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RESUMO

Técnicas de diagnostico por imagem contribuem ativamente no aumento da
expectativa de vida mundial. Elas apresentam caracteristicas atraentes e evoluem
constantemente. No entanto, as vezes resulta necessaria a utilizacdo de agentes de
contraste para uma melhor visualizacdo das areas afetadas por determinadas
patologias. O trabalho desenvolvido apresenta nanoparticulas de ouro recobertas com
uma camada da silica que contém corante fluorescente modificado e complexo DTPA-
Gd3* (Dietilenotriaminopentacetato de gadolinio Ill) ligado a superficie. As
nanoparticulas sintetizadas podem desempenhar o papel de contraste em duas das
técnicas de diagnostico por imagem mais utilizadas na atualidade: Tomografia
Computadorizada (CT) e Imagem por Ressonancia Magnética (MRI). Além do mais, a
adicdo de corante fluorescente modificado oferece a possibilidade de monitorar a
distribuicdo das nanoparticulas por Imagem de Fluorescéncia (FI). Nanoparticulas de
ouro apresentam algumas vantagens em relacao aos compostos utilizados atualmente
como agentes de contraste em CT. A modificacdo do corante fluorescente Rodamina
B por meio da reacéo de esterificacdo com N-Hidroxissuccimida (NHS) para obter
Succinimidil Rodamina B (SRB) visa a obtencdo de compostos com emissdo em
comprimentos de onda maiores a partir de compostos luminescentes mais acessiveis.
O recobrimento das nanoparticulas de ouro com uma camada de silica visa fornecer:
i) uma superficie apta para a ligacdo do complexo DPTA-Gd?*, complexo j& em uso
clinico como agente de contraste exdgeno para MRI; ii) uma separacao entre ouro e
fluoréforo para evitar o fenbmeno de supressdo da luminescéncia e; iii) contornar
problemas de biocompatibilidade. O ligante DTPA foi modificado por sililagdo com 3-
Cloropropiltrietoxisilano (CPTES) para obter grupos OH para ligar a superficie da
silica. Foram sintetizadas nanoparticulas de ouro de tamanhos entre 5-30 nm
caracterizadas por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). Rodamina B foi modificada
para Succinil Rodamina B caracterizadas por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio 1 e
carbono 13 (*H NMR e 13C NMR), Intensificacdo sem Distor¢céo por Transferéncia de
Polarizacdo a 135° (DEPT 135) e Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel (UV-vis). Os
resultados de diametro de nanoparticulas recobertas obtidos por DLS sugerem a
formacdo de uma camada de silica de aproximadamente 3,5 nm (£ 6 nm) de
espessura. A modificacdo do ligante DTPA para obtencédo de DPTA sililado (Sil-DTPA)
foi caracterizada por FTIR. Testes imaginoldgicos por Raios X (mamografia) e por RMI
sugerem que as nanoparticulas sintetizadas se mostram promissoras como agentes
de contraste multifuncional.

Palavras chave: Nanoparticulas de ouro. Agentes de contraste. Tomografia

Computadorizada. Imagem por Ressonancia Magnética. Imagem por Fluorescéncia.



ABSTRACT

Diagnostic Imaging Techniques actively contribute for the increase of life expectancy
worldwide. They have attractive features and constantly evolve. However, sometimes
it is necessary to use contrast agents for a better visualization of the affected areas in
certain pathologies. The work developed presents gold nanoparticles coated with a
layer of silica that contains modified fluorescent dye and DTPA-Gd®*
(Diethylenetriaminepentaacetate gadolinium Ill) complex bonded to the surface.
Synthetized nanoparticles can play the role as contrast in two of the most used
diagnostic imaging techniques: Computed Tomography (CT) and Resonance
Magnetic Imaging (MRI). Furthermore, the addition of modified fluorescent dye offers
the possibility to monitor the nanopatrticles distribution by Fluorescence Imaging (Fl).
Gold nanoparticles show some advantages compared to the compounds currently
used as contrast agents in CT. Modification of fluorescent dye Rhodamine B (RB) by
esterification reaction with N-Hydroxysuccinimide (NHS) to obtain Succinimidyl
Rhodamine B (SRB) aims to obtain compounds with emission in larger wavelength
from more accessible compounds. Coating of gold nanoparticles with a layer of silica
aims to provide: i) a suitable surface for complex DTPA-Gd3* bonding, already in
clinical use as MRI exogenous contrast agent; ii) a separation between gold and
fluorophore to prevent photobleaching phenomena; iii) to bypass biocompatibility
issues. DTPA ligand was modified by silylation with 3-Chloropropyltrietoxysilane
(CPTES) in order to get OH groups capable to bond to silica surface. Gold
nanoparticles with size of 5-30 nm were synthetized and characterized by Dynamic
Light Scattering (DLS). Rhodamine B was modified to obtain Succinimidyl Rhodamine
B characterized by Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear
Magnetic Resonance of Hydrogen 1 and Carbon 13 (*H NMR e 3C NMR),
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer at 135° (DEPT 135) and
Ultraviolet and visible Spectroscopy (UV-vis). The results of coated nanoparticles
obtained by DLS suggest the formation of a layer of silica of 3,5 nm (£ 6 nm) thick.
Modification of DTPA ligand to obtain sylilated DTPA (Syl-DTPA) was characterized
by FTIR. Imaging tests by X-ray (mammography) and RMI suggest that synthetized
nanoparticles are promising as multifunctional contrast agents.

Keywords: Gold nanoparticles. Contrast agents. Computed
Tomography. Magnetic Resonance Imaging. Fluorescence Imaging.



INDICE

1. INTRODUGAO. ... .oci ettt ettt st e sttt e tesae e ereereeseeenas 14
1.1. EXpectativa de Vida............uuvuiiiiiiiiiii e 14
1.2. Técnicas de Diagndstico por IMagem...........cceeviiiviiiieeennniiiiee e 17

1.2.1. Tomografia Computadorizada................eeeeieeiieeeeeeniniiieeiiieeeee 18
1.2.1.1. Contrastes para Tomografia Computadorizada.................... 18
1.2.1.2. Desvantagens dos agentes de contraste iodados................. 19
1.2.1.3. Nanoparticulas como alternativa.............ccocceuueeeeeriiiiiineennnnne 19

1.2.2. Imagem por Ressonancia Magneética.............ccoecuvveeveeeeiiiiiieeeennennne 20

1.3.  Imagem por FIUOIESCENCIA.........uuuuuriiiiiiiiieee e 22

1.4. Agentes de contraste multifuncionais baseados em nanomateriais de

(011 | o PP UPPPTR 24

IR TR 1 1o WP PPRRRRSTRRR 26

2. OBUIETIVOS . ...coii ittt ettt e e e et e e e e s et e e e e e ssraeeaeeeeans 28
2.1, ODJEtIVO Geral......uueeiiiiii e ————- 28
2.2.  ODbjetivos ESPECIfICOS........uuuiiiieiiiiiiiiee e 28

3. METODOLOGIA.....o ettt e e e e e e e e e e e e e eeaeaeeaees 29
3.1. Sintese de nanoparticulas de OUrO.............ceceeeeiiiiiiiiiiiiiii e 30
3.1.1. NUCIEOS UE OUIO...uueiiiiiiieiiee ettt e e 30

3.1.2. SOlIUGA0 d€ CreSCIMENTO......cceiiieiiiiiiiiiiete et 31

3.1.3. Crescimento dOS NUCIEOS..........cccooiiiiiiiiitieeeeee e 32

3.2. Modificacdo do corante rodamina B..............coovvriiiiiiiiiiiiiiie e 33
3.3. Recobrimento das nanoparticulas de ouro............ccccceeeeieiiiieeeeeeeeeeeee, 34
3.4. Modificagdo do ligante DTPA.......coo e 35
3.5. Sintese de complexo Gd3*-DTPA modificado.........c...cccoeeeevueeeceeeennnnne 37
3.6. Ancoragem do complexo Gd3*-DTPA-Sil na nanoparticula de ouro......38
3.7, CaArACleriZAGOES. ... . i i ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeeeraeee 39

4. RESULTADOS E DISCUSSAO. ... ..ot 41
4.1. Primeira Etapa: Preparacdo dos nUcleos de ouro...........cccvvvevveveeeennenn. 41
4.1.1. Sintese das Nanoparticulas de OUro.............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn 41

4.2. Segunda Etapa: Modificagdo do Corante Fluorescente Rodamina B....47
4.2.1. Espectroscopia no Infravermelno............cccocceeiiiiiieiiiiii e 47

4.2.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear....................... 48



4.2.2.1. Espectroscopiade RMN de TH.......c.cccceviiiiiieiieiiie e 48

4.2.2.2. Espectroscopiade RMN3C e DEPT 135.......cccccevveevieevinennn. 52

4.2.2.3. Espectroscopia UV-VISIVel..........cccccuvvveiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeiiiin, 55

4.3. Terceira Etapa: Recobrimento das nanoparticulas de ouro................... 56
4.4. Quarta Etapa: Modificagao do ligante DTPA..........coooiiiiiiiiiiieeeeeeen 58
4.4.1. Espectro N0 infravermelno.........ccccoeiiiiiiiiiiiiieee e 59

4.5. Testes IMagenolOQiCOS. ........ccuuuuuriiiiiiiiiiiee e eeee e 60
4.5.1. RAIOS Xiuuuuiuuiuttiiiiieiiiteeaaaeaae e e e s ss s s s bbbt ae e e eaaaesaeeeaeesaasaaannbbbabreseees 60

4.5.2. Imagem por Ressonancia Magnética Nuclear...........ccccccvvvvviveneeeenn. 61

5. CONCLUSOES......ciiiiiisieieieie ettt 64
6. PERSPECTIVAS. ...ttt e e e e e e s e rrae e e e e ennnnes 65

7. REFERENCIAS......co oottt ettt ettt 66



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Expectativa de vida no mundo em 2019...........ccccuuiiiiiiiiiiieeeeeiie e 14
Figura 2 — Evolucao da expectativa de vida 1770 —2019.......cccceevviiieeiieeeiieeeeeeeeeiiiiens 15
Figura 3 — Evolugé&o da expectativa de vida no Brasil 1900 — 2019............ccccccvvvvvnnee. 16
Figura 4 - Estrutura das moléculas iodadas utilizadas como agentes de contraste CT.
(A) Diatrizoato (i6nico), (B) lopromida (NA0 IONICO)..........uvururumiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeenennenns 18
Figura 5 — Coeficientes de atenuacdo massico de alguns materiais em fungcédo da
energia Na regio dO FAI0 X.....oooiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e 20
Figura 6 — Agentes de contraste utilizados na Ressonancia Magnética. Magnevist® a
esquerda da Bayer e Dotarem® da Geubet...........cccooveiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
Figura 7 — Diagrama de Jablonski simplificado.................ccccoeeiiiiiiiiiiiiie e, 23
Figura 8 — Estrutura molecular da Rodamina B............cccuuiiiiiiiiiiiiie 24
Figura 9 - Representacdo Esquematica da SinteSe..........cvcvieieiiiiiiieeeecieeeeeeeeiiis 30

Figura 10 - Representacdo Esquematica da Sintese de ndcleos de ouro (Solugéo

Figura 11 - Representacdo esquematica da preparacdo da Solucdo de
L@ (ST Yol [ =7 o] (o 32

Figura 12 — Representacao esquematica do crescimento dos nucleos resultando nas

SOIUGOES B, C B Dttt —————— 33
Figura 13 — Reacao de modificagdo de Rodamina B.............ccccceiveiiiiiiiiiiiiiiiniiee, 33
Figura 14 — Representacdo esquematica da modificacdo do corante......................... 34
Figura 15 — Representacao esquematica do recobrimento das nanoparticulas.......... 35
Figura 16 — Reacg&o da modificagcdo do ligante DTPA...........cueiiiiieie e 36
Figura 17 — Representacdo esquematica da metodologia para a modificacdo do
o T= T | 37
Figura 18 — Representacéo esquematica da sintese do complexo..............coeevvunnene 38

Figura 19 - Representacdo esquematica da ancoragem do complexo na
NANOPAITICUIAL........ooi i e e e e e e e e eas 39

Figura 20 - Mudanca na cor da solucdo apos adicdo de NBH4. Solucédo de ouro e
citrato a esquerda. A mesma solucéo apos adicao do agente redutor a direita........... 42

Figura 21 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solucdo A) feitas em
triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma
(S0 ] (8 o= T PP 43



Figura 22 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solugcédo B) feitas em
triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma
£ ] (1 o= T TSR 45

Figura 23 - Grafico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solucéo C) feitas em
triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma
0] [0 [0F= Lo T PP TP PR PP PPPPPPPPP 46

Figura 24 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solucdo D) feitas em
triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma
S0 (1 o= T TS 46

Figura 25 — Espectro no Infravermelho de Rodamina B (RB) (acima) e de Succinimidil
Rodamina B RB) (EMDAIX0).......cuuiiiiiiiiieeaaiie ettt a7

Figura 26 - Espectros de RMN 'H de Rodamina B (RB) e Succinil Rodamina B (SRB)
com as atribuicdes nas estruturas quimicas de cada molécula.................cccccceeeeeennnn. 49

Figura 27 - Espectros de RMN 3C e DEPT 135 Rodamina B (RB) e Succinil Rodamina
B (SRB) com as atribui¢cdes nas estruturas quimicas de cada molécula..................... 53

Figura 28 — Espectro UV-visivel de Rodamina B e Succinimidil rodamina B em
=03 =1 (0] 11 ] - T 55

Figura 29 - Representacao da troca sequencial no processo de recobrimento........... 57

Figura 30 - Grafico de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de ouro recobertas
medidas feitas em triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada
medida da MESMA SOIUGAOD.........uuuiiiiiiiiiiiiie et 58

Figura 31 - Espectros no Infravermelho de DTPA (acima) e DTPA sililado (embaixo)
com as principais atribuicfes de bandas..............ooovvviiiiiiiiiiii e 59

Figura 32 - Imagens de Raios X obtidas por mamégrafo de solucdes coloidais de
nanoparticulas com e sem recobrimento. A- nanoparticulas de 20 nm, B-
nanoparticulas de 30 nm e C- nanoparticulas recobertas. A esquerda imagem
realizada a 40 mAs, a direita 80 mAs. Ambas a22 KV.........ccccoviiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeee e 60

Figura 33 - Imagens de Raios X obtidas por mamdgrafo de solucdo coloidal de
nanoparticulas de ouro recobertas com silica (A) e 4gua (B) realizada a 28 kV e 80

Figura 34 — Imagem por Ressonancia Magnética em T1 de nanoparticulas de 30 nm,
0 branco esta indicado com uma seta. Gréafico de Intensidade de branco em funcgéo
da concentragdo de Gd3* (& dir€ita)..........ccueeiveeirieiiieeiie ettt 62

Figura 35 — Imagem por Ressonancia Magnética em T1 de nanoparticulas de 60 nm,
0 branco esta indicado com uma seta. Grafico de Intensidade de branco em funcgéo

da concentracdo de Gd3* (A dir€ita).........cceeviueiiiiiiiiii e 63



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Relag&o de reagentes UtIliZad0osS. ..........coevviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 29
Tabela 2 - Proporcao das solugdes utilizadas.............couvvvvvuiiiiiiiiiiie e 32
Tabela 3 - Propor¢ao das solugdes utilizadas e os diametros resultantes................... 44
Tabela 4 — Atribuicdo do espectro de RMN *H de RodaminaB...........cccccecoevvveeeeinnee.n. 51

Tabela 5 - Atribuicéo do espectro de RMN *H de Succinimidil Rodamina B. Destacado
0s sinais presentes no espectro de SRB ausentes no espectrode RB........................ 52



ABREVIATURAS

CT — Computed Tomography - Tomografia Computadorizada

MRI — Magnetic Resonance Imaging - Imagem de Ressonancia Magnética

FI — Fluorescence Imaging - Imagem por Fluorescéncia

EMI Ltd — Electric & Music Industries Limited - Industrias Musicais e Elétricas Limitada
Au — Gold - Ouro

| — lodine - lodo

NMR — Nuclear Magnetic Resonance - Ressonancia Magnética Nuclear

Mn — Manganese - Manganés

Fe —Iron - Ferro

Gd — Gadolinium - Gadolinio

DPTA - Diethylenetriaminopentaacetic acid - Acido Dietilenotriaminopentaacético
DOTA - Dodecanetetraacetic acid - Acido Dodecanotetraacético

DNA - Deoxyribonucleic acid - Acido Desoxirribonucleico

NADH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide + Hydrogen - Dinucle6tido de
Nicotinamida e Adenina + Hidrogénio

SERS - Surface Enhancement Raman Scattering - Espalhamento Raman
Intensificado por Superficie

NHS — N-Hydroxysuccinimide - N-Hidroxisuccinimida

APTES — 3-Aminopropyltriethoxysilane - 3-Aminopropiltrietoxisilano

CTAB — Cetyltrimethlammonium Bromide - Brometo de Cetiltrimetilaménio

MPTES — 3- Mercaptopropyltriethoxysilane - 3-Mercaptopropiltrietoxisilano

TEOS - Tetraethyl Orthosilicate - Tetraetil Ortosilicato

SRB - Succinimidyl Rhodamine B - Succinimidil Rhodamine B

DCC — N-N’- Dicyclohexylcarbodiimide - N-N’-Diciclohexilcarbodiimida

DLS — Dynamic Light Scattering - Espalhamento de Luz Dinamico

FT-IR - Fourier Transformed Infrared - Infravermelho por Transformada de Fourier
DEPT 135 - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer at 135° -

Intensificacdo sem Distorcao por Transferéncia de Polarizacdo a 135°



14

1. INTRODUCAO
1.1. Expectativa de vida

Um dos principais desafios da ciéncia € oferecer a humanidade longevidade
acompanhada de qualidade de vida. Uma maneira de avaliar se esse objetivo esta
sendo conseguido é observar a expectativa de vida dos seres humanos no planeta.
Constitui também uma forma de avaliar a saude da populacéo, pois existe uma relacéo
direta entre a satde e expectativa de vida. Existe ainda hoje inequidade na expectativa
de vida (KIM & KIM, 2018), as ultimas estimativas (2019) apontam uma diferenca
notavel de aproximadamente 30 anos entre os paises de Africa Central e o Japao,
apenas como exemplo. Esse fato mostra que em paises muito desenvolvidos a
expectativa de vida € muito superior (HO & HENDI, 2018), fenbmeno observavel na

Figura 1.

Figura 1 — Expectativa de vida no mundo em 2019

<50 years 58 years 66 years 74 years 82 years

No data 54 years ‘ 62 years 70 years 78 years >86 years
I | _

Fonte: RILEY (2005), CLIO INFRA (2015) e UN POPULATION DIVISION (2019)

Obviamente, a expectativa de vida é resultado de uma série de fatores
associados que incluem fatores muito diversos como habitos alimentares, carga
genética de cada regido do mundo, fatores culturais etc. No entanto, o fato de que os
habitantes de paises desenvolvidos vivam mais sugere que o desenvolvimento em
certas areas como a pesquisa cientifica desempenhe um papel de importancia. Isto

acontece porque nos paises com mais recursos (econdémicos e de material humano
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capacitado) a pesquisa cientifica esta focada em oferecer justamente qualidade de
vida e um aspecto fundamental para isso é o aumento na qualidade da saude da
populacdo (RANABHAT et al., 2018).

A distribuicdo da expectativa de vida nos continentes habitados (excetuando
Antértida, pois € desabitada) segue a tendéncia ja discutida, onde a maior expectativa
se encontra concentrada nos continentes com a maior quantidade de paises
desenvolvidos. Continentes como Oceania (com expectativa de vida de 78,7 anos),
Europa (78,6 anos) lideram devido ao fato anteriormente citado. Seguidos pelas
Américas com 76,8 anos, continentes nos quais os paises desenvolvidos que elevam
a medida sdo Canadéa, Estados Unidos, Chile, Brasil, México e Argentina. Asia com
73,6 anos é a seguinte, énfase em Japédo e Coreia do Sul mas com o acelerado
desenvolvimento da China é de se esperar que em poucos anos a diferenca entre
Asia e as Américas diminua consideravelmente. Finalmente se encontra Africa com
uma expectativa de vida de 63,2 anos deixando a expectativa de vida global em 72,6
anos (ROSER; ORTIZ-OSPINA; RITCHIE, 2013).

Figura 2 — Evolugéo da expectativa de vida 1770 - 2019

Oceania
Europe
Americas
Asia

70 years World
Africa
60 years
50 years
40 years
-—__\~_/
30 years
1770 1800 1850 1900 1950 2019

Fonte: RILEY (2005), CLIO INFRA (2015) e UN POPULATION DIVISION (2019)

Na Figura 2 é possivel notar que a expectativa de vida no mundo inteiro tem
aumentado consideravelmente desde os finais do século XVIIl onde ela variava de 26

— 35 anos até a variacdo atual entre 72 — 79. Historicamente a variacdo tem sido
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minima, até que a humanidade conseguiu progressos importantes na area da saude.
Esta transicdo com o concomitante aumento notavel da expectativa de vida se deu
em momentos diferentes para cada regido do mundo mas aconteceu em todas e a

partir desses progressos a tendéncia de aumento tem se mantido.

Brasil, acompanhando essa tendéncia mundial tem aumentado a expectativa
de 29 anos em 1900 para praticamente 76. A maior variacdo se teve na década de
1940 onde a expectativa subiu de 37 anos para 50 em 1950, uma variacdo de 13 anos.
A partir dali, a expectativa de vida no Brasil tem aumentado constantemente até os

dias de hoje, o que pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 — Evolugéo da expectativa de vida no Brasil 1900 — 2019

Brazil

70 years

60 years

50 years

40 years

30 years
1900 1920 1940 1960 1980 2000 2019

Fonte: RILEY (2005), CLIO INFRA (2015) e UN POPULATION DIVISION (2019)

Como ja foi dito, esse aumento é multifatorial, porém €& inegavel que os
progressos na area médica, farmacéutica, quimica e biolégica desempenham um
papel de extrema importancia para que essa caracteristica aumente. Todas essas
areas do conhecimento humano se encaixam no conhecimento cientifico e tem como

caracteristica principal o fato de serem intimamente interligadas.

Os progressos obtidos na Farmacia além do descobrimento de novos
compostos com atividade biolégica encontrados na natureza também estdo
relacionados com 0s avangos nos processos de sintese quimica que fornecem novos

compostos com atividade biolégica (CAMPOS et al., 2019), modificando os naturais
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para fazé-los mais eficazes ou com o auxilio de programas computacionais
desenhando farmacos com atividade especifica (SCHNEIDER et al., 2020; PAUL et
al., 2021). Isso permite aos profissionais da saude contar com um arsenal mais
eficiente e diversificado na hora de enfrentar os quadros patologicos que afetam os
individuos ou as populagbes (epidemias ou pandemias) (JAMSHIDI et al., 2020). A
melhora no tratamento trazida por esses novos farmacos € importante mas a
complementacdo com o0s avancos na prevencdo € fundamental. No campo da
prevencdo, os avan¢os da Quimica nos processos de degradacdo de substancias
potencialmente toxicas (farmacos, defensivos agricolas, poluentes em geral) contribui
muito (DE MARCO et al., 2019). Outro campo que tem uma contribuicdo alta é o
campo de Diagnoéstico médico, pois a deteccao de patologias em estagios incipientes
melhora sensivelmente o progndstico para o paciente (LO et al., 2006; LEDDA; SENIA
& RAPISARDA, 2018).

Uma caracteristica interessante do Diagndstico € que conta com técnicas de
diagnéstico que tém avancado notavelmente, até o ponto de serem importantes tanto
na prevencdo, com diagndsticos cada vez mais precoces e precisos, quanto no
tratamento, com a possibilidade de fazer um seguimento da evolugao do paciente se
utilizando dessas técnicas. Dentre essas técnicas tém se destacado as técnicas que
utilizam imagens (FUCHS & SOX, 2001) geradas pela producéo de certos fenbmenos
fisicos ou fisico-quimicos (Raios X, Eletromagnetismo, Fluorescéncia), sendo
classificadas como Técnicas de Diagndstico por Imagem.

1.2. Técnicas de Diagnhdstico por Imagem

As Técnicas de Diagnéstico por Imagem sdo as ferramentas que mais tem
evoluido para o auxilio da ciéncia médica nos ultimos anos auxiliando no diagnostico
de varias doencas tais como cancer, diabetes, e inclusive para a avaliacdo de
tratamentos (CHOU et al., 2015; DE CLERCK et al., 2015; VAN DIJKEN et al.,2017).
Dentre elas se destacam a Tomografia Computadorizada (CT), a Imagem de
Ressonancia Magnética (MRI) e a Imagem por Fluorescéncia (Fl). Essas técnicas
compartilham algumas caracteristicas atraentes tais como: serem indolores, serem
nao invasivas, com necessidade de pouca ou nenhuma preparacao do paciente, nao
danificar os tecidos investigados, possuirem alta resolucéo e facil processamento das
imagens (SCHWENZER et al., 2009; CARAVAN et al., 1999; LAKOWICZ, 2006)
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1.2.1. Tomografia Computadorizada

O escaner TC foi desenvolvido por Godfrey Hounsfield quando trabalhava na
Electric and Musical Industries (EMI Ltd.) e o primeiro teste clinico utilizando um
prototipo (Mark |) foi realizado em 1972 (ISHERWOOD, 2005). Essa técnica é utilizada
hoje em dia rotineiramente para diagndstico de patologias, avaliacdo de evolucdo do

tratamento e ajuda na escolha do tratamento.
1.2.1.1. Contrastes para Tomografia Computadorizada

A resolucdo da CT € superior a apresentada pelas radiografias convencionais.
No entanto, existe a dificuldade de distinguir as sutis diferencas entre tecidos moles
do organismo, porque apresentam densidade eletrénica similar e consequentemente
coeficientes de atenuacao linear de raios X também similares. Devido a esse fato €
necessaria a administracdo de agentes exdégenos de contraste para contornar esse
inconveniente (YU & WATSON, 1999). Esses agentes de contraste exibem diferente
especificidade dependendo dos tecidos, delimitando melhor o contraste entre o0s
tecidos (KALENDER, 2006). Atualmente séo utilizadas suspensdes de sulfato de bario
(BaSOa4) como contraste para estudos no sistema digestivo (seu uso restrito obedece
a toxicidade dos ions Ba?*) e como agentes injetaveis compostos aromaticos iodados
solUveis em agua, dois dos quais podem ser visualizados na Figura 4 (YU & WATSON,
1999; CHRISTIANSEN, 2005).

Figura 4 - Estrutura das moléculas iodadas utilizadas como agentes de contraste CT. (A) Diatrizoato
(i6nico), (B) lopromida (ndo ibnico)
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1.2.1.2. Desvantagens dos agentes de contraste iodados

Os agentes de contraste iodados apresentam algumas desvantagens: a) tempo
de circulacdo curto dentro do organismo vivo porque sdo rapidamente excretados
pelos rins devido ao baixa massa molecular e, b) podem acontecer reacdes adversas
severas devido as suas altas osmolaridade e viscosidade (WANG et al., 2007;
COCHRAN, 2009).

1.2.1.3. Nanoparticulas como alternativa

A nanotecnologia trouxe grandes avancos nesse sentido apresentando
nanomateriais que se mostram adequados para aplicacdes biol6gicas. Nanoparticulas
estabilizadas mostram circulagcdo sanguinea prolongada podendo acumular em
tumores gracas ao efeito de permeacao e retencdo aumentadas (PEER et al., 2007).
Elas também constituem plataformas ideais para o design de agentes de contraste
multifuncionais, pois € possivel a modificacdo da sua superficie (LEE, CHOI &
HYEON, 2013; LIU, Al & LU, 2012). O grande desafio para a preparacdo de agentes
de contraste para CT é satisfazer simultaneamente o0s seguintes critérios:
biocompatibilidade, alta qualidade contrastante, baixo custo, tamanho, tempo
prolongado de circulagcéo in vivo, estabilidade coloidal a longo prazo em condicdes

fisiologicas.

Um interessante grupo de agentes de contraste nanoparticulados sao o0s
baseados em metais, por exemplo ouro (Au). O niumero atdmico do ouro é maior do
que do iodo ("?Au > %3) e por isso a atenuacgdo de raios X é maior no ouro, situacédo

gue se pode observar na Figura 5.



20

Figura 5 — Coeficientes de atenuacdo massico de alguns materiais em funcao da energia na regido do

raio X.
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Fonte: Adaptado de LEE, CHOI & HYEON (2013)

O ouro também apresenta outras vantagens em relacdo ao iodo como agente
de contraste para CT (HAINFELD, et al., 2006), pois 0 empacotamento nas
nanoestruturas de ouro pode conter uma grande quantidade do agente de contraste
(Au) diminuindo a concentracdo de agente que deve ser injetado. Além disso, o
tamanho e formato das nanoparticulas de ouro podem ser controlados no processo
de sintese e a superficie das nanoparticulas pode ser modificada por grupos

funcionais.
1.2.2. Imagem por Ressonancia Magnética

A Imagem por Ressonancia Magnética (MRI), diferentemente da CT ndo utiliza
radiacfes ionizantes, se baseia no fenbmeno de Ressonancia Magnética Nuclear
(NMR), propriedade fisica de nucleos de determinados elementos que, na presencga
de um forte campo magnético externo (Bo) e excitados por uma radiofrequéncia
especifica denominada frequéncia de Larmor emitem outra radiofrequéncia que pode
ser detectada e convertida em imagem (FRIEDMAN et al., 1989; DALE, BROWN &
SEMELKA, 2015).

Os primeiros estudos foram efetuados em 1946 por dois grupos independentes,
gue estudaram esse fendbmeno em sélidos e liquidos respectivamente (PURCELL,
TORREY & POUND, 1946; BLOCH, HANSEN & PACKARD, 1946). Estudos feitos
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entre o final da década dos 60 e o comec¢o da década dos 70 mostravam que T1 (tempo
de relaxacdo 1) é maior em tecidos tumorais que em tecidos normais (DAMADIAN,
1971). Também pertencem a década de 70 as primeiras imagens publicadas
produzidas utilizando a técnica (LAUTERBUR, 1973). As primeiras imagens de uma
parte do corpo humano foram produzidas por Peter Mansfield em Nottingham e
apresentadas em um encontro do Conselho de Pesquisa Médica (Inglaterra) em 1976.

A intensidade do sinal no MRI depende das taxas de relaxacdo dos prétons
presentes nas moléculas de agua. Diferencas entre os ambientes quimicos em que
as moléculas de 4gua se encontram fornecem o contraste inerente no MRI, no entanto,
as vezes esse contraste ndo é suficiente para distinguir o tecido normal do tecido
afetado por alguma doenca (CARAVAN, 2006). A administracdo de agentes de
contraste que contém ions metélicos paramagnéticos que afetam as taxas de
relaxagdo das moléculas de agua vizinhas aumentam o contraste inerente. Dentre os
fons metdlicos paramagnéticos (Mn?*, Mn3, Fe3* e Gd3®'), o Ultimo é mais
frequentemente utilizado devido aos seus sete elétrons desemparelhados e o tempo
prolongado de relaxacéo eletronica (CARAVAN, 1999). No entanto, o ion Gd3* em
solugdo aquosa apresenta alta toxicidade e precisa de complexagcdo com ligantes
organicos antes de seu uso in vivo (KUMAR & TWEEDLE, 1993). Alguns dos
complexos poliaminocarboxilados de gadolinio utilizados como agentes de contraste

séo observados na Figura 6.



22

Figura 6 — Agentes de contraste utilizados na Ressonancia Magnética. Magnevist® a esquerda da
Bayer e Dotarem® da Geubet
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1.3. Imagem por Fluorescéncia

Nos ultimos anos o uso da fluorescéncia nas ciéncias biolégicas vem crescendo
notavelmente. Apenas para citar algumas metodologias utilizadas hoje em
biotecnologia baseadas no fendmeno de fluorescéncia: citometria de fluxo,
sequenciamento de DNA, analise forense, analise genética e diagnéstico médico
(MCKINNON, 2018; SMITH et al.,1986; MENZEL, 2006). Uma das areas em que 0

uso da fluorescéncia cresceu muito é a imagem de células e moléculas.

A fluorescéncia é um tipo de luminescéncia. A luminescéncia é a emisséo de
fétons por uma substancia na faixa visivel, que ocorre a partir de estados eletrénicos
excitados. Em compostos organicos a luminescéncia é dividida em duas categorias:

fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. Na
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fluorescéncia, a emissdo de luz parte de estados singletos excitados, o elétron no
orbital excitado estd pareado (spin oposto) com o elétron no orbital do estado
fundamental. Consequentemente, a volta do elétron excitado para o estado
fundamental € permitida por spin e acontece rapidamente por emissao de um féton.
O tempo de vida (1), o tempo médio entre a excitagdo e o retorno ao estado
fundamental, de um fluoréforo é geralmente de 10 ns (10x10° s). Na fosforescéncia,
a emissao de luz parte de estados tripletos excitados, o elétron no estado excitado
tem a orientacéo de spin igual ao elétron do estado fundamental, a transicao eletrénica
€ proibida e consequentemente a emissao € mais lenta e o tempo de vida maior, da

ordem de milissegundos a segundos (ms a s) (LAKOWICZ, 2006).

Os processos que acontecem em compostos organicos entre a absorcéo e a
emissdo de luz podem ser ilustrados pelo diagrama de Jablonski na figura 7
(JABLONSKI, 1935; FRACKOWIAK, 1988).

Figura 7 — Diagrama de Jablonski simplificado
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Fonte: Adaptado de FRACKOWIAK (1988)

Como se pode observar na Figura 7, geralmente a energia de emissao € menor
que a de absorcdo fazendo com que a fluorescéncia aconteca a maiores
comprimentos de onda. Esse fenbmeno foi observado por Stokes em 1852. O
deslocamento do espectro de absorcéo e de emissdo das substancias fluorescentes

é denominado de deslocamento Stokes em sua homenagem (STOKES, 1852).

As substancias que apresentam fluorescéncia sdo denominadas fluoréforos. As
substéancias fluoréforas podem ser divididas em duas grandes classes: intrinsecas e

extrinsecas. Os fluoroforos intrinsecos sdo aqueles que ocorrem na natureza:
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aminoacidos arométicos, NADH, flavinas, clorofila. Fluoréforos extrinsecos séo
adicionados as amostras quando ndo h4 fluorescéncia ou para mudar as propriedades
espectrais da amostra: dansyl, fluoresceina, rodamina, etc. O processo de adicdo de

fluoréforos extrinsecos as amostras se denomina marcacao.

Rodaminas (Figura 8) e fluoresceinas sdo amplamente utilizadas como
marcadores extrinsecos, principalmente por dois motivos: a) diferentemente do dansyl
as duas familias citadas ndo sédo sensiveis a polaridade do solvente e b) apresentam

coeficientes de extingdo molar altos (~80000 M-t cm™).

Figura 8 — Estrutura molecular da Rodamina B
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1.4. Agentes de contraste multifuncionais baseados em nanomateriais

de ouro

O desenvolvimento de agentes de contraste multifuncionais com capacidade
de fornecer simultaneamente sinais para mais de uma técnica de diagndstico tem
aumentado nos ultimos anos. A obtencao de multiplas modalidades de imagem com
a utilizacdo de apenas um agente de contraste possibilita aos profissionais médicos
coletar maior quantidade e mais variadas informacdes e também permite uma maior
adeséao dos pacientes, pois diminui a quantidade de processos preparatorios (MAHAN
& DOIRON, 2018).

As nanoparticulas de ouro sédo consideradas uma plataforma atraente para o
desenvolvimento de agentes de contraste multifuncionais (HAINFELD et al., 2006;
POPOVTZER et al., 2008). Uma das abordagens mais utilizadas é a combinacao entre

as nanoparticulas de ouro e complexos de gadolinio(lll), aliando dessa forma a
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atenuacdo de raios X na faixa de energia utilizada na clinica que oferece as
nanoparticulas de ouro e os complexos ja utilizados como contraste para MRI
(MAHAN & DOIRON, 2018). Vérios trabalhos desenvolveram essa parceria de
nanoparticulas de ouro com complexos de gadolinio(lll) visto que essa combinacao
modifica dois fatores muito importantes para o aumento do contraste em MRI:
aumentando a relaxividade e aumentando a concentracdo de gadolinio. O aumento
da relaxividade é conseguido pela desaceleragdo do movimento rotacional do
complexo fazendo com que a frequéncia do campo magnético alternado diminua a
valores perto da frequéncia de Larmor. A desaceleracdo é obtida via a incorporacdo
de uma estrutura maciga, comparativamente com o0 complexo, como uma
nanoparticula. Nanoparticulas também oferecem uma grande area superficial o que
permite uma concentracdo maior do complexo (PERRY, BOTNAR & WILTON-ELY,
2020).

Dentre essas pesquisas se encontram:

1) Ancoragem de nanoparticulas de ouro a uma estrutura organometalica de
gadolinio utilizando &cido poliacriclico (PAA) para ligar as nanoparticulas a
estrutura organometalica, o compdsito mostrou um aumento de contraste para
MRI frente ao complexo utilizado atualmente Magnevist® e uma atenuacgéo de
raios X similar ao Omnipaque® (ioexol, contraste iodado néo i6nico) (TIAN et
al., 2015);

2) Sintese de dendrimeros com ‘clusters’ de ouro, ions de gadolinio e
polietilenoglicol (PEG) mostrando um aumento no contraste para CT e MRI em
figado, rins e bexiga dos ratos injetados (WEN et al., 2013);

3) Sintese de dendrimeros com nucleo de nanoparticulas de ouro de 4,0 nm
utilizando poliaminoamida de quinta geracdo modificada com complexo de
gadolinio (lll) e polietilenoglicol, mostrando um aumento no contraste de CT e
MRI em tumores dos ratos injetados (CHEN et al., 2013);

4) Nanoparticulas de ouro como nucleo encapsuladas em uma malha composta
por cadeias de complexos de gadolinio (lll) e DTDTPA
(ditioldietilenotriaminopentacetato) ligadas por ligagdes dissulfeto, mostrando
aumento na circulacdo sanguinea sem efeitos de cumulagédo em 6rgaos como

pulma&o, rins nos ratos injetados (ALRIC et al., 2008);
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5) Ndcleos de ouro ligados a complexo DOTA e gadolinio (Ill) via ditiocarbamato
etc (CHABLOZ et al.,2019).

Outra combinacdo explorada é a de nanoparticulas de ouro e substancias
fluorescentes. Uma das desvantagens dessa combinacdo é a foto-supressao da
emissao dos fluoréforos por parte do ouro, por conta disso, a maioria dos trabalhos

tentaram contornar esse inconveniente recobrindo as nanoparticulas.
Entre esses trabalhos podemos citar:

1) Nanobastdes de ouro recobertos de silica mesoporosa contendo verde de
indocianina tem mostrado aumento na fluorescéncia até 12 horas depois da
injecdo em ratos devido a liberacdo controlada do fluoroforo dos
mesoporosa da silica (LUO et al., 2011);

2) Nanobastdes de ouro ligados com cianina 5 via aptamero e polietilenoglicol,
se mostrando como potencialmente Gtil como agente teragnostico em
cancer (GALLINA et al., 2016);

3) Nanoparticulas de ouro funcionalizadas com rodamina modificada com ditiol
para SERS (Espalhamento Raman Intensificado por Superficie) e FlI

(Imagem por Fluorescéncia) em mitocondrias (ELING et al., 2017).

1.5. Silica

Silica é um termo geral que se refere a compostos de didxido de silicio (SiO2)
encontrados na natureza na forma de quartzo, areia ou ha composicao de rochas da
crosta terrestre. Ela é utilizada na industria na fabricacédo de vidros, cimento, ceramica
etc (HEANEY; PREWITT & GIBBS, 2018).

Como mencionado anteriormente, uma das abordagens utilizadas para
contornar a foto-supressao na combinag&o de nanoparticulas ou nanobastdes de ouro
com substancias fluorescentes é o recobrimento com uma camada de silica. Outra
caracteristica da silica constitui a sua biocompatibilidade e tem sido utilizada para
essa finalidade como recobrimento de nanoparticulas magnéticas (ARRUEBO et al.,
2006; JIA et al., 2019), biopolimeros (ALLOUCHE et al., 2006) e micelas (HUO et al.,
2006; VOLSI et al., 2018) e uma variedade de materiais (BARROSO et al., 2019).
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O desenvolvimento de agentes de contraste multifuncionais utilizando
nanoparticulas de ouro associadas a uma substancia fluorescente e um complexo de
gadolinio(lll) pode ser atil para melhorar o diagnéstico, oferecendo maior informacao

para os profissionais meédicos.

Apresentando nanoparticulas de ouro como alternativa para contornar as
desvantagens apresentadas pelos agentes iodados utilizados na atualidade.
Trabalhos de sintese de nanoparticulas de ouro tém sido desenvolvidos no grupo de
pesquisa em combinacdo com farmacos (LOPES, 2017) e de sintese de
nanoparticulas de Oxido de tantalo para utlizacdo como agente teragndstico
(MEZACASA, 2020).

A utilizagdo de silica como material de recobrimento, que além de conferir
biocompatibilidade, pode diminuir o efeito de foto-supresséao da emisséo fluorescente
exibida pelo ouro. Todavia, devido a possibilidade de modificar a superficie da silica

permite a ligacdo do complexo de gadolinio(lll).

Dessa maneira pode se obter um agente de contraste para trés técnicas por
imagem: Tomografia Computadorizada, Ressonancia Magnética e Fluorescéncia (CT,
RMI e Fl). Um agente multifuncional com essas caracteristicas pode ser Util para a
medicina, pois permite a coleta simultdnea de imagens oferecendo mais informagéao
de diferentes técnicas. A modificacdo de substancias fluorescentes mais acessiveis
(Rodamina B) para deslocar a sua emissao para comprimentos de onda maiores pode
se mostrar interessante buscando alternativas economicamente mais convenientes,

pois pode servir como modelo para a modificacdo de outros fluoréforos.

Estudando as pesquisas que desenvolveram nanoparticulas bifuncionais
podemos supor que o desenvolvimento de um agente de contraste trifuncional

nanoparticulado para diagnostico por imagem pode ser util.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolvimento de nanoparticulas multifuncionais para aplicagdo como

contraste em técnicas de diagndstico por imagem.

2.2. Objetivos Especificos

1. Sintese de nanoparticulas de ouro.

2. Recobrimento das nanoparticulas de ouro com silica densa.

w

Inclusdo de SRB (Succinil Rodamina B) dentro da camada de silica
densa

Modificagao do ligante DTPA

Sintese do complexo DTPA-Gd

Ligacdo do complexo modificado a superficie recoberta da nanoparticula

N o g A

Caracterizacao por técnicas adequadas em cada uma das etapas de

sintese



3. METODOLOGIA

Os reagentes utilizados estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Relacéo de reagentes utilizados
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Reagente Férmula Pureza (%) Marca
Tetracloroaurato de hidrogénio HAuUCIl4-3H20 299,9 Sigma-Aldrich
Citrato trissédico HOC(COONa)(CH2COONa)2 - 2H20 299,0 Sigma-Aldrich
Borohidreto de sodio NaBHa4 >98,0 Sigma-Aldrich
Brometo de cetiltrimetilamdnio CH3(CH2)1sN(Br)(CH3)3 >98,0 Sigma-Aldrich
L-Acido ascérbico CeHsOs 298,0 Sigma-Aldrich

L-Arginina CsH14N4O2 98,5 Vetec

Ciclohexano CeH12 99,8 Vetec
3-Mercaptopropiltrietoxissilano HS(CH2)3Si(OCH2CH3)3 >80,0 Sigma-Aldrich
Tetraetilortossilicato Si(OC2Hs)4 98,0 Sigma-Aldrich

Rodamina B C28H31N203 >97,0 Fluka
N-hidroxissuccinimida C4HsNO3 98,0 Sigma-Aldrich
N,N'-diciclohexilcarbodiimida C(NCgH11)2 99,0 Sigma-Aldrich

Acetonitrila CHsCN 99,5 Vetec
Acido dietilenotriaminopentaacético  [(HOOCCH2)2NCH2CH2]2NCH2COOH >99,0 Sigma-Aldrich
3-Cloropropiltrietoxissilano CICH2CH2CH2Si(OCH2CH3)3 >97,0 Sigma-Aldrich
Tolueno anidro CesHsCH3 99,8 Sigma-Aldrich
Hidreto de sédio NaH 95,0 Sigma-Aldrich

Etanol anidro C2HsOH 99,8 Dinamica

Nitrato de gadolinio Gd(NO3)3 - 6H20 99,9 Sigma-Aldrich

Pentano CsHi2 99,9 Vetec

Dietil éter (CH3CH2)20 99,0 Vetec

Fonte: Autoria propria

Para uma melhor compreensao da metodologia adotada, uma representagcao

esquematica € mostrada na Figura 9. O trabalho foi dividido em 6 etapas: 1) sintese
de nanoparticulas de ouro, 2) modificacdo do corante luminescente, 3) recobrimento
das nanoparticulas com silica contendo corante, 4) modificacdo do ligante, 5) sintese
de complexo ligante-gadolinio, 6) ancoragem do complexo a superficie da
nanoparticula recoberta. No esquema nao aparece a modificacdo do ligante e a

ancoragem aparece no esquema completo a esquerda.
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Figura 9 - Representacdo Esquematica da Sintese
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3.1. Sintese de nanoparticulas de ouro

y

Para a sintese de nanoparticulas de ouro foi utilizada a metodologia de
crescimento de ndcleos (sementes) de ouro (JANA, GEARHEART & MURPHY, 2001).
Nesta abordagem primeiro foi preparada uma solucdo de nucleos de ouro e uma
solucéo de crescimento, que foram misturadas em diferentes propor¢des para se obter
nanoparticulas com didmetros maiores.

3.1.1. Ndcleos de ouro

Foram preparados 20,0 mL de uma solucdo aquosa de tetracloroaurato de
hidrogénio (H[AuCls]) 2,5 x 10*mol L e citrato trissédico (NazCeHs07) 2,5 x 10 mol
Lt sob agitagdo magnética vigorosa em um Erlenmeyer. A seguir, foram adicionados
0,6 mL de solucdo agquosa de borohidreto de sédio (NaBHa4) 0,1 mol L. A solugédo de
borohidreto de sédio foi de preparacdo recente e em banho de gelo. Imediatamente
apos a adicdo da solucdo de borohidreto de sodio, a solugcdo se tornou de cor
avermelhada, indicando a formacdo de nanoparticulas de ouro. Essa solucédo de
ndcleos de ouro foi denominada de solucdo A. Na Figura 10 pode se observar a

representacdo esquematica.




Figura 10 - Representacdo Esquematica da Sintese de nucleos de ouro (Solucédo A)
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3.1.2. Solugéo de crescimento

Foram preparados 30,0 mL de uma solucdo aquosa de tetracloroaurato de

hidrogénio 2,5 x 10 mol L?! sob agitacdo magnética vigorosa. A seguir, foram

adicionados 0,87 g de brometo de cetiltrimetilamoénio (Ci9H42BrN) (CTAB). A solucéo

foi aquecida lentamente a partir da temperatura ambiente numa razéo de 1 °C por

minuto até que a solucdo adquirisse uma coloracdo laranja, o que aconteceu

aproximadamente a temperatura de 60 °C. A solucdo foi deixada arrefecer a

temperatura ambiente. O processo pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 — Representagdo esquematica da preparacdo da Solucdo de Crescimento

Tetracloroaurato de hidrogénio
e brometo de cetiltrimetilaménio

Agitacéo vigorosa + Aquecimento até 60 °C Solugdo de Crescimento

Fonte: Autoria propria

3.1.3. Crescimento dos nucleos
Para o crescimento dos nudcleos foram utilizados os volumes de solucdes

indicados na tabela 2.

Tabela 2 - Proporcéo das solugdes utilizadas

Solugédo Volume Solugéo de Volume Solugdo A Volume Solugdo B Volume Solugéo acido
Crescimento (mL) (mL) (mL) ascorbico (mL)
B 7,5 2,5 -- 0,05
C 9,0 1,0 -- 0,05
D 9,0 -- 1,0 0,05

Fonte: Autoria propria

Em um Erlenmeyer, sob agitacdo magnética vigorosa, foram adicionados 7,5
mL de solucdo de crescimento e 0,05 mL de &cido ascérbico 0,1 mol L recém
preparado. A seguir, foram adicionados 2,5 mL de solugdo de nucleos (A). Essa
solugao foi denominada solucao B.

Em um Erlenmeyer, sob agitacdo magnética vigorosa, foram adicionados 9,0
mL de solucdo de crescimento e 0,05 mL de &cido ascérbico 0,1 mol L recém
preparado. A seguir, foram adicionados 1,0 mL de solugdo de nucleos (A). Essa
solugéo foi denominada solucéo C.

Em um Erlenmeyer, sob agitacdo magnética vigorosa, foram adicionados 9,0
mL de solucdo de crescimento e 0,05 mL de &cido ascérbico 0,1 mol Lt recém




33

preparada. A seguir, foram adicionados 1,0 mL de solugdo de nucleos (C). Essa
solucao foi denominada solugédo D. Na Figura 12 é possivel observar a representacéo

grafica dos processos.

Figura 12 — Representagdo esquemética do crescimento dos nucleos resultando nas solugbes B, C e
D

Acido ascérbico

Solucéo de crescimento 1 5 .
& Solucéo A (nucleos)

¢>)))

Nanoparticulas de ouro de diferentes tamanhos (B, C, D)

Fonte: Autoria propria

3.2. Modificacdo do corante rodamina B

Para a modificacdo do corante fluorescente rodamina B foi utilizada a reacéo
de esterificacdo com N-Hidroxissuccinimida (NHS) (MENG et al., 2007). Reacéo

mostrada na Figura 13.

Figura 13 — Reacédo de modificacdo de Rodamina B

N,N'-diciclohexilcarbodiimida

N-Hidroxissuccinimida
Succinil Rodamina B

Rodamina B

Fonte: Autoria propria
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Em um frasco Erlenmeyer, dissolveram-se 2,4 g de rodamina B (RB) e 0,6 g de
N-hidroxissuccinimida (NHS) em 100,0 mL de acetonitrila. Em outro frasco
Erlenmeyer, dissolveram-se também 1,2 g de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) em
50,0 mL de acetonitrila. A solugéo de DCC foi lentamente adicionada a solucédo de RB
e NHS, sob agitacdo magnética e aquecimento de 45 °C. Manteve-se a agitacdo e o
aguecimento a 45 °C por 1 hora. A solucédo reacional foi mantida sob agitacdo e a
temperatura ambiente por 20 horas. Passado esse periodo a solucao foi filtrada e
depois deixada para evaporacdo do solvente e obtencéo de cristais verde escuro de
Succinimidil Rodamina B (SRB). O processo se encontra esquematizado na Figura
14.

Figura 14 — Representagdo esquemética da modificagdo do corante

Rodamina B e NHS

Filtragem

Agitacdo e aquecimento (45 °C)/ 20 h

Fonte: Autoria propria

3.3. Recobrimento das nanoparticulas de ouro

v 4

O recobrimento das nanoparticulas de ouro com diferentes diametros adaptou-
se da metodologia de troca sequencial de ligantes (SCHULZENDOREF et al., 2011).

Em 4 frascos Erlenmeyer contendo 20,0 mL das solugbes A, B, C e D; sob
agitacdo magnética vigorosa foram adicionados 0,5 mL de solugdo aquosa de L-
arginina (CsH14N40z2) 2,7 x 102 mol L1. Ap6s 5 minutos a agitacéo foi diminuida para

agitacdo branda e foram adicionados lentamente 5,0 mL de ciclohexano. Sob essas
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condi¢cbes foi observada a formacéo de duas fases: superior (organica) e inferior
(aquosa). Foram adicionados 6,2 pL de 3-mercaptopropiltrietoxissilano (3-MPTES)
gota a gota na fase superior. A solucdo bifasica foi mantida sob agitacéo branda por
12 h. Transcorrido esse periodo, foram adicionados 6,2 pL de tetraetilortossilicato
(TEOS) e 6,4 x 10* g de Succinimidil Rodamina B (SRB), a agitacdo branda foi
mantida por 12 h. A metodologia utilizada se encontra esquematizada na Figura 15.

Figura 15 — Representacao esquematica do recobrimento das nanoparticulas

lCicIohexano /Y\

Nanoparticulas de Ouro ‘ Arginina

Agitacdo branda/ 12 h Agitacéo vigorosa/ 5 min

MPTES ' TEOS

Agitagdo branda/ 12 h
Nanoparticulas recobertas (silica contendo succinil rodamina B)

Fonte: Autoria propria

3.4. Modificagéo do ligante DTPA

A modificagdo do ligante acido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) foi
realizada com um agente sililante (3-cloropropiltrietoxissilano), metodologia adaptada
da literatura. A reagédo é ilustrada na Figura 16 (DUARTE et al., 2012).
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Figura 16 — Reacdo da modificacdo do ligante DTPA
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(DTPA) 0
Ssi
o\
[/ o\\

Dietilenotriaminopentaacetato de
propiltrietoxisilano
(DTPA Sililado / Sil-DTPA)

Fonte: Autoria propria

Em um béquer foram preparados 20,0 mL de solugcdo de acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 2,0 x 102 mol L'* em tolueno anidro, a solugéo
foi agitada com agitador magnético por 5 minutos, a seguir foi adicionado 2,0 x 10-3
mol de hidreto de sddio; o processo foi realizado num ‘glovebox’ sob atmosfera de
nitrogénio (N2). Apos a adicdo de hidreto de sddio a solugdo foi mantida sob agitagédo
por 90 minutos. Transcorrido esse tempo foram adicionados 2,0 x 10 mol L de 3-
cloropropiltrietoxissilano (3-CPTES) lentamente gota a gota. Finalizada a adi¢cao de 3-
CPTES, a solucao foi retirada do ‘glovebox’ mantendo a atmosfera de nitrogénio por
meio de uma bexiga preenchida pelo citado gas ajustada a boca do baldo que contém
a solucdo reacional; também foi mantida sob agitacdo por 18 h. A metodologia

utilizada se encontra ilustrada na Figura 17.




Figura 17 — Representacdo esquematica da metodologia para a modificagdo do ligante
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Hidreto de sédio ‘ DTPA
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Atmosfera de Nitrogénio

Acido Dietilenotriaminopentaacético sililado
(Sil-DTPA)

Agitacdo /18 h

Fonte: Autoria propria

3.5. Sintese de complexo Gd3*-DTPA modificado

Em um béquer foi preparada uma solucdo com 1 x10* mol de DTPA modificado

(DTPA-SIil) em 10,0 mL de etanol anidro sob agitacdo por 10 minutos. A seguir, foi

adicionada uma solucdo padronizada de nitrato de gadolinio (Ill) 1 x 10 mol L gota
a gota. Apds a adicdo, a solucdo foi mantida em agitacdo por 18 h a temperatura
ambiente. Transcorrido esse tempo a agitacéo foi cessada e a solugao deixada para
evaporar em dessecador a vacuo. O material foi lavado com pentano e depois com

dietiléter seguido de secagem sob vacuo em dessecador. Um esquema da

metodologia utilizada pode ser observada na Figura 18.
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Figura 18 — Representagdo esquematica da sintese do complexo

Nitrato de " |
gadolinio

DTPA-SIl

Evaporacdo
Lavagem/
Evaporacédo

)

Agitacéo / 10 min Agitacdo / 18 h

Fonte: Autoria propria

3.6. Ancoragem do complexo Gd3*-DTPA-Sil na nanoparticula de ouro

»
=

Para a ancoragem do complexo a superficie da nanoparticula adaptamos a
metodologia presente na literatura (LECHEVALLIER et al., 2013).

Em um béquer 5,0 x10? g de nanoparticulas de ouro foram re-dispersadas em
25,0 mL de etanol anidro. Em outro béquer foi preparada uma solugéo de 5,0 x10 g
de Gd3**-DTPA-Sil em 25,0 mL de etanol anidro que, na sequéncia, foi adicionada no
béquer contendo a dispersdo de nanoparticulas de ouro e mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 h. Transcorrido esse tempo, as nanoparticulas foram
recuperadas por processos de centrifugacdo e secagem a vacuo. Na Figura 19 pode

se observar de maneira esquematica a metodologia utilizada.




39

Figura 19 — Representagdo esquematica da ancoragem do complexo na nanoparticula

/—V_\ Nanoparticula recoberta com
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Fonte: Autoria propria

3.7. Caracterizacdes

As medidas de espalhamento dinamico de luz (DLS) foram realizadas no LP6-
INQUI-UFMS num analisador de tamanho de particulas da Malvern modelo Zetasizer
NanoZs com fonte de luz laser de 4 mW HeNe (633 nm), angulacdo de 173° e 90° e
temperatura de 25°C. Para tal efeito aliquotas das solucdes A, B, C e D foram
colocadas em cubetas quadradas de vidro de 12 mm (PCS1115). A solucdo de
nanoparticulas recobertas foram colocadas em cubetas de poliestireno de 12 mm
(DTS0012).

A caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho foi realizada preparando
misturas das amostras com brometo de potassio (KBr) homogeneizadas em almofariz
de &gata e posterior compressao mecanica resultando pastilhas sélidas finas. As
medicdes foram realizadas no LTF-FACFAN-UFMS num espectrdmetro de
infravermelho com Transformada de Fourier Thermo Fischer Scientific Nicolet modelo
IS5, analisando uma faixa espectral de 400 a 4000 cm™* e com um numero de
varreduras de 40.

A caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear (RMN H e 3C) do corante
e do corante modificado foi realizada dissolvendo as amostras em cloroformio
deuterado CDCls em tubos de 178 mm de altura e 5 mm de didmetro da Erle Quimica.
As medigbes foram realizadas no RMN-INQUI-UFMS num espectrometro Bruker
modelo DPX-300 (300/75 MHz).
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A caracterizagéo por espectroscopia ultra violeta — visivel (UV-Vis) foi realizada
no LP6 em solugbes de acetonitrila com corante e corante modificado em cubetas de
plastico CVD-UV 1S num espectrometro Ocean Optics modelo USB4000+UV-Vis.

A caracterizacao para teste imaginoldgico por Tomografia Computadorizada foi
realizado utilizando um mamografo no Hospital Universitario “Maria Aparecida
Pedrossian” secao EBSERH. Amostras de nanoparticulas de ouro aproximadamente
10 nm, de aproximadamente 20 nm e de nanoparticulas recobertas de
aproximadamente 40 nm de 2,5 x 10 mol foram irradiadas.

A caracterizacdo para teste imaginoldgico por Ressonancia Magnética foi
realizada no CEMES, Toulouse (Franca). 1 mL de mistura de amostras foi colocado
em microtubos em concentracdo decrescente e gelatina, a aquisicdo das medidas foi
realizada utilizando equipamento 3 T Clinical Imager (Philips Achieva). As imagens T2
foram realizadas utilizando uma sequéncia spin-eco com repeticdo tempo/tempo de
eco (TR/TE) de 3000/40 ms e um angulo de giro de 90° As imagens T1 foram
realizadas utilizando a sequéncia de spin-eco com a sequéncia de repeticdo de 500

ms, tempo de eco 12 ms, fatia de 5mm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Primeira Etapa: Preparacdo dos nucleos de ouro
4.1.1. Sintese das Nanoparticulas de Ouro

A sintese de nanoparticulas de ouro foi realizada pela reducdo do complexo
tetracloroaurato de hidrogénio H[AuCl4] também conhecido como &cido cloroaurico em
solucdo aquosa,; o reagente mencionado constitui o fornecedor de ouro. Na solug&o o
reagente se dissocia nos ions H*, CI- e Au®* sendo esses Ultimos 0s que pelo processo
de 6xido-reducédo resultardo no elemento Au®. Na mesma solucéo é adicionada uma
quantidade equimolar de citrato trissddico NasCsHsO7. Da mesma maneira este
reagente se dissocia nos ions Na* e (CsHsO7), o ion citrato desempenha o papel de

estabilizante assim que os nucleos esféricos de ouro comecam a ser formados.

Uma solucéo aquosa de borohidreto de sodio NaHB4 foi adicionada a solugéo
que contém o tetracloroaurato e o citrato. O reagente é o agente redutor da reacéo
fornecendo os elétrons para que o céation Au®* reduza. Quando isso acontece o
processo de nucleacéo se inicia e pequenos aglomerados esféricos do elemento ouro
sdo formados que a medida que mais céations sao reduzidos recebem mais atomos de

ouro consequentemente crescendo em tamanho.

O agente estabilizante (ion citrato) forma uma camada ao redor desses nucleos
neoformados criando uma carga de superficie negativa que repele os outros nucleos
que também possuem a mencionada camada. Obtém-se dessa maneira uma solucao

coloidal estavel de nanoparticulas de ouro.

A formacao de nanoparticulas em solucdes coloidais é explicada pela teoria de
nucleagdo (LAMER & DINEGAR, 1950). A teoria relaciona a concentragdo dos
reagentes com a velocidade de formacdo dos nucleos. Segundo a teoria a
concentracdo dos reagentes deve ser baixa, pois existe uma concentracdo de
supersaturacdo critica que se ultrapassada resultaria em precipitacdo. A agitacao
vigorosa da solucdo resulta necessaria para acelerar o crescimento por difuséo
discutido na mencionada teoria afastando rapidamente os nucleos recém formados

que, somada a acdo do agente estabilizante, mantém as nanoparticulas separadas.

Outro fenbmeno perceptivel a nivel macroscopico € a mudanca de coloragao

da solucéo primitiva apds a adicdo da solucdo do agente redutor. A solu¢cdo amarelo-
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palida que contém o tetracloroaurato de hidrogénio e o citrato trissddico muda para
uma cor vermelha parecida com a observada em vinhos tintos diluidos com um pouco
de agua, que pode ser observado na Figura 20. Em se tratando de solucdes a cor
observada é a cor transmitida, fenébmeno diferente de quando a luz interage com
corpos solidos sejam estes transparentes ou opacos onde os fenémenos
predominantes sdo os de reflexdo e refragéo.

Figura 20 - Mudanca na cor da solucéo apds adicdo de NBH4. Solucdo de ouro e citrato a esquerda.

A mesma solucdo apoés adicdo do agente redutor a direita

Fonte: Autoria propria

A mudanca na cor transmitida acontece pela formacdo de nanoparticulas
esféricas de ouro na solucdo apds a adicdo do agente redutor, e a interacdo das
mencionadas nanoparticulas com a luz incidente que resulta num fendmeno
denominado Ressonancia Localizada de Plasmon de Superficie (LSPR pelas siglas
em inglés). Basicamente é a oscilagdo ressonante de elétrons de conducdo da
superficie metalica (no caso ouro). Essa oscilagéo é resultado da incidéncia de um
campo elétrico homogéneo (luz) que resulta num deslocamento dos elétrons de um
“‘extremo” da nanoparticula para outro “extremo” e a aparigdo de uma forca
restauradora (por isso é oscilante). Na luz branca temos todos os comprimentos de
onda, mas certos comprimentos de onda interagirdo com as nanoparticulas

(dependendo do tamanho destas) provocando a aparicdo do fendbmeno mencionado.
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Consequentemente havera absorcdo de certos comprimentos de onda resultando
numa cor (AMENDOLA et al., 2017). Para nanoparticulas de didametro compreendido

entre 5— 10 nm a cor é a observada (vermelho vinho tinto). A medida que as particulas
sao maiores acontece um desvio para o azul — violeta.

As solugdes de nucleos resultaram em nanoparticulas de diametro
hidrodinamico compreendido entre 5 — 10 nm, medidas pela técnica DLS. A medida

que pode ser observada no grafico da Figura 21 apresentou um diametro
hidrodinamico de 5,4 + 2,1 nm.

Figura 21 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solucao A) feitas em triplicata por DLS.
Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma solucéo.
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Fonte: Autoria propria

Para obter nanoparticulas de diametros maiores foi seguida a metodologia de
crescimento de sementes ou nucleos (JANA, GEARHEART & MURPHY, 2001). Para
tal efeito, foi preparada uma solucdo aquosa contendo tetracloroaurato de hidrogénio
e o surfactante ibnico brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) a qual foi reservada e
denominada de solucéo de crescimento. A mistura de solugbes de nucleos (solugéo
A) e de crescimento em diferentes volumes resultou em solu¢des de nanoparticulas
com diametros maiores. Essa mistura de volumes diferentes de solu¢des de nucleos

e de crescimento foi realizada com a adicdo de um volume fixo de uma solucéao de

acido ascorbico 0,1 mol L.
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A solucao de crescimento de cor laranja intenso se torna transparente apés a
adicdo da solucéo de &cido ascorbico. Atribuimos essa mudanca a reducéo dos ions
Aud* a Au* a temperatura ambiente. O fendbmeno de nucleacdo e a consequente
formacdo de nanoparticulas de ouro ndo ocorre na solucdo de crescimento pois 0
elemento se mantém na forma de ion. Quando as solu¢Bes de crescimento e de
nacleos (A) sdo misturadas na presenca de acido ascérbico e de nanoparticulas de
ouro (solucdo A) acontece uma potencializacdo da capacidade redutora do acido
ascorbico para reduzir Au* a Au®, pois na solucdo de nanoparticulas também se
encontra o ion citrato que é um agente redutor. Os ndcleos de ouro presentes na
solugdo atuam como catalisadores da redugéo de ions Au*, fornecendo centros de
nucleacdo para os atomos de ouro formados, esses atomos se agregam aos nucleos

e consequentemente ha um aumento no didametro das nanoparticulas.

Como pode ser observada na Tabela 3, a mistura 7,5 mL de solugdo de
crescimento, com 2,5 mL de solucédo A rendem nanoparticulas de diametro da ordem
de 10,0 nm denominadas de solucdo B, enquanto que o tamanho das nanoparticulas
de ouro resultantes da mistura de 9,0 mL de solugéo de crescimento com 1,0 mL de
solucéo A rendem nanoparticulas de didametro da ordem de 20,0 nm denominadas de
solucéo C. Ja na mistura de 9,0 mL de solucdo B com 1,0 mL de solucao A séo obtidas
nanoparticulas de diametro na ordem de 30,0 nm. Em todas as misturas foi colocado

também 0,05 mL de solucédo de acido ascoérbico 0,1 mol L.

Tabela 3 - Propor¢éo das solucdes utilizadas e os diametros resultantes

Solugéo Volume Solugéo de Volume Solugdo A Volume Solugdo B Volume Solugéo acido Diametro
Crescimento (mL) (mL) (mL) ascorbico (mL) (nm)
7,5 2,5 0,05 135+3,3
9,0 1,0 0,05 21,5+185
9,0 1,0 0,05 31,9+11,9

Fonte: Autoria propria

A diferenca no diametro obtido € atribuivel ao fato de que nas condi¢des da

segunda reacdo ha uma quantidade menor de nucleos disponiveis como centros de

nucleagao para uma maior quantidade de &tomos de ouro disponiveis para agregagao
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desses nucleos. Na terceira situagdo temos nanoparticulas com uma quantidade de

ndcleos ainda menor e uma quantidade de 4&tomos de ouro pequena resultando em
um crescimento da ordem de 10-15 nm.

E possivel observar nos graficos apresentados nas Figuras 22, 23 e 24 os
diferentes diametros hidrodinamicos obtidos utilizando diferentes razbes de solugdes

de crescimento e de solucdes A ou B estimados pela técnica de Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS).

Figura 22 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solugéo B) feitas em triplicata por DLS.

Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma solucao.
20
15 4

10

Volume (%)

Didmetro Hidrodindmico ( nm)

Fonte: Autoria propria



46

Figura 23 - Grafico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solugéo C) feitas em triplicata por DLS.
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Fonte: Autoria propria

Figura 24 - Gréfico de distribuicdo de nanoparticulas de ouro (Solugéo D) feitas em triplicata por DLS.
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Fonte: Autoria propria
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4.2. Segunda Etapa: Modificag&do do Corante Fluorescente Rodamina B

A modificacdo da substancia fluorescente Rodamina B (RB) foi realizada pela
reacao de esterificacdo com N-Hidroxissuccinimida (NHS) na presenca do catalisador
N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC). A obtencdo do corante modificado foi
inspecionada por métodos espectroscopicos (Infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear *H e 3C). Foram caracterizadas amostras de Rodamina B (RB) e Succinimidil
Rodamina B (SRB).

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho

Na Figura 25 tem-se os espectros de infravermelho de ambos compostos:
Rodamina B (RB) e Succinimidil Rodamina B (SRB).

Figura 25 — Espectro no Infravermelho de Rodamina B (RB) (acima) e de Succinimidil Rodamina B
RB) (embaixo)
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Ambos espectros de infravermelho apresentam bandas em comum. As bandas
correspondentes ao estiramento simétrico da ligacdo C-O em éteres aromaticos em
1249 cm? e 1250 cm™ para RB e SRB respectivamente (PAVIA et al.,, 2013;
SIVERSTEIN et al., 2007); as bandas correspondentes a ligagdo C-N 1076 cm™ e
1070 cm™ para RB e SRB respectivamente e a banda em 1589 cm no espectro da
RB que corresponde a banda em 1587 cm observada no espectro da SRB que sdo
atribuiveis as ligacdes C=C dos anéis (SAHUTOGLU & KAYA, 2019), as bandas de
C=N gue costumam aparecer por volta de 1650 cm™ apenas se insinua no espectro
da SRB.

No espectro da rodamina B podemos observar uma banda de baixa intensidade
em 1708 cm ! que corresponde a ligacdo C=0 do grupo funcional do acido carboxilico
(BATTULA et al., 2021), j& no espectro de succinimidil rodamina B podemos observar
uma banda intensa em 1738 cm™ que pode ser interpretada como correspondendo a
ligacdo C=0 éster. Outra observagéo interessante é a banda em 1178 cm que pode
ser interpretada como ser da ligacdo C-O correspondente ao composto (agora éster,
C-O-N).

4.2.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
4.2.2.1. Espectroscopia de RMN de 1H

Os espectros de RMN 'H para Rodamina B (RB) e Succinil Rodamina B podem

ser observados na Figura 26.
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Figura 26 — Espectros de RMN *H de Rodamina B (RB) e Succinil Rodamina B (SRB) com as
atribuicGes nas estruturas quimicas de cada molécula.
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Na caracterizacdo das amostras por RMN 'H para a Rodamina B (RB) com
formula quimica C2sH31N203 podemos observar que a integragdo dos sinais
encontrados no espectro da um total de 30. A auséncia do sinal correspondente ao
hidrogénio acido (10-12 ppm) pode acontecer, principalmente quando entre as
moléculas podem se formar ligagcbes de hidrogénio ou trocas, isso tem como
consequéncia o alargamento da base do pico que somado a baixa intensidade do sinal
fazem que o pico desapareca na linha de base. Explicada a citada auséncia, o resto
do espectro apresenta dados compativeis com a estrutura quimica da amostra. Para
a Succinimidil Rodamina B (SRB) o espectro se mostra compativel com a formula do

composto C32H34N30s:

- Rodamina B: dois picos muito proximos 1,22 ppm e 1,26 ppm com integracao

6 cada, que atribuimos aos hidrogénios das metilas terminais, a diferencas nos




50

deslocamentos quimicos se deve a influéncia protetora do par de elétrons do
nitrogénio que faz ligagdo simples com o anel aromatico (1,22 ppm) enquanto o
nitrogénio que faz ligacdo dupla com o anel benzénico tem o0s seus elétrons
comprometidos na ligacéo (1,26 ppm) (PAVIA et al., 2013; SIVERSTEIN et al., 2007;
OLARU et al., 2019). Esses sinais aparecem no espectro de Succinimidil Rodamina B
em 1,20 ppm e 1,28 ppm com integracdo 6 cada, atribuiveis aos hidrogénios das
metilas terminais, 0 mesmo argumento apresentado para a RB serve aqui para

justificar a diferenca dos deslocamentos quimicos;

- A diferenca do espectro de Succinimidil Rodamina B em relacdo ao de
Rodamina B: picos em 2,54 ppm e 2,73 ppm de integracdo 2 cada, ausentes no
espectro da rodamina B, que atribuimos aos hidrogénios dos metilenos do anel
succinimida (WANG, et al., 2018);

- No espectro de RB: dois picos proximos 3,39 ppm e 3,54 ppm com integracao
4 cada, atribuiveis aos hidrogénios dos metilenos ligados as metilas terminais e aos
nitrogénios, aqui a influéncia citada acima é mais marcada pela proximidade da
ligagdo com o fenbmeno mencionado, mais protegidos (3,39 ppm) proximos ao N e
(3,54 ppm) para os proximos ao N*. No espectro de SRB aparece um sinal em 3,59
ppm com integracdo 8 correspondentes aos hidrogénios dos metilenos ligados aos

nitrogénios.

- Espectro de RB: hidrogénios ligados aos carbonos dos anéis benzénicos:
Sinal centrado em 6,71 ppm (picos em 6,67 com integracdo 2; 6,71 com integracéo 1
e 6,74 também com integracdo 1). Sinal centrado em 7,04 ppm (picos em 7,02 ppm e
7,05 ambos com integracédo 1). Sinal centrado em 7,16 ppm (picos em 7,15 ppm e
7,17 ppm pico desdobrado correspondente a integracdo 1). Sinal 7,64 ppm com
integracdo 2 e sinal centrado em 8,29 ppm (picos em 8,27 ppm e 8,30 ppm sinal
desdobrado integracdo 1) dando um total de 10. Esses mesmos hidrogénios geram
sinais similares no espectro de SRB: Sinal em 6,81 ppm de integracdo 4, sinal em
7,02 ppm integracao 2; sinais em 7,42 ppm, 7,78 ppm, 7,94 ppm e 8,37 ppm todos

com integracgéo 1.

Os picos mencionados podem ser visualizados na Figura 26 e na Tabela4 e 5

estdo as atribuicoes.



Tabela 4 — Atribuicao do espectro de RMN H de Rodamina B

Deslocamento Integragéo Multiplicidade Atribuicéo
quimico (ppm)
1,22 6 Tripleto 2 grupos metila
(CHs)
1,26 6 Tripleto 2 grupos metila
(CHs)
3,40 4 Quarteto 2 grupos metileno
(CH2)
3,54 4 Quarteto 2 grupos metileno
(CH2)
6,71 4 Padrao anel 4 grupos CH de anel
aromético benzénico
7,04 2 Padrao anel 2 grupos CH de anel
aromético benzénico
7,16 1 Padréo anel 1 grupo CH de anel
aromético benzénico
7,64 2 Padréo anel 2 grupos CH de anel
aromatico benzénico
8,29 1 Padréo anel 1 grupo CH de anel
aromatico benzénico

Fonte: Autoria propria
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Tabela 5 - Atribuicéo do espectro de RMN *H de Succinimidil Rodamina B. Destacado os sinais

presentes no espectro de SRB ausentes no espectro de RB.

Deslocamento Integracdo  Multiplicidade Atribuicao
quimico (ppm)
1,20 6 Tripleto 2 grupos metila (CHs)
1,29 6 Tripleto 2 grupos metila (CHs)
2,57 2 Tripleto 1 grupo metileno (CH2)
2,73 2 Tripleto 1 grupo metileno (CH>)
3,59 8 Quarteto 4 grupos metileno (CH2)
6,81 4 Padrao anel 4 grupos CH de anel benzénico
aromético
7,02 2 Padréo anel 2 grupos CH de anel benzénico
aromético
7,42 1 Padréo anel 1 grupo CH de anel benzénico
aromético
7,78 1 Padréo anel 1 grupo CH de anel benzénico
aromatico
7,94 1 Padréo anel 1 grupo CH de anel benzénico
aromatico
8,37 1 Padréo anel 2 grupos CH de anel benzénico
aromatico

Fonte: Autoria propria

4.2.2.2. Espectroscopia de RMN 13C e DEPT 135

52

Os dados obtidos pela técnica de RMN 3C e de RMN Experimento DEPT 135

(Intensificacdo do Sinal sem Distor¢do por Transferéncia de Polarizacdo, angulo de

135°) para RB indicam compatibilidade com a estrutura do fluor6foro Rodamina B de

férmula quimica C2sH31N203 e de Succinimidil Rodamina B de formula C32H34N30s. Os

espectros de RMN 3C e DEPT 135 podem ser observados na Figura 27.
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Figura 27 — Espectros de RMN 3C e DEPT 135 Rodamina B (RB) e Succinil Rodamina B
(SRB) com as atribuicfes nas estruturas quimicas de cada molécula.
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Fonte: Autoria Prépria

- O sinal em 0,98 ppm correspondente aos carbonos das metilas terminais
ligados a metilenos proximos a N* no espectro de RB aparece em 0,93 ppm no
espectro de SRB,

- Os sinais para os carbonos das outras metilas terminais aparecem em 12,61
ppm indicando uma maior “desprotecéo” por parte de N no espectro de RB enquanto

aparece em 12,84 ppm no espectro de SRB;

- A presenca de um sinal em 25,75 ppm no espectro de SRB que nao se
encontra no espectro de RB é atribuida aos carbonos de grupos metilenos (CH2) que
fazem parte do succinimidil constituindo uma das diferengcas entre ambos os

espectros;

- Sinal em 29,67 ppm (RB) 29,66 ppm (SRB) que atribuimos a dois grupos

metilenos ligados a N;
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- O sinal em 45,95 ppm (RB) e 46, 40 ppm (SRB) também atribuidos a dois
grupos metilenos ligados a nitrogénio encontram-se mais desprotegidos pois devido a
conformacao espacial da molécula sofrem o efeito da carbonila do grupo &cido

carboxilico ocasionando um deslocamento quimico maior;

- Sinal em 96,28 ppm (RB) e 96,75 ppm (SRB) atribuidos a dois carbonos do
anel aromatico ligados aos carbonos que fazem ligacdo com o heteroatomo do anel

central;

- Sinais em 113,56; 130,02; 131,58 ppm no espectro de Rodamina B
correspondem a dez carbonos da estrutura aromatica policiclica que sédo equivalentes
aos sinais em 113,43 ppm; 114,54 ppm; 130,77 ppm;131,01 ppm; 131,19 ppm e
131,77 ppm do espectro de SRB;

- Em 131,97 ppm sinal do carbono mais préximo da funcdo &cido da citada
estrutura em RB e 135,02 ppm de SRB;

- No espectro de RB o sinal que atribuimos a quatro carbonos ligados a atomos
mais eletronegativos, dois deles a nitrogénio os dois restantes ligados a oxigénio
aparece em 155,11 ppm, a mesma atribuicdo corresponde ao sinal em 155,63 ppm
no espectro de SRB para os carbonos ligados ao nitrogénio e em 157,78 ppm para 0s

carbonos ligados ao oxigénio;

- Sinal em 157,61 ppm sinal de um carbono atribuido ao carbono da funcéo

acido no espectro de RB, esse sinal aparece em 160,73 ppm no espectro de SRB;

- Outro sinal ausente no espectro de Rodamina B aparece no espectro de
Succinimidil Rodamina B em 168, 75 ppm atribuivel aos carbonos carbonilicos (C=0)

do grupo sucinimidina.

As atribuicdes sdo compativeis com os dados obtidos com o RMN Experimento
DEPT 135. No experimento DEPT 135, os carbonos primarios e terciarios aparecem
na mesma fase enquanto os secundarios aparecem na fase oposta, ja 0s quaternarios
nao aparecem. Os sinais em 29,93 ppm e 46,21 ppm que se encontram na fase oposta
no espectro DEPT 135 sdo equivalentes aos sinais em 29,67 ppm e 45,95 ppm
respectivamente observados no espectro de RMN 3C indicando se tratar de carbonos
secundarios. Os sinais em 155,11 ppm e 157,61 ppm que se encontram no espectro
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de RMN 3C nédo possuem equivalentes no espectro DEPT 135 sugerindo que esses

sinais correspondem a carbonos quaternarios.

Assim como foram comparados os espectros de RMN 3C e DEPT 135 de
Rodamina B foi feita a comparagao dos espectros de Succinimidil Rodamina B. Os
sinais em 25,79 e 26,01 ppm equivalentes ao sinal em 25,71 observado em 3C se
encontram na fase oposta indicando se tratarem de carbonos secundarios, coerente
com a proposta de dois metilenos do anel succinimidina, além de ndo apresentar
sinais equivalentes para 155,63 ppm, 157,78 ppm, 160,73 ppm e 168,75 ppm
indicando que tais sinais observaveis no espectro 2C correspondem a carbonos

quaternarios o que resulta compativel com a estrutura de SRB.

A andlise de todos os espectros de RMN sugerem a formacdo do composto

Succinimidil Rodamina B.
4.2.2.3. Espectroscopia UV-visivel

Os espectros de UV-visivel de Rodamina B e Succinimidil Rodamina B podem

ser observados na Figura 28.

Figura 28 — Espectro UV-visivel de Rodamina B e Succinimidil rodamina B em acetonitrila.
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As absor¢Bes maximas da Rodamina B na regido do visivel (uma delas por
volta de 520 nm e a outra em 557 nm aproximadamente denominadas bandas Q) sao
interpretadas como transi¢gdes T-11" entre orbitais moleculares ligantes e antiligantes
(FARAG, A. & YAHIA, 1., 2010; LAROWSKA et al., 2020). Esses maximos de absorcao
podem ser observados em 520 nm e 555 nm respectivamente para RB e 523 nm e
565 nm respectivamente no espectro de SRB.

O espectro obtido de ambas amostras dissolvidas em acetonitrila mostra um
desvio batocromico para SRB sugerindo extensao na conjugacéo pela adigdo de um
substituinte. A energia necessaria para a transi¢cdo de um elétron de um nivel ocupado
(HOMO) para o nivel imediato desocupado (LUMO) diminui como consequéncia da
aproximacdo em termos de energia dos niveis eletrénicos citados e 0 comprimento de

onda absorvido é maior.
4.3. Terceira Etapa: Recobrimento das nanoparticulas de ouro

Para recobrir as nanoparticulas de ouro, utilizou-se a metodologia de troca
sequencial de ligantes (SCHULZENDORF et al., 2011).

Primeiramente adicionou-se uma solu¢cdo do amino&cido L-arginina na solucao
de nanoparticulas de ouro. Nessa etapa, 0 aminoacido L-arginina substitui o citrato no
recobrimento do ndcleo de ouro. A seguir acrescentou-se uma fase organica
constituida pelo ciclohexano, nessa fase foi adicionado (3-
Mercaptopropil)trietoxisilano (MPTES). O MPTES substitui a L-arginina na primeira
camada, recobrindo o ouro devido a afinidade do enxofre pelo ouro (NATH et al., 2006;
YADAV et al.,, 2021); fornecendo também grupos etoxi hidrolisaveis para formar
grupos silanois. Finalmente, adicionou-se tetraetilortossilicato (TEOS), para através
dos processos de hidrélise e condensacao formar a camada de recobrimento de silica
(JIANG et al., 2019). (Figura 29)
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Figura 29 - Representacdo da troca sequencial no processo de recobrimento
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Fonte: Autoria propria

No momento de adicionar o precursor de silica (TEOS) foi também adicionada

a succinimidil rodamina B (SRB).

Utilizando a solucdo D de nanoparticulas, que apresentou um diametro
hidrodinamico de 31,9 + 11,9 nm foram obtidas nanoparticulas recobertas com um
diametro hidrodindmico de 39 + 12,1 nm, estimado pela técnica de DLS, como pode
se observar na Figura 30. A escolha obedece a que o efeito de contraste para RMI
pode estar favorecido por uma nanoparticula maior pode aumentar a relaxividade do
complexo de gadolinio (Ill) podendo produzir uma maior desaceleracdo do movimento
rotacional devido a sua maior massa, e devido a maior facilidade de recobrimento e
posterior funcionalizacdo em comparacdo com nanoparticulas de menor diametro
(energia de superficie) (VOLLATH, FISCHER & HOLEC, 2018; MOLLEMAN &
HIEMSTRA, 2018) e alguns estudos sobre o tamanho das nanoparticulas para
contraste CT sugerem que diametros compreendidos entre 35-75 nm possuem uma

atenuacao maior de raios X, podendo gerar um melhor contraste (ROSS et al., 2014).
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Figura 30 - Grafico de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de ouro recobertas medidas feitas
em triplicata por DLS. Foram realizadas 14 varreduras para cada medida da mesma solucéo.
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4.4. Quarta Etapa: Modificacéo do ligante DTPA
O ligante Dietilenotriaminopentacetato foi modificado com a adicdo de 3-
Cloropropiltrietoxisilano (CPTES), resultando em um ligante sililado com a propriedade
de se ligar nos grupos silandéis da superficie da nanoparticula recoberta com silica,
pois pelo processo de hidrélise sdo formados grupos Si-OH no préprio extremo do
ligante modificado. Esses grupos silandis tanto da superficie da silica que envolve a

nanoparticula quanto no extremo do ligante sililado podem, pelo processo de
condensacao formar a ligacdo Si-O-Si. Assegurando dessa maneira a insercdo do

complexo SIIDTPA@Gd3* a nanoparticula.
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4.4.1. Espectro no infravermelho

Os espectros no infravermelho do DTPA e do DTPA modificado podem ser

observados na Figura 31.

Figura 31 — Espectros no Infravermelho de DTPA (acima) e DTPA sililado (embaixo) com as

principais atribuicdes de bandas.
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Fonte: Autoria propria

Em ambos espectros aparecem bandas em aproximadamente 1735 cm™
caracteristico do estiramento correspondente as ligacées C=0 das cinco carbonilas
presentes em ambas moléculas (PAVIA et al., 2013; SIVERSTEIN et al., 2007; LI et
al., 2008; LI et al., 2018). Também h& banda comum em aproximadamente 1345 cm-
L gue podem ser atribuidas ao estiramento das ligacdes C-N das trés aminas terciarias

presentes em ambas moléculas.

Outra caracteristica compartilhada dos espectros sdo as bandas largas entre
2400 cm™ e 3400 cm™ que corresponde ao estiramento da ligacdo O-H dos grupos
acidos. A banda em aproximadamente 1465 cm! pode ser atribuida ao dobramento

das ligacdes C-H dos grupos metilenos (CH2) presentes em ambas moléculas.

No espectro de DTPA modificado por sililacdo os sinais em 1100 cm™ (entre

1000 e 1250 cm™?) sdo atribuidos ao estiramento assimétrico das ligagbes Si-O,
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sugerindo que a reacao com cloro-propil-trietoxi-silano ocorreu e que houve a insercéo

dos grupos Si-O na molécula de DTPA.

4.5. Testes Imagenologicos
4.5.1. Raios X

As imagens obtidas pela irradiacdo das amostras de 20 nm de diametro, 30 nm
e de nanoparticulas recobertas com raios X de baixa energia (22 kV) variando corrente
do tubo medida em mAs (miliampere por segundo) sédo apresentadas na Figura 32.
Figura 32 — Imagens de Raios X obtidas por mamaografo de solucdes coloidais de nanoparticulas com

e sem recobrimento. A- nanoparticulas de 20 nm, B- nanoparticulas de 30 nm e C- nanoparticulas
recobertas. A esquerda imagem realizada a 40 mAs, a direita 80 mAs. Ambas a 22 kV.

22 kV /40 mAs 22 kV /80 mAs

Fonte: Autoria propria

A voltagem do tubo medida em quilovolt (kV) controla a tensdo aplicada e em
equipamentos para mamografia sdo utilizadas tensbes entre 20 e 30 kV, ou seja
comparativamente com as radiografias convencionais geram uma tensao menor. A
maior tensdo se obtém mais penetragcdo 0 que aumenta o contraste na escala de
cinza. A corrente do tubo medida em miliampere (mA) por unidade de tempo, segundo
(s) por exemplo, determina a quantidade de radiagcdo que afeta a densidade
radiografica (DANCE, 2007; BUSHONG, 2020).

A imagem obtida da amostra de nanoparticulas recobertas em comparacao

com agua se é mostarda na Figura 33.
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Figura 33 — Imagens de Raios X obtidas por mamégrafo de solugéo coloidal de nanoparticulas de
ouro recobertas com silica (A) e agua (B) realizada a 28 kV e 80 mAs.

28 kV / 80 mAs

Fonte: Autoria propria

As imagens obtidas se mostraram promissoras para a utilizacdo das
nanoparticulas sintetizadas como contraste para tomografia computadorizada (CT)
devido a que ambas técnicas de diagnostico (tomografia e mamografia) utilizam os
mesmos principios para a geracao de imagem (irradiacao por raios X) (HSIEH, 2013).
As amostras apresentaram visualmente uma atenuacao de raios X que pode ser boa

para contraste.
4.5.2. Imagem por Ressonancia Magnética Nuclear

A imagem obtida por ressonancia magnética nuclear em T1 para concentracdes
crescentes de nanoparticulas recobertas de didametro aproximado de 30 nm e o gréafico
de valores de cinza em funcao de concentracéo de gadolinio (lll) € mostrada na Figura
34.
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Figura 34 — Imagem por Ressonancia Magnética em T1 de nanoparticulas de 30 nm, o branco esta
indicado com uma seta. Grafico de Intensidade de branco em funcédo da concentracédo de Gd3* (a

direita).
ll.,_ _,.ulﬁ Gelatina 20% (branco)
200

L] _ J—
o o I
c
o
[&]
a T
o £
m O
3 3
i 0 100 :
© o
£ s |/

(]
3 =
=
Q
O

0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80
Concentracdo de Gadolinio (mg/mL)

Fonte: Autoria propria

Na Figura 34 pode se observar um aumento na escala de cinza, ou seja, mais
branco na imagem consequentemente maior contraste em comparacao da gelatina
20% utilizado para imitar o tecido mole do organismo. Esse aumento é quase linear
até o ponto 3, aproximadamente na concentracao de 18 mg/mL. A partir desse ponto
0 aumento na escala de cinza é quase desprezivel sugerindo uma saturacdo ou
possivel deposicdo das nanoparticulas com consequente aglomeracédo. A gelatina

20% é considerada o ponto zero arbitrario na escala de cinzas.

Também foi realizada a obtencdo de imagens para RMN em T1 para
concentracbes crescentes de nanoparticulas recobertas com silica de diametro
aproximado de 60 nm. A imagem e o grafico de valores de cinza em funcdo de

concentracéo de gadolinio (lll) pode ser observada na Figura 35.
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Figura 35 — Imagem por Ressonancia Magnética em T1 de nanoparticulas de 60 nm, o branco esta

indicado com uma seta. Grafico de Intensidade de branco em funcdo da concentracdo de Gd3* (a

direita).
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Fonte: Autoria propria

O aumento na escala de cinzas das nanoparticulas de 60 nm mostra um
comportamento similar ao mostrado pelas nanoparticulas de 30 nm. Um aumento
guase linear até o ponto 3, por volta de 18 mg/mL de gadolinio (IIl) o que pode sugerir
gue para T1 o tamanho das nanoparticulas ndo tem uma influéncia grande para o
aumento da escala de cinzas e consequentemente o contraste em compara¢ao com
o que foi considerado como tecido mole do organismo (gelatina 20%). Outra coisa a
considerar € a provavel deposicdo das nanoparticulas levando a aglomeragédo das
nanoparticulas o que pode ter levado a comportamentos similares de ambos conjuntos

de tamanho de nanoparticulas.
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5. CONCLUSOES

Nanoparticulas de ouro de tamanhos que variam de 5 nm a 30 nm foram
sintetizadas em solucdes coloidais estaveis caracterizadas por Espalhamento de Luz
Dindmico (DLS). As nanoparticulas maiores (30 nm) foram recobertas com uma
camada de silica contendo o corante fluorescente modificado Succinimidil Rodamina
B. A camada apresentou uma espessura de aproximadamente 3,5 nm caracterizadas
por DLS. A substancia fluorescente utilizada para o estudo Rodamina B foi modificada
com sucesso com NHS éster formando a substancia Succinimidil Rodamina B,
modificacdo essa caracterizada por espectroscopia no Infravermelho, Ressonancia
Magnética RMN 'H e 3C, Experimento de Intensificacdo do Sinal sem Distor¢do por
Transferéncia de Polarizacdo — Angulo de 135° (DEPT 135) e Espectroscopia de UV
— Visivel (UV-Vis). O ligante DTPA foi modificado por sililagdo caracterizado por
espectroscopia no Infravermelho (FTIR). Os resultados nos testes imaginoldgicos de
raios X (feitos com mamografo) se mostraram promissores para a utilizacdo de
nanoparticulas como agentes de contraste em Tomografia Computadorizada (CT). Os
estudos para Imagem por Ressonancia Magnética (MRI) também se mostraram
promissores para a utilizacdo das nanoparticulas sintetizadas como agentes de
contraste em MRI, pois 0 aumento no contraste em comparagdo com a amostra que
imita os tecidos moles do organismo (gelatina 20%) se mostrou quase linear até uma
concentracdo de Gd3®* de aproximadamente 18 mg/mL em ambas populacGes de

nanoparticulas (30 e 60 nm), mantendo a intensidade em concentragfes superiores.
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6. PERSPECTIVAS

Realizar a caracterizacdo das nanoparticulas por Microscopia Eletrénica por

Transmissao (TEM).

Realizar os espectros de Excitacdo e de Emissdo das nanoparticulas recobertas

no espectofotémetro.
Realizar os testes de imagem de Tomografia Computadorizada.

Realizar ensaios de citotoxicidade por MTT.
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