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RESUMO

Este traballho descreve a sintese de nanoparticulas de ouro (np-Au) na presenca de
estabilizantes poliméricos, a caracterizacao da estrutura e algumas propriedades. As np-
Au foram sintetizadas tanto por método quimico, via reducdo de &acido cloroaurico
(HAuCIl,) com citrato e na presenca do poli liquido iénico, hidrocloreto de poli(1-vinil-3-N-
carboximetilimidazélio) (PVAIE), quanto por método fotoquimico, empregando-se luz UV
(254 nm), na presenca do polimero poli(etileno imina) ramificado (PEI). As solucdes
coloidais resultantes de np-Au-PVAIE e np-Au-PElI foram caracterizadas por
espectroscopia UV-vis, espalhamento de luz dindmico (DLS) e mobilidade eletroforética,
e a morfologia investigada por microscopia eletrénica de transmissao (MET). As amostras
de np-Au-PVAIE sdo formadas por particulas esféricas, com diametro médio de 12 nm.
Embora negativo, o potencial zeta das np-Au-PVAIE é menor que da amostra controle
(sem polimero) devido ao pareamento dos ions citrato com o cétion imidazolio do
polimero PVAIE. As np-Au-PVAIE foram posteriormente depositadas em filmes ultrafinos
pela técnica de automontagem Layer-by-Layer (LbL). Os filmes obtidos contém uma
guantidade muito maior de nanoparticulas quando comparados aos filmes com np-Au
sem cobertura polimérica. Além disso, as np-Au-PVAIE permanecem individualizadas nos
filmes, diferentemente da aglomeragéo observada em filmes depositados com np-Au sem
polimero. Por meio da voltametria ciclica, os filmes de np-Au-PVAIE depositados sobre
eletrodo de ITO séo capazes de conduzir a interconverséo ferricianeto<«»ferrocianeto com
taxas de transferéncia eletrdnica maiores que aquelas determinadas com eletrodo de ITO
sem filme. Da mesma forma, tais filmes permitem conduzir a oxidagdo e deteccéo de
cisteina. As amostras de np-Au-PEI sdo também formadas por particulas esféricas, com
diametros médios variando entre 35,6 nm e 8,6 nm, dependendo da concentracédo
utilizada de PEI. Em contrapartida, as solu¢des coloidais de np-Au-PEI exibem potencial
zeta positivo, uma vez que HAuUCI, protona os grupos amino do PEI e ndo h4 a presenca
de citrato. Essas nanoparticulas podem ser obtidas sob luz ambiente, apenas pela acao
redutora dos grupos amino do PEI. No entanto, nessa condigdo sdo necessérias cerca de
5 h de reacao. Por outro lado, a luz UV acelera o processo que pode ser concluido num
intervalo de 10 minutos. As np-Au-PEI ndo apresentam toxicidade quando avaliadas em
ensaio de viabilidade celular com células de adenocarcinoma da mama humano (MCF -
7, American Type Culture Collection EUA) e células do tecido conjuntivo humano

normais.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, reducdo fotoquimica, filmes ultrafinos,

sensores, viabilidade célula.
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ABSTRACT

This work describes the synthesis of gold nanopatrticles (np-Au) in presence of polymeric
stabilizers and characterization of their structure and some properties. The np-Au were
synthesized by either chemical method, via reduction of HAuCl, with citrate in presence of
the poly ionic liquid, poly(1-vynil-3-N-carboxymethyl imidazolium) hydrochloride (PVAIE)
or by photochemical method, employing UV light (254 nm) in presence of the ramified
poly(ethylenimine) (PEI). The structure and morphology of the resulting colloidal solutions
of np-Au-PVAIE and np-Au-PEIl were investigated by UV-vis absorption spectroscopy,
dynamic light scattering and electroforetic mobility, and transmission electron microscopy.
The np-Au-PVAIE samples are composed of spherical particles of 12 nm. Even negative,
the zeta potential of np-Au-PVAIE is lower than that exhibited by naked np-Au (without
polymer) due to ionic pairing of citrate ions with the imidazolium cation of PVAIE. The np-
Au-PVAIE were further deposited as ultrathin films via the layer-by-layer technique. The
amount of nanoparticles is greater in films deposited with np-Au-PVAEI than that found in
films made with naked np-Au. While the films deposited with naked np-Au show significant
particle agglomeration, the np-Au-PVAIE remain as individuals in their respective films. By
means of cyclic voltammetry, the np-Au-PVAIE films deposited onto ITO electrodes are
capable of conducting the ferricyanide <> ferrocyanide interconversion at much higher
electron transfer rates. Furthermore, such films allow one to oxidize and detect cystein.
The np-Au-PEI samples are also formed by spherical particles with diameters ranging
from 35.6 nm to 8.6 nm, which depends on the concentration of PEIl. Their colloidal
solutions exhibit a positive zeta potential since HAuCl, protonates PEI amino groups and
there is not citrate in the medium. These nanoparticles can be prepared under ambient
illumination solely by the reductive action of PEI. Nonetheless, in this condition the
reaction takes about 5h to be completed. By the other hand, the UV light shortens the
process to about 10 minutes. The np-Au-PEI samples are non-toxic when evaluated in cell

viability tests performed with MCF-7 and human connective tissues.

Keywords : Gold nanoparticles, photochemical reduction, ultrathin films, sensors, cell
viability.
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1. INTRODUCAO

O ouro, um material muito explorado na ciéncia, obteve um crescimento
exponencial em suas aplicagdes principalmente na nanotecnologia e na
nanociéncia com novos materiais, como exemplo as nanoparticulas.! As
nanoparticulas de ouro (np-Au), sdo particulas metalicas estaveis, e que
apresentam aspectos importantes, como suas propriedades eletronicas
relacionadas ao tamanho, para diversas aplicacbes, podemos citar os sensores
eletroquimicos.

Tais sensores eletroquimicos tém se desenvolvido rapidamente desde a
década de 1990, devido a necessidade de testes analiticos simples, rapidos e
baratos para a deteccdo de compostos quimicos e biolégicos em concentracdes
muito baixas.? Em esséncia, sdo dispositivos que convertem informacées
quimicas ou bioguimicas em sinais analiticamente mensuraveis.®> Os principais
sensores eletroquimicos podem ser classificados em potenciométricos,
amperometricos, voltamétricos e condutomeétricos.

Muitos sensores eletroquimicos sao construidos a partir de materiais
nanoestruturados que ganharam importancia a partir da década de 1990. Em
particular, as nanoparticulas de metais nobres, como Ag, Au e Pt sdo de grande
interesse ao desenvolvimento desses sensores.* Tais nanoparticulas aumentam
consideravelmente a taxa de transferéncia eletronica na superficie do eletrodo, o

que aumenta os niveis de corrente medida e, portanto, a sensibilidade.® As



nanoparticulas podem ainda servir de sitio de ancoragem para moléculas do
analito ou de receptores que sejam capazes de reconhecer o analito de
interesse.® Alguns analitos de importancia biolégica tais como cisteina, cafeina,
acido ascorbico e dopamina podem ser detectados e identificados com sensores
eletroquimicos nanoestruturados utilizando eletrodos de nanoparticulas ouro.”®
A cisteina, cuja deteccdo é uma das aplicagbes deste trabalho, é um
aminoécido sulfurado, sintetizado a partir da metionina durante a vida adulta. E
considerado aminoacido essencial, pois em lactantes sua sintese é insuficiente
sendo inserido como suplemento em criangas que recebem alimentagao por via
parental total. Alguns estudos j& mostraram que a administragdo por via oral da
acetilcisteina inibe a acdo de lesbes na pele causadas pela exposicéo a luz.®
Além dos sensores eletroquimicos, as nanoparticulas de ouro sao
empregadas em dispositivos biomédicos, em particular no tratamento de cancer
por terapia fototérmica.'®** Em geometrias particulares, as nanoparticulas de ouro
dissipam calor quando excitadas com radiagao infravermelha, gerando gradientes

de temperatura de 10-40°C que s&o suficientes para romper a parede de células

tumorais.*?



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A proposta do trabalho € desenvolver métodos de preparagdo de
nanoparticulas de ouro estabilizadas por polimeros, visando sua aplicagdo em

sensores eletroquimicos e dispositivos para terapia fototérmica.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar as nanoparticulas por método quimico (reducdo com citrato de
sédio), na presenca do liquido ibnico polimerizado, o cloreto de poli(1-vinil-3-N-
carboximetilimidazélio) (PVAIE), e por método fotoquimico, na presenca de
poli(etilenoimina) ramificada (PEI).

- Caracterizar as nanoparticulas, np-Au-PVAIE e np-Au-PEl, por
espectroscopia de absorcdo UV-vis, medidas de potencial Zeta, diametro
hidrodinamico e microscopia eletronica de transmissao (MET).

- Imobilizar as np-Au-PVAIE sobre vidro comum e vidro condutor (ITO) na
forma de filmes ultrafinos depositados pela técnica de automontagem ou LbL (do
inglés Layer-by-Layer).

- Avaliadar as propriedades eletroquimicas desses filmes por voltametria
ciclica. Apo6s esta caracterizacdo preliminar, os filmes serdo testados como
eletrodo de trabalho para a oxidac&o da cisteina.

- Avaliar a toxicidade das np-Au-PEI por ensaio de viabilidade celular com

células de adenocarcinoma humano e de tecido conjuntivo sadio.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 NANOPARTICULAS DE OURO

A definicdo utilizada para descrever a nanoparticula, conceitua que a
particula é considerada nano quando seu diametro estiver entre 1 a 100 nm, nas
quais suas propriedades derivam do seu tamanho, ou seja, a propor¢cao entre a
area superficial e o volume.*®

As nanoparticulas de metais nobres, como ouro (np-Au), prata (np-Ag) e
platina (np-Pt), s&o nanomateriais de enorme interesse as areas de fotonica,
catalise, biomedicina, sensores, entre outras.'*'® Esse interesse se deve a
dependéncia de suas propriedades Opticas e reatividade com o formato e o
tamanho das particulas que, por sua vez, podem ser arquitetados com grande
precisdo em escala atdmica.’® Nas np-Au e np-Ag, o forte acoplamento entre os
plasmons de superficie, - que sdo definidos como uma oscilacdo coletiva dos
elétrons na interface de dois materiais, geralmente um metal e um isolante -*" com
a luz visivel, ou seja, quando a frequéncia de oscilagdo de um plasmon entra em
ressonancia com a frequencia de um foton incidente,’® gera o fenémeno
denominado de ressonancia plasménica de superficie localizada (localized
surface plasmon resonance, LSPR).}*?°

Entre outros efeitos, o fendbmeno LSPR atribui cores distintas as
suspensodes coloidais de np-Au e np-Ag. As cores sdo dependentes do formato,
tamanho e distancia interparticulas.?* Além disso, dependem das propriedades
fisico-quimicas do ambiente que as envolve, tais como constante dielétrica,
natureza dos solutos, 0 que permite seu uso como sonda em sensores quimicos e

biolégicos.?*?3



A sintese das np-Au pode se dar de varias maneiras, sendo o método de
reducao com citrato, descrito pela primeira vez por Turkevich, em 1951,%* 0 mais
empregado. O método consiste basicamente em adicionar citrato de sédio em
excesso sobre uma solucdo aquosa de &cido cloroaurico (HAuCl;) mantida em
temperatura de refluxo. Apés trinta minutos de reacdo, é obtida uma solucdo
coloidal de np-Au, de cor roxo, como se fosse um vinho. O citrato em excesso
serve para, além da reducgdo do precursor de ouro, estabilizar as nanoparticulas
em solugé&o coloidal.

A solucao obtida de np-Au é considerada um coldide liofébico, ou seja, as
np-Au tém pouca afinidade pelo meio dispersante. Desse modo, o tratamento da
superficie das np-Au, por exemplo com citrato de sodio em excesso, € capaz de
garantir a estabilidade do coloide via repulsdo eletrostatica entre as
nanoparticulas. Outros tratamentos podem também garantir a estabilidade
coloidal, como a adicdo de surfactantes, polieletrélitos e ligantes.'® Em
particular, a sintese das nanoparticulas na presenca de polimeros € de grande
interesse, devido o polimero funcionar como um agente de nucleacao,
aumentando a taxa de formacdo das particulas e, ainda, como estabilizante,
prevenindo a aglomeracéo com o tempo.?®%’

Embora a reducdo quimica de ions metélicos seja o0 método mais difundido
para a sintese de nanoparticulas metélicas, muitos desses agentes redutores sao
toxicos, de custo alto e, ainda, seus residuos podem ser incorporados a
nanoestrutura, dificultando a caracterizacdo e limitando suas aplicacées.” O uso
da luz como agente redutor € uma das alternativas investigadas atualmente, uma
vez que nao produz residuos toxicos e permite modular com melhor eficiéncia as

caracteristicas das nanoparticulas (tamanho, formato, superficie).?**° Além disso,



a reducdo fotoquimica é de custo relativamente menor que dos outros métodos de
preparacdo de nanoparticulas. Ha que se considerar também que a luz como
agente redutor é mais seletiva e, na maioria das vezes, ndo é influenciada pela
presenca de outros solutos. Assim, a reducao fotoquimica pode ser uma técnica
muito eficaz na preparacéo de nanoparticulas.*®*"%

Embora a luz seja capaz de conduzir a formacdo das nanoparticulas, o
processo pode ser muito lento.*® Nesse caso, é comum o uso de um agente de
sacrificio, uma espécie doadora de elétrons mais susceptivel a oxidagdo. Nessa
funcéo, sdo usados cetonas, alcoodis e aminas. Polimeros contendo esses grupos
funcionais também podem ser empregados.® Tais polimeros ainda podem servir

como estabilizadores, enquanto formam uma cobertura na superficie das

nanoparticulas que evita sua aglomerac&o.*

3.2 POLI LIQUIDO IONICO

Os liquidos i6nicos (LIs) podem ser brevemente descritos como sais que
sob temperatura ambiente sdo liquidos. Um dos primeiros LIs sintetizados pelo
homem foi o nitrato de etilaménio, (C,Hs)NH3;"NOs’, com temperatura de fusdo de
12°C.** A partir da década de 1980 comecaram a ser introduzidos os Lls
baseados no cétion imidazdlio alquil-substituido, cujas propriedades tais como
viscosidade, temperatura de fusdo e acidez podem ser moduladas pelo tipo de
substituicdo e do contra-ion.3**’

Entre as principais propriedades dos Lls, destacam-se: pressdo de vapor

desprezivel, viscosidade moderada, estabilidade elevada, inclusive eletroquimica

e, principalmente, alta capacidade de solvatacdo, desde espécies polares até



ndo-polares.® Por conta dessas propriedades, os Lls sdo conhecidos como
solventes ideais, que podem ser usados em Quimica Verde, processamento de
celulose, baterias, reciclagem, extragcdo de metais, dispositivos aeroespaciais,
entre outros.***°

As propriedades dos Lls, especialmente os baseados em derivados do
cétion imidazélio, devem-se ao arranjo supramolecular entre os cations e o anions
gue se estabelece via ligacdes de hidrogénio. Essa organizacdo se estende
desde o estado sélido até a fase gasosa. Essa organizacdo estrutural, de
natureza entrépica, permite que os Lls “solubilizem” tanto espécies polares quanto
apolares, algo Unico entre os solventes conhecidos.** Também conhecido como
efeito liquido ibnico, essa organizacdo estrutural permite a preparacdo de
nanoestruturas, como nanoparticulas de ouro.

Para que as propriedades dos LIs pudessem ser exploradas na preparacao
de novos materiais, polimeros a base de LIs ou simplesmente poli liquidos i6bnicos
(PLIs) também tém sido desenvolvidos, isto €, referem-se a um tipo especial de
polieletrélito que carregam uma espécie de LI em cada unidade de repeticdo.** Os
PLIs se assemelham a polieletrélitos, como pode ser observado na Figura 3.1,
uma vez que apresentam um grupo ionizavel em cada uma das suas unidades de
repeticdo. Além disso, os PLIs séo sélidos com temperatura de transicdo vitrea
bem menor que dos polieletrélitos convencionais, tais como o hidrocloreto de
poli(dialildimetil aménio) (PDAC) e o poli(4-estirenosulfato de sédio) (PSS).*®
Sendo assim, a mobilidade molecular nos PLIs permite seu uso como eletrdlito
sélido em dispositivos eletroquimicos. As vantagens de um PLI frente ao

respectivo LI séo, principalmente, a maior estabilidade mecanica,



processabilidade, durabilidade e o controle espacial das subunidades de Lls na

arquitetura da cadeia polimérica.****
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Figura 3.1 - Estruturas de cations e anions comumente utilizados para formacédo de

Liquidos l6nicos. Figura adaptada da referéncia 38.

3.3 FILMES ULTRAFINOS

Sdo denominados filmes ultrafinos aqueles que possuem espessuras
inferiores a 100 nm, nos quais, estruturas moleculares aderem ao substrato
permanecendo ordenadas em forma de bicamadas envolvendo processos
heterogéneos tais como adsorgcdo, dessorcdo, nucleacdo e agregacdo de
materiais na superficie.*>*°

Os filmes ultrafinos podem ser obtidos por diferentes técnicas de
deposicdo.*””*® Entre as principais caracteristicas desejadas de uma técnica de
deposicao, esta a sua capacidade de obter filmes com espessura controlavel em

escala nanométrica, e que a técnica seja de facil execucdo e custo baixo.*

Assim, a técnica de automontagem ou LbL (do inglés layer-by-layer) tem se



destacado como uma das mais promissoras. Além da facilidade de execugéo e
custo baixo, a técnica LbL pode ser aplicada a diferentes classes de materiais. A
técnica consiste na transferéncia de materiais em solu¢cdo para um substrato
sélido, cuja adsorcdo é mediada por atracéo eletrostatica.”*>!

A técnica LbL foi proposta originalmente por Decher em 1991 para a
deposicdo de filmes de polieletrélitos.>? Ainda na década de 1990, a técnica LbL
foi explorada para diversos materiais tornando-se um dos métodos mais utilizados
para a preparacao de filmes nanoestruturados, visando o desenvolvimento de
dispositivos moleculares para converséo de energia e sensores quimicos.>

A deposicdo dos filmes por LbL consiste na transferéncia de camadas de
materiais em solugdo para um substrato sélido. O substrato é imerso na solucéo
do material de deposicdo por um tempo determinado, sendo a adsor¢cdo um
processo espontaneo, regido por forcas secundarias, como atracao eletrostatica,
ligacdo de hidrogénio e forcas de disperséo.>°

Na Figura 3.2 € apresentada uma ilustracdo esquematica da técnica LbL.
Na etapa (1) o substrato, carregado positivamente, € imerso na solugdo de um
polidnion, formando uma camada adsorvida, por interacdo eletrostatica. Em
seguida, na etapa (2), o substrato+polianion € enxaguado para eliminar o material
fracamente adsorvido. Na etapa (3) o substrato+polianion € imerso na solucdo de
um polication até a formagédo de uma nova camada. Posteriormente, o substrato +
polianion + polication sdo lavados e ao final do ciclo, um filme com uma bicamada

de polianion + polication é obtido. Os ciclos 1 a 4 podem ser repetidos

indefinidamente, até se atingir a espessura desejada.
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Figura 3.2 - Esquema de construcdo do filme pela técnica LbL por atracdo eletrostatica de
polianion e polication. Adaptado da referéncia 52.

A deposicdo por atracdo eletrostitica envolve um mecanismo de
supercompensacao de cargas, no qual o substrato é recoberto pelas cadeias do
polieletrélito até que seus sitios de carga superficial sejam supercompensados.
Isso significa que o sinal da carga inicial do substrato € invertido e assim, a
camada formada de polieletrdlito passa a repelir as espécies em soluc¢éo, fazendo
com que a adsorcgao cesse por completo.

A quantidade de material adsorvido é constante a cada ciclo de deposicéo.
Como as camadas apresentam espessuras pequenas, a técnica LbL é
reconhecida por produzir filmes com controle de espessura em escala
nanométrica.>® A espessura, assim como a morfologia e as propriedades dos

filmes, podem também ser controladas pelas condi¢des fisico-quimicas das

solucdes, como concentracdo e pH.>>
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A adsorcdo dos materiais durante a deposicdo LbL normalmente é
monitorada por espectroscopia de absor¢cdo UV-vis, isto porque muitos materiais

de interesse absorvem radiacao nessa regido do espectro eletromagnético..*

3.4 SENSORES QUIMICOS

Os sensores quimicos sao definidos como dispositivos que convertem
informac&o quimica em sinais elétricos e Opticos mensuraveis. Isto ocorre, pois no
sensor existe uma camada ativa que interage com a espécie e tal evento é
traduzido para um sinal mensuravel.® Assim, os sensores eletroquimicos se
baseiam no fato da corrente gerada pela oxidacdo e a reducdo do analito
eletroativo na superficie do eletrodo gerar uma medida eletroquimica dentro de
um potencial fixo ou variavel.® Estas medidas eletroquimicas sdo simples e de
baixo custo, comparadas a técnicas espectroscopicas e cromatograficas, e hoje
sdo realizadas por equipamentos como potenciostatos e galvanostatos.>’

Os sensores quimicos sao dispositivos pequenos, robustos, portateis e de
facil manipulacéo. O sensor tem sido um instrumento muito utilizado na quimica
analitica, substituindo, na maioria das vezes, aparelhos complexos e a
necessidade de um estrutura de suporte.>®

Muitas atividades no campo de biomedicina, industria de alimentos, e
controle ambiental necessitam de deteccdo e quantificacdo de produtos quimicos.
Tais tarefas sdo normalmente realizadas por técnicas espectroscopicas,
cromatograficas e de difracdo de raios X, pois sdo robustas, confiaveis e
disponiveis. No entanto, essas técnicas necessitam de operadores

especializados, e as analises sdo geralmente demoradas, além do seu alto custo.
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Assim, houve a necessidade de uma forma mais rapida, facil de operar sendo
capaz de operar de forma semelhante a convencional, desta forma o0s sensores
guimicos se tornaram a melhor op¢éo atualmente.

A combinacdo de sensores elétricos e as incriveis caracteristicas das
nanoparticulas tém alcancado métodos mais confidveis e potentes para deteccao
de analitos.”® Desta forma, muitos sensores ao longo dos anos tém sido
construidos com tamanhos, formas, composi¢fes e propriedades diferentes.

Muitos nanomateriais tém chamado a atencdo por poderem ser usados
como sensores como, por exemplo, os nanotubos de carbono (CNT). Dentre
muitas aplicagdes, os CNTs sao considerados candidatos para o desenvolvimento
da préxima geracéo de sensores eletroquimicos.®®

Sensores de diferentes formas e arquiteturas tem ganhado espago na
quimica de materiais, como, os sensores de misturas hibridas de nanoparticulas

de ouro e matrizes poliméricas,*®*

que possuem propriedades distintas,
provando serem 6timos sensores para estruturas quimicas especificas, como
cisteina, dopamina e &cido ascérbico, por exemplo.®

A cisteina, cuja estrutura é apresentada na Figura X, € um aminoacido que
ocorre naturalmente no organismo. Seu grupo sulfidrila (SH) desempenha um
papel importante na atividade biolégica. Os niveis anormais de cisteina ou homo
cisteina (Hcy) estdo relacionados a varias doencas tais como crescimento
retardado, Alzheimer e doencas cardiovasculares.® Surge entdo a necessidade
de sistemas que possam detectar e quantificar analitos em meio biolégico.

Diversos meétodos tém sido utilizado para deteccao de cisteina, tais como

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),*® colorometria’* e métodos

eletroquimicos. O método eletroquimico recebeu atencdo, comparado a outras
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tecnologias, devido a caracteristicas importantes, como simples operacdo, alta
sensibilidade, boa seletividade e principalmente baixo custo.®*

A voltametria se baseia na medida da corrente em uma célula
eletroquimica nas condi¢cdes de completa polarizacdo de concentragdo, na qual,
a velocidade de transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo
limita a velocidade de oxidacdo ou reducdo do analito.®® A voltametria é
amplamente empregada por quimicos analiticos, inorgéanicos, fisico-quimicos e
bioquimicos para estudos fundamentais, tais como, processos de adsor¢cdo nas
superficies,” processos de oxidacdo e reducdo em varios meios e mecanismos de

transferéncia de elétrons em superficies modificadas de eletrodos.®

A célula é constituida de trés eletrodos imersos em uma solugcédo contendo
um excesso de um eletrélito ndo reativo (eletrdlito de suporte). Um dos eletrodos
imersos no eletrdlito € o eletrodo de trabalho, cujo potencial varia linearmente com
o tempo, em relacdo a um eletrodo de referéncia cujo potencial permanece
constante durante o experimento. As dimensdes do eletrodo de trabalho sédo
mantidas pequenas para aumentar sua tendéncia em se tornar polarizado. O
outro eletrodo é um contra-eletrodo, que frequentemente é um fio de platina

enrolado.®’

A voltametria ciclica é a técnica mais empregada para a caracterizacao dos
sensores desenvolvidos e para deteccdo de analitos. A voltametria ciclica basea-
se na voltagem aplicada no eletrodo de trabalho varrido linearmente de um valor
inicial a um limite pré-determinado. O operador pode interromper a varredura em
gualquer instante ou deixar que o ciclo termine em algum outro valor pré-
determinado. A resposta da corrente € representada graficamente como a funcao

do potencial aplicado.®® Conforme observado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Voltametria ciclica do potencial aplicado em Fe(CN)5'3 onde Ei € o potencial incial, Ey;
o potencial final. Epc corrente potencial catddica e Epa corrente de potencial anddico. Figura

adaptada da referéncia 68.

Esta tecnologia foi utilizada por um grupo de quimica na Universidade de
Xiangtan para deteccdo de L-cySH em eletrodos de folhas de grafeno e
nanoparticulas de ouro.®*

Obtiveram como resultado a observacdo da resposta do eletrodo
modificado para oxidacdo de cisteina em diferentes velocidades. Observa se o
comportamento ciclico de L- CySH sobre o eletrodo de grafeno modificado em
diferentes velocidades de varredura, visualizados na Figura 3.4. Verifica-se que a
Epc é deslocada acompanhada positivamente pelo aumento da corrente de pico
mediante o aumento da velocidade. Isto € resultado de uma reacéo incompleta da
oxidacdo da L-CySH em maiores velocidades. Entretanto, observa—se que ha
uma relacao linear entre a densidade de corrente e a raiz quadrada da velocidade
0 que indica que o processo foi controlado por difusdo, o que torna o eletrodo,
gualificado para a quantificacdo e detec¢do de L-CySH. Resultado importante que

fundamenta os resultados descritos neste trabalho.
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Figura 3.4 - Voltametria Ciclica do eletrodo modificado de Grafeno e nanopaticulas de ouro em PBS
0,1 mol.L-1 contendo 2 mmol de L-CySH, variando as velocidades de varredura de 40 mV a 300

mV. Figura adaptada da referencia 64.

3.5 MORFOLOGIA E PROPRIEDADE DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas sdo caracterizadas em termos de seus diametros
hidrodinamicos (DH), indices de polidispersdo (Pdl) e potenciais zeta. O Pdl é a
medida da distribuicdo de diametro hidrodinamico derivada da analise cumulativa
de Espalhamento de Luz Dinamica (Dynamic light scattering (DLS). Valores de
iguais ou menores que 0,1 de Pdl descrevem medidas de suspensdes
monodispersas. Para valores proximos de 1 tém-se suspensdes com

polidisperséo elevada.®®

15



7

O potencial zeta € um parametro que descreve o potencial elétrico na
camada de separacao entre solido/liquido interfacial de uma matéria em solucao
aguosa, sendo uma indicador importante e (til para identificar cargas de
superficie.”® A estabilidade de uma suspensdo pode ser, em parte, determinada
pelo potencial zeta, ou seja, o potencial zeta esta intimamente relacionado com a
estabilidade da suspensdo de particulas e a morfologia da superficie.”* Os
valores do potencial zeta conferem aos sistemas coloidais uma maior
estabilidade, visto que, ha repulsdes eletrostaticas que impendem a agregacao
das particulas no coloide, geralmente, solugcbes estaveis de coloides carregados
sdo preparadas com nanoparticulas sujo potencial zeta seja igual ou superior a —
30 mV e +30 mV.”? O potencial Zeta pode ser determinado através da velocidade

eletroforética, segundo a equacao:

Uy

onde M= mobilidade eletroforética, 1 €& a viscosidade do meio, , & =

permissividade de vacuo, € = constante dieléctrica do meio. A mobilidade eletrica

por sua vez é caldulada a partir da velocidade média (V) sob a acdo do campo

eletrico E.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os seguintes reagentes e materiais com as devidas especificacbes foram
empregados na realiza¢éo do trabalho:
- Acido cloroaurico trihidratado (HAuCl,.3H,0 50%, Sigma-Aldrich, 339,79 gmol™?);
- Acido cloridrico (HCI, 37 %, Vetec);
- Acido nitrico (HNO3, 68 %, Vetec);
- Acido sulfarico (H2S0a4, 98 %, Vetec);
- Agua ultrapura (resistividade: 18 Mohm.cm, purificador Milli-Q®)
- Citrato de sédio dihidratado (CgHsO7Na3.2H,0, 99,5%, Vetec)
- Cloreto de potassio (KCI, 99,5 %, Vetec);
- Gas nitrogénio (N2, 99,9 %, White Martins);
- Hidréxido de amonio (NH4OH, 28 %, Vetec);
- Hidréxido de sédio (NaOH, 98 %, Vetec);
- Hexacianoferrato de potassio (Ks[Fe(CN)s], 99 %, Vetec);
- L-Cisteina (CiSH, 97 %, Sigma-Aldrich);
- Poli(4-estirenosulfato de sédio) (PSS), [-CH2CH(CesHaSOsNa)-]n, Mn 70,000 gmol™,
pureza 99 %, Sigma-Aldrich, polianion);
-Cloreto de poli(1-vinil-3-N-carboximetilimidazoélio) (PVAIE), cedido pelo
LAQUIMET-IQ-UnB;
- Hidrocloreto de poli(dialil dimetilamdnio) (PDAC, (CeH16CIN)n, Mn 450,000 g mol™

® solucdo aquosa 20%, Sigma-Aldrich, polication);
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-Poli(etileno imina) ramificada, (PEI, Mn 60,000 g mol™*, solucdo aquosa 50%,
Sigma-Aldrich);

- Laminas circulares de quartzo (diametro: 15 mm);

- Laminas de vidro comum (20 mm x 10 mm x 1 mm);

- Substrato de ITO (resistividade: 15 ohm.cm);

- Perdxido de hidrogénio (H202, 30 %, Vetec).

As formulas estruturais dos polimeros empregados sdo apresentadas na

Figura 4.1.
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Figura 4.1 Férmula estrutural dos polimeros. Poli(etileno imina) ramificada (PEI) (a), poli(4-
estirenosulfato de sadio) (PSS) (b), hidrocloreto de polil-vinil-3-N-carboximetilimidazolio) (PVAIE)
(c), hidrocloreto de poli(dialildimetil ambdnio) (PDAC) (d).
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4.2 METODOS

4.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Ouro (np-Au)

4.2.1.1 Sintese Quimica

A sintese quimica das np-Au foi realizada segundo o método originalmente
descrito por Turkevich, por reducdo do acido clorodurico com citrato de sédio.?*
Contudo, as quantidades dos reagentes foram as mesmas empregadas por
Wang et al.® Via de regra, o citrato é usado em excesso para também garantir a
estabilidade do coloide. Inicialmente, toda as vidrarias empregadas foram lavadas
com agua régia (HNO3/HCI 1:3 v/v) a fim de eliminar possiveis pontos de
nucleacdo, como residuos de outros metais. A sintese segue segundo fluxograma

abaixo:

Num bal&do de 125 mL de 2 bocas e de fundo redondo devidamente limpo
foram adicionados 10 mL de uma solucéo de 2,0 x 10 mol.L™* de HAuCl,.3H,0

e 2,5 mL de solucdo de CI-PVAIE (1,0 g.L™).

Adiciona-se agua ultrapura A solucéo resultante foi agitada e
para completar o volume para | ——» | aquecida até atingir temperatura de

70 mL. refluxo (~ 95 °C).

H

Ao se atingir a condicao de refluxo, foram adicionados de uma s6é vez 10 mL

de solucéo de citrato de sédio (5,0 x 10°® mol.L™).

A 4
A mistura reacional foi mantida em refluxo por mais 30

minutos apos a adicéo do citrato.
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Apos a adicdo do citrato, a cor amarela inicial da mistura entre o HAuUCl, e
o polimero dé& lugar rapidamente a uma solucdo de cor roxa, semelhante a um
vinho.” A solucéo resultante ndo requer tratamento adicional é essencialmente,
uma solugao coloidal de np-Au. A solugéo coloidal de np-Au foi transferida para
um frasco de vidro borosilicato com tampa e recoberto por papel aluminio e
armazenada em geladeira. A sintese da amostra de np-Au controle foi realizada

da mesma maneira na auséncia do polimero.

4.2.1.2 Sintese Fotoquimica

Para a sintese fotoquimica foi empregada uma cémara construida em
laborat6rio, cujas fotografias sdo apresentadas na Figura 4.2. A camara consiste
de uma caixa de ferramentas adaptada com duas lampadas UV (254 nm, 8 W) da

Osram e um ventilador de computador. Para a sintese:

Foram preparadas trés formulacfes de np-Au, nhomeadas Au-np-PEI-X, onde X

representa a razao molar PEI/Au, a saber X =5, 10 e 20.

|
v v v

1) 5 mL de solugéo 2) 5 mL de solugao 3) 5 mL de solugao
aquosa de HAuCl,;.3H,0 aquosa de HAuCl,.3H,0 aquosa de HAuCl,.3H,0
(6,0 x10® mol.L™) (6,0 x10® mol.L™) (6,0 x10® mol.L™)

l l l

Foram misturados diferentes volumes de solucdo aquosa de PEI (1 g.L™), em

cada béquer (25 mL) e o volume completado com agua ultrapura para 10 mL.

l l l

Au-np-PEI-5 Au-np-PEI-10 Au-np-PEI-20
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As solugbes obtidas foram entdo submetidas a radiacdo UV por igual
periodo de tempo (30 min). Foi estabelecida uma massa de 471 g.mol™ para a
unidade de repeticdo do PEI. Foram realizadas tentativas, porém sem sucesso,
de sintetizar as np-Au via fotoquimica sem empregar PEI. A adigcdo de etanol
permitiu que np-Au fossem formadas na auséncia do polimero, mas as np-Au
produzidas rapidamente sedimentavam, indicando a importancia do polimero na

estabilizacdo da solugéo coloidal.

Figura 4.2 — Camara para fotorreducao.
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4.2.2 Caracterizacao Estrutural e Morfoldgicas das np-Au

As solugdes coloidais obtidas a partir dos sistemas np-Au/CI-PVAIE e np-
AU/PEIl, bem como dos polimeros individuais, foram caracterizadas por
espectroscopia de absorgcéo UV-vis com um espectrofotdometro Varian Cary 5000.

O diametro hidrodinamico (DH) e o potencial zeta ({) das np-Au foram
determinados em solucéo por espalhamento de luz dindmico (DLS) e mobilidade
eletroforética com um equipamento Zeta Sizer Nano- ZS, Malvern Instruments.

A morfologia das np-Au-PEl foi avaliada por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), em microscopio eletrénico JEOL JEM-1011 (JEOL, Japan).
As nanoparticulas foram diluidas em agua ultrapura a concentracdo de 5% e 3 pl
da solucdo foram transferidas para telas de cobre de 300 “mesh” (malhas),
cobertas com polimero Formvar® 0,8%. As amostras foram analisadas em MET a
100 kV e as imagens processadas em camera UltraScan® conectada ao programa

Digital Micrograph 3.6.5° (Gatan, USA).

O tamanho médio das np-Au foi estimado a partir de uma distribuicdo log-
normal com dados dos tamanhos de aproximadamente 300 particulas,

identificadas e medidas nas imagens com o auxilio do software ImageJ.
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4.2.3. Deposicao de Filmes de np-Au

Os filmes foram depositados em substratos de vidro, quartzo e ITO,
descrito no procedimento mais adiante. Os substratos de vidro e quartzo foram

previamente limpos numa sequéncia de solucgdes:

1) Solugéo "piranha” 2) Enxague abundante com
—_—
(H2SO4/H20,, 3:1, VIV); agua deionizada;
3) Solucéo RCA

4) Enxague abundante com
<«—— | (H2O/H202/NH40H, 5:1:1, v/v)

agua deionizada

a 70 °C por 30 min.;

Os substratos limpos sdo armazenamento em agua em geladeira até a
deposicdo dos filmes.”* Os substratos de ITO foram esfregados manualmente,
um a um, com uma luva de latex e detergente neutro. Os substratos foram depois
transferidos para um béquer ao qual se adicionou agua ultrapura, formando uma
solucédo de detergente. Os substratos foram entdo submetidos a tratamento em
banho de ultrassom por 20 minutos.

AplGs esta etapa os substratos foram lavados com agua ultrapura para
remover o detergente e posteriormente imersos em agua ultrapura e submetidos a
mais um ciclo de 20 minutos de banho ultrassom. Os substratos foram entéo
acondicionados em agua ultrapura na geladeira até a deposicao dos filmes.

As deposicoes foram realizadas com solu¢cdes dos materiais nas seguintes
condices: PDAC (1 g.L™), catiénico; PSS (1 g.L™), anidnico; PVAIE (1 g.L™)

cationico; np-Au-cit (1,5 x 10°® mol.L™), aniénico, np-Au-PVAIE (1,5 x 10°® mol.L™),
23



aniénico. Foram depositados filmes com trés tipos de arquiteturas: filme-I
(PVAIE/np-Au-cit)n;  filme-lIl  (PVAIE/np-Au-PVAIE); filme-lll  (PDAC/np-Au-
PVAIE)n, onde n representa o numero de bicamadas do filme. Previamente a
deposicao de cada tipo de filme, uma pré-bicamada PDAC/PSS foi depositada em
cada substrato para aumentar e uniformizar os sitios de adsor¢ao para a primeira
bicamada do filme de interesse. A deposicdo da pré-bicamada e do filme
propriamente dito foi realizada por automontagem, pela imersdo sucessiva e
alternada do substrato nas solugbes dos materiais catibnico e anidnico,
assumindo-se que a formacédo dos filmes ocorre preferencialmente por atracéo
eletrostatica. O tempo de imersdo em PDAC e PSS foi 3 min., enquanto na
solu¢do de np-Au-PVAIE o tempo foi de 5 min. Entre cada imerséao, o substrato
com material adsorvido foi enxaguado por 20 s com agua ultrapura mantido sob
agitacdo magnética intensa. Apds o enxague, o substrato foi seco com um jato de
ar comprimido. Os ciclos de deposi¢ao foram repetidos para valoresde n=1, 3, 5,
7 e 10 (Figura 4.3). A deposicao dos filmes foi monitorada por espectroscopia

UV-vis, obtendo-se espectros a cada nimero pré-determinado de bicamadas.

i Bicamada
PDAC Enxague np-Au+CI-PVAIE Enxague PDAC/np-Au+PVAIE

Figura 4.3 Esquema de automontagem dos filmes. Adaptada da referéncia 60.
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4.2.4 Caracterizacao Eletroquimica dos filmes de np-Au

Os diferentes filmes foram caracterizados por voltametrica ciclica (VC)
utilizando um potenciostato Autolab PGSTAT 204 da Metrohm. Os experimentos
de VC foram conduzidos numa célula eletroquimica contendo trés eletrodos;
eletrodo de platina (contra-eletrodo), eletrodo Ag/AgCI (eletrodo de referéncia) e
ITO/filme (eletrodo de trabalho). A solucdo de KCI 1,0 mol.L™* foi usada como
eletrdlito suporte. Para a caracterizacdo do comportamento eletroquimico dos
filmes de np-Au foi empregado hexacianoferrato de potassio (Ks[Fe(CN)s]) na

concentracéo de 1 mmol.L™ em KCI 1,0 mol.L™,

4.2.5. Deteccao de cisteina

Os trés tipos de filmes foram testados como eletrodo de trabalho para a
oxidacao da cisteina, empregando técnicas voltamétricas, a primeira etapa de
desenvolvimento de um sensor para tal analito. O teste inicial para identificar o
filme com a melhor resposta para cisteina foi conduzido por VC em solucdo de
cistefna 2 mmol.L™ em NaOH 0,1 mol.L™®. O filme escolhido foi entdo testado para
deteccdo de cisteina via voltametria ciclica (VC). A deteccdo da resposta analitica

do eletrodo foi realizada com solucées de cisteina 0, 2, 4, 6, 8 mmol. L™.>’
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4.2.6. Ensaio Biologico

Células de tecido conjuntivo humano foram utilizadas como controle de
células normais.” As referidas células foram colhidas a partir de polpa dentaria de
dentes humanos normais e, gentilmente, cedidas pelo Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia-UnB, Brasil. As células de
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) foram adquiridas na ATCC (American
Type Culture Collection). As células humanas normal e tumoral foram cultivadas
em meio de cultivo Dulbecco's Modifed Eagle Medium (DMEM) e RPMI1640,
respectivamente. Os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de antibidtico (100 Ul/ml penicilina e 100 pg/ml streptomicina) e
mantidos em pH 7,2. Posteriormente as células foram mantidas em incubadora

Umida a 37 °C, 5% de CO, e umidade de 80%.

As células normal e tumoral foram plaqueadas a densidade de 5x10°
células em placas de 96 pocos e mantidas em estufa Umida por 24 horas.
Posteriormente, o meio de cultura das placas foi removido e as células incubadas
com 200 pul das solugdes contendo np-Au-PEI 5, np-Au-PEI 10 e np-Au-PEI 20
em meio DMEM e RPMI1640, devidamente suplementados. As concentracdes
utilizadas das nanoparticulas foram de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg de Au por
mililitro. Cada tratamento foi realizado em quadruplicata e as células mantidas em
incubadora amida a 37 °C com 5% de CO, e 80% de umidade pelo periodo de 72

h.
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A viabilidade das células apds o tratamento foi mensurada a partir do
ensaio colorimétrico de MTT. O meio de tratamento das células foi removido das
placas e substituido por 150 pl de solucédo de meio de cultura contendo (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (MTT) (5 mg/ml em 0,15 M de
PBS , pH 7,4) por trés horas em incubadora umida. Removida a solugdo, foram
adicionados 200 ul de dimetilsulfoxido para solubilizagdo dos cristais de
formazano, produzidos somente pelas células viaveis. A absorbancia foi
determinada em espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA)
utilizando comprimento de onda de 595 nm, com o auxilio do programa SoftMax
Pro (Molecular Devices). Para cada amostra, a viabilidade celular foi calculada a
partir de dados de quatro pocos (n=4) e expressa como porcentagem, comparada
com as células sem tratamento, controle. Os resultados foram mostrados como
meédias de trés experimentos independentes. Todos os dados foram analisados
em programa Graphpad Prism 5.0 e submetidos a testes especificos com
confianca estatistica de 95%. Os dados foram analisados pelo Anova two ways,
com pos-testes de Bonferroni. Os ensaios de viabilidade celular foram realizados
por colaboradores do Laboratério de Microscopia do Instututo de Biologia da

Universidade de Brasilia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese Quimica de np-Au-PVAIE

5.1.1 Propriedades Opticas/Espectroscopia UV-vis das solucdes

A confirmacdo da formacéo das np-Au pode ser feita a olho nu, ja que a
solucdo resultante apresenta uma cor roxa tipica e que é atribuida a banda
plasménica das nanoparticulas na faixa de 510-530 nm. Entretanto, uma
caracterizacao mais precisa foi realizada com espectroscopia de absorcdo UV-vis.
Os resultados sé&o apresentados na Figura 5.1. Para fins de comparacdo, sao

apresentados os espectros das solucdes antes da redugcdo com citrato.

—— HAuCI,

—— CI-PVAIE

— HAuCI, - CI-PVAIE
np-Au
np-Au - CI-PVAIE

Absorbancia {(u.a.)

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.1 - Espectros de absor¢cdo UV-vis das solugdes antes e apds a redugdo com citrato.

O espectro do Hidrocloreto de poli(1-vinil-3-N-carboximetilimidazaolio)

(PVAIE) exibe uma banda intensa em 220 nm referente as transi¢cdes eletronicas
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(n—>n* e n—m*) no grupo imidazodlio. Enquanto isso, a solucdo de HAuUCI,
apresenta uma banda bem definida em 295 nm atribuida a transicdo ligante-
metal. A mistura das solu¢des de PVAIE e HAuCl, apresenta a banda em 222 nm
e em 320 nm atribuidas as mesmas transicées das solu¢des individuais. Apés a
reducdo com citrato, os espectros das solucdes de HAuCl,; e misturado com
PVAIE passam a exibir uma uUnica banda, a banda plasmonica, por volta de 530
nm. Para a amostra controle, np-Au-cit, 0 maximo da banda plasménica situa-se
em 533 nm, enquanto para a amostra np-Au-PVAIE esse valor € de 525 nm.
Embora relativamente pequeno, esse deslocamento para o azul indica que as np-
Au-PVAIE estdo mais individualizadas gracas a estabilidade eletrostérica
oferecida pelo PVAIE adsorvido nas nanoparticulas. Nota-se também que a
absorbancia das solucbes, apos a reducdo com citrato, sdo diferentes, sendo
maior para a solucdo de np-Au-PVAIE. Aparentemente, a presenca de PVAIE de
alguma forma favorece a reducdo Au®* para Au®, e com isso aumenta a taxa de
formacéo de np-Au.”®

Na Figura 5.2 sdo apresentadas fotografias digitais das misturas
reacionais, antes e apés a reducdo com citrato. Nao ha, aparentemente, qualquer

diferenca significativa devido a presenca do polimero.

e

Figura 5.2 — Solucdes antes da sintese e depois da sintese. (a) Solu¢cdo de HAuCI4 e solugao
sintetizada de np-Au. (b) Solucdo de HAuCl, com 500 pL de solugdo de PVAIE e solugéo
sintetizada de np-Au e PVAIE
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5.1.2 Morfologia e propriedades dos coloides

Na Figura 5.3 sédo apresentadas imagens de MET obtidas para as amostras de
np-Au-cit e np-Au-PVAIE-10, cujo 10 é a razdo molar Au/PVAIE. As
nanoparticulas, em ambas as amostras, sdo aproximadamente esféricas, com
didmetro médio de 15 nm (np-Au-cit) e 12 nm (np-Au-PVAIE-10 ). Os diametros
sdo muito proximos e compativeis com os valores relatados no trabalho de Wang
et al.® e cujo procedimento foi adotado aqui. Em ambas as imagens, percebe-se

que as particulas ndo formam agregados, independentemente do uso do PVAIE.”’

Figura 5.3 - Micrografias obtidas por MET das amostras np-Au-cit (a) e np-Au-PVAIE-10 (b).

Na Tabela 5.1 séo listados os valores do potencial zeta, diametro
hidrodinamico e diametro medido por MET. A primeira observacao a ser feita é da
variacdo do potencial zeta. Ainda que negativo, o potencial das np-Au-PVAIE-10,
€ muito inferior ao da np-Au-cit, sintetizada na auséncia de PVAIE. Sendo inferior

a |30 mv| esperava-se que fosse instavel. No entanto, como a solug¢do de np-

30



Au-PVAIE-10 é bastante estavel, presume-se que a estabilizacdo seja combinada,
eletrostéatica e estérica. De fato, comparando-se os valores de DH e Dygr, verifica-
se que apenas o valor de DH aumenta com introdugcdo de PVAIE, enquanto Dyt
permanece praticamente o mesmo. O DH é muito sensivel & presenca da
cobertura sobre as nanoparticulas e permite seguramente afirmar que as np-Au
estao recobertas pelo PVAIE.

Tabela 5.1 - Potencial zeta (£), diametro hidrodindAmico (DH) e didmetro estimado por MET (Dyer)

dos coloides preparados.

Amostra ¢ (mV) DH (nm) Dver (nm)

np-Au-cit -37,7 18,3 15+0,5
np-Au-PVAIE-5* -32,7 57,5 -
np-Au-PVAIE-10* -7,5 28,1 12+0,5

*5 e 10 representam a razdo molar Au/PVAIE

5.2 Filmes de np-Au-PVAIE e deteccao de cisteina

5.2.1. Deposigéao dos filmes

Os valores de potencial zeta determinados previamente permitiram definir
as arquiteturas dos filmes a serem depositados, considerando-se que a adsorgcéo
fosse controlada por interacdo eletrostatica entre os materiais. Sendo assim,
foram investigadas trés arquiteturas de filmes, a saber: filme-l1 (PVAIE/np-Au-cit)n;
filme-11 (PVAIE/np-Au-PVAIE); filme-lll (PDAC/np-Au-PVAIE)n, com n variando de
1 até 10 bicamadas. A adsorcdo dos materiais foi monitorada por espectroscopia

UV-vis e os resultados sao apresentados na Figura 5.4.
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Figura 5.4 Espectros de absor¢édo UV-vis obtidos na deposicéo do filme-I (a), filme-II (b) e filme-IlI
(c). Os gréficos d, e, f representam a variacdo da absorbancia maxima com o numero de

bicamadas depositadas dos filmes I, Il e Il respectivamente.
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De um modo geral, observa-se adsor¢cdo em todos os sistemas, uma vez
gue a quantidade de material adsorvido aumenta proporcionalmente ao numero
de bicamadas (graficos inseridos em cada conjunto de espectros). No filme-l,
Figura 5.4 a, os espectros sao alargados em relacdo ao espectro da solugéo de
deposicdo de np-Au-cit (ver Figura 5.4). Isso mostra que hd uma agregacado
maior das np-Au-cit no filme, o que leva a distor¢céo do efeito SPR e consequente
alargamento da banda. J4 nas outras duas arquiteturas depositadas com np-Au-
PVAIE, filme-1l e filme-lll (Figura 5.4 b e Figura 5.4 c), a banda plasmdnica é
muito similar aquela observada no espectro da solucédo de deposicdo de np-Au-
PVAIE. O espectro mostra uma banda simétrica, com maximo localizado entre
520 nm e 560 nm. Embora o0 maximo de absorbancia aumente proporcionalmente
ao numero de bicamadas, o que indica que as nanoparticulas estejam
gradativamente se agregando, é notavel que a banda permaneca relativamente
inalterada para um filme multicamadas. Portanto, as np-Au-PVAIE estdo
individualizadas nos filmes Il e Ill, gracas ao polimero PVAIE que impende a
aproximacdo das nanoparticulas. Ainda na Figura 5.4, nota-se que a quantidade
de material adsorvido é maior nos filmes Il e Ill, embora nos trés tipos de filmes a
quantidade de material adsorvido aumente linearmente com o numero de

bicamadas (Figura 5.4 d, e, f).>*
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5.2.2. Comportamento Eletroquimico dos Filmes

O comportamento eletroquimico dos filmes |, Il e Il depositados sobre
substrato de ITO foi investigado por VC em KCI (1,0 mol.L™") puro e com
KsFe(CN)s (1 mmol.L™ em KCI 1,0 mol.L™"). Na Figura 5.5 s&o apresentados os
voltamogramas para os trés tipos de filmes, n= 10 bicamadas, em KCI puro. Em
KCI, os trés filmes ndo mostram qualquer processo eletroquimico no intervalo de
0V a+1,0V. Esse resultado é importante, jA que o valor do onset de oxidacéo da
L-cisteina € +0,2-0,4 V dependendo do eletrdlito suporte e pH. O pico que
aparece nos voltamogramas dos trés filmes, acima de +1,0 V, é atribuido a reacao
de evolucdo de O, A repeticdo dos ciclos voltamétricos ocasiona um
estreitamento da area dos ciclos, principalmente aquela compreendida entre 0 V e
1,0 V. Esse estreitamento tem sido atribuido a diminuicdo no tamanho das np-Au,
ocasionado pela sucessédo de reacdes de oxidacdo de Au(0) e dissolugdo do
6xido formado (p. ex. Au(OH)s).”® Entretanto, o pico de reducdo do éxido em +0,5
V nao é observado no voltamograma de nenhum dos trés filmes. Dessa forma, o
estreitamento observado aqui estd mais relacionado com a limpeza que a
varredura do potencial promove, a qual elimina espécies adsorvidas durante a
manipulacéo do fillme. E importante destacar que o estreitamento se encerra apos
poucos ciclos de varredura do potencial, o que mostra que os filmes sé&o

eletroquimicamente estaveis.
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Figura 5.5. Voltamogramas obtidos em KCI 1,0 mol.L™, 100 mV.s™, com o filme-I (a),

filme-II (b) e filme-I11I (c).
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O comportamento eletroquimico dos filmes foi avaliado na presenga do par
redox Fe(CN)s*™ sob diferentes velocidades de varredura do potencial (v). O

KsFe(CN)s tem uma reacéo quasi-reversivel, tal qual:

Fe(CN)g> + e — Fe(CN)g"

cujo parametros cinéticos e termodinamicos ja sdo determinados com
diferentes eletrodos e podem ser usados como referéncia para o estudo com
novos eletrodos. Os voltamogramas e as respectivas curvas de J (anddico e

catédico) versus v'?

, sdo apresentados na Figura 5.6 para os trés diferentes
filmes. Como pode ser observado nas Figuras 5.6 a, b e ¢, os trés filmes séo
capazes de conduzir a reacao redox de interesse. Além disso, as densidades de
corrente obtidas para a oxidagdo (Jpa) € reducao (J,c) do par redox foram maiores
com os filmes contendo np-Au, quer seja np-Au-cit ou np-Au-PVAIE, do que com
o eletrodo de ITO sem filme (ver Tabela 5.2). Essa observacéo indica que as np-
Au, presentes nos filmes, aumentam a densidade de corrente e, com isso,
certamente a sensibilidade dos sensores a serem desenvolvidos. O aumento da
densidade de corrente promovido por nanoparticulas metalicas em eletrodos
modificados é fato recorrente na literatura. Outros parametros eletroquimicos séo
também positivamente influenciados pela presenca das nanoparticulas. Na
Tabela 5.2 sdo apresentados os parametros eletroquimicos determinados a partir
dos voltamogramas apresentados na Figura 5.6. No presente caso, verificamos

que os filmes com np-Au influenciam positivamente a resposta frente ao par

redox, em comparacao ao eletrodo de ITO sem filme.
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Figura 5.6 - Voltamogramas e curvas de J (anddico e catddico) versus V'* obtidas em solucéo de

KsFe(CN)g 0,1 mol.L™ em KCI 1,0 mol.L™ com o filme-I (a e d), filme-II (b e e) e filme-IIl (c e ).
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Tabela 5.2 - Parédmetros eletroquimicos para o filme | — PVAIE/np-Au-cit, filme Il — PVAIE/np-Au-
PVAIE e filme Il — PDAC/np-Au-PVAIE e para o controle (ITO sem filme) determinados por

voltametria ciclica em KsFe(CN)s 1 mmol.L™ em KCI 1,0 mol.L™. Valores determinados a v = 60

Amostra AEp (mV) Ei. (MV) Jpa (A.cm™) Kap (cmM.s™)
ITO 58 1,40 x 10° 2,82 x10°® 0,450
filme-| 76 1,27 x 10°® 1,20 x 10° 0,354
filme-Il 78 1,07 x 10° 9,19 x 10°® 0,269
filme-1lI 81 1,29 x 10° 1,23 x 10° 0,236

, - 79,80
* Calculo baseado no método de Nicholson.

Outro ponto importante a ser observado € o0 comportamento quasi-
reversivel controlado por difusdo do par redox sobre os filmes estudados atuando
como eletrodos, da mesma forma que é observado com eletrodos tradicionais.
Assumindo-se um comportamento quasi-reversivel para o par Fe(CN)s*™,
espera-se observar uma relagéo linear entre a densidade de corrente de pico (jp)

Y2y conforme

com a raiz quadrada da velocidade de varredura do potencial (v
previsto pela equagdo de Randles-Sevick modificada (o valor da &rea eletroativa

esta embutido na densidade de corrente):
Jp = (2,69x10%)n3/2D/2Cy1/2
onde j, é a densidade de corrente de pico (A.cm™), n é o nimero de mols
de elétrons transferidos, D é o coeficiente de difusdo do par redox (7,6 x 10°

cm®s™), C é a concentracdo do par redox (1 mmol.L™") e v é a velocidade de

varredura do potencial (mV.s™). Os gréficos das Figuras 5.6 d, e e f mostram
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claramente uma dependéncia linear de j, com v, 0 que confirma o

comportamento quasi-reversivel controlado por difuséo.

Desse modo, conclui-se que os filmes com np-Au sado promissores
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, haja visto que as np-Au
proporcionam um aumento na taxa de transferéncia eletrénica e na densidade de

corrente medidos.

5.2.3. Deteccéo de cisteina

A imobilizacdo de np-Au na forma de filmes teve como objetivo principal
aumentar a sensibilidade de um eletrodo frente a cisteina, numa combinacao de
guimiossorcdo da cisteina sobre as np-Au via ligacdo Au-S e aumento da
condutividade da superficie do eletrodo. Na Figura 5.7 sdo apresentados 0s
voltamogramas obtidos com os diferentes filmes para cisteina em diferentes
concentracdes (2 mmol.L™* a 8 mmol.L™"), em NaOH 0,1 mol.L™*. Como se observa
nesse estudo preliminar, a simples presenca das np-Au (np-Au-cit ou np-Au-
PVAIE) ja mostra efeito significativo sobre a resposta do ITO puro (Figura 5.7 a).
Com o ITO puro ndo se observa um pico definido de oxidacdo da cisteina,
esperado em 300 mV. Este valor pode variar um pouco dependendo do eletrodo
de trabalho utilizado e do eletrélito.” Os voltamogramas, para o ITO, apresentam
apenas a evolugcdo de O,, caracterizada por uma barreira de potencial que se
inicia em +0,4 V. Nesse caso, ha um deslocamento de todo o voltamograma para
maiores densidades de corrente com o0 aumento da concentracdo de cisteina. J&
com os filmes de np-Au, a oxidacdo da cisteina € melhor observada, com

correntes maiores e com picos melhor definidos.
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Figura 5.7 - Voltamogramas obtidos em cisteina em diferentes concentragdes, 2 mol.L™ a 8

mmol.L™" em NaOH 0,1 mol.L™, a 100 mV.s™ com os filmes controle (ITO sem filme) (a), filme I -
(PVAIE/np-Au-cit) (b), filme Il - (PVAIE/np-Au-PVAIE) (c) e filme Il - (PDAC/np-Au-PVAIE) (d).
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Os valores de corrente e potencial de pico, juntamente com os valores de
onset da oxidacao da cisteina conduzida com ITO puro e ITO modificado com os
trés tipos de filmes séo apresentados na Tabela 5.3. Comparando-se o0s
voltamogramas e os dados da Tabela 5.3 pode-se concluir que o filme-Ill € o que
melhor responde a cisteina, em termos de densidade de corrente de pico (maior)
e menor valor do onset da oxidagdo. Para os experimentos conduzidos com 0s
filmes 1, 1l e Ill, ha uma dependéncia linear de j,, com a concentracdo de cisteina

na faixa investigada.

Tabela 5.3 - Parametros eletroquimicos obtidos para a oxidagdo-reducédo da cisteina por VC a

100 mV.s™ com filmes de np-Au.

Amostra Jpa(A.cm™) Epa (MV) Onset(mV)
Filme-| 3,3x 10" +262 +73
Filme-II 1,2x 10° +292 +105
Filme-lIl 2,2x10° +338 -19

o filme | - (PVAIE/np-Au-cit), filme Il - (PVAIE/np-Au-PVAIE) e filme Ill - (PDAC/np-Au-
PVAIE).

Os valores de sensibilidade, expressos em A.(mol.L*.cm?™, obtidos a
partir do ajuste linear dos dados de VC foram: 0,95 filme-1, 0,87 filme-II, 0,96

filme-111.81:82
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5.3 Sintese fotoquimica de np-Au-PEI

5.3.1 Propriedades Opticas/Espectroscopia UV-vis das solucées

A caracterizagdo das amostras foi realizada primeiramente por
espectroscopia de absor¢céo UV-vis e os resultados sao apresentados na Figura
5.8. Na Figura 5.8, sdo apresentados os espectros das solu¢des de partida, antes
e depois do tratamento com luz UV por 30 min. Nota-se que a solucéo de PEI
pura ndo absorve na faixa de comprimento de onda investigado, enquanto a
solucdo de HAuCI, absorve em 294 nm (transi¢cdo ligante-metal do ion AuCly).
Quando PEI é misturado ao HAuCl,, a banda referente & absor¢do do ion AuCl,
da lugar a uma banda larga cuja absorbancia diminui com o aumento da razéo
PEI/Au. No espectro da mistura com maior razao PEI/Au, a absorbéancia em 294
nm chega ao minimo enquanto uma nova banda bem definida aparece em 349
nm. Essa banda é atribuida & complexacdo de Au** com os grupos amino do PEI.
Na Figura 5.8b sé&o apresentados os espectros das misturas de HAuCI4 + PElI,
apos o tratamento com luz UV por 30 min. Os espectros confirmam a formacéo de
np-Au-PElI com uma banda plasménica tipica, centrada entre 523 e 530 nm. Os
espectros sdo bastante simétricos, o que revela que as np-Au-PEl sé&o
individualizadas por conta do revestimento de PEI. A guantidade formada de np-
Au-PEI parece aumentar com o aumento da razao PEI/Au na solucéo de partida.
Além disso, 0 mesmo tratamento com luz UV da solug¢éo controle (solugéo aquosa
de HAuUCI, sem o polimero PEI) ndo foi capaz de produzir np-Au. Sera visto mais
adiante que o polimero PEI é capaz de conduzir sozinho a formag¢ao das np-Au-
PEI sob luz ambiente, embora nessa condicdo sejam necessarias mais de 5h de

reacao para a obtencédo de uma concentragdo minima de nanoparticulas.
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Figura 5.8 - Espectros UV-vis das solucdes puras e das misturas (a) antes e (b) depois do

tratamento com luz UV.
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Na Figura 5.9 sdo apresentadas fotografias digitais das misturas
reacionais, antes e apoés tratamento com luz UV por 30 min. Como pode ser
observado, o tratamento com luz UV leva a formacdo de solu¢des de cor roxa,

similares aquelas obtidas via sintese quimica.

Figura 5.9 — Solucdo pura de HAuUCI4 e as misturas de HAuCI4 e PEI antes da reducédo (a).

Solucado de np-Au pura e as misturas de np-Au e PEI depois da reducéo (b).

A cinética de formacdo das np-Au-PEl foi acompanhada por
espectroscopia UV-vis. O experimento foi conduzido com a mistura reacional
HAuCI4+PEI 10x, sob tratamento com luz UV e luz ambiente. Essa foi escolhida
por ser a composicdo intermediaria, com a qual ja se observou a formacédo de
nanoparticulas. Os espectros UV-vis e a variacdo da absorbancia com o tempo

de reacéo, luz ambiente e UV, sdo apresentados na Figura 5.10.
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Figura 5.10 - Espectros de absorgcdo UV-vis da mistura HAUCI4 + PEI-10x obtidos em diferentes

tempos de reacdo conduzida sob luz ambiente (a) e UV (b). Grafico da formacdo de
nanoparticulas por sua absorbancia maxima em fung¢édo do tempo, em luz ambiente (c) e em luz
UV (d).
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De uma forma geral o que se observa é que em ambas as condi¢des, luz
ambiente ou UV, as np-Au-PEI sdo formadas. Dessa forma, podemos concluir
primeiramente que o polimero PEI é capaz de conduzir a reacdo de reducdo do
precursor, HAuCl,, até a formacdo das nanoparticulas. Entretanto, nota-se que
sob luz ambiente (Figura 5.10a) a cinética é mais lenta e a quantidade de np-Au-
PEI formada é bem menor quando comparados aquelas formadas sob luz UV
(Figura 5.10b). Enquanto sdo necesséarios 300 min para a reacdo atingir o
equilibrio sob luz ambiente, apenas 10 min. sdo suficientes para a sintese sob luz
UV. Logo, o efeito da luz UV é evidente. De qualquer forma, o insucesso na
tentativa de sintese com luz UV na auséncia do polimero PEI também indica que
a participacao do polimero na sintese das np-Au-PEI é fundamental.

A forma da curva sigmoidal é referente ao processo auto—catalitico, observada na
sintese de nanoparticulas metélicas. O processo se inicia com um periodo de
inducdo (tp) durante o qual a absorcao da particula é desprezivel. A absor¢édo da
espécie originaria Au*® diminui de acordo com o aumento do tempo, no qual em t
= 0 o periodo de inducéo corresponde & nucleaco inicial das particulas.®® Assim,
a quantidade de nanoparticulas formadas é diretamente proporcional ao tempo de
reacdo. E possivel observar também pela curva sigmoidal que a quantidade de
nanoparticulas formadas é diretamente proporcional ao efeito da luz UV sobre o

polimero efetivando a reducéo das espécies.
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5.3.2 Morfologia e propriedades coloidais

As propriedades coloidais das np-Au-PEIl juntamente com o diametro
obtido por MET (Dwet) sao apresentados na Tabela 5.4. A primeira observagao a
ser feita é que todas as amostras exibem potencial zeta positivo. No entanto, esse
valor diminui com o aumento da razdo PEI/Au. O potencial positivo se deve a
protonacido dos grupo amino no PEI pelo HAuCl,;. A medida que a razdo PEI/Au
aumenta, também aumenta o numero de grupos amino que disputam pelos
protons disponiveis em solucao e, por isso, ha reducao do potencial zeta. O valor
de D.H. também diminui com o aumento da razdo PEI/Au. A medida que a raz&o
PEI/Au aumenta, o nimero de cadeias de PEI na forma neutra (n&o-protonada)
também aumenta. Na forma neutra, as cadeias podem se enovelar e entdo
ocupar um volume hidrodinamico menor que aquele ocupado na forma ionizada

(protonada).

Tabela 5. 4 — Proriedades coloidais e Dyegrdas misturas np-Au e PEL.

Amostra ¢ (mV) D. H. (nm)? Dyver (nm)°
np-Au-PEI-05 + 39,7 109,3 356+1,5
np-Au-PEI-10 + 26,0 55,5 129+0,4
np-Au-PEI-20 +22,1 29,0 8,6+0,3
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Na Figura 5.11 sdo apresentadas as imagens de MET e as curvas de
distribuicdo de tamanhos das amostras np-Au-PEIl preparadas com diferentes
razbes PEI/Au. Como pode ser observado, em todas as condi¢des ha a formacgéo
de nanoparticulas esféricas. Entretanto, na menor razdo PEI/Au, a amostra é
heterogénea, com pequenas nhanoparticulas esféricas e placas de extenséo
micrométrica, na forma de hexagonos e triangulos (Figura 5.11a). Tal
heterogeneidade se reflete na curva de distribuicdo de tamanhos (Figura 5.11d),
tipica de uma amostra polidispersa. J& as amostras np-Au-PEI-10 (Figura 5.11b)
e np-Au-PEI-20 (Figura 5.11c) sédo formadas exclusivamente por nanoparticulas
esféricas. As respectivas curvas de distribuicdo sdo mais estreitas. Nota-se,
conforme listado na Tabela 5.4, que o diametro médio das np-Au-PEI diminui com
0 aumento da raz&o PEI/Au.

Como foi verificado que PEI e Au®* se complexam, os grupos amino do PEI
servem de sitio de nucleacao para a formacao das nanoparticulas. Sendo assim,
guanto maior a razdo PEI/Au empregada, maior deve ser a taxa de nucleacéo e,
certamente, nanoparticulas de tamanho menor serdo produzidas. Por sua vez,
guando essa razdo diminui, a taxa de crescimento aumenta, de modo que poucos

nucleos sado formados e as particulas formadas sdao maiores.
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Figura 5.11 - Imagens de MET e curva de distribuicdo de tamanhos das amostras np-Au-PEI-05

(a,d), np-Au-PEI-10 (b,e) e np-Au-PEI-20 (c,f).
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O processo de nucleacéao pode ser observado pelos resultados obtidos na
voltametria ciclica das solu¢des (Figura 5.12), realizada para verificar a oxidagéo

das espécies de Au.

4,0x10*
| ——HAuCI, +1,00V - Au(0)—> Au(lll)
.| —PEI
30407 HAuCI, + PEI
2,0x10*
<
Q@ 1.0x10" = gentido da Varredura
o
o 0,0 L 7
O
10x107 270,28 A1) —>A(0)
A +0,52V Au(lll)—=Au (0)
-2,0x10" |-
1 : 1 X 1 i 1 M 1 \ 1 X 1 X 1 ' 1

04 02 00 ©02 O04 06 08 10 12 14
E vs Ag/AgCI

Figura 5.12 — Voltametria ciclica das solugdes de HAuUCI, (6,0 x10® mol.L™), PEI (1 g.mol™) e a

mistura das solucdes na raz&o molar PEI / Au 10:1, a velocidade de 50 mV.

Para o procedimento utilizou-se o ITO como eletrodo de trabalho, e as
solucdes de HAUCI, (6,0 x10® mol.L™"), PEI (1 g.mol™) e a mistura entre as duas
solucdes (PEI - HAuCl,;), como eletrélitos. Na mistura (PEI - HAuUCI,) foi possivel
verificar que o PEI inibe a oxidacdo e reducdo das espécies de Au, observado
pela diminuicdo da corrente e dos eventos caracteristicos da oxidacao e reducgéo
do Au, isto porque no PEI ndo é possivel observar nenhuma reducdo ou oxidacao
nos potenciais relativos aos eventos de oxirreducéo do Au, ou seja, o PEI ndo é
capaz de por si so, reduzir o ouro, entretanto, interage de forma significativa como
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7

0 HAuCl,. Este resultado é reproduzido de dados recorrentes na literatura,
Scaravelli,®® mostra tais resultados no estudo de sintese direta de nanoparticulas
na presencga de polimeros com grupos aminados, cuja reducdo do ouro ocorre
no potencial de 0,72 V e a oxidagcdo no pontecial de 1,4. Potenciais estes bem
proximos aos descritos neste trabalho averiguando que os resultados estdo de
acordo com dados da literatura.

O mecanismo de reacdo (Figura 5.13) é proposto segundo 0 mecanismo
de Sakamoto.®®* Os grupos doadores de e’, como os grupos aminados no PEI,
participam do processo de nucleacdo das espécies excitadas do acido cloroaurico
[Au**CI*], nas quais, foram excitadas pela absorcéo dos fétons da luz UV. Os
fétons incidentes da luz reduzem as espécies de ouro, de Au*® para Au*?. Porém,
esta Ultima espécie é muito instavel e se reduz rapidamente para Au’. Uma vez
que o meio contém elétrons livres, a espécie Au® adquire um elétron reduzindo a
AW’. Observa-se também na Figura 5.13 que a reacdo PEI — HAuUCl, é uma

reacdo acido —base, no qual o PEI se comporta como uma base de Lewis.

HAuCl +PEI — PEI-H™ : AuCly
ArtCl,” e Aantcly )

Au™t Augim=3.2,1)
PEI

nAu® — (Au?),

Figura 5.13 — Mecanismo de reacgdo para a reducao do acido cloroaurico, na presenca do PEI.
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5.3.3 Viabilidade Celular

Os tratamentos com as nanoparticulas de ouro cobertas com PEI nas
concentracfes 12.5, 25, 50, 100 e 200 pg de Au por mililitro, apresentaram efeito

significativo sobre a viabilidade das células normais e tumorais (Figura 5.14).

Pdde-se observar que em ambas (Figura 5.14 a e b) as células estudadas
a citotoxicidade deu-se de forma concentracdo-dependente. Ou seja, quanto
maior a concentracdo de np-Au-PEl 5, 10 e 20 as quais as células foram

expostas, maior a reducéo da viabilidade.

Apés tratamento com as diferentes formulagées de nanoparticulas, com
concentragcbes crescentes de PEI, ambas as células apresentaram padrdes de
viabilidade semelhantes, ndo evidenciando uma diferenca estatisticamente
significante entre as trés formulagbes. Ainda que estatisticamente nao
significante, o aumento gradual da concentracdo do polimero PEl nas
formulacbes parece favorecer a manutengdo da viabilidade, uma vez que a
viabilidade na linhagem MCF-7 é levemente aumentada na concentracdo de 50
pg/ml, com os seguintes valores de viabilidade 55,7 % £ 6,9, 71,2 % + 6,4, 79,1 %
+ 3,4 para np-Au-PEl 5%, np-Au-PEl 10x e np-Au-PEl 20x, respectivamente
(Figura 5.14 b). Este comportamento é atribuido ao PEI, o qual é biocompativel, e
forma a camada de protecéo para np-Au. O revestimento de PEI assegura maior
citocompatibilidade de np-Au, que néao afeta significativamente a viabilidade de
células normais. Portanto, estas particulas poderiam ser exploradas para muitas
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aplicacdes bioldgicas, tais como a entrega de drogas °" e terapia fototérmica

contra células tumorais.
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Figura 5.14 Viabilidade celular de tecido conjuntivo humano e adenocarcinoma mamario humano
(MCF-7) apés tratamento com np-Au-PEI por 72 horas. Células normais (A) e tumorais (B) tratadas
com diferentes concentracdes de nanoparticulas de ouro cobertas com PEI, como indicado. Os dados
sdo apresentados como porcentagem de células viaveis + desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes. * Estatisticamente significante, * P < 0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001.
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6. CONCLUSOES

Nanoparticulas esféricas de ouro podem ser produzidas na presenca de
polimeros estabilizantes, tanto por método quimico quanto fotoquimico, na forma
de solucdes coloidais estaveis. O tamanho e distribuicdo de tamanhos dependem
da concentracdo de polimero empregado.

As nanoparticulas de ouro sintetizadas na presenca do hidrocloreto de
poli(1-vinil-3-N-carboximetil imidazdlio), np-Au-PVAIE, apresentam diametro de
12-15 nm e potencial zeta ligeiramente negativo devido ao pareamento ibnico
entre as moléculas de citrato e o cation imidazolio do polimero. Quando
depositadas na forma de filmes ultrafinos, as np-Au-PVAIE mantém estrutura
individualizada, gracas a cobertura do polimero. Os filmes mostram resposta
eletroquimica melhor que do eletrodo sem filme, tanto para caracterizacao do par
redox ferri/ferrocianeto quanto para oxidacao da cisteina.

As nanoparticulas sintetizadas via fotoquimica da presenca de poli(etileno
imina), np-Au-PEI, apresentam didmetros médios variando entre 35,6 nm e 8,6
nm e potencial zeta positivo, dependendo da concentracao utilizada de PEI. As
np-Au-PEI podem ser obtidas sob luz ambiente, apenas pela acdo redutora dos
grupos amino do PEI. No entanto, nessa condicdo sao necessarias cerca de 5h
de reacdo. Por outro lado, a luz UV acelera o processo que pode ser concluido
num intervalo de 10 minutos. As np-Au-PEI ndo apresentam toxicidade quando

avaliadas em ensaio de viabilidade celular com células de adenocarcinoma da

mama humano e células do tecido conjuntivo humano normais.
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7. TRABALHOS FUTUROS

i) Desenvolvimento de método analitico para deteccdo de cisteina.
Empregar voltametria de pulso diferencial e/ou amperometria para calibracdo e

determinacao de cisteina em amostras reais com os filmes de nanoparticulas.

i) Sintese fotoquimica de nanoparticulas de ouro na presenca de outros
polimeros. Empregar polimeros de interesse biomédico, de diferentes massas
molares, para a sintese fotoquimica de nanoparticulas de ouro. Avaliar o efeito da
massa molar e do tipo de polimero sobre a estrutura e propriedades das

nanoparticulas obtidas.

iii) Aplicacdo das nanoparticulas de ouro em terapia fototérmica.

Desenvolver formulagcbes de nanoparticulas com polimeros biocompativeis,

avaliar viabilidade celular e testar procedimento de terapia com sistemas modelo.
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