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RESUMO

A interacao entre moléculas fluorescentes e nanoparticulas metalicas tem despertado
grande interesse devido aos seus potenciais aplicacdes como em deteccdo de ions
metélicos, sensor de tidis intracelulares, detec¢cdo de inseticidas, imuno ensaios de
fluorescéncia, medida da distancia entre os sitios de ligacdo e medidas de pH
intracelular. A presenca de AuNPs pode alterar as propriedades fotofisicas dos
compostos fluorescentes, aumentando, diminuindo e/ou desviando a emissédo da
fluorescéncia. O objetivo desse trabalho, foi desvendar a interacdo entre AuNPs e
fluoréforos derivados de borodipirrometenos (BODIPYs). Para tal, foram utilizados
nove fluoréforos e diferentes estratégias de conjugacédo, através de ligacao
eletrostatica, covalente e com o0 uso de espacador. Os dados parecem indicar que
AuNPs se comportam como quenchers, ou seja, sdo capazes de suprimir a
fluorescéncia dos compostos estudados. Neste estudo, desenvolvemos um método
de funcionalizacdo de AuNPs com BODIPYs, pois acreditamos na aplicacdo do
material em nano e biossensores, nanotoxicologia, e em técnicas
imunocromatograficas fluorescentes baseadas nas juncdes das propriedades Opticas
e eletrbnicas de AuNPs e compostos fluorescentes.

Palavras chaves: AuNPs, fluorescéncia, BODIPY, nanotecnologia



ABSTRACT

The interaction between fluorescent molecules and metallic nanoparticles has
aroused great interest due to its potential applications in metal ion detection,
intracellular thiol sensor, insecticide detection, fluorescence immunoassays,
measurement of the distance between binding contacts and pH measurements
intracellular. The presence of AuNPs can alter the photophysical properties of
fluorescent compounds, increasing, decreasing and/or shifting the fluorescence
emission. The objective of this work is to unravel an interaction between AuNPs and
fluorophores derived from borodipyrromethenes (BODIPYS). For this purpose, nine
fluorophores and different conjugation objectives were used, through electrostatic and
covalent bonding and with the use of a spacer. The data seem to indicate that AUNPs
behave like quenchers, that is, they are capable of suppressing the fluorescence of
the studied compounds. In this study, we developed a method for the functionalization
of AUNPs with BODIPYs, as we believe in the application of the material in nano and
biosensors, nanotoxicology, and in fluorescent immunochromatographic techniques
based on the junction of optical and electronic properties of AUNPs and fluorescent

compounds.

Key-words: AuNPs, fluorescence, BODIPY, nanotecnology
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1) INTRODUCAO

O desenvolvimento e dominio de novos materiais sempre fascinou a humanidade,
estando intimamente ligados a histéria e evolucdo do mundo. Neste contexto, as
nanoparticulas de ouro (AuNPs), assim como o0 uso de técnicas fluorimétricas,
ajudaram de certa forma nessa evolugcdo, principalmente em seu uso como
ferramentas analiticas. A interacdo entre moléculas fluorescentes e nanoparticulas
metalicas tem atraido grande interesse devido as suas inumeras aplicacfes, como
em deteccdo de ions metdlicos!, sensor de tidis intracelulares?, detecgdo de
inseticidas®, imuno ensaios de fluorescéncia*®, medida da distancia entre os sitios de

ligacdo® e medidas de pH intracelular’.

Essa interacdo, pode alterar as propriedades fotofisicas dos compostos
fluorescentes, aumentando, diminuindo e/ou desviando a emisséo da fluorescéncia®?,
e € uma abordagem interessante para o desenvolvimento de novos materiais. Assim,
o entendimento pormenorizado dos fenbmenos resultantes dessa interacdo pode ser
muito Util para o desenvolvimento de pesquisas nas areas de microscopia, elucidacao

de processos e atividades celulares, sensores e testes diagnoésticos.

Inimeras substancias podem emitir fluorescéncia e atualmente um grupo vem
ganhando destaque nas pesquisas, 0os derivados do anel borodipirrometeno,
conhecidos pelo acrénimo BODIPY. Eles se destacam pelo brilho intenso, alto
rendimento quantico e estabilidade quimica. No que se refere a nanotecnologia, com
destaque as AuNPs, diversos materiais com diferentes aplicacbes vém sendo
desenvolvidos, caracterizando um campo de pesquisa emergente e com grandes

perspectivas para 0s prOXimos anos.

Sabendo da importancia tecnoldgica de sistemas de AuNPs em diversas aplicacfes
€ interessante elucidar as propriedades de sistemas de AuNPs conjugadas a
fluoréforos organicos. Alem disso, determinar os modos de conjugacao entre AUNPSs
e fluor6foro pode dar suporte ao desenvolvimento de novos materiais. Assim, neste
trabalho desenvolvemos um método de funcionalizagdo de AuNPs com BODIPYs,
com intuito de aplicar o material em nano e biossensores, nanotoxicologia e em
técnicas de imunocromatografia fluorescente baseados nas junc¢des das propriedades

Oticas e eletronicas das AuNPs e dos compostos fluorescentes.
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2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

De acordo com o National Nanotechnology Initiative!?, as nanoparticulas (NPs) sédo
definidas como materiais que possuem escala microscopicas com variacdo de 1 a
100nm (10-° metro). Justamente por conta do seu tamanho diminuto, bem como das
formas variadas que essas particulas podem assumir, as NPs possuem
caracteristicas singulares relacionadas as suas propriedades épticas, eletronicas! e
cataliticas??, além da excelente relacdo area/volume, favorecendo uma melhor

interacao e reatividade.

A nanotecnologia € um campo emergente que criou grandes oportunidades, seja por
meio do desenvolvimento de novos materiais ou pelo aprimoramento das
propriedades dos ja existentes. Vale ressaltar que esta € uma area de pesquisa inter
e multidisciplinar, com impacto cientifico nas areas da quimica, fisica, engenharia,

medicina, biologia e informatica, permitindo atuacdo em iniUmeras aplicacdes.

As NPs podem ser produzidas de diversos materiais como metais, polimeros, lipidios,
materiais magnéticos e pontos quanticos, e sdo sintetizadas por processos fisicos,
guimicos ou até mesmo biolégicos. Com alteracdes nos métodos e materiais de
partida, € possivel sintetizar particulas de formatos variados como esferas, cubos,
tubos, prismas, octaedros e outros!® e cada forma ird apresentar diferentes

propriedades fisicas'*.

A sintese de nanoparticulas pode seguir dois principios distintos: sintese “top down",
ou seja, de cima para baixo; ou sintese "bottom up”, de baixo para cima. Para
procedimentos "de cima para baixo", um estado macro € sistematicamente dividido
para gerar um material progressivamente menor a fim de sintetizar nanoparticulas de
dimensbes desejadas. Neste caso, a montagem e formacdo de particulas sao
controladas por um padrdo ou matriz. No entanto, o método "de cima para baixo"
limitado em relag&o ao controle do tamanho e forma das particulas. Em contraste, na
estratégia "bottom up”, a formagéo de NPs se origina de particulas individuais, como
atomos ou moléculas, através da inducdo de um auto-arranjo entre elas ou da
reducédo dos ions que irdo compor o material de moléculas individuais, e envolve uma

reducdo quimica ou biolégical®.
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2.1.1 Nanoparticulas de Ouro

O ouro é um material inerte e resistente a oxidacéo, o que o torna uma importante
ferramenta para uso em tecnologias em nanoescala. Ressalta-se ainda dentre as
vantagens do ouro da producdo de materiais nanoparticulados, a facilidade na

funcionalizacdo da superficie, a alta estabilidade quimica e biocompatibilidade?®.

O uso do ouro coloidal € datado desde a Roma antiga, para uso medicinal. Durante a
idade média, as nanoparticulas de ouro foram utilizadas também para fins decorativos
além do uso terapéutico. Em 1857, o cientista inglés Michael Faraday foi o primeiro a
correlacionar a coloracdo avermelhada a nanoparticulas de ouro e notar que a
variacdo de cor da solucédo coloidal estava relacionada ao tamanho das particulas?’.
Gustave Mie, em 1908, no que ficou conhecido como a Teoria de Mie, conseguiu
explicar a razdo das cores do ouro coloidal, através da solucdo das equacdes de
Maxwell sobre eletromagnetismo’®. A partir da década de 1950, a nanotecnologia
ganhou maior espaco na ciéncia, e em 1951 Jonh Turkevich propés um método de
sintese quimica das AuNPs, através da reducéo dos ions de ouro com o uso de citrato
de sédio como agente redutor?®. O método ainda é amplamente utilizado atualmente,
sendo adaptado e empregado por diversos grupos de pesquisa, inclusive neste
estudo.

Devido as suas propriedades, as AuUNPs atraem muita atencdo em diversas areas de
pesquisa, propriedades que dependem da forma, carga, estrutura cristalina,
revestimento superficial e da tendéncia para formar agregados. Com a diminui¢do do
didmetro das NPs, ha um incremento da sua area superficial, logo, ocorre também
um aumento da reatividade/conjugacdo com outros atomos e/ou moléculas?®,
permitindo a funcionalizacdo com agentes especificos para o desenvolvimento de
novos materiais com propriedades interessantes. Dependendo do objetivo a ser
desenvolvido, as AUNPs podem ser conjugadas a sondas fluorescentes?!, DNA??,
anticorpos?® e farmacos?* (Figura 1), através de interacGes eletrostaticas ou de
ligacdo covalente. No caso de AuNPs sintetizadas através da redugéo por citrato,
devido a fraqueza das ligacdes Au-citrato, a substituicdo dos ligantes de citrato por
ligantes tiolato ocorre facilmente. Esta substituicdo é experimentalmente muito

simples e envolve a reacéo das citrato-AuNPs com ti6is'®. A presenca de enxofre, em

14



grupos funcionais como tiol, tiocianato e isotiocianato, permite uma melhor
estabilidade das AuNPs e podem proporcionar novas propriedades ou funcdes para
as particulas, uma vez que o uso de ligantes/espacadores sdo comumente utilizados

em ensaios de conjugacédo covalente com biomoléculas?®.

% v
Incremento da 2, ’
area superficial AL AV - P
q ° s 5 g
AL 7t
Material a Nanoparticulas Q . .\\\
granel \
Nanoparticulas funcionalizadas
A4 ,
. Drogas . Lipideos |f Anticorpos Fluoréforos
Marcadores £ % Proteinas/
o The ,)@, DNA /RNA Q Tumorais » peptideos ' Surfactantes

Figura 1. Diagrama de funcionalizagdo superficial de nanoparticulas 2°.

As propriedades fisicas das AuNPs fazem com que elas interajam de maneiras
diversas com a luz (Figura 2), conferindo a elas propriedades Opticas especificas.
Vale ressaltar o espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS), a
fluorescéncia melhorada pelo metal (MEF) e a ressonancia plasmonica de superficie

(RPS) como exemplo de fendmenos épticos de interesse para 0 hosso trabalho.

A espectroscopia de Raman € uma técnica baseada no espalhamento inelastico da
energia do laser incidente, resultando em picos espectrais, devido aos modos
vibracionais da molécula, que sdo deslocados em frequéncia a partir da energia
incidente?6. A SERS, é uma técnica derivada do Raman, e fornece informacdes sobre
o material que foi adsorvido na superficie das NPs e possui uma sensibilidade mais
alta que a espectroscopia de Raman normal. A SERS surge de um mecanismo com

as seguintes etapas: (1) Um analito é adsorvido em uma NP, entdo a frequéncia de

15



excitacdo é escolhida e ira excitar o plasmon e criar o espalhamento. (2) A energia do
plasmon é transferida para as moléculas adsorvidas e o processo Raman ocorre na
molécula adsorvida. (3) A energia é transferida de volta para o plasmon, menos a
guantidade transferida para o material adsorvido, e espalhados da superficie

conforme o comprimento de onda de excitagdo?’.

——

N .
Joyay

Absorbéancia

Figura 2. Representagdo esquematica das oscilagbes de carga de superficie induzida causadas por
um campo de luz externa e possiveis respostas espectroscopicas?3.

Ja ressonancia plasménica de superficie (RPS) é, talvez, o fenbmeno de maior
importancia das AuNPs, sendo caracterizado pela oscilacdo coletiva dos elétrons
livres da banda de conducéo, criando uma densidade de carga na sua superficie
guando submetidas a um campo eletromagnético!! (figura 3). O fenbmeno esta
intimamente relacionado ao tamanho das NPs e a adsorcdo de moléculas sobre a
superficie das particulas, resulta em mudancas no indice de refracdo proximo a
superficie do metal e, como consequéncia, a RPS ocorrerd em uma frequéncia

diferente, sendo possivel seu uso como uma importante ferramenta analitica?®.

O MEF se trata de um fendmeno relacionado com o conceito de fluorescéncia e sera

abordado posteriormente em um subtdpico especifico.
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Figura 3. Representacéo da ressonancia plasménica de superficie.

2.2 FLUORESCENCIA

Relatada pela primeira vez pelo botanico Nicolas Monardes, em 1565, ao observar a
emissao de luz pelo extrato vegetal de Lignum Nephriticum, a fluorescéncia pode ser
descrita, de maneira resumida, como um fendmeno fisico de emissao de luz. Ao longo
dos séculos, inimeros cientistas pesquisaram e publicaram sobre esse fendmeno?°.
Em 1602, Cascariolo foi o primeiro a reportar e explorar o fendmeno da
fosforescéncia, observada em rochas de barita, no que ficou conhecido como a pedra
de Bolonha. Ja em 1845 John Herschel, relatou o aparecimento de um “belo azul
celestial’ na superficie de uma solugao de sulfato de quinina, fendmeno denominado
por ele como dispersao interna da luz. Logo apos, em 1852, George Gabriel Stokes,
dando continuidade aos estudos de Herschel com solucdes de sulfato de quinina,
publicou um artigo intitulado “On the refrangibility of light”, no qual propds que o
fenbmeno se tratava da emissao de luz apds a absorcao de luz, sendo o responséavel

de introducéo do termo fluorescéncia?®-2,

A fluorescéncia é um fenémeno fisico que esta contido em um contexto mais amplo,
o da luminescéncia. Definida como a emissdo de luz por corpos frios apdés o
decaimento de energia em materiais em um estado eletrbnico excitado, a
luminescéncia é classificada de acordo com o estimulo que gerou o estado excitado,

podendo ser um estimulo elétrico, através do atrito, calor, reacdo quimica, estimulo
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luminoso, dentre outros. Quando a emissdo resulta de um estimulo luminoso,
observamos a fotoluminescéncia, que por sua vez é dividida em duas categorias —
fluorescéncia e fosforescéncia. Esses dois tipos de fotoluminescéncia diferem um do
outra de acordo com a multiplicidade do estado excitado da substancia. Enquanto a
fluorescéncia resulta de um estado excitado singleto, a fosforescéncia resulta de um
estado excitado tripleto. O estado tripleto € alcancado em uma escala de tempo mais
longa do que o estado singleto, o que explica a outra diferenca essencial entre esses
dois conceitos: o tempo de vida de fluorescéncia € mais curto do que o tempo de vida

de fosforescéncia®2°.

Muitas técnicas laboratoriais modernas dependem da andlise da fluorescéncia, e a
espectroscopia de fluorescéncia € atualmente uma das principais ferramentas

analiticas em pesquisas na area de bioguimica, biofisica e biotecnologia®.

O fenbmeno da fluorescéncia ocorre seguindo 0S seguintes processos: excitacao,
emissao e transicoes nao radiativas (Figura 4). Na excitacéo, ocorre a absorcéo de
um féton pela espécie fluorescente, passando de um estado singleto ndo excitado
(estado SO) para um estado singleto excitado (niveis S1, S2), num processo que
ocorre na ordem de 10° segundos. Ja a emissdo, ocorre a partir do retorno radiativo
ao estado fundamental apos atingir alto nivel vibracional pelo processo de absorcao.
ApGs atingir o estado excitado, a espécie fluorescente retorna ao estado fundamental,
liberando 0 excesso de energia ao ambiente circundante. Ocorre que, apos a
excitacdo, o fluoréforo também pode retornar ao seu estado fundamental com
disperséo da energia por processos de vibracao e liberacdo de calor, ou seja, sem
emisséao radiativa. O retorno do estado excitado ao estado fundamental sem emissao
de fétons é conhecido como transicdo ndo-radiativa e compete com 0S processos
radiativos (que geram emissdo). De maneira geral, os processos nao-radiativos
devem ser suprimidos para alcancar alta eficiéncia quéantica nos materiais

luminescentes 830,
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Figura 4. Processos do fendbmeno de luminescéncia.

Os processos ocorridos entre a absorgédo e a emissao de luz sdo geralmente
ilustrados através do diagrama de Jablonski, que é frequentemente usado como ponto
de partida para discutir a absorcéo e a emisséo de luz (Figura 5). Nesse diagrama a
energia é colocada na ordenada, e os diferentes niveis energéticos e vibracionais de
um material estdo representados. As transicoes eletrbnicas radiativas e nao-
radiativas sdo representadas por setas verticais conectando os niveis energéticos e
a energia dessas transicOes eletrbnicas estdo relacionadas com o0s espectros de

absorcao e emisséo observados experimentalmente.
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Figura 5. Diagrama de Jablonski 31,
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O fenbmeno da fluorescéncia exibe uma série de caracteristicas gerais, entre elas o
desvio de Stokes, que consiste na diferenca entre o comprimento de onda de
absorgcao (Aabs) € 0 comprimento de emissao (Aem). Devido a perda de energia nos
processos nado radiativos de relaxacdo vibracional e conversdao interna, o
comprimento de onda de emissao sempre sera maior que o comprimento de onda de

absorcédo, logo, menos energético®°,

Outra caracteristica importante dos compostos fluorescentes é conhecida como
rendimento quantico de fluorescéncia (®fl), que consiste na raz&o entre o nimero de
fétons emitidos nos processos de emissdo em relacdo ao numero de fétons
absorvidos no processo de excitacdo eletronica. O rendimento quantico de
fluorescéncia € dado por um valor entre 0 e 1, sendo que um valor igual a 1 indica
uma substancia na qual 100% dos fotons absorvidos sdo emitidos na forma de
fluorescéncia, ou seja, se trataria de uma fluorescéncia muito eficiente. Raros séo os
casos de materiais com rendimento quéantico proximo a unidade, isso ocorre pois as
transicbes néo radiativas competem com as transi¢cdes radiativas, assim nem todo
foton absorvido resulta em emisséo de fluorescéncia®. Cabe salientar, todavia, que a
intensidade de emissao de fluorescéncia é também determinada pelo coeficiente de
absortividade molar da substancia, ou seja, a sua capacidade de absorver fotons. De
maneira geral, as substancias com intensa emissao de fluorescéncia séo aquelas que
combinam alto coeficiente de absorptividade molar e alto rendimento quantico de

fluorescéncia.

Por fim, vale ressaltar que o tempo de vida da fluorescéncia (t) também é uma
caracteristica importante a ser avaliada nos compostos fluorescentes. Essa
propriedade é definida como o tempo médio que a molécula passa no estado excitado
antes de retornar ao estado fundamental. Geralmente, tempos de vida de
fluorescéncia sédo proximos a 10 s, enquanto o tempo de vida de fosforescéncia é
mais longo, na ordem de milissegundos, pois depende do processo de cruzamento
interssistemas®. O tempo de vida de fotoluminescéncia dos materiais é explorado em
técnicas de analises fluorimétricas resolvidas no tempo, que encontram utilizacao na
area de microscopia resolvida no tempo (FLIM, do inglés fluorescence lifetime

imaging), mas cuja discusséo detalhada vai além do escopo deste trabalho.

20



2.2.1 Fluoro6foros organicos

As substancias fluorescentes sdo comumente denominadas “fluoréforos”, e diferentes
técnicas fluorimétricas podem ser aplicadas na andlise da emissao de fluoroforos
intrinsecos ou extrinsecos. Os fluoréforos intrinsecos sdo aqueles que ocorrem
naturalmente na amostra a ser analisada, como por exemplo os aminoacidos
aromaticos e as coenzimas NADH e FADH (Figura 6). A analise fluorimétrica de
substancias naturalmente fluorescentes é muito conveniente, porém, na pratica,
poucos analitos possuem fluorescéncia intrinseca. Nesses casos se faz necessaria a
aplicacao de fluoroforos extrinsecos, adicionados as amostras para atuarem como

sondas fluorescentess.
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Figura 6. Exemplo de fluoréforos intrinsecos. Em vermelho, a parte responsavel pela fluorescéncia do
composto.

A fluorescéncia ocorre em diferentes materiais, como compostos organicos
aromaticos e heteroaromaticos, cations de lantanideos (Eu e Th), pontos quanticos e
até mesmo em algumas proteinas®?°. As pequenas moléculas organicas (Figura 7)
como os derivados de fluoresceina, rodamina, cianinas e cumarinas estao entre 0os
fluoréforos de uso mais difundido na area da bioquimica e biotecnologia®. Nota-se que

a presenca de anel aromatico ou heteroaroméatico € comum nos compostos
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fluorescentes, uma vez que a presenca de ligacdes n conjugadas em um sistema
rigido diminui a perda de energia por vias ndo-radiativas, favorecendo a emissdo da

fluorescéncias°.
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Figura 7. Exemplos de fluoréforos derivados de pequenas moléculas organicas.

2.2.2 Derivados borodipirrometeno (BODIPY)

Dentro da classe dos compostos organicos fluorescentes, se encontram também os
boro-dipirrometenos (BODIPYSs), corantes cuja aplicacéo foi introduzida no final da
década de 1980 e que vém substituindo derivados da fluoresceina e rodamina em
vérias aplicagBes tecnologicas. Quimicamente, os BODIPYs sdo complexos de
dipirrometeno com um atomo de boro quaternario (Figura 8) que geralmente possuem
propriedades fotofisicas interessantes como brilho intenso, alto rendimento quantico
de fluorescéncia, e alto coeficiente de absorptividade molar. Além disso, se trata de
uma classe de substancias altamente versatil e estaveis, cujas propriedades e

aplicacdes podem ser alteradas a partir de métodos de funcionalizacéo®.
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Figura 8. Estrutura quimica do anel BODIPY.
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Assim como as AuNPs, os BODIPYs podem ser submetido a reacbes de
funcionalizacéo, visando o desenvolvimento de substancias com propriedades
especificas (deteccdo, quantificacdo, microscopia, fototerapia), e diversos grupos de
pesquisa vém desenvolvendo métodos de funcionalizacdo dos BODIPYs afim de
produzir fluoréforos com caracteristicas e propriedades especificas. A funcionalizacéo
dos BODIPYs pode ser alcancada a partir de alteragbes nos materiais de partida
utilizados na sua sintese, a pré-funcionalizacéo, ou através da reacao direta de um

BODIPY para inser¢cao de um grupo quimico, a pos-funcionalizacao (Figura 9A).

s

A funcionalizacdo de BODIPYs é util no desenvolvimento de fluoréforos com
caracteristicas Opticas diversas. Fluoroforos com emissdes deslocadas para o
vermelho, podem ser obtidos a partir de reacdes de substituicdo nas posicdes 3 e 5,
enquanto a preparagédo de BODIPYs deslocados para o azul envolve a insergéo de
aminas na posicdo 83334, Qutro exemplo da aplicacdo de modificacédo estrutural dos
BODIPYs, € a funcionalizacdo com grupos funcionais reativos, visando a aplicacéo
de corantes fluorescentes em bioquimica para bioconjugacdo com biomoléculas,
como anticorpos e proteinas em geral. Nesse contexto, corantes fluorescentes séo
comumente funcionalizados com grupos funcionais que reagem diretamente ou
indiretamente com grupos funcionais presentes nas biomoléculas. Um exemplo é a
aplicacao do grupo isotiocianato, que se trata de um grupo funcional amino-reativo
relativamente estavel que é amplamente utilizado em bioconjugacdes. O isotiocianato
de fluoresceina (FITC) é o exemplo classico de um fluoréforo funcionalizado com o
grupo funcional isotiocianato, e se trata de um fluor6foro comercial e amplamente
utilizado como sondas para marcacdo em biomoléculas (Figura 9B). Alguns derivados
do BODIPY funcionalizados com o isotiocianato também ja foram sintetizados, a fim
de encontrar aplicacdes em bioconjugacdo®3¢. Recentemente, o nosso grupo de
pesquisa uniu os conceitos de funcionalizacdo para diversificacdo fotofisica e
funcionalizag&o com isotiocianato para o desenvolvimento de BODIPYs amino-reativo
com emissdo desviada para o vermelho®’, um dos quais foi utilizado neste trabalho
(Figura 9C).
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Figura 9. A: Processo de sintese, pré e poés funcionalizagdo dos BODIPYs. B: Estrutura do FITC C:
Estrutura de BODIPY-isotiocianato desenvolvidos pelo grupo.

2.3 CONJUGACAO AuNPs-FLUOROFOROS

A interacdo entre fluor6foros e AuNPs pode influenciar as propriedades dos
compostos fluorescentes, a depender das caracteristicas especificas de cada
composto e da sua interacdo com a AuNP. A intensidade da emissdao de
fluorescéncia, por exemplo, pode variar com o diametro da nanoparticula metalica e
com a distancia entre a nanoparticula e o fluor6foro conjugado®®. Os primeiros
estudos sobre a interacdo entre metais e compostos fluorescentes datam da década
de 1970, quando Drexhage publicou o artigo Influence of a dielectric interface on
fluorescence decay time. No trabalho, o autor concluiu que quando um espelho é
colocado préximo a uma molécula fluorescente, ndo apenas a distribuicdo angular da
fluorescéncia é afetada, mas também o tempo de decaimento. ISso ocorre porque
parte da onda de luz emitida é refletida pelo espelho e interfere na parte nao

refletidas3®.

Ao longo dos anos, diversos outros pesquisadores®®3%42 comprovaram a teoria de
gue metais localizados proximos a compostos fluorescentes interferem na emissao

da fluorescéncia. Atualmente é possivel afirmar que as alteracdes das propriedades
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fotofisicas decorrem de algum dos seguintes mecanismos: 1) transferéncia de energia
do fluoréforo para o metal - nesse caso, a proximidade de uma superficie metélica
pode amortecer o dipolo oscilante, extinguindo a fluorescéncia; 2) concentracado do
campo eletromagnético - quando estruturas metalicas atuam como antenas
concentrando o campo em locais onde o fluoréforo estd localizado,
consequentemente, aumentando a fluorescéncia; 3) modificacdo da taxa de
decaimento radiativo do fluoréforo através da modificacdo local da densidade de
estados dos fotons - com aumento da taxa radiativa, e diminuicdo a vida util do

fluoroforo®3°,

2.3.1 Transferéncia de energia

A transferéncia de energia entre fluoréforo e metal acontece através do fenébmeno
denominando transferéncia de energia por ressonancia de Foster (FRET) e ocorre
entre duas espécies sensiveis a luz, sendo elas um doador e a outra, um aceptor.
Este fendbmeno é caracterizado pela transferéncia de energia de forma nao-radiativa
entre a substancia doadora e a aceptora. O fluoréforo doador, € excitado pela
radiacdo em seu comprimento de onda especifico, resultando na formacdo do seu
estado excitado. Em seguida ocorre o processo de decaimento para um estado de
menor nivel energético, todavia, a energia que seria emitida como fluorescéncia é
transferida de forma nao radiativa por FRET para a substancia que esteja fisicamente
préxima, o aceptor. Enquanto o doador retorna ao estado fundamental, o aceptor é
excitado ao seu estado excitado, a partir do qual ele pode emitir fluorescéncia,
retornado também ao seu estado fundamental (Figura 10). Este efeito € local, e sua
eficiéncia decai com a sexta poténcia da distancia entre os fluoréforos, ou seja, uma
medida da intensidade de emisséo pode indicar a distancia em que os fluoréforos se
encontram, sendo uma ferramenta bastante utilizada para medir a distancia entre

sitios de ligacéo e organelas celulares por exemplo®.

Ocorre, que ao invés do uso de um fluoréforos como aceptor, podem ser introduzidos
supressores de fluorescéncia, e esses supressores geralmente apresentam um
amplo espectro de absor¢ao e um alto coeficiente de extingdo, sendo as AuNPs boas
candidatas para essa funcéo*3. Muitos trabalhos 448 j4 utilizam o termo Nanosurface
energy transfer (NSET) ao se referir ao fendbmeno de transferéncia de energia quando

0 aceptor € uma nanoestrutura. Embora o fenbmeno FRET seja muito conveniente e
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possa ser aplicada rotineiramente no limite de detec¢do de uma Unica molécula, a
escala de comprimento para detec¢cdo usando o metodo FRET é limitada pela
natureza do mecanismo dipolo-dipolo. Uma vez que o FRET se origina fisicamente
do acoplamento eletromagnético fraco de dois dipolos, espera-se que a introducéo de
dipolos adicionais ir4 fornecer mais interacdes de acoplamento, logo, NSET podera
contornar esse limite do FRET e as distancias mensuraveis sdo duas vezes a mais

gue as obtidas pelo FRET e seguem uma dependéncia de distancia de 1 / d* 46.

Fluoroforos situados na vizinhangca de nanoparticulas metalicas, geralmente
experimentam a supressdao de sua fluorescéncia. O aumento de campo
eletromagnético local leva a um aumento da taxa de excitagdo, enquanto a
transferéncia de energia ndo radiativa para a particula leva a diminuicdo do
rendimento quantico (extingdo). Devido a esses efeitos concorrentes, o0s
experimentos mostram que o aumento ou extin¢do da fluorescéncia é dependente da
distancia entre AuNP e fluoréforo. A fluorescéncia pode diminuir ou aumentar
dependendo de como a particula de ouro afeta a taxa de excitacdo do cromaoforo,
R(excitacao) € as taxas de decaimento radiativo e ndo radiativo de seu estado excitado,
R(radiativa) € R(nao radiativa), que juntos determinam a taxa de emissao de fluorescéncia

observada, R(emissao)**.
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Figura 10. Mecanismo do FRET/NSET.
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2.3.2 Metal enhanced fluorescence (MEF)

O MEF (Metal enhanced fluorescence - Fluorescéncia melhorada pelo metal) € um
efeito fisico que ocorre quando fluoréforos estdo localizados a uma distancia
nanométrica de uma superficie metélica. Esse processo é caracterizado pelo aumento
da taxa de emisséao de fluorescéncia, do rendimento quantico e da fotoestabilidade e
da diminuicdo do tempo de vida da fluorescéncia**. O MEF também pode ser
chamado de Sufarce enhaced fluorescence (SEF), plasmon enhaced fluorescence ou
metal induced fluorescence enhacement (MIFE)3°,

O fluoréforo no estado eletrbnico excitado tem as propriedades de um dipolo
oscilante, podendo induzir oscilagfes dos elétrons no metal que se encontra préximo.
J& o campo elétrico criado pelo metal, pode interagir com o fluoréforo excitado e
alterar sua emissao (Figura 11). Essa interacdo é bidirecional, de modo que as

oscilacdes induzidas pela luz no metal podem afetar o fluoréforo®.

Assim como a NSET, a ocorréncia do MEF também depende do tamanho das NPs e
distancia entre os materiais. Para que essa interacdo aumente o rendimento quantico
e melhore a fotoestabilidade, & necesséaria uma disténcia de 5-90nm entre os a NP e
o fluoréforo*2. Na verdade, o MEF parece ser sustentado pela formagédo de um dipolo
espelhado na nanoparticula metdlica, que por si mesma irradia de forma altamente
eficiente, resultando efetivamente em um aumento da fluorescéncia #°. Em
nanoparticulas metalicas, o espectro de extincdo € resultado de um componente de
absorcdo e um de espalhamento. Assim, para particulas menores (<25 nm), a
extincdo, € em sua maior parte dominada pela absorcéo, enquanto para particulas
maiores, por espalhamento, entdo as particulas maiores mostraram-se melhores para
o MEF. Em outras palavras, o componente de espalhamento da extincdo de AuUNPs
contribui para o MEF e o componente de absor¢cao contribui para a extingdo. Assim,
para AuNPs com diametro superior a 80 nm, onde o rendimento de espalhamento de

luz é superior a 50%, o MEF tende a ocorrerl.

Existem dois processos principais que sao considerados os responsaveis pelo MEF:
1) acoplamento nao radiativo do estado excitado das espécies fluorescentes aos
plasmons das superficies metalicas, que é subsequentemente irradiado pelas
proprias nanoparticulas e 2) absor¢cdo aumentada de luz por fluoroforos devido ao

aumento dos campos elétricos entre e ao redor das nanoparticulas metéalicas. Assim
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€ possivel concluir alguns aspectos em relacdo ao fenémeno: i) MEF é mais
pronunciado para particulas maiores; ii) a dependéncia ao comprimento de onda
sugere uma correlacéo entre os espectros de espalhamento do nanoparticulas e os
espectros de emissao dos fluoroforos; iii) MEF é angulo-dependente, tanto para
excitacdo, quanto para a detecc¢ao; iv) metais ideais para MEF sdo aqueles com altas

densidades de elétrons livres*°.
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Figura 11. Mecanismo do MEF.

2.3.3 Modificacdo da taxa de decaimento radiativo

Neste outro fendmeno, a emissdo espontanea do fluoréforo ocorre em um “espacgo
livre”, ou seja, em meios nao condutores e opticamente transparentes. O termo
Radiative decay engineering (RDE) é usado quando o ambiente ao redor do
fluoréforo € modificado ou projetado para alterar a queda da taxa de radiacdo do
fluoréforo. A taxa de decaimento radiativo () € determinada pelo coeficiente de
extingdo do fluoroforo, e ndo muda substancialmente em ambientes diferentes. Da
mesma forma, as taxas de decaimento radiativo permanecem quase as mesmas na
maioria das condi¢gdes. As mudangas no rendimento quantico ou no tempo de vida de
fluorescéncia exibido pelos fluoréforos em diferentes ambientes sdo devidas as

mudancas nas taxas de decaimento néo radiativo. Assim, RDE é um campo de estudo
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em ascensao e responsavel por um controle da densidade fotdnica dos materiais

fluorescentes 2,

Neste contexto, nanoparticulas metalicas tém sido utilizadas para promover essa
alteracdo nas taxas de decaimento, pois ha modificagdo do “espaco livre” para a
emissao da fluorescéncia. Um fluoréforo é um dipolo oscilante, mas que oscila em
alta frequéncia e irradia comprimentos de onda curtos. A superficie metalica que se
encontra proxima, pode responder ao dipolo oscilante e modificar a taxa de emisséo
e a distribuicdo espacial da energia irradiada, logo, o campo elétrico sentido pelo
fluoréforo é afetado pelas interagdes da luz incidente com a superficie metalica, e
também pela interacdo do dipolo oscilante do fluoréforo com o dipolo da superficie
metélica. Além disso, o dipolo oscilante dos fluoréforos induz um campo no metal.
Essas interagcdes podem aumentar ou diminuir o campo incidente no fluoréforo e
aumentar ou diminuir a taxa de decaimento radiativo, como exemplificado nos

subitens acimas®.
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3) OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Visando gerar subsidios para o desenvolvimento de novos materiais com
propriedades Opticas particulares, o objetivo geral deste trabalho foi estudar o efeito
da conjugacédo de fluoroforos do tipo BODIPY com nanoparticulas AuNPs por
diferentes métodos. Para tal, definimos alguns objetivos especificos expostos a
sequir.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas em diferentes condi¢cdes de reacao;
e Testar a conjugacao eletrostatica de diferentes fluoréforos as AuNPs,
e Testar a conjugacao covalente de fluoroforos-isotiocianato as AuNPs,

e Caracterizar as propriedades dos conjugados AuNP-fluoréforo;
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4) MATERIAL E METODOS

4.1 SINTESE DAS AUNPS

A preparacdo das amostras foi iniciada com sintese das nanoparticulas de ouro

(Figura 12), de acordo com a metodologia descrita a seguir:

Primeiramente todas as vidrarias foram lavadas com agua régia trés vezes e
posteriormente lavadas seis vezes com agua destilada. Em um baldo de fundo
redondo, acoplado a um condensador, 90 mL de solucéo de Acido cloraurico tetra
hidratado — HAuCls (Sigma Aldrich - 254169) a 2,5x10* molar foi mantida sob
aguecimento e agitacao até entrar em ebulicdo. Foram adicionados 6 mL da solucao
de citrato de trisodico (Sigma Aldrich - 71635) 1% e mantido o aquecimento e agitacao
por 15 minutos. A solucdo foi resfriada em banho de gelo e depois submetida a
centrifugacdo. Foram realizadas trés lavagens com agua ultrapura para remocao das
substancias que nao reagiram. A agua ultrapura para todos os ensaios e solucdes foi
obtida pelo sistema de purificacdo Synergy ® Et Synergy UV.

O\/\4O

. -
O OH O o) \ / |
\ Na o % @Na C
H,0 Wt R
HAUCI4 + 'o o / \ (0] /R
= O O\C
+ O vo + \ / 9 2 ®Na \\
Na Na Na // Na @ OO\ Na 0
\ /C§

Figura 12. Reacdo da sintese das AUNPs®’,

4.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS AUNPS

A estabilidade, ou seja, a ndo agregacdo das AuNPs pode ser medida através da
avaliacdo do seu espectro de absorcdo UV-visivel, pois a ressonancia plasménica

sofre alteracdo com a mudanca de tamanho das AuNPs!!.

Os BODIPYs utilizados em nossa pesquisa, possuem caracteristica apolar e,
portanto, sdo pouco sollveis em meio aquoso. Uma vez que as nanoparticulas de

ouro sao sintetizadas em meio aquoso, vimos a necessidade de alterar o meio de
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dispersdo das nanoparticulas a fim de possibilitar a solubilizacdo dos fluoroforos.
Diante disso estudamos a estabilidade do material em diferentes condigbes aquosas

contendo co-solventes organicos.

A transferéncia de fase é feita da seguinte maneira: apds a terceira lavagem, as
AUNPs séo ressuspendidas em diferentes solucdes aquosas contendo co-solventes
organicos com diferentes concentragdes. Os seguintes co-solventes foram utilizados:
acetona, acetonitrila, dimetilsulfoxido (DMSO), etanol, isopropanol e metanol, nas
concentragdes de 10, 15, 20, 30, 40 e 50%. A medida da estabilidade das AuNPs é
feita através da analise do espectro de absorcdo das amostras no espectrofotémetro

Ocean Optics USB 2000 e analisadas no software Spectra Suite e OriginPro 8.5.

4.3 BIBLIOTECA DE FLUOROFOROS ORGANICOS

Foram selecionados seis BODIPYs (figura 13) da biblioteca de compostos
fluorescentes do nosso grupo de pesquisa que foram preparados em um trabalho
anterior3!, Os compostos foram denominados de 1 a 6, e possuem emissdo maxima
entre 501 e 586 nm, comprimentos de onda ideal para que ocorra a sobreposi¢ao dos
espectros entre os corantes e as AuNPs, uma das condi¢cdes para que ocorra
modificacdo nos espectros de absor¢cdo e/ou emissdo dos compostos e posterior

andlise da influéncia do metal sobre os corantes.

As AuNPs podem ser funcionalizadas por diferentes agentes e essa funcionalizacéo
pode ser realizada através de adsorcdo quimica, que envolve interacfes
eletrostaticas, hidrofébicas e de Van der Waals. Existe ainda a possibilidade de
conjugacédo pelo processo de quimissor¢do®!, no qual interacdes covalentes mais
fortes sdo formadas, sendo que a interagdo através do grupamento tiol é o principal
exemplo para as AuNPs. Os fluoréforos 1 a 6 ndo possuem grupos funcionais com
enxofre, que sdo classicamente empregados em conjugacdes covalentes evolvendo

AuNP, de maneira que se espera apenas conjugacao por adsorcéo quimica.

Interessante notar que essas substéncias possuem diferencas em sua estrutura
guimica permitindo avaliar se a presenca ou auséncia de algum substituinte influencia
na funcionalizacdo, na estabilidade e emissdo de fluorescéncia. O composto 2 & um
derivado do composto 1 contendo um substituinte 4-nitrobenzeno, e a comparacao
desses dois compostos pode nos trazer informacdes sobre a influéncia do grupo nitro,

altamente polar, nas propriedades analisadas. Além disso, espera-se que o0 anel
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aromatico conjugado cause um desvio espectral na emisséo de 2 em relacdo a 1. Os
compostos 4 e 6 sdo derivados halogenados dos BODIPYs 3 e 5, respectivamente.
Os derivados clorados possuem uma maior polaridade devido a ligacéo polar entre
carbono e cloro, o que pode ter efeitos interessantes nas interacdes ndo-covalentes

entre fluoréforos e AuNP.

Figura 13. Férmula estrutural dos BODIPYs 1 a 6.

Para testarmos a conjugacdo covalente utilizamos o composto 7, desenvolvido
recentemente pelo nosso grupo de pesquisa®’, e a fluoresceina isotiocianato (FITC),
fluoréforo amplamente utilizado em ensaios de bioconjugacédo (Figura 14). Ambos
possuem o grupo funcional isotiocianato, um analogo do isocianato com um atomo de
enxofre substituindo o atomo oxigénio altamente reativo frente a nucledfilos. Observa-
se que os compostos 2 e 7 se diferem pela presenca do grupo nitro e do grupo
isotiocianato como substituinte no anel, sendo a comparacdo entre os dois
interessante para obtermos informacdo sobre a influéncia dos diferentes grupos
funcionais na interagcdo da AuUNP com os corantes e propriedades analisadas. Além
disso, a presenca do atomo de enxofre, ao menos em tese, poderia permitir a ligacdo

covalente direta com as AuNPs, tanto para o composto 7 quanto para o FITC.
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NCS

Fluoresceina Isotiocianato (FITC)

Figura 14. Férmula estrutural do composto 7 e FITC.

Para os ensaios de caracterizacdo, os compostos 1 a 6 foram solubilizados em uma
solucao de acetonitrila 50%, jA& o composto 7 foi solubilizado em dimetilformamida
(DMF) e o FITC em uma solucdo de DMF 10% e posteriormente foram realizadas as
medidas dos espectros de absorcdo e emissdo das solucdes. Os softwares Spekwin
1.72.2, Microsoft Excel e Origin foram utilizados para preparacao dos espectros, para
identificacdo dos valores maximas de absorcdo e emissao e para o calculo do desvio
de Stokes. Utilizamos a Rodamina B como padrdao comparativo na conjugacao

eletrostatica com os demais compostos.

4.4 CONJUGACAO ELETROSTATICA DOS FLUOROFOROS 1 A 6 COM AUNPS

Primeiramente realizamos experimento a fim de determinar o tempo ideal de
conjugacao entre os fluoréforos e as AuNPs, utilizando a Rodamina B como modelo.
Para tal, 100 yL da solucao de rodamina B (Sigma Aldrich - C.1.45170) [100 uM] é
adicionada a 1 mL de AuNPs. A solucao é mantida sob agitacdo (200 rpm). Aliquotas
sdo retiradas a cada 10 minutos e submetidas a centrifugacdo a 14.000 rpm (16.813
G) por 20 minutos. A medida do espectro de absorcao do sobrenadante é realizada
no espectrofotdmetro Ocean Optics USB 2000 e analisado no software Spectra Suit
e Origin 8.5.

Ja o0 ensaio de caracterizacdo do conjugado foi realizado adicionando 100 uL do
corante [0,0125 mg/mL] solubilizados em uma solugéo de acetonitrila 50%, a 1mL de
AuUNP. A solugéo foi mantida sob agitacéo por 30 minutos (200 rpm). Posteriormente,
as amostras foram submetidas a centrifugagédo a 14.000 rpm (16.813 G) por 20
minutos. As medidas de fluorescéncia do sobrenadante e do pellet foram realizadas

no espectrofotometro Ocean Optics USB 2000 e analisadas nos softwares Spectra
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Suit e Origin 8.5. Para caracterizacao fotofisica dos conjugados e posterior analise da
fluorescéncia foi feita a subtragdo da concentragédo do sobrenadante pelo valor da
concentracdo inicial, uma solucdo de mesma concentracdo do conjugado €
confeccionada, e a fluorescéncia é medida no espectrofluorimetro Ocean Optics USB

2000 e analisado no software Spectra Suit e Origin 8.5.

4.5 CONJUGACAO COVALENTE DO FLUOROFORO 7 E FITC COM AuNPs

O ensaio de conjugacao covalente foi realizado adicionando 100 yL dos dois corantes
[0,0125 mg/mL] solubilizados em dimetilformamida (DMF), a 1mL de AuNP. A solugéo
foi mantida sob agitagéo por 24 horas (200 rpm). Posteriormente, as amostras foram
submetidas a centrifugacéo a 14.000 rpm (16.813 G) por 20 minutos. As medidas de
fluorescéncia do sobrenadante e do pellet foram realizadas no espectrofotémetro
Ocean Optics USB 2000 e analisadas nos softwares Spectra Suit e Origin 8.5. Para
caracterizacao fotofisica dos conjugados e posterior analise da fluorescéncia foi feita
a subtracéo da concentragéo do sobrenadante pelo valor da concentragao inicial, uma
solucédo de mesma concentracdo do conjugado é confeccionada, e a fluorescéncia &
medida no espectrofluorimetro Ocean Optics USB 2000 e analisado no software

Spectra Suit e Origin 8.5.

4.6 CONJUGACAO COVALENTE UTILIZANDO CISTEAMINA COMO
ESPACADOR

A substituicao do citrato na superficie das AUNPs por ligantes através de uma ligacao
covalente, melhora a estabilidade das particulas. Neste caso foi realizada a
conjugacdo das AuNPs com cisteamina, uma substancia quimica bifuncionalizada
gue atua como um linker. A presenca de um grupo tiol em uma das extremidades da
cisteamina permite ligacao covalente as AUNPs, enquanto o um grupo amina na outra
extremidade € responsavel pela ligacdo do grupo isotiocianato dos compostos 7 e
FITC (Figura 15).

Seguindo o processo de sintese das AuNPs, apds a terceira lavagem das elas foram
ressuspendidas com agua ultrapura com o pH ajustado para 8. Uma solucéo de
cisteamina foi preparada na concentracéo de 0,00058 mg/ml, e 500 uL dessa solucéo
foi adicionada a 500 pL de AuNPs. A solugéo foi mantida em agitacao por 24 horas a
200 rpm.
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A conjugacdo com os fluoréforos, foi realizada adicionando os corantes, na razdo
molar 1:1 em relagdo a concentragdao da cisteamina conjugada, em 1 mL de CIS-
AUNP. A solucédo foi mantida sob agitacdo por uma hora (200 rpm). Posteriormente,
as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 14.000 rpm (16.813 G) por 10
minutos. As medidas de fluorescéncia do sobrenadante e do pellet foram realizadas
no espectrofotometro Ocean Optics USB 2000 e analisadas nos softwares Spectra
Suit e Origin 8.5. Para caracterizacao fotofisica dos conjugados e posterior analise da
fluorescéncia foi feita a subtracdo da concentracdo do sobrenadante pelo valor da
concentragdo inicial, uma solucdo de mesma concentragdo do conjugado é
confeccionada, e a fluorescéncia € medida no espectrofluorimetro Ocean Optics USB

2000 e analisado no software Spectra Suit e Origin 8.5.
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Figura 15. Esquema da conjugacéo covalente com utilizagéo de espagador.

4.7 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS PREPARADOS

Para caracterizacdo estrutural das AuNPs sdo realizadas as analises no
espectrofotometro UV-Visivel, raio X, espalhamento dindmico da luz (DLS) e
microscopio eletronico de transmissao (MET). A medida do potencial zeta foi utilizada
para analise de estabilidade e agregacdo das AuNPs. Ja para caracterizacdo da

superficie quimica e confirmagcdo da conjugacdo sdo feitas analises da
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espectrofotometria Raman. Para analise da fluorescéncia dos compostos livres e

conjugados, as medidas foram realizadas no espectrofluorimetro.

4.7.1 Espectroscopia de UV-visivel

A espectroscopia de UV-visivel foi utilizada para caracterizar os compostos livres e
conjugados através da medida do comprimento de onda maximo de absorcéo. As
medidas séo realizadas no espectrofotdmetro Ocean Optics USB 2000 e analise dos
espectros sao realizadas no software Spectra Suit e OriginPro 8.5, do Laboratorio de
Nanomateriais Funcionais. As amostras foram preparadas conforme protocolo de
sintese e conjugacao ja citados. Foi utilizada cubeta de quartzo e a leitura foi feita de
200 a 950 nm com intervalo de 1nm. Como branco foi utilizado agua ultrapura e

solucéo de acetonitrila 50%.

4.7.2 Raio X

A difracdo de raio X (DRX) foi utilizada para determinacdo da morfologia das AuNPs.
ApoOs a sintese, as amostras foram concentradas e secas em estufa em um vidro de
reldégio. A amostra foi colocada em uma lamina de vidro e a varredura foi realizada na
regiao 26, de 30° a 90°, sendo 0.01° por minuto, com uma constante de tempo de 2
segundos utilizando o difratdmetro da Phillips PW 1710 (Cu ka radiacao). As medidas
foram realizadas no Laboratério de Instrumentacao do LabPetro da UFES e anélise
dos espectros sao realizadas no software OriginPro 8.

4.7.3 DLS (Dynamic Light Scatering)

A fim de determinar o tamanho das AuNPs foi realizado o ensaio de DLS da amostra.
ApGs a sintese das AuNPs, as amostras foram analisadas no equipamento Litesizer

500, emprestado ao Laboratério de Nanomateriais Funcionais pela Anton Parr Brasil.

4.7.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para determinacdo do tamanho e formato das AuNPs foram utilizadas imagens
obtidas através da microscopia eletrénica de transmissdo. A preparacao das grades
foi feita da seguinte maneira: cerca de 5uL da amostra de AuNP foi gotejada sobre a
grade de cobre de 400 mesh contendo um filme de polimero Formvar. As grades
foram deixadas secar a temperatura ambiente. As imagens foram obtidas no

microscoépio eletrénico de transmissao JEM-1400, JEOL, USA inc. operado a 120kv
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do Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins e a confirmacdo do

tamanho das AuNPs foi feita no Sofware Image J.

4.7.5 Potencial zeta

O potencial zeta é um indicador Util da carga superficial e pode ser usado para prever
e controlar a estabilidade das AuNPs. As amostras foram preparadas conforme
protocolo de sintese ja citado e a medida do potencial zeta foi realizada no
equipamento Litesizer 500, emprestado ao Laboratorio de Nanomateriais Funcionais
pela Anton Parr Brasil.

4.7.6 Espectroscopia de Raman

A espectroscopia Raman foi realizada a fim de confirmar a conjugagéo das AuNPs
com os fluoréforos. As amostras foram preparadas conforme protocolo de sintese e
conjugacao ja citados e adicionadas a uma placa de 96 pocos. A leitura foi realizada

no espectrofotobmetro Mira, Metrohm do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES).

4.7.7 Espectroscopia de fluorescéncia

A fim de caracterizar e confirmar interacdo entre as AuNPs e os fluoréforos, foi
realizado a medida da emissdo da fluorescéncia dos compostos. Foi utilizado
espectrofotometro Ocean Optics USB 2000 adaptado, para que medisse a
fluorescéncia dos compostos (figuras 13 e 14) e a andlise dos espectros foram
realizadas no software Spectra Suit e OriginPro 8.5, do Laboratério de Nanomateriais
Funcionais. As amostras foram preparadas conforme protocolo de sintese e
conjugacao ja citados. A leitura foi feita em cubeta de quartzo entre 200 a 950 nm

com intervalo de 1nm.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL AUNPS

O tamanho e a monodispersidade da solucéo coloidal podem ser obtidos através da
analise do espectro da ressonancia plasmonica. Utilizando a razdo entre a absorcéo
em 450 nm (A4+s0) e 0 pico absorcéo da banda plasménica (A4res)°2. O valor obtido para
0 pico absorc¢ao da banda plasménica em nosso trabalho foi de 524 nm. Dessa forma,
o diametro médio (d) das particulas na dispersao sintetizada pode ser calculado,

através da equacao abaixo:

A
d= ﬁ: Equacao (1)

Foi obtido um valor de 1,7, onde apds conferéncia dos dados tabulares fornecido pelo
estudo de Haiss®?, confirmou o diametro aproximando de 20 nm, corroborando com o
resultado esperado para o protocolo de sintese aplicado. (Figura 16A). A obtencéo de
uma banda estreita demonstra uma suspensdo coloidal com caracteristica
monodispersa. As imagens obtidas no MET também confirmam o tamanho médio das
nanoparticulas de aproximadamente 20 nm e de formato esférico (Figura 16B). As
AuNPs apresentaram diametro médio de 46nm (DLS). A variacdo de tamanho obtido
entre as técnicas, se deve ao fato de o DLS medir moléculas que estdo adsorvidas

na superficie metalica, neste caso, o citrato de sadio.

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica utilizada para caracterizar materiais
cristalinos. Fornece informac6es sobre a morfologia do material através da orientacdo
preferencial do cristal. As intensidades de pico sdo determinadas pela distribuicdo dos
atomos na rede, consequentemente, o padrao de difracdo de raios X é a impressao
digital de arranjos atdmicos periédicos em um determinado material®®, O padréo de
difracdo de raio x obtido, confirma a natureza cristalina das nanoparticulas (Figura
16C). Foram encontrados picos intensos de difracdo em 38,30 ©°, 44,55°, 64,71° e
77,65°, referentes aos picos de refracdo 111, 200, 220 e 311 respectivamente. O forte

pico no plano 111 sugere predominancia desse padréo de refracéo e orientacéo.
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Figura 16. Caracterizacé@o espectroscopica das AuNPs: (A) Espectro UV-Vis das AuNPs, com presenca
do pico caracteristico em 524 nm. (B) Imagens obtidas no MET. (C) Padrao de difragéo de raio X.

O potencial zeta € um indicador Gtil da carga superficial e pode ser usado para prever
e controlar a estabilidade das AuNPs. Quanto maior o potencial zeta mais provavel
gue a suspensdo seja estavel pois as particulas carregadas se repelem umas as
outras. AUNPs com potecial zeta maiores que +30mV e menores que —30mV sé&o
consideradas estaveis. Desse modo, um valor de potencial zeta mais distante de zero,
implica em uma dispersdo mais estavel, enquanto valores mais baixos podem indicar
instabilidade coloidal que pode levar a agregacdo®*.Na medida de potencial zeta das
AuUNPs foi encontrado um valor de -47,39 mV, demonstrando que as nanoparticulas
possuem carga superficial negativa, sendo estaveis e pouco agregadas. O
espalhamento dindmico da luz (DLS), ocorre quando uma solucao é submetida a um
feixe de luz monocromaético, a luz se espalha em todas as dire¢des em funcéo do
tamanho e da forma das moléculas a serem pesquisadas, fornecendo o tamanho das

particulas dissolvidas na amostra®®.O resultado do ensaio de DLS indicou a formacéo
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de nanoparticulas com o diametro médio de 46 nm, o que difere consideravelmente
dos valores preditos anteriormente, todavia, vale citar que a medida de DLS € capaz
de determinar o tamanho do nucleo metélico e da nuvem de elétrons que o cerca,
nesse caso o citrato de sédio, o que pode explicar a diferenca dos valores

encontrados pela medida pelo MET e RPS.

Tabela 1. Estimativa do diametro das AuNPs por diferentes técnicas.

Equipamento Diametro estimado
DLS 46nm
UV-Vis/ RPS ~20nm
MET ~20nm

5.2 EFEITO DOS CO-SOLVENTES SOBRE A ESTABILIDADE DAS AUNPS

Aplicacdes especificas geralmente requerem a transferéncia de nanoparticulas de um
meio polar para um meio ndo polar, ou vice-versa, a fim de maximizar as vantagens
oferecidas por esses ambientes. No caso do nosso estudo, se faz necesséaria a
utilizacdo de meios aquosos com co-solventes organicos, que possibilitam uma
melhor solubilidade dos BODIPYs.

Diversas técnicas ja foram descritas para transferéncia das nanoparticulas de um
ambiente polar para um ndo polar, sendo o método de Brust-Schiffirin o primeiro a ser
descrito®®. Outros autores utilizaram ligantes na superficie das nanoparticulas para
realizar a mudanca de fase e manté-las estaveis®’. Outro estudo®® verificou a

estabilidade das AuNPs quando transferidas para o etanol sem o uso de ligantes.

A estabilidade das AuNPs pode ser avaliada medindo seu grau de agregagao.
Mudancas na agregacao das nanoparticulas irdo alterar seu espectro da RPS, pois
ocorre mudanca no tamanho da nanoparticula e consequentemente alteracdo na
interacdo com a luz visivel. Dessa forma, avaliamos o espectro de absorcdo das
AuNPs em diferentes sistemas aquosos contendo um dos seis co-solventes organicos
selecionados, e analisamos se houve mudanca no espectro da RPS. Observou-se

gue a transferéncia da AuNP para solu¢cdo aguosa com a maioria dos co-solventes
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pouco alterou o espectro da RPS. A excec¢éo a essa observacéo foi a utilizagdo do

DMSO como co-solvente, onde notou-se 0 aparecimento de um pico da RPS proximo

ao comprimento de onda 700 nm (Figura 17).
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Figura 17. Espectros de absorgdo no UV-Vis das AuNPs em diferentes solventes e em concentra¢des
variadas (10,20,30,40 e 50%).

E bem estabelecido que a cor do coloide esta relacionada ao confinamento quantico

dos elétrons dessas nanoparticulas, logo, relacionados as mudancgas na Ressonancia

de Plasménica de Superficie. A cor das nanoparticulas é originada da interacdo da

radiacdo com os elétrons livres da banda de condugéo, entretanto, o tamanho das

nanoparticulas é menor que o comprimento de onda da luz visivel. Deste modo, 0s

processos de espalhamento e absor¢do da radiacdo apresentam uma dependéncia

com o tamanho das particulas, que sofre alteracdo quando ocorre agregacdo das
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AuNPs!858  Desta forma, as observacdes relatadas anteriormente evidenciam a

formacao de agregados quando se utiliza o DMSO como co-solvente.

Outro aspecto avaliado a fim de identificar o co-solvente que mantém as AuNPs
estaveis, foi o parametro de floculacdo. Esse parametro é calculado a partir da integral
da banda de absorcao entre os comprimentos de onda 600—800 nm, e posteriormente
plotado com a concentracdo dos solventes. A analise grafica (Figura 18) nos permite
visualizar de maneira mais clara os efeitos do co-solventes sobre a estabilidade da
nanoparticula. Os resultados indicados confirmam a observacdo descrita
anteriormente de que o DMSO altera a estabilidade das AuNPs, possivelmente devido
ao grupo sulféxido presente na sua estrutura. Interessante notar uma alteracdo menos
Obvia para a acetona e o etanol. Aparentemente acetonitrila, metanol e isopropanol
ndo afetaram a estabilidade das AuNPs, e, devido a alta solubilidade dos BODIPYs

em acetonitrila, esta foi selecionada para os ensaios de conjugacao eletrostética.
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Figura 18. Parametro de floculacdo das AuNPs em diferentes solventes.

5.3 CARACTERIZACAO DOS FLUOROFOROS

Os fluoroforos selecionados para esse estudo foram caracterizados quanto as suas
propriedades de absorcdo e emisséo (Figura 19). Os dados de comprimento de onda
de absor¢cdo maxima — Amax(abs) — comprimento de onda de emissao maxima — Amax(em)

— e desvio de Stokes estao mostrados na tabela 2.

Para o composto 1, foi encontrado o valor de absor¢do maxima de 507 nm, com

emissao em 531 nm, obtendo um desvio de Stokes de 24 nm. Valores proOximos aos
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obtidos pelo nosso estudo foram encontrados em outro trabalho®°, onde foi testado o
mesmo composto em acetonitrila pura, resultando em um pico de absor¢édo em 508
nm e de emissdo em 522 nm. A diferenca no espectro de emissao pode ter sido
causada pelo o uso da solucéo aquosa de acetonitrila utilizada pelo nosso trabalho.
Para o composto 2 encontramos uma absor¢do maxima de 541 nm com um pico de
emissao em 571 nm, resultando em um desvio de Stokes de 30 nm. Os compostos 1
e 2 se diferenciam pela presenca de um anel nitrobenzeno na posi¢cdo 3 do anel,
responsavel por promover esse desvio do espectro de absorcdo e emissdo. Estudos
anteriores®! encontraram valores proximos aos nossos em acetonitrila, de 540 e 564

nm para absorcéo e emisséo respectivamente.

O composto 3 apresentou uma absor¢cdo méaxima de 491 nm, com emisséo de 518
nm e um desvio de Stokes de 27 nm. Recente estudo®?, testou o composto 3 em
outros solventes organicos e obteve 0s seguintes valores: em acetona pico de
absorcdo em 495 nm e pico de emissdo em 513 nm; em ciclohexano, pico de
absorcao em 504nm e de emissdo em 515 nm; em metanol, pico de absorcdo em 492
nm e de emissao em 511 nm; em etanol, pico de absor¢cdo em 495 nm e de emissao
em 512 nm. Nesse caso, pudemos observar que 0 meio onde o composto 3 de
encontra solubilizado pode alterar levemente as suas propriedades fotofisicas,

caracterizando o efeito de solvatocromismo.

O composto 4, se diferencia do composto 3 pela presenca de um atomo de cloro na
posicdo 5 do anel. Os resultados da caracterizagéo fotofisica indicam que a insercao
do &tomo de cloro na posi¢éo indicada resulta em um leve desvio batocrémico dos
espectros de absorcdo e emissdo, uma vez que observamos para 4 uma absorcéo

maxima de 496 nm e emissao de em 528 nm com desvio de Stokes de 32 nm.

O composto 5, apresenta absorcdo maxima de 481 nm, emissdo em 501 nm e desvio
de Stokes de 20 nm. Estudo anterior®3, testou o composto 5 em metanol, encontrando
valores para absorgéo e emissao de 484 nm e 498 nm, respectivamente, mostrando
novamente um pequeno solvatocromismo para essa substancia. Interessante notar
gue os compostos 3 e 5, se diferenciam pela presenca de um grupo etil na posicao 2
do anel, o que pode explicar o pequeno desvio hipsocrémico observado.

O composto 6, apresenta absorcdo maxima de 487 nm, emissdo em 512 nm e desvio

de Stokes de 25 nm. Mais uma vez pudemos observar um leve efeito batocromico da
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absorcédo e da emisséo associado a insercdo do atomo de cloro na posi¢do 5 quando
comparamos as propriedades de 5 e 6.

O composto 7, apresenta absor¢cdo maxima em 556 nm, emissdo em 581 nm e desvio
de Stokes de 25nm. Em trabalho anterior do grupo®’, foi observado emissées entre
571 e 583 nm e absor¢des entre 547 e 557 nm, os valores variaram de acordo com o
meio em que se encontrava solubilizado (acetato de etila, acetona, cloroférmio,
diclorometano, DMSO, metanol e pentano). Os dados encontrados corroboram mais
uma vez com o fendmeno do solvatocromismo. Vale notar que os compostos 2 e 7 se
diferenciam pela do grupo isotiocianato como substituinte do anel e a presenca do
isotiocianato pode ser o responsavel por promover o desvio batocrébmico nos

espectros de absorcdo e emissao.

Para o FITC, foi encontrado uma absor¢cdo em 478 nm, emissao em 526 nm e um
desvio de Stokes de 48 nm. O composto foi solubilizado em uma solucdo de DMF
10%. Ja a rodamina B foi solubilizada em &gua ultrapura e apresentou uma absor¢ao
e emissdo maxima em 553 e 586 nm respectivamente e um desvio de Stokes de 33

nm.
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Figura 19. Espectro absor¢céo e emissdo dos compostos 1-7, Rodamina B e FITC livres. Absorgéo
em preto e emissdo em vermelho.
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Tabela 2. Absorcéo e emissdo maxima e desvio de Stokes dos compostos.

Composto Améx(abs) Améx(em) Desvio de Stokes
Rodamina B 553 nm 586 nm 33 nm
FITC 478 nm 526 nm 45 nm
Composto 1 507nm 531nm 24 nm
Composto 2 541 nm 571 nm 30 nm
Composto 3 491 nm 518 nm 27 nm
Composto 4 496 nm 528 nm 32 nm
Composto 5 481 nm 501 nm 20 nm
Composto 6 487 nm 512 nm 25 nm
Composto 7 556 nm 581 nm 25 nm

5.4 CONJUGACAO ELETROSTATICA AUNPS - FLUOROFOROS 1 A 6

5.4.1 Determinacdo do tempo de conjugagdo com Rodamina B

A estrutura quimica da Rodamina B e as propriedades da superficie da AUNP indicam
gue pode existir uma interacdo entre do tipo eletrostética entre eles. A rodamina B
possui carga positiva devido a um atomo de nitrogénio quaternario, enquanto a AUNP
possui carga superficial negativa, favorecendo a interacdo eletrostatica entre 0s
compostos. A Rodamina B foi utilizada como padrao para determinacédo do tempo de
conjugacao, e os resultados obtidos nesse ensaio foram extrapolados e utilizados nas
conjugacdes com os BODIPYSs.

Apos 0 ensaio e andlise dos dados, observou-se que aproximadamente apos 10
minutos do inicio da reacdo a concentracdo do sobrenadante diminui bastante,
consequéncia da interacdo da Rodamina B com as AuNPs. Ap6s 30 minutos de
reacdo a concentragdo do sobrenadante se mantém relativamente constante,
possivelmente devido a saturacdo da superficie das AuNPs (Figura 20). Dessa forma
ficou estabelecido que um tempo de conjugacdo de 30 minutos € o suficiente para
alcancar a conjugacéo, o que esta de acordo com o tempo de reac¢ao encontrado na
literatura®®. O resultado com a Rodamina B nos levou a realizar a conjugacéo das

AuNPs com BODIPIYs pelo periodo de 30 minutos.
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Figura 20. Determinacdo do tempo de conjugacdo com Rodamina B.

5.4.2 Caracterizagao do conjugado

Uma forma de confirmar a eficiéncia da conjugacédo entre as AuNPs e os fluor6foros
€ realizar a analise do espectro de absor¢cdo dos compostos livres e conjugados. Na
tabela 3 relacionamos absorcdo e emissdo maxima dos compostos livres e
conjugados. Aparentemente o espectro de absorgdo indica somente a banda de
absorcdo da RPS da nanoparticula de ouro, que parece se sobrepor a banda de

absorcao dos fluoréforos.

Os espectros de emissdo dos BODIPYs quando conjugados a AuNP puderam ser
observados, uma vez que a fluorescéncia da AuNP é negligenciavel em comparacéao
com a fluorescéncia dos BODIPYs. Geralmente, os BODIPYs séo fluoro6foros com
rendimentos quanticos de fluorescéncia muito altos, enquanto o rendimento quantico

de fluorescéncia das AuNPs é muito inferior®®,

A presenca das AuNPs altera o comprimento de onda de emissdo maxima dos
compostos, um indicativo que a interacdo AUNP-BODIPY tem importante influéncia
sobre a emissado da fluorescéncia dos compostos. Para o composto 1 observamos
que a conjugacgao alterou 0 Amaxem) de 531 nm para 523 nm. Para o composto 2
observamos que a conjugacao alterou 0 Amaxem) de 571 nm para 619 nm. Para o
composto 3 observamos que a conjugacao alterou o Amaxem) de 518 nm para 512 nm.
Para o composto 4 observamos que a conjugacéao alterou 0 Amaxem) de 528 nm para

518 nm. Para o composto 5 observamos que a conjugacao alterou 0 Amaxem) de 501
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nm para 495 nm. Para 0 composto 6 observamos que a conjugacgao alterou 0 Amax(em)
de 512 nm para 499 nm. Para a rodamina B observamos que a conjugagao alterou o
Amaxem) de 586 nm para 574 nm.

Interessante notar que a conjugag¢do ndo covalente com a nanoparticula de ouro
parece causar um leve desvio hipsocrémico (inferior a 15 nm) na emissao de todos
os BODIPYs e da Rodamina B, com excec¢cédo do BODIPY 2. No caso do BODIPY 2
observamos um intenso desvio batocromico de 48 nm no pico de emissao. Essa
observacgéo estd pode estar relacionada com a presenca do grupo nitro, que pode

influenciar as interacdes com as AuNPs.

Tabela 3. Absorcdo e emisséo dos fluoroforos livres e conjugados.

Composto Livre Conjugado AuNP
Composto Amax(abs) Amax(em) Amax(abs)? Amax(em)
Rodamina B 553nm 586nm 525 nm 574 nm
Composto1 507nm 571 nm 523nm 619 nm
Composto 2 541 nm 571 nm 525 nm 619 nm
Composto 3 491 nm 518 nm 529 nm 512 nm
Composto 4 496 nm 528 nm 526 nm 519 nm
Composto 5 481 nm 501 nm 526 nm 495 nm
Composto 6 487 nm 512 nm 525 nm 499 nm

agsses valores indicam a banda de absor¢cdo da AuNP, uma vez
gue a banda de absorcéo dos fluoréforos foi sobreposta.

ApoOs analise do espectro de absor¢ao do coloide de ouro sintetizado e funcionalizado
com os sete compostos, foram notados desvios do pico de RPS das AuNPs (figura
21), de 524 para 523 nm para o conjugado AuNP-Composto 1; de 524 para 525 nm
para o conjugado AuNP-Composto 2; de 524 para 529 nm para o conjugado AuNP-
Composto 3, de 524 para 526 nm para o conjugado AuUNP-Composto 4, de 524 para
526nm para o conjugado AuNP-Composto 5, de 524 para 525 nm para o conjugado
AuNP-Composto 6 e de 524 para 525 nm para o conjugado AuNP-Rodamina B. Esses
leves desvios batocrédmicos no espectro da RPS podem resultar da conjugacédo da
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AuNP com moléculas organicas, e podem indicar que ocorreu conjugagdo com 0sS

fluoréforos.
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Figura 21. Espectro de absor¢do dos conjugados com AuNP-Fluor6foro organico. O leve desvio
batocrémico pode ser observado no inset destacando o pico de absorcao.

A confirmacdo da conjugacdo também foi realizada através da espectroscopia
Raman. A espectroscopia Raman € uma técnica que envolve a medida da dispersédo
inelastica da energia do laser incidente na amostra. Como resultado, ocorre o
aparecimento de picos espectrais, devido aos modos vibracionais da molécula, que
sdo deslocados pela energia incidente, logo, a espectroscopia Raman fornece
informacdes sobre simetria molecular e grupos funcionais em moléculas grandes e
complexas®’. A Figura 22 traz os espectros de Raman das AuNPs e AuNPs
conjugadas com os fluoréforos. Os picos presentes nos comprimentos de onda 1372,
1374 e 1376 cm~t nos espectros dos compostos 1, 2 e 3 sdo referentes as vibracdes
do grupamento carboxila do citrato de sodio®’ utilizado na sintese das AuNPs e a
manutenc¢ao do pico sugere que ndo houve substituicdo total de citrato pelos corantes.
Porém, surgimento de picos em 922, 1185, 1325 e 2256 cm™ para o Composto 1
sugere mudanca na superficie das AuNPs apds conjugacdo. Para o Composto 2
foram observados picos em 922 e 2256 cm. Foi observado para o Composto 3, picos
bem préoximos aos encontrados no Composto 2, em 925 e 2256 cm™. Para os
compostos 4, 5 e 6, notou-se semelhanca entre os espectros, com o desaparecimento

do pico em 1374 cm, sugerindo entdo uma melhor substituicido do grupamento
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carboxila do citrato pelos corantes e a manutencéo dos picos em 925 e 2257 cm™,
Para a conjugacdo com a Rodamina B, nota-se a auséncia do pico em 2257 cm™,
presente nos demais compostos, bem como a presenca de picos em 1185 cm™ e em
1325 cm, referente a curvatura C-C do anel aromatico® podendo sugerir que houve

modificagdo na superficie das AuNPs.
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Rodamina B + AuNPs

' Composto 2+ AuNPs
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500 TO00 T500 2000 7500
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Figura 22. Espectroscopia Raman dos compostos 1-6 e rodamina B.

A figura 23 mostra os espectros de emissao de solucdes dos fluoréforos livres e dos
fluor6foros conjugados, nas quais a concentracdo do fluor6foro € a mesma. Foi
observado que os compostos quando estdo adsorvidos na superficie do metal tem a
emissao da fluorescéncia diminuida. Os dados parecem indicar que as AuNPs se
comportam como quenchers, ou seja, sdo capazes de suprimir a fluorescéncia dos
compostos. Para o composto 1, verificamos que a fluorescéncia integrada mostrou
uma queda de 95,2% na emissao da fluorescéncia na presenca das AuNPs. Ja para
0 composto 2, a diminui¢do da fluorescéncia integrada foi de 90,2%. Para o composto
3 observamos que a fluorescéncia integrada mostrou uma queda de 97,5%. Uma
gueda de 97,8% da fluorescéncia integrada foi verificada quando o composto 4 esta
conjugado na superficie das AuNPs. Para o composto 5 observamos que a
fluorescéncia integrada apresentou uma queda de 90,3% e o0 para composto 6 uma
gueda 94,4%. J4 a rodamina, verificamos uma queda de 83,4% na fluorescéncia

integrada na presenca das AuNPs.
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Figura 23. Espectroscopia de Fluorescéncia dos compostos 1-6 e rodamina B conjugados. Em preto
0s compostos conjugados com AuNP e em vermelho, os compostos livres.
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Sabidamente, as AuNPs atuam como quenchers® e estudos anteriores corroboram
com nossos resultados®%%70, Neste caso, a extingédo da fluorescéncia ocorre devido
ao fenbmeno de Nanosurface energy transfer (NSET), que assim como o Forster
ressonance energy transfer (FRET), € a transferéncia de energia néo radiativa entre
dipolos, porém o aceitador de energia € uma superficie nanométrica, e este arranjo
aumenta a probabilidade de transferéncia de energia e é responséavel pela maior
eficiéncia do NSET em relagdo ao FRET’:. No caso da excitacdo da RPS, um
pequeno dipolo no fluoréforo excitado induz um grande dipolo na particula, levando a

um aumento na eficiéncia de transferéncia de energia** (Figura 24).

NSET

[y
y

Ruser™
Figura 24. Esquema da transferéncia de energia por NSET"2 adaptado pela autora

5.5 CONJUGACAO COVALENTE AuNP COMPOSTO 7 E FITC

5.5.1 Caracterizagao do conjugado sem espacador

Assim como feito para a conjugacéo eletrostatica, foi realizada a espectroscopia de
UV-Vis para confirmar a conjugacéo das AUNPs com o composto 7 e a FITC (Figura
25). Ap6s andlise do espectro de absorcdo do coloide de ouro sintetizado e
funcionalizado com o composto 7 e FITC, foram notados desvios do pico de RPS das
AuNPs. Observou-se um desvio espectral de 524nm da AuNP pura para 535 nm
guando conjugada com o composto 7. Esse desvio batocrébmico na banda do RPS
das AuNPs pode ser um indicativo que houve conjugacdo com o corante, uma vez
gue a adsorcdo na superficie das particulas altera seu indice de refracdo e
consequentemente a banda do RPS. Ja para conjugagdo com a FITC, houve um
desvio hipsocrémico, de 524 nm para nm para 519 nm. Ainda que se trate de um de
resultado inesperado, o desvio hipsocromico também sugere que houve conjugacao
das AuNPs e o FITC.
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Figura 25. Espectro UV-Vis AuNPs livres e conjugadas. A) Composto 7; B) FITC. Em vermelho AuNP-
fluoréforos e em preto, AUNP pura.

Com a espectroscopia de fluorescéncia (Figura 26) conseguimos mensurar a
influéncia do metal na emissao da fluorescéncia. O céalculo da fluorescéncia integrada
mostrou uma diminuicdo de 99,5% na emisséo da fluorescéncia do composto 7 na
presenca do metal. J& o FITC demonstrou uma diminuicdo de 99,4% quando
conjugado as AuNPs. Alguns trabalhos publicados anteriormente concordam com 0s
dados encontrados para o FITC, onde as AuNPs exercem o papel de supressores da
fluorescéncia, tendo sido aplicados no desenvolvimento de sensores’? e ensaios de
imunocromatografia lateral*®. Outro estudo?, utilizando um BODIPY (4,4-difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) 4-piridinil substituido, encontrou resultado semelhante
ao nosso, ocorrendo também supressao da emissao da fluorescéncia. Nesse caso, o
material conjugado foi aplicado como sensor de tidis intracelulares, explorando a

tendencia de ligacdo covalente entre o tiol e a AUNP que libera o fluoréforo.
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Figura 26. Espectroscopia de fluorescéncia das AuNPs conjugadas. A) Composto 7 e B) FITC. Em
vermelhos os fluoréforos livres e em preto conjugado com AuNP. Os fluoroforos livres estdo na mesma
concentracdo presente na conjugagdo com as AuNPs.
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5.5.2 Caracterizagéo do conjugado usando cisteamina como espacador

Para confirmacao da reacédo e consequente conjugacao do grupo isotiocianato dos
corantes com o grupo amina da cisteamina também foram realizadas espectroscopia
de UV-Vis e Raman. A analise dos espectros de absor¢cédo dos conjugados AuNP-Cis
com os fluoroforos nos forneceu a seguinte resultado: para a conjugacédo AuNP-Cis e
composto 7, ocorreu um desvio batocrémico de 519 nm para 530 nm. J& para a
conjugacado AuNP-Cis e o FITC n&o houve alteragdo no pico banda da RPS, se
mantendo em 519 nm, apresentando apenas um alargamento da banda (Figura 27B).
Esses resultados indicam alteracdo na monodispersidade das AuNPs, uma vez que
banda largas indicam polidispersidade das particulas, que pode ser consequéncia da

alteracdo na superficie das particulas ap6s a conjugacao.
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Figura 27. Espectro UV-Vis das AuNPs. A) AuNP-Cis composto 7 B) AUNP-Cis FITC. Em preto AUNP-
Cis, e em vermelho AuNP-Cis-fluoréforo.

O resultado obtido também nos fornece comparacdo da conjugacdo com ou sem o
uso de espacador. Para AUNP-Composto 7, foi obtido pico da RPS em 535nm, ja na
presenca da cisteamina como espacador, o pico observado foi em 530nm. Ja para
conjugacao das AuNP-FITC e na presenca do espacgador, obtivemos o pico em 519
nm em ambas as conjugacoes (Tabela 4). A presenca do espacador, que possui
aproximadamente 0,5 nm de comprimento, aparentemente ndo alterou de maneira

relevante o espectro da RPS das AuNPs conjugadas com FITC.
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Tabela 4. Espectro UV-Vis dos compostos 7 e FITC, livres e conjugados.

Composto Amax(abs) Amax(abs) AUNP- Amax@abs) AUNP-Cis
Composto 7 556 nm 535 nm 530 nm
FITC 478 nm 519 nm 519 nm

Com a espectroscopia de fluorescéncia (Figura 28) conseguimos mensurar a
influéncia do metal na emissao da fluorescéncia. O céalculo da fluorescéncia integrada
mostra uma diminuicdo de 99,8 % na emissao da fluorescéncia do composto 7 na
conjugacdo com a AuNP-Cis. Ja o FITC demonstrou uma diminuicdo de 99,8%
guando conjugado as AuNPs-Cis. Neste caso, mesmo com a presenca de um
espacador, a AUNP ainda foi observada a supresséao da fluorescéncia dos compostos.
Importante lembrar que o espacador utilizado, a cisteamina, possui apenas dois
carbonos na sua cadeia e aproximadamente 0,5 nm de comprimento, logo néo se
mostrou eficaz para manter a distancia necessaria para evitar a influéncia e supresséo
da fluorescéncia pelo metal. Neste caso, a possivel explicacdo também é o fenbmeno
da NSET, onde ocorre a transferéncia de energia do fluoréforo (doador) para a AuNP,

suprimindo entédo a fluorescéncia.

E possivel supor que o comprimento do espacador cisteamina ndo seja o suficiente
para evitar a supressao da fluorescéncia, e dados da literatura dao suporte a essa
tese. Recente estudo’, mostrou que mesmo com o uso de um ligante de maior
tamanho, como no caso do PEG para conjugacao com FITC, ainda houve supressao
da fluorescéncia, confirmando mais uma vez a forte caracteristica supressora do

metal.
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Figura 28. Espectroscopia de fluorescéncia das AuNP-Cis conjugada. A) Composto 7 e B) FITC. Em
vermelho os fluoréforos livres e em preto conjugado com AuNP.

A espectroscopia de Raman, neste caso, sob o efeito da SERS forneceu a
confirmacédo sobre moléculas adsorvidas na superficie das AUNPs. Para a conjugacao
com composto 7 (Figura 29A) é possivel observar o0 aparecimento de novos picos nos
espectros quando as AuNPs estéo conjugadas com composto 7. Nota-se também um
padrdo distinto do espectro na conjugacdo da AuNP-Cis com o corante. ApGs a
conjugacéo, observa-se a atenuacgéo dos picos em 907 e 1639 cm™! presentes apenas
na AuNP pura, fato que sugere modificacdo na superficie das NPs. A presenca de
picos em 669 e 1112 cm™ nos espectros da AuUNP-Composto 7 e AuNP-Cis-composto
7 também sugerem modificacdo na superficie das NPs. Os picos em 1354 e 1600 cm®
1, presentes apenas nas amostras conjugadas também indicam alteracdo na
superficie das AuNPs. J& para a conjugacao com o FITC (Figura 29B) também foi
notado o aparecimento de picos distintos nos espectros das amostras. A atenuacgao
do pico em 907 cm™!, no espectro das AuNPs puras, apds a conjugacdo, sugere que
houve modificacdo na superficie das NPs. Nota-se um leve desvio no pico em 1639
cm-1 apés a conjugagdo, mais uma vez indicando uma possivel conjugagcao das
AuUNP com o corante. O aparecimento de picos nos espectros apos a conjugagao em
665,869,1120 e 1420 cm*, também sugerem que houve alteracédo na superficie das

AUNPs.
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6) CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho concluimos que € possivel realizar a conjugacdo de AuNPs com
fluoréforos organicos através de interacdo eletrostatica e ligacdo covalente. Foi
possivel observar também que a presenca das AuNPs foi capaz de suprimir a
emissao de fluorescéncia dos compostos de 83,4 a 99,8%, sendo que a conjugacao
dos compostos por meio de ligacdo covalente foi responsével por uma redugédo maior
da emisséao da fluorescéncia. Foi possivel concluir que a utilizacdo do espacador nao
interferiu no efeito supressor do metal, provavelmente pois o tamanho da molécula de
cisteamina néo foi eficaz em manter o fluoréforo a uma distancia da AUNP necessaria

para que nao houvesse supressao da emissao da fluorescéncia.

Diante das conclusdes, o grupo tem perspectiva de testar um espacador maior afim
de testar a influéncia da distancia entre AuNP e fluor6foro na emissdo da
fluorescéncia. Existem substancias disponiveis comercialmente que poderiam ser
testadas, como o 6-amino-1-hexanotiol e o 8-amino-1-octanotiol, comercializados
pela Sigma-Aldrich, todavia o alto custo destes materiais ainda € um impeditivo para
0 grupo de pesquisa. Diante da reducgédo da fluorescéncia e da conhecida afinidade
entre AuNP e tidis, é possivel vislumbrar a aplicacdo de alguns dos materiais
desenvolvidos como sensores de tidis, sendo eles capazes de deslocar os fluoroforos
ligados as AuNPs, reestabelecendo a fluorescéncia 2. Por fim, a baixa solubilidade
dos BODIPYs em meio aquoso foi um problema comumente enfrentado pelo nosso
grupo de pesquisa e pode interferir nas suas aplicacdes. Diante disso, 0 grupo de
pesquisa vem estudando a possibilidade de investir na funcionalizacdo de BODIPYs
com grupos polares carregados para o desenvolvimento de sondas fluorescentes

hidrossoluveis.
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