbiology/ch3/cellfreezingthawingprotocol

. Freshney R. I., Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, John Wiley & Sons, Inc., 2005.
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http://www.millipore.com/cellbiology/cb3/cellfreezingthawingprotocol

Anexo |1- Procedimentos experimentais

12° Procedimento Experimental (Julho/Agosto 2012) - Ensaios de citotoxicidade das nanoparticulas de Ag, Au,, Ag/Au e Fe;0,4/Au

OBJECTIVO: Exposicdo das células NIH 3T3 (fibroblastos de rato) as NP e estudo da

viabilidade celular através do “Teste de MTT”. Teste quantitativo que avalia a atividade

metabdlica das células e que pode ser usado como uma medida da viabilidade celular. O MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (amarelo) é adicionado a cultura
celular e reduzido a um produto purpura apenas pelas células viaveis (nas mitocondrias). A
quantidade de produto presente (a dosear por medicdo da intensidade de radiagdo absorvida a

550nm) seré proporcional ao nimero de células viaveis.

Tempo estimado: 4 dias

l. Semear as células em placas de 96 pogos (concentragdo= 1x10* células/cm?).

Area (A ) pogo= 0,33cm? * 10* = 3300 células/pogo

n.2 de pogos n.2 células/pogo Densidade dos pogos, n.2 células que
288 (96*3) * 3300 = 950 400 queremos
Volume de suspensdo = 950 400 Densidade dos pogos Densidade celular
(queremos) / (temos)

1. Exposi¢do das células as NP

1. Preparar as solucdes a testar: DMEM e DMEM + PBS (para o controlo) e solu¢fes com as NP

as diferentes concentragoes.

2. ApOs as 24h, retirar o meio de cultura das celulas e adicionar a cada pogo 150 puL de meio de
cultura + 50pL de amostra+PBS de acordo com as condigdes da tabela. Para referéncia, seréo

preparados pocos apenas com meio (200 pL) e pogos com meio e PBS (100 uL de cada).
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Tabela - CondigOes experimentais usadas nos testes in vitro

Diametro médio (nm) .
Potencial zeta
Amostra/NP Concentragao
TEM DLS i,
CM-02-11-Fe;0,/Au - 10 -37,419,27
CM-01-47-Au 20 50 -26,9+18,5 Para cada amostra foram
testadas duas
concentragdes: 1ImM e
CM-01-73-A 12 2 -34,5+13,9
8 TS 0,1mM
CM-01-81-Ag/Au 20 80 -22,8+19,1

Apos 3 dias (cerca de 72 h), fazer o teste de viabilidade do MTT (neste teste, usa-se 0 DMSO

Teste de reducéo do MTT

como branco). Antes de se proceder ao teste fazer registo fotografico das amostras.

1. Com a luz da camara desligada, prepara-se a solucdo a 10% de MTT (huma solugéo a

5mg/mL preparado em PBS) e DMEM,;

2. Retiram-se as placas da incubadora e aspira-se 0 meio de cultura em cada poco;

3. Adiciona-se 100ul da solugao preparada em 1. a cada poco e colocam-se as placas na

estufa a 37°C, 5%

4. Passadas cerca de 3h, remove-se a solucdo e adiciona-se 100 pL de DMSO a cada poco.

COy;

Lé-se a absor¢do a 550nm.

Referéncias: Freshney R. I., Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, John Wiley & Sons, Inc., 2005.
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Anexo III - Resumo das caracteristicas das NP preparadas

Caracterizacéo
UV-Vis DLS TEM EDX
n.o Diadmetro
NP Proc. Método de Sintese A do pico Hidro- Diadmetro Com-
Cor pH L Absor- o o X
Exp. maximo N dindmico PDI medio posicao
vancia 4 L
(nm) médio (nm) quimica
(nm)
. Apos
Mistura de 50uL de B-D-Glucose (0.03M) e 200uL de
Au 10 HAuUCI,+3H,0 (0.05M) sequida de 30  minutos  de ROX0 sintese 7 ~580 0,6 101.3 0.268 - -
agitacdo 700rpm e da adi¢do gota a gota de NaOH 1 semana 60,75 0,412
(0.05M) até obter pH 7 depois 3
80uL HAuCI43H,O (0,1M), 120 uL B-D-Glucose | salmio 4 70,8 0,364
Au 2° (0,1M) e 30pL NaOH (1M) adicionados a 4mL amido | Roxo/lilas 3,5 534 0.7 56,06 0,281 ~12 i
(0,2%peso)
% 0 80puL HAuCI43H,O (0,1M), 120 upL B-D-Glucose | Roxo/lilas
Au :r)o " | (0,2M) e 30pL NaOH (1M) adicionados a 4mL amido | saimio 34 550 155 81,34 | 0.234 ) i
(0,2%peso)
Dissolucdo de 0.0792g de Beta-cyclodextrin (B-CD) em
9.86mL de agua e adi¢do de 40uL de HAUCI4 (10 mM). Rosa/
Au 8° . o ) 11,4 507,89 0,05 14,32 0,397 - -
Adicdo de 100uL de NaOH (1.0 M). Agitacdo e | salmdo
aquecimento em banho-maria.
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Anexo I11- Resumo das caracteristicas das NP preparadas

Caracterizagéo

UV-Vis DLS TEM EDX
(o] A
AT n. ) ) Dla.metro ~
Proc. Método de Sintese A do pico Hidro- Diametro Com-
tra Cor pH L Absor- o o -
Exp. maximo N dindmico | PDI medio posicéo
vancia L L
(nm) médio (nm) quimica
(nm)
20pL de AgNO; (0,1M) e 50 pL B-D-Glucose (0,1M) | Amarelo
A 2° | adicionados a 4mL amido (0,2%peso) 60 segundos de baco i ~400 >1 98,72 0,243 i )
micro-ondas
Mistura e dissolugdo completa de 200pL de AgNO;
Ag % (0,1M) e 6mL de amido (0,2%peso). Adigdo de 300 pL Amarelo - 400 0,2 91,58 0,155 -
B-D-Glucose (0,2M) sob agitacdo. Aquecimento a 60°C esbatido -
até mudanca de cor
9,3 379,04 3,1 13,93 0,517
. Amarelo
Ag 4o 50 Adicdo gota a gota 10mL AgNO; (ImM) a 30mL 75 21,58 0,545 ~12 -
’ NaBH, (2mM) (arrefecido) sob agitagdo 700rpm limpido 7.3 390 1,6 60,93 0,521
Dissolugdo de 0.0792g de Beta-cyclodextrin (B-CD) em
9.86mL de 4gua e adigdo de 40uL de AgNO3 (10 mM).
Ag 8° L L Amarela 11,8 403,36 0,364 15,77 0,634 - -
Adicdo de 100uL de NaOH (1.0 M). Agitacdo e
aquecimento em banho-maria.
Ag/Au- 20uL de AgNO; (0,1M), 60uL HAUCI,*3H,0 (0,1M), 1415 0,232 | Aglomera- | Aue Ag
13 | 204 | 120 uL B-D-Glucose (0,IM) e 30uL NaOH (1m) | Bourdeaux ) 530 0.9 1133 | 0311 | dos<50
adicionados a 4mL amido (0,2%peso)
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Anexo I11- Resumo das caracteristicas das NP preparadas

Caracterizacéo

UV-Vis DLS TEM EDX
Amos- | , ) Diametro
Proc. Método de Sintese A do pico Hidro- Diametro Com-
tra Cor pH - Absor- o o :
Exp. maximo a dindmico | PDI médio posicéo
vancia L .
(nm) médio (nm) quimica
(nm)
Amarelo
40uL de AgNO; (0,1M), 40uL HAUCI,+3H,0 (0,1M),
Ag/Au- turvo/ 150,1 0,353 | Aglomera-
20,40 | 120 pL B-D-Glucose (0,AM) e 30puL NaOH (1M) - 536 2 Au
11 . . Acasta- 88,01 0,261 | dos>20
adicionados a 4mL amido (0,2%peso)
nhado
Ag/AU- 60L de AGNO; (0,1M), 20uL HAUCI3H,0 (0,1M), | C21an?/ 2 picos 1329 | 0418
31 | 2040 | 120 uL B-D-Glucose (0,IM) e 30uL NaOH (1m) | Arroxea ; 424e 3.5 9058 | 0,248 ; ;
adicionados a 4mL amido (0,2%peso) do 513
CM-01- Reducdo de 80uL (e 160 pL) HAuCl,*3H,0 (0,1M), na )
Violeta 532 0,6 70 0,42 4,9% Au e
81- 50 presenca de ImL amido (0,2%peso), 120 pL B-D- ~20
Roxo/rosa 2,6 543 04 74 0,31 1,2% Ag
Ag/Au Glucose e 30puL NaOH (1M), sobre 3mL NP de Ag
CM-02- <20e
Reducdo de 40uL AgNO; (10mM) sobre 5SmL NP de Au ]
01- 8° ] Laranja 11,10 410 1 15,88 0,27 | aglomera- Aue Ag
aquecendo em banho-maria
Au/Ag dos ~50
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Anexo I11- Resumo das caracteristicas das NP preparadas

Caracterizagéo

UV-Vis DLS TEM EDX
(o] A
AT n. ) ) Dla.metro ~
Proc. Método de Sintese A do pico Hidro- Diametro Com-
tra Cor pH . Absor- o L -
Exp. maximo a dindmico | PDI médio posicéo
vancia L .
(nm) médio (nm) quimica
(nm)
CM-02- ) ] . Rosa
Adicdo gota a gota, sob agitacdo vigorosa, de 40uL )
01- 8° ; ) acinzenta- 11,87 530 0,4- 16,26 0,281 - -
HAUCI4 (10 mM) a 5 mL da solugdo de prata coloidal
Ag/Au do
Co precipitacdo de 5mL FeClz*6H,O (1M) e 1,25mL
) ) o Aglomera-
FeCl,*4H,0 (2M) dissolvido em HCI (2M) adicionados
Fe;0, 6° L Preto 9,67 - >1 4565 1 dos -
a 62,5mL NH,OH (0,7M) sob fluxo de azoto e agitacdo »
magnéticos
1200rpm
Sob agitacdo e atmosfera de azoto adiciona-se 4mL de
FeClz»6H,0O (1mol/dm3) a 1mL de FeCl,»4H,0
(2mol/dm3) dissolvido em HCI (2mol/dm3). Adiciona-
) Aglomera-
se lentamente 50mL de NH,OH (0,7mol/dm3). Agita-se
Fe;04 90 ) o o Preto -0,4 - - dos com~ - - -
21200 rpm durante 30 min. O precipitado é isolado por .
. . pm
decantacdo magnética e agitado com 50mL HCIO,
(2mol/dm3). Isola-se por centrifugacdo e mistura-se o
residuo em 50mL de 4gua desoxigenada.
N Castanho
15mL HAuCI4+3H,0 (2mg/cm®) adicionados a 105mL )
] L ) ] . tonali- Aglomera-
Fes04/ 4gua desionizada. Aquecimento até fervura. Adicdo de Fe;04 ~10
7° ) o 5 dade - 590 2 dos Fe;O, e Au
Au 5mL Fe;04 e 5mL citrato de s6dio (80 mmol/dm~) sob o Au ~50
o averme- magnéticos
agitacdo
Ihada
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Anexo I11- Resumo das caracteristicas das NP preparadas

Caracterizagéo

UV-Vis DLS TEM EDX
(o] A
AT n. ) ) Dla.metro .
Proc. Meétodo de Sintese A do pico Hidro- Diametro | Com-
tra Cor pH . Absor- o o -
Exp. maximo a . dindmico | PDI medio posicéo
vancia . L
(nm) médio (nm) quimica
(nm)
Adicionam-se 15mL de uma solucdo de HAuCl,-3H,0
CM-02- (2mg/cm®) a 105mL de 4gua desoxigenada. Aquece-se a Enviad
nviado
11- mistura até a fervura (em banho maria). Adiciona-se
90 o o Bordeaux 3 574,3 2,4 - - para TEM
Fes0./ 5mL das NP de Fe;O,4 e sob agitagdo adiciona-se 5mL (6.2012)
Au de C¢HsNaz0;-2H,0 (80mmo|/dm3). Aquecimento até a '
fervura sob agitacdo durante 5 min.
CM-02- o ]
Sob fluxo de azoto e agitacdo mistura-se 5mL de Fes0, Enviado
21- . o Castanho
Fe.0./ 10° | com 3mL de AgNO; (ImM), 3mL de acido ascérbico | 10 434,93 2,37 - - para TEM
e claro
; ) (ImM) e 0.1mL de NaOH (0.01M) (6.2012)
g
CM-02- ) ) )
’1 Sob fluxo de azoto e agitacdo mistura-se 5mL de Fe;O, | Castanho Enviado
Fe.0./ 10° | com 6mL de AgNO; (ImM), 6mL de acido ascérbico | amarela- - 495,523 1,3 - - para TEM
e
; ) (AmM) e 0.2mL de NaOH (0.01M) do turvo (6.2012)
g
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