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RESUMO

Neste trabalho, apresentam-se metodologias de sintese de maisocris
luminescentes de semicondutores do tipo II-VI (CdS/Cd§{QGH)CdTe/CdS). As
metodologias empregadas para a obtencdo de suspensdes de nanatriste® e
aguoso, baseadas em quimica coloidal, resultaram em particuléancanimo médio de
8,5 nm para o sistema CdS/Cd(Q@#)3,8 nm para o sistema CdTe/CdS. Estes materiais
foram caracterizados através de técnicas espectroscopibsgsrcéo, emissdo e
excitacdo eletrdnica) e através de microscopia eletroniteailemissdo e difracdo de
raios-X para a elucidacdo das propriedades oOpticas e estruturais.

Os nanocristais de CdS/Cd(QHpram modificadas quimicamente para sua
aplicacdo em sistemas bioldgicos através da incorporacao esaserdicie do agente
funcionalizante glutaraldeido e dos funcionalizantes compostos glutecabai-A,
glutaraldeido/concanavalina-A. Estes sistemas foram caractesiz através de
espectroscopia eletrénica de absorcao, emissao e excitacamienpgcopia eletronica
de transmissao.

Por fim, descrevem-se protocolos de utilizacdo destes nanacrstdificados
como marcadores luminescentes de trés sistemas biologicdseniacias de tipos
sanguineos Ae O, (i) parasitas do tipd_eishmania amazonensis e (i) cortes
histoldgicos de tecido mamério humano saudavel e um de seus resprotiooss
(Fibroadenoma). Observou-se a marcacao bem sucedida nos tréasistdiscutiu-se
os diferentes perfis de marcacao obtidos sugerindo-se algumas plzstekilpara os

processos de luminescéncia.

Palavras-chaves: nanocristais, nanoparticulas, pontos quanticos, mescado

fluorescentes, biomarcadores, funcionalizagdo, semicondutores, confinamento quéntico.



ABSTRACT

In this work we present synthetic procedures in agueous medium for the
obtention of luminescent II-VI (CdS/Cd(OH)and CdTe/CdS) semiconductor
nanocrystals. These methodologies, based on colloidal chemistryedesufarticles
with a size average of 8,5 nm for the CdS/Cd(©OBystem and 3,8 nm for the
CdTe/CdS system. The optical properties of these materiats eharacterized using
electronic absoprion, emission and excitation spectrocopies whilesttietural
properties were characterized by transmission electroniosaiopy and X-ray powder
diffraction.

The CdS/Cd(OH)nanocrystals were chemically modified (by using either one
of the following functionalizers: glutaraldehyde, glutaraldeid&-A or
glutaraldehyde/Concanavalin-A) for their application in biolabelliigese systems
were characterized by electronic absorption, emission and textitpectroscopy and
by transmission electronic microscopy.

Finally, we describe the experimental procedures used to conjudhte
modified CdS/Cd(OH)nanocrystals in three different biological systems: {ipAd O
type red blood cells, (iiLeishmania amazonensis parasites in the promastigote form
and (iii) histologycal sections of human mammary healthsués and Fibroadenoma
tissues (a benign type of tumor). We discuss the different ngagdtterns observed for

the biological samples in terms of different possible processes of luminescenc

Keywords: nanocrystals, nanoparticles, quantum dots, fluorescent, |&lbaksbels,

functionalization, semiconductors, quantum confinement.
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Capitulo 1 — Nanocristais de semicondutores

1.1- Introducéo

1.1.1 — Semicondutores

A natureza fisico-quimica dos materiais em geral se d& qoelfiguracao
eletrbnica e dindmica das moléculas que os compde. Portanto, para gassa
chegar a uma compreensdo mais profunda das propriedades e, consequerdemente
possiveis aplicacdes dos diversos materiais existentes,@ssionde novos materiais
a serem desenvolvidos, faz-se necessario o entendimento de comolgcatassao
formadas e, como e quais sdo as interacdes intermoleculastent2d nestes
materiais.

Toda molécula existente pode ser descrita como sendo formada por pel
menos uma estrutura de ligacdo entre seus atomos: o orbitalufanleéd orbital
molecular resulta da combinacdo entre dois orbitais atdmicos oieganes
relacionados a elétrons de spins opostos, pertencentes aos atomaoriesnua
molécula. Esta combinacédo se d& de tal forma que as energiaguaiivdos elétrons
envolvidos na formagdo da molécula sofrem uma redistribuicdo, resutandona
estrutura que corresponde a “mistura” entre os respectivosi®rifenicos destes
elétrons.

O orbital molecular deve ser interpretado como uma nova funcdo de onda,
resultante da combinacéo entre as fun¢des de onda dos seus eléticipanias e
cujo operador hamiltoniano deve levar em consideragcéo duas novas pédsintpae
contribuem para a energia final deste orbital: a repulsdo enéiétosns localizados
no orbital molecular e as atracdes entre os elétrons de uro atonmicleo do outro
atomo. Este novo orbital, que descreve o compartiihamento entre anxldos
atomos envolvidos, € a estrutura responsavel pelas novas propriedadies disi
guimicas da molécula formada.

Uma molécula possui como estrutura eletrdnica, no minimo, dois orbitais
moleculares: um orbital ligante, de menor energia, e um orbitdiante, de maior
energia. Os elétrons compartilhados na ligagdo quimica encordramrmalmente
localizados no orbital ligante, pois esta € uma regido de mengigepearepresenta a

configuracdo mais estavel de uma molécula, localizando-se nol @bitigante
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apenas sob a acdo de uma perturbacédo externa ao ambienteceletedmolécula,

resultando em um estado excitado desta [1,2] (Figura 1.1).

Orbital Antiligante

Atomo A Atomo B

Orbital Ligante

Figura 1.1 — Esquema de formac&o de orbitais molelares,
ligante e antiligante, entre dois atomos quaisquek e B.

Quando um dado material € formado pelo empacotamento de varias awlécul

idénticas em uma rede ordenada e esta rede passa aasel @svido as forcas de
coesdo entre as moléculas, temos a formagdo de um matesialino [1]. O
empacotamento das moléculas resulta em uma perturbacdo mutuzsentrgais de
uma dada molécula com os orbitais das moléculas vizinhas. Estebpedio resulta
em uma nova “mistura” destes orbitais, forcando-os a se reasEN;
energeticamente. Este rearranjo resulta na distribuicdo daieerietgl em toda
extensdo da rede cristalina do material. Com isso, surge uma nova estettonical
ndo mais referente as moléculas individuais, mas sim ao rhatesialino como um
todo. Esta nova estrutura eletrbnica, chamada de banda, assematisacgbitais
moleculares precursores. A banda de menor energia, equivaterdgenjunto dos
orbitais ligantes, denomina-se de banda de valéncia (BV) e a Bamdaior energia,

equivalente ao conjunto dos orbitais anti-ligantes, denomina-se banda deawondu

(BC) (Figura 1.2).
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Orbitais Anti Ligantes

Atomos B

Atomos A

Orbitais Ligantes

Orbitais Anti Ligantes

Banda de Conducéo

Atomos B

Atomos A

‘ Banda de Valéncia

Orbitais Ligantes

Figura 1.2 — Formagéo das bandas de valéncia e cagdio pelo rearranjo
dos orbitais de um sistema poliatdbmico com n estiuras AB.

Quando localizados na BV os elétrons de um material cristalino eagoaé
sob efeito atrativo dos nucleos ao seu redor, tendo pouca mobilidadaslacdo na
rede cristalina. Por outro lado, quando promovidos para a BC, estamnslétr
encontram-se com uma mobilidade maior, permitindo, por exemplo, suaagéient
em um fluxo ordenado. Em um material cristalino ideal, isto €,defgitos em sua
rede cristalina, estas bandas séo separadas entre si, do ponta deerngético, por
uma regido onde nenhum elétron de valéncia do material poditairaBsta regido
chamada déand gap (Eg) refere-se ao valor minimo de energia que se deve fornecer
para um elétron situado na BV para que este seja promovido pargla?BEsta €
uma das varias aproximacoes que se utilizam para a destaigéatureza de varios
materiais semicondutores existentes.

Quando o valor energético de Eg € alto, acima de 4eV aproximadaménte,
uma grande dificuldade de se promover elétrons da banda de valéacabaada de
conducao, sendo esta a propriedade caracteristica dos mateté@rscos como o

oxido de silicio, por exemplo, cujo valor da banda proibida € da ordem de &eV. P
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outro lado, ha materiais formados exclusivamente por atomos de deetaEsicao
como ferro, platina ou prata, por exemplo, cujos valores de Eg sdoawlosito
proximos de zero, permitindo que, termodinamicamente, haja uma populagéo
consideravel de elétrons ocupando a banda de conducgdo. Isto decorre da
interpenetracdo entre as BVs e as BCs, em muitos casos s@indexiand gap, ou

sendo este desprezivel. Nestes casos, 0s elétrons migrimefdeide uma banda
para outra, sendo esta a caracteristica principal dos mamsialutores. Por fim ha
uma classe de materiais cujas caracteristicas encordrara-dronteira entre 0s
materiais isolantes e os materiais condutores. Nesta aissgalores de Eg variam
entre 0 e 4eV aproximadamente (Tabela 1.1) e sob certas condogas
temperaturas elevadas ou interagdo com radiac@o externa, a promdéimuae gara

a BC torna-se facilitada. A esta classe, de compostos denomina-se seraresndut

Tabela 1.1 — Valores de band gap de alguns semicanares do tipo II-VI

Semicondutor Band gap (eV)
CdTe 1.66
Cdse 1.82
cds 2.8
ZnSe 2.82
Zno 3.4

ZnS 3.68

& Gaponenko [3].
°[4].

Os semicondutores sdo materiais bastante utilizados nas mawsasligeeas,
devido principalmente as suas propriedades elétricas e Opticas. Bedeéias mais
diversas naturezas como compostos binarios (ZnS, ZnO, CdTe, entre @utros)
materiais com a inclusao de certos tipos de elementos, isto doddga dopado com
P ou B, por exemplo), dentre outros. Para os nossos estudos, estam&sachdsraa
familia de semicondutores formados pela combinacdo entre mettiandgdo da
familia Il B, como zinco e cadmio, e calcogenentos da famllia. \Dai o nome dado
a esta familia de compostos: semicondutores do tipo II-VI.

A estrutura de bandas dos semicondutores cristalinos é determinada pel

simetria da rede cristalina. Para cada tipo de simetria, goderselacionar uma
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representacdo minima da estrutura cristalina, que se repigtdigaanente em toda
rede do cristal. Esta representacdo minima € conhecida comodedsralouin,
existindo diferentes zonas para diferentes simetrias. Dentro @eama ddrillouin,
existe associado um conjunto de vetdegatravés do qual se translada de uma zona
para outra idéntica na rede cristalina, passando-se por difepamttos com simetrias
diferentes na rede. Supondo-se agora que um elétron translade petaistdina
através de um destes vetores, este ird sofrer perturbacoddedntes valores
energeéticos, sendo estas perturbacdes também periddicas. As coebita todas as
perturbacdes que um dado elétron possa sofrer, para um dado conjunto dekvetore
resultam nas estruturas de bandas de cada tipo de semicondutor gepresgntado

por uma dada zona dgrillouin. Dependendo das estruturas das bandas geradas, 0
valor do band gap de um semicondutor serd referente ao intervalo entre o valor
maximo de energia da banda de valéncia permitido para um edétrealor minimo
permitido da banda de conducdo. Se estes valores estiverem comealasi a um
mesmo vetok de deslocamento, dizemos que o semicondutor é dgajpdireto e,

caso contrério, se estes valores correspondem a vetores k dgedinemos que o
semicondutor € do tipgap indireto. No nosso caso, os semicondutores do tipo II-VI
sao todos dgap direto.

Uma propriedade interessante nos semicondutores, e que tambémeatorre
metais, é a sua forma de interacdo com a radiacao eletromnadB¢t Quando um
féton de energia superior a Eg interage com um elétron na Bérdaondutor, este
elétron migra para a BC, gerando uma vacancia, isto €, um bura@ ma& camada
de valéncia. Este burach’] possui carga igual a do elétron, mas de sinal oposto. O
conjunto elétron-buraco é chamado de éxciton, que possui sua egistécciada a

forcas couldmbianas fracas, formando um estado ligado (Figura 1.3)
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Banda de conducéo

Exciton
hv

Banda de valéncia

Figura 1.3 — Esquema de formacado de um éxciton.” h
representa o buraco gerado na banda de valéncia,lpe
excitacédo do elétron e

A esta estrutura ligada denomina-se éxciton ligado e estensgorta como
uma espécie independente, apresentando um conjunto de niveis de entmtpa dis
do semicondutor que podem ser descritos como uma interacdo tipo atomo de
hidrogénio, possuindo o primeiro nivel excitado um pouco abaixo - <0,1 eVEda B
do semicondutor. Assim como o &tomo de hidrogénio, o éxciton ligado possui um raio

associado denominado raio de Bohr do éxciton [3,5] (Equacéo 1.1).

_Ament( 11
- 2 < | (1.1)

_ +
’ me  \m m,

Na Equacdo 1.1s, € a constante dielétrica do meio onde se encontra o
semicondutor, e gh e m, * sdo, respectivamente, as massas efetivas do elétron e do
buraco do éxciton e ¢ a massa padrao do elétron.

O éxciton formado possui uma vida muito curta (nanosegundos) e 0 processo
de decaimento energético para a BV é denominado de recombinacao excidamis
formas de perda do excesso de energia sdo possiveis: uma fonradiatic, onde a
energia pode ser dissipada na prépria rede cristalina atragygEsat#io de vibracdes
especificas na rede (fébnons) e/ou através da emissao de fotors@gia menor do

gque os fétons de excitacdo [3]. Em semicondutores macroscopicos dr@rime
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processo € predominante sobre o segundo, devido a presenca de defiisexost

na rede cristalina durante a formacéo do cristal.

1.1.2 — Confinamento Quantico

Quando se encontram em dimensfes macroscopicas (também desonitos
bulk) os materiais cristalinos possuem suas propriedades fisicgsingicas
determinadas principalmente pelos &omos que compdem o nucleo dp saisia
os atomos da superficie de menor importancia para a determimbsias
propriedades. Em um material no estddk, qualquer variacdo nas dimensdes do
cristal ndo interfere nas suas propriedades [1,2].

Entretanto, quando o niumero de atomos de um cristal se reduz a algumas
dezenas de milhares, seus atomos de superficie passam aafteatepuma fracéo
significativa do material, participando efetivamente em suggripdades fisicas [6].
Segundo o modelo de orbitais moleculares descrito na secdo ardersutucao
drastica do numero de atomos no cristal reduz a sobreposi¢cdo dos sais orbi
moleculares, fazendo com que o rearranjo energético destes s&jg nesultando
numa configuracdo de bandas de valéncia e de conducdo mais semallwahtess
moleculares. Neste caso, o cristal obtido possui propriedades edtérias entre o
material bulk e os ions que o constituem. Este fendbmeno é conhecido como
Confinamento Quantico [2,6], sendo bastante importante para materiais

semicondutores.

Quando as dimensdes de um semicondutor se reduzem de tal forma que os
seus valores sejam proximos ou menores do que as dimensdes do raio die $ahr
éxciton, os elétrons de valéncia tornam-se confinados a supeddiciestal, quando
excitados por um foton. Isto ocorre porque o material ndo mais ggodantomo
uma rede cristalina, onde os elétrons podem migrar em qualquediadsefrendo
perturbacdes minimas dos nucleos dos atomos. Neste estado, os elétrons s
comportam como se percebessem as “bordas” do cristal, tornandaissatraidos
pelos nucleos préximos [2,3]. Isto faz com que as energias vincukdascades de
onda que descrevem o deslocamento de cada elétron se aproximesalodes

atdbmicos, mais altos do que as energias envolvidas no cristal.
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Este confinamento pode ser interpretado de forma simples utiliz@ndo
modelo de particula na caixa. Segundo este modelo, um elétron encaundirsmdo
dentro de uma caixa virtual, onde as funcbes de onda do elétron Beyeastao
interior da caixa, ndo permitindo ao elétron que se desloque paradaddimitacdes
de suas paredes. Quanto menor forem as dimensfes da caixa, mepairae s
energética entre os diferentes niveis associados cada um &ungha de onda.
Fazendo-se uma analogia ao cristal de um semicondutor e definindo as BVs e BCs por
funcdes de onda quaisquer, quando as dimensdes do cristal se reduzernosa pouc
nandmetros, ha um distanciamento energético entre as bandas, qtietsenoe
aumento do valor energético de seu Eg. Além disso, ocorre uma dasgdietdas BV
e da BC que, em outras palavras, € a diminuicdo dos intervalos teosrggie
determinam as bandas, podendo ocorrer o surgimento de novas bandas durante o
processo de quantizacao [3].

Outro modelo bastante utilizado para descrever o efeito de aoefia
quantico é o modelo de massa efetiva [2,3,7]. Este modelo leva emetagdb para
os célculos dos niveis energéticos do cristal que os elétronbueacss formados no
surgimento de éxcitons, possuem uma massa considerada difergnte akelétrons
e buracos ndoulk. Esta diferenca nas massas ndo deve ser interpretada como uma
mudanca na quantidade de matéria do elétron, mas sim como o elét@nxEeta
quando perturbado por uma forca externa. Isto é ilustrado pelecaldésnula da

segunda Lei de Newton [3]:

mea=F (1.2)

Esta mudanca de comportamento ocorre pois, nas dimensdes reduzidas do
cristal nanométrico, um elétron ou um buraco pode possuir uma efatiga (m*)
maior ou menor do que quando se encontravam no matatikalNeste modelo, o
calculo da energia doand gap do material confinado pode ser realizado, utilizando-

se a seguinte férmula [5]:

mh? (1 N 1 1.8°

E:E+ 2 * * -
P 2mR*lm m ) dEeER

(1.3)
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Na Equacédo 1.3, o primeiro termo € o valor da energladdgap do bulk; o
segundo termo diz respeito a aproximacao do confinamento ao mogbeldidela na
caixa, dando ao novieand gap uma dependéncia proporcional a 24 relacdo ao
raio no material e o terceiro termo diz respeito as interagfigémbicas do material,
tendo uma dependéncia proporcional a 1/R. Esta € uma férmula bastantss Ut
calculos envolvendo semicondutores sob efeito de confinamento fraco, porém,
sofrendo consideraveis desvios nos resultados para materiais sob confinamento forte

Podemos ter dois tipos de confinamento quantico em um material: o
confinamento fraco e o forte [3]. O confinamento fraco ocorre quandmo do
material nanométrico estd muito préximo do valor do seu respectivdgaBohr do
éxciton, ou seja, Il a. Neste caso, a variacao do raio do material contribui com sob
um fator de 1/R para a variacdo dband gap. Por outro lado, quando o raio do
material € muito menor do qug &emos o confinamento forte, que contribui sob um
fator de 1/R para a variacdo dmnd gap do material [8].

Com o efeito de confinamento quantico, todas as propriedades do
semicondutor se modificam, algumas mais significativamente do quas.oud{s
propriedades 6pticas tais como absorcao eletrénica e fotoluminesf&8¢b-8], por
exemplo, alteram-se drasticamente com a quantizacdo de semicesd@om o
aumento do confinamento quantico, elétrons excitados com alta energeandpor
recombinacao excitbnica emitindo fétons que podem ter energias atitapente
qualquer regido do espectro visivel, até mesmo no infravermelho. €antta com o
bulk, onde o processo de relaxagdo ocorre praticamente pela geeat@wds no
cristal, o processo de fotoluminescéncia em semicondutores des@eseno regime

de confinamento quantico encontra-se bastante pronunciado.
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1.2 — Breve historico sobre nanocristais de semicondutores

Em 1982 [9] foi publicado um dos primeiros trabalhos sobre preparagédo e
estudos das propriedades de nanocristais (NCs) luminescentes idendatores
(quantum dots) tipo II-VI, onde Henglein e colaboradores descrevem a sintese e
caracterizacdo optica de NCs de sulfeto de cadmio (CdS) ea@desobe sulfeto de
cadmio e zinco (CdS-ZnS). A partir desta data, houve um cresciroensideravel
no numero de trabalhos publicados nos quais sdo descritas as masasdiver
metodologias empregando-se técnicas conhecidas de quimica coladalgidencao
de semicondutores de banda direta em combinacdes do tipo llI-V, [I-M,d I-VI.

Dos sistemas mais investigados, em termos de preparacéacteicaacao, citam-se
TiO,, CdS, CdSe, Cd(Se,S), CdTe, PbS e ZnS [10-12]. Foram relatadgsrtaem
menor escala, a sintese de nanoparticulas de ZnO, Agl, AgByx, Piffe, ZnTe,
In,S;, IN,Se, CaP,, CuCl, CuBr [13-16] e mais recentemente, tentativas com GaAs
[17,18]. Nestes trabalhos pode-se observar ainda estudos detalhadositmbicede
interacdes entre elétrons e buracos, dependentes do tamanho H{/frigtacessos

de fotoluminescéncia nos NCs [19]; processos de fotodegradacdo o$206IC
variacdo das condicbes experimentais sobre as propriedades dos2MNCs |
elaboracdo de novas metodologias de obtencdo destes materiais [282@)des de
separacao de NCs por selecao de tamanho [27].

1.3— Motivagéo: aplicagdes de NCs de semicondutores como biomarcadores

Desde as primeiras publicacbes que descreveram a utilizacdNQTomo
marcadores biolégicos com propriedades singulares em 1998 [28,29grante
guantidade de artigos vém sendo publicados anualmente descrevendo o uso de NC
como sondas luminescentes nos mais diversos sistemas bioldgicoss Mestes
trabalhos descrevem a simples modificagdo de protocolos de maijéadionm
descritos, apenas substituindo o fluoréforo organico classicamentddilpelos
NCs luminescentes, resultando em melhoras na sensibilidade diesipel@ destes
protocolos. Alguns estudos ainda mostram que quando funcionalizados com

biomoléculas como albumina [30] ou polietilenoglicol [31], por exemplo, @s N
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diminuem sua citotoxicidade, permitindo que estes sejam utilizadasepaudos de
processos metabdlicos sem interferéncia quimica no sistema em estudo.

Os NCs de semicondutores vem sendo cada vez mais utilizados coradonss
luminescentes para estudos de sistemas biolégicos iviwidso e até mesmo alguns
estudosin vivo [31]. Isto se deve principalmente as seguintes vantagens enorelaca

aos fluoréforos organicos comumente utilizados para estes tipos de estudos:

 Largo espectro de excitacdo, em relacdo aos fluoréforos organicos,
possibilitando uma maior opgéo de comprimentos de onda para a promog¢éo da
luminescéncia dos NCs.

* Maior fotoestabilidade, permitindo que os sistemas bioldégicos possam s
excitados por periodos longos sem ocorrer fotoescurecimento.

» Diversas possibilidades de conjugacdo a biomoléculas, sem que a
fotoluminescéncia seja significativamente suprimida, permitindo o
desenvolvimento de protocolos para estudos de varios sistemas biologicos.

 Possuem estreitas bandas de emissdo, em comparacdo aos fluoréforos
organicos, possibilitando estudos com marcacdes multiplas em sistemas
bioldgicos, utilizando NCs com emissfes em diferentes comprimentos de
onda, sem que haja sobreposi¢do consideravel das bandas.

» Fotoluminescéncia com alto deslocamento de Stokes, o que praticamente
dispensa a utilizacdo de filtros para eliminar a interferédaiaadiacdo de
excitacao.

* Tempos de decaimento na ordem de centenas de nanosegundos, possibilitando
deteccdo resolvida no tempo suprimindo a autofluorescéncia existente na

maioria dos sistemas biologicos [28].

Ha também as vantagens dos NCs luminescentes em relacdaraadares
radiolégicos, ainda muito utilizados em algumas areas de diagrsslinicos, como
0 baixo risco de contaminacdo e danos causados no manuseio dos N@saso el
tempo de utilizacdo e armazenamento dos NCs, para aplicacdes posteriores.
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1.4 — Coldides

Um coldide pode ser definido como um sistema formado por particulas ou
macromoléculas cujas dimensdes estejédo dentro da faixa de aimémetros (19
m) até alguns micrometros (10n), dispersas em um meio homogéneo no qual ndo
sejam solaveis, formando um sistema heterogéneo, mas que possyiato &isual
homogéneo. Devido a esta caracteristica, muitas vezes os cod@elesm o adjetivo
de sistemas “micro-heterogéneos” [32].
O que distingue os sistemas coloidais de outros sistemas disp@osaentre
outras caracteristicas, as seguintes propriedades:
« E capaz de espalhar um feixe de luz ordenado, devido & interacdosentre
fétons incidentes e as particulas formadoras da fase dispersaalésie
(Efeito Tyndall);
e As particulas dispersas (particulas coloidais) possuem um baixo
coeficiente de difusdo no meio dispersante;
» Esta mistura possui uma baixissima pressdo osmotica;
« E passivel de sofrer um processo de didlise, pelo qual seledonada
impurezas podem ser retiradas da mistura;
* E, finalmente, esta mistura é um sistema termodinamicamezigestavel,
ou seja, sua estabilidade quanto a manutencdo da sua homogeneidade sé
ocorre sob certas condicbes de temperatura e de impurezas e ions

dissolvidos na fase dispersante.

As propriedades das particulas coloidais como tamanho, formaibiliiade
e distribuicdo de cargas elétricas na superficie sdo os prindatmres que
determinam a natureza de um sistema coloidal, podendo este digfodbasicamente
em dois subgrupos:

» Dispersdes coloidais: sistemas termodinamicamente instaveido de alta
energia livre de superficie das particulas coloidais e s, pois ndo é
possivel ressuspender o sistema apdés a separacdo das fasesa dispe
dispersante;

e Solucdes verdadeiras de macromoléculas: sistemas termodinamieam

estaveis e de facil reconstituicdo apos a separacao das fases fosmadora
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Em um sistema coloidal disperso, as particulas existentes possone
tamanho médio suficientemente grande para que haja a formacao de uma sdperficie
separacao entre estas e a fase dispersante, sendo o estudoeefstess um dos
grandes temas de pesquisas em quimica coloidal. Os elevados valetasata“area
superficial/volume” das particulas faz com que propriedades déstéace, como
dupla camada elétrica e adsor¢cao tenham uma grande contribuig@muigncao da
estabilidade do sistema coloidal, visto que alteracdes que ocorreraloes destas
propriedades alteram o equilibrio metaestavel entre repuls@iac@atas particulas
coloidais entre si, acelerando ou retardando o processo natural de&@epkrdases
do sistema através da coalescéncia e precipitacdo das particulasscoloida

Sabe-se que as particulas coloidais ndo se encontram estaticeso, mas
sim sob movimento desordenado, conhecido como movimento “browniano”, podendo
participar de colisbes e subseqiientes processos de agregacadililastade um
coldide diz respeito a velocidade com que as particulas da fasesdise agregam,
formando particulas maiores que consequentemente irdo precipitazetelsl o
coloide. Dentre os fatores mais importantes que controlam a tecdisfiees entre as
particulas e sua agregacao temos a temperatura, que atamelriet na velocidade
com que as particulas coloidais se deslocam na fase digpatsafator importante
que determina a estabilidade coloidal é presenca de eletrélismdvidies na fase
dispersa. A importancia deste fator reside na natureza elétrica dedite col

As particulas formadoras da fase dispersa normalmente séegachas
eletrostaticamente, com as cargas distribuidas sobre a suéicgipdleste caso,
particulas com cargas de sinais iguais geram coloides astiseis, visto que a
repulsdo eletrostatica entre as particulas diminui a aproximegéie particulas
vizinhas, diminuindo a velocidade com que estas se agregam. Por outro lado,
particulas com cargas de sentido oposto tendem a se agregalapidamente por
atracao eletrostética, resultando em uma rapida desestauldacoldide. Com isso,
pode-se deduzir que eletrolitos dissolvidos na fase dispersante d#ditke podem
agir no desequilibrio das cargas das particulas coloidais, induzindgregacao e a
destruicdo do respectivo colbide. Para reduzir a acdo destestektrrmalmente
utilizam-se compostos quimicos denominados estabilizantes, que egaragr

guimicamente ou fisicamente na superficie das particulas csloptamovendo um
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aumento na carga eletrostatica das particulas, o que mininaigaoados eletrolitos
interferentes e aumentando a estabilidade coloidal.

Infelizmente, o processo de desestabilizacdo de um coléide é unsgaroce
termodinamicamente favoravel, isto €, por melhores que sejamndig;des em que
um coldide se encontre, fatalmente ocorrera a agregacdo de stiaslgsacom
consequente precipitacdo do coldide. Um processo interessante que cpanabai
desestabilizacdo de um coléide € denominado “envelhecimento” coloidatsteor
processo, as particulas vao se tornando cada vez maiores com or dkcdoerapo,
chegando a ponto do coléide ndo mais conseguir manter a sua homogeneidade,
ocorrendo a precipitacao da fase dispersa.

Um modelo cinético interessante que descreve o envelhecimento ¢odoidal
muito aplicado para varios sistemas estudados, € o chamado modelo de
“envelhecimento de Ostwald” [33]. Segundo este modelo, particulas pequen
dissolvem-se, difundindo-se para a superficie de particulas maioregntando
gradativamente o nimero e o tamanho das particulas maiores, contriparada
desestabilizacdo do colbéide. Este modelo baseia-se no efeito,Kebe diz que
guanto menor o raio de uma particula dispersa em um meio, maiosalsitidade
e maior a sua velocidade de dissolucdo no dispersante[32]. Ainda sobdzlo e
Ostwald, para todo sistema composto por particulas dispersas, existelor
particular de raio para as particulas denominadoade critico. Particulas com
dimensdes menores que o raio critico tendem a se dissolver elpartom raio
maior do que o raio critico tendem a crescer no meio, direcionandocespo de
envelhecimento. Como € inviavel experimentalmente obter-se um caifédimente
monodisperso, fica claro a espontaneidade do processo de envelhectlognto

coloides, segundo o modelo de Ostwald.
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1.5 — Objetivos

O obijetivo principal do presente trabalho é a obtencao e carac@erida NCs
luminescentes de materiais semicondutores 1I-VI através aécad baseadas em
quimica coloidal, com o intuito final de aplicacdo destes NCs cora@adores
bioldgicos.

Para tanto, deseja-se atingir as seguintes metas:

* Obtencéo de suspensdes de NCs de CdS, CdS/CAdeO8YiTe dentro do

regime de confinamento quantico destes materiais, em meio aquoso,

utilizando-se técnicas simples e de baixo custo;

e Controle dos parametros de sintese dos NCs, com o intuito de searontrol

guimicamente seu tamanho e, consequentemente, sua fotoluminescéncia

(regi@o do espectro visivel e alta intensidade de luminescéncia);

» Caracterizacdo das suspensdes obtidas, objetivando-se a avaliagéoaest
espectroscépica dos NCs sintetizados;

* Modificacdo quimica da superficie dos NCs, com o intuito de utdza-
posteriormente para marcagao de sistemas biolégicos;

* Realizacdo de experimentos de marcacao biolégica, envolvendo ostié€s e
sistemas biologicos: células sanguineas, parasitas do L&shmania

amazonensis e cortes histologicos de tecidos tumorais.
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1.6— Apresentacédo da dissertacéo

Os trabalhos desenvolvidos nesta dissertacdo encontram-se distriboidos
quatro capitulos, da seguinte forma:

» Capitulo 2: Trata da sintese e caracterizacdo estrut@spextroscopica
de suspensdes coloidais de NCs de CdS e CdS/Cg@eth disso, neste
capitulo ainda descreve-se como a concentracdo do estabilizaitedes
na preparacdo dos NCs interfere na sintese destes cristais;

» Capitulo 3: Trata da sintese e caracterizacdo estrut@spextroscopica
de suspensfes coloidais de NCs de CdTe . Descrevem-se diferentes
metodologias utilizadas na obtencdo do precursor teluretd?),(Te
necessario para a sintese dos NCs, assim como as metodoldigedasti
para a obtencédo de NCs luminescentes de CdTe;

e Capitulo 4: Neste capitulo descrevem-se metodologias simples de
funcionalizacdo dos NCs obtidos pela metodologia descrita no Capitulo 2,
com o intuito de posterior aplicacdo para marcagao de sisheohdgicos.

Neste capitulo ainda descreve-se as observacdes realizadpgito réas
caracterizacOes espectroscopicas dos NCs funcionalizados;

» Capitulo 5: Este capitulo mostra algumas aplicacdes de marcacéo biolégica
utilizando os NCs funcionalizados pelas metodologias descritas no
Capitulo 4. Ainda descreve-se o comportamento dos NCs quando
conjugados com os diferentes sistemas biologicos, no que diz respeito a

modificacdes em sua fotoluminescéncia.
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Capitulo 2 — Sintese e Caracterizacdo de suspensoéekidais de CdS e
CdS/Cd(OH), :

2.1 - Introducéo

As vérias técnicas existentes para a obtencdo de nanodii&tas de metais e
semicondutores [1-5] podem ser classificadas como pertencerdes @rupos de
métodos: i)bottom-upe ii) top-down As técnicas aqui mencionadas baseiam-se em
quimica coloidal, portanto, técnicé®ttom-upde obtencdo de NCs. A escolha da

quimica coloidal deve-se aqui se as suas vantagens, tais como:

1. Dispensa 0 uso de suportes ou substratos para obtencdo e crescimento das
nanoestruturas, diferente de métodos como os baseados em processos de
eletrodeposicao [6] e de deposicao por vapor ou plasma.

2. Gera uma gquantidade minima de residuos, diferindo neste aspecto, de métodos
como os que utilizam fotocorrosao controlada de cristais macrossgpara a
geracdo de NCs, onde boa parte do precursor é descartada ao final do processo.

3. Flexibiliza a obten¢cdo de nanoparticulas com propriedades Opticetsémiehs
distintas ajustando-se poucos parametros de sintese (por exempliotagieadé
estabilizante, quantidade e proporcédo entre os precursores dos (NCsle
meio).

4. Possibilita alteracdo da superficie dos cristais para apéisagirecionadas, tais
como marcacao bioldgica.

5. Possibilitam producdo em larga escala, a custo inferior as demais téthicas

Para a obtencdo de uma suspensdo coloidal estavel de NCs, dewem
observados os varios fatores envolvidos na sua preparacdo, como: coacettsg
precursores da fase dispersa, tipo e quantidade de estabilizéimtslititempo de
reacdo, pH do meio e temperatura. Estes fatores influenciamgufsriente, no
tamanho médio, cristalinidade e dispersdo de tamanho dos NCs.rRiaienezacdo da
dispersédo de tamanho dos NCs numa suspensao, técnicas como a [Eedplttiya,

cromatografia por excluséo e a eletroforese em gel [7] podem sedaplica
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Conforme mencionado no Capitulo 1, o modelo cinético mais aceito para
explicar o crescimento temporal de NCs é o chamado “envelheocirdenDstwald”.
Neste modelo, particulas com menor diametro se dissolvem e seuse idifandem
preferencialmente para a superficie das particulas maiatenentando o didmetro
destas e, consequentemente, aumentando também o didmetro meédio idakgart
remanescentes. Isso ocorre de forma mais lenta ou mais ré@pendendo da
dispersdo de tamanho das particulas presentes em um dado sistema, da dmdestrac
ions e da temperatura. Por isso, foram realizados estudos dos faterimterferem na
cinética de formacado dos NCs e na sua estabilidade.

2.1.1 — Estabilizacdo de NCs: utilizagdo do Polifosfato

O polianion polifosfato (PP) foi o agente escolhido para a estafdliz das
suspensdes coloidais de NCs de CdS e CdS/Cd(@hi)meio aquoso [8]. O PP € um

polimero inorgénico constituido de algumas poucas a milhares de unidades

mondmero P@, constituindo um polianion de cadeia rigida (Figura 2.1).

O O @) O @) O

L 1 | e | N |

P P P P P P
o7 DNo” |\O/ 1IN N 1N N o
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Figura 2. 1 — Representacéo esquematica de uma cadde polifosfato

O PP ja foi utilizado como estabilizante para suspensfes aquodissdee
CdS, ZnS, dentre outros semicondutores, e isto se deve pois suas KEEdieEm a
superficie dos NCs, resultando numa camada protetora com carga superfatishneg
gue dificulta a aproximacéao e consequente coalescéncia dos NCs.

Isto s6 é possivel devido a forte interacdo eletrostatica &ntrtadeias de PP e
os cations de cadmio presentes na superficie dos NCs [9]:

nCd*"” +PP?*" = Cd, PP (2.1)
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Conforme serd abordado em secao posterior, a concentracdo dizBR&auta
sintese de suspensdes coloidais de CdS interfere de forma atiysfica cinética de

formacéo dos NCs, com conseqtiente alteracéo da sua distribuicdo de tamanho.
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2.2 - NCs de CdS e CdS/Cd(OHY)

O sulfeto de cadmio (CdS) é um semicondutor binario do tipo II-Vhadel
gap direto, com Eg = 2,5 eV (aproximadamente 495 nm). Foi um dos primeiros
semicondutores a serem utilizados para os estudos sobre confinamento quantico [10].

Este semicondutor foi escolhido como sistema principal de estudo remferes
trabalho, pois a metodologia de obtencdo de NCs em meio aquosopkessim
estabelecida na literatura [11,X2Fncontra-se implantada no grupo de pesquisa. Além
disso, sob certas condi¢cdes de sintese, seus NCs possuem lumiaesaérenido
visivel do espectro, quando excitadas na regido do UV. Como as apdicqge se
desejam para os NCs depende de suas propriedades opticas, edte énbastante
atrativo pois garante a producdo de NCs com boa qualidade que peamitéizacao
destes como possiveis marcadores bioldgicos fluorescentes.

Para as aplicagbes onde a luminescéncia dos NCs é ufilifzan-se
necessarias pequenas modificacdes nos processos de sintespelasies coloidais de
NCs de CdS, de forma a minimizar o surgimento de niveis elagdaitre as camadas
de valéncia e de conducdo do semicondutor, normalmente resultantefeities e
estrutura cristalina dos NCs (internos e/ou na superficie dswis)i Estes niveis
acarretam vias nao radiativas de desativacdo do elétron-buraco dairmwi mesmo

suprimindo completamente a luminescéncia dos NCs [11](Figura 2.2).

@) —
©

=0,
r—— Defeito | |

BV

Figura 2. 2 - A : Esquema de um nanocristal de Cd&m a ilustracdo de um possivel defeito em sua
estrutura cristalina. B : Diagrama ilustrativo da banda de valéncia (BV) e de conduc¢éo (BC) do
CdS, separadas por um gap energético. (a) e (c) regentam niveis eletrénicos gerados por defeitos,

interferindo na BC e (b) representa o nivel eletréico gerado por um defeito, interferindo na BV.
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Ao processo de eliminagdo desses defeitos denomina-se passiésté
processo resume-se no recobrimento dos nanocristais (nucleos) obtidosimeom
camada de outro semicondutor (casca), cuja diferenca energésoayasvalor maior
do que ogap do nanocristal original (nacleo), o que acarreta na aniquilacdo das nive
eletronicos dos defeitos dos NCs. A Figura 2.3 ilustra de formales o processo de

passivagao.

Passivagao
_BC o BC
___ —|Bandgap ————-—-—7 Band gap
Y, — BV
cds —_ cds L

Cd(OH),

Figura 2. 3 — Esquema geral de passivacao de umanoaristal de CdS por uma camada de
Cd(OH),.

No caso do CdS, deposita-se ao final da sintese dos NCs umdacdma
hidroxido de cadmio (Cd(OH) cujo gap entre a banda de valéncia e a banda de
conducdo € maior do que gap do CdS. Esta camada de passivacdo € obtida
simplesmente pela precipitacdo do Cd(@Hm meio bésico, sobre a superficie dos
NCs.

Observa-se na literatura que outros semicondutoreggapmaior do que o do
CdS também podem ser utilizados no processo de passivacdo. Dentrecosddnres

utilizados em processos de passivagao cita-se o sulfeto de zinco (ZnS) [13].
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2.3 — Procedimentos experimentais:

2.3.1 - Metodologia de sintese do CdS e CdS/Cd(QH)

O processo que se utilizou neste trabalho é apenas uma adaptacémdim m
original desenvolvido por Weller e colaboradores [11]. Utilizou-se cpracursores
dos NCs o perclorato de cadmio (Cd(@Qipe o gas sulfidrico (}$); agua desionizada
foi utilizada como fase dispersante; e o polifosfato de sodio ((yapP€@i utilizado
como estabilizante da suspenséao coloidal.

Para a sintese do CdS/Cd(Qld)eparou-se de uma solugcédo contendo 96 mL de
agua desionizada, 2,5 mL de uma solucédo 0,01M de Cg¢Eigma-Aldrich) e 2,0
mL de uma solucdo 0,0051g/mL de PP ([(Na® (Sigma-Aldrich), onde n=9 para o
lote utilizado. O pH da solucgéo final foi ajustado, utilizando-se um&&ol0,1M de
NaOH, para o valor de 8,5, valor necessario para que as NCs rpossna
luminescéncia com o comprimento préximo de 500 nm apds a sua passivacao.

Apés o0 ajuste do pH, o sistema foi vedado com septumde borracha.
Finalmente, injetou-se na solucdo, de forma rapidapl7se HS (White Martins,
98%), equivalente a 2,5x2anols de S, com o auxilio de uma seringa especifica para
gases. A proporcéo final entre os fons“Cel S? foi de Cd/S=1. O baldo foi entdo
agitado de forma vigorosa por 10 minutos, tempo no qual pode-se observda@aca
de coloracéo da solucéo, de incolor para amarelo, evidenciando adordwmproduto,
Cds.

Apbs 24 horas da preparacdo da suspensdo de NCs de CdS realizou-se a
passivacdo da suspenséao coloidal. Para isto, ajustou-se novamentacspspensao
com uma solucéo 0,1M de NaOH, para o valor de 10,5, e adicionou-se lentGmdnte
da solucédo 0,01M de Cd(CJYR (Figura 2.4)A adicao lenta do Cd(CKD nesta etapa €
crucial para que se evite a formacdo de aglomerados de hidroxidalde dsolados

gue possam vir ocasionar a precipitacao da suspensao.
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CdS/Cd(OH).
Agitagdo

Figura 2. 4 — Esquema geral do processo de sintekes NCs de CdS em meio aquoso, incluindo a etapa
de passivacéo.

2.3.2 — Estudo da influéncia da concentracdo do polifosfato na sintes® NCs de
Cds:

Além da sintese de NCs luminescentes, buscou-se observar comordragéoe
do estabilizante interfere na cinética de formacao do col6idejgaimente no que diz
respeito ao tamanho dos NCs obtidos. Este interesse justificassebservactes
preliminares sobre o efeito do PP na sintese de NCs da Cd&adealpor Santos em
sua tese de doutorado [12].

Para isso, preparou-se cinco amostras de CdS 1/1, como descritodoa sec
anterior, mas variando-se apenas a concentracao de PP (f{NaR6 cada suspenséo

preparada, conforme a Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Concentracdes de [(NaP{n] utilizadas para a preparagdo de suspensdes d€blde
Cds.

AMOSTRA Volume de [(NaRD] Concentracdao final de
0,0051 g/mL Fosfato (PQ)
1 2mL 0,001M
2 5mL 0,0025M
3 7 mL 0,0035M
4 9mL 0,0045M
5 13 mL 0,0065M
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2.3.3 — Caracterizagdo espectroscopica e estrutural dos NCs de SCde
CdS/Cd(OH).:

Antes e apods a passivacgao realizou-se a caracterizacdo do procestasdeesf
espectroscopia de absor¢do UV/Visivel, para a verificacdo da glealiiZasuspensdo
coloidal, isto €, para verificar-se a auséncia total de plsiou contaminantes fora do
regime coloidal, além de confirmar se o tamanho das particed&snr sintetizadas
encontravam-se no regime de confinamento quantico. Para isso, utiliaom-se
espectrofotometro de absorcdo da marca Perkin-ElImer modelo Lambdam6,
resolucdo de 0,5 nm. A regido analisada foi entre 190 até 900 nm.

Apés a passivacdo da suspensdao, realizou-se a caracterizagdmsspaca
(espectroscopia de emissdo e excitacdo) das suspensfes de Cdyp/©@d(das,
utilizando-se para isso um espectrofluorimetro ISS K2, com résplde 1,0 nm e
lampada de Xenodnio de 300 &mo fonte de excitagéo.

A caracterizacao estrutural dos NCs foi realizada atdaemalise por difracdo
de Raios-X de pé (DRX) e por microscopia eletronica de transmi@d&T) de
amostras das suspensdes obtidas.

A analise por DRX nos da informacdes a respeito da cristalinidiadeaterial
obtido e sua estrutura cristalina. No presente estudo, as anpastanalise por DRX
foram preparadas através da desestabilizacdo parcial do coldide, utikzaindgdes de
isopropanol absoluto, de tal forma que estas pudessem ser presgf@ta@amente por
tamanho, através de centrifugacdo. Para isso, seguiu-se 0 seguinte procedimento:

* Coletou-se aproximadamente 40 mL de suspensdo de CdS recém

preparada e adicionou-se isopropanol absoluto, até o surgimento de uma leve
turvacdo da suspensao;

» Para acelerar a desestabilizacdo do coldide, manteve-se a &ospeve

sob refrigeracédo a 0°C, por 6 horas;

* Em seguida, centrifugou-se a amostra a 4.500 rpm, durante 10 minutos;

» Desprezou-se o sobrenadante e lavou-se a fase sélida com acetona,;

» O precipitado, disperso na acetona, foi gotejado lentamente sobre um

suporte de vidro, obtendo-se uma amostra representativa parasea poali

DRX.
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O equipamento utilizado para a obtencao dos difratogramas foi undchétao
Siemens Nixford D5000 digital (com biblioteca cristalograficajncadiacéo incidente
Kacuw= 1,542 A. Para o célculo do tamanho médio das particulas sintetizgdatr a

do difratograma de raio-x obtido, utilizou-se a formula de Scherrer [12]:

0,94 =d [BLtoF (2.2)

onde:

d = didmetro médio das nanocristais (em nm);

A = comprimento de onda utilizado pelo equipamehts (,1542 nm);

B = largura de linha a meia altura do pico de difracéo dernmdensidade (em
radianos)

® = angulo de incidéncia do feixe de raio-x no pico mais intenso no
difratograma.

O sistema cristalino do material obtido foi verificado com o auxib programa

computacional Maud [16].

A microscopia eletrbnica de transmisséao foi utilizada para-sbterformacdes
a respeito do tamanho médio e dispersdo de tamanho das particurascassi
informagdes sobre sua morfologia.

A preparacdo das amostras para microscopia foi realizada segwedminte
protocolo:

» Diluicdo de uma pequena quantidade de amostra em agua ultrapura e
sonicacao por 3 minutos, com a finalidade de diminuir o niamero de
possiveis aglomerados de nanoestruturas;

» Deposicao e secagem de uma gota da amostra diluida sobre umapeque
grade de cobre recoberta por um filme poliméricpalddio e por um

filme fino de carbono, em torno de 5 nm;
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Para obtencdo das imagens utilizou-se um microscopio modelo Caxl@EM
908, com microssonda, operado com energia de 80kV. Foram coletadas im@gens
campo claro (cc obright field). Este tipo de imagem € obtido através da difracdo de um
feixe de elétrons pelos ndcleos dos atomos contidos na amostradanalisdifracao
ocorre para todas as direcBes 0 que representa um processo deslEigdn servindo
para os estudos sobre a morfologia do material analisado.

A andlise da dispersdo de tamanho e morfologia dos NCs, fozademli

analizando-se as micrografias obtidas com o programa computacional Scion [16].
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2.4 — Resultados e discussao:

2.4.1- Sistemas CdS e CdS/Cd(OH)
2.4.1.1 — Caracterizacao estrutural dos NCs de CdS e CdS/Cd(QH)

A Figura 2.5 mostra o difratograma da suspenséo de NCs de CdS/&.d(OH)

07 CdS/Cd(OH),

111)

Intensidade (u.a.)

20 30 40 50 60 70
206/Graus

Figura 2. 5 — Difratograma de raio-x de p6 de umarmostra de NCs de CdS/Cd(OH)

Pode-se observar a presenca de picos alargados no difratotg@mmacorre
devido ao regime de tamanho nanométrico das particulas analisadisid@amuito
pequenas possuem poucos planos cristalinos que contribuem para interferrs c
feixes de raios-x incidentes em suas superficies, o quéaresuhlargamento dos picos
referentes a estes poucos planos detectaveis. Utilizando-se acdea&cherrer (Se¢édo
2.3) estimou-se que os NCs analisados possuem um diametro médio de Scfprem, o
demonstra que os cristais obtidos encontram-se em regime nanom@sipicos mais
intensos exibidos no difratograma representam o sistemaioagstaibico (blenda de
zinco), em concordancia com trabalhos ja relatados sobre NCs des@dfiizados
com polifosfato [14].

Vale ressaltar que embora bastante comum, o sistema cubico mamiéo

sistema cristalino que pode estar presente em NCs de CdShdeegde do tipo de
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estabilizante utilizado, o sistema hexagonal (wurtzita) tamtbdue ser observado em
suspensdes de NCs de CdS [14].

A Figura 2.6 mostra a micrografia de MET de uma amostra ded€(dsdS,
exibindo também o histograma que representa a distribuicdo dogm@slacdo as

suas dimensdes (em nm).

Figura 2. 6 — Micrografia de MET em campo claro dauma amostra de NCs de CdS (a barra de escala
da micrografia equivale a 40nm) (a) . Histograma dédlistribuicdo de tamanho dos NCs na micrografia
(b). Distribuicdo dos tamanhos segundo andlise Gssiana (curva vermelha) éognormal (curva em
negrito).

De acordo com a distribuicdognormalrealizada sobre o histograma da Figura
2.5, as NCs analisadas na micrografia tém um diametro médo=d&,8+ 1,8 nm.
Este valor encontra-se de em concordéancia com os resultados peta®@RX, assim
como os resultados obtidos pelas andlises espectroscopicas (désgotabaixo). A
dispersdo dos tamanhos possui um valor de 23,5%.

A distribuicdo lognormal € aplicada neste caso, pois leva em catsideas
populacbes de particulas existentes com grandes diametros. &staslgs, embora
possam parecer estatisticamente despreziveis, podem influesrsédecravelmente no

processo de crescimento dos NCs, segundo o modelo de “envelhecimento de Ostwald”.
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2.4.1.2 — Caracterizagao espectroscopica:

A Figura 2.7 mostra espectros de absorcdo e segunda derivada
representativos dos sistemas CdS e CdS/Cd(GHit)tetizados segundo metodologia
relatada na Segéo 2.2.1.

} cds }
0 Lo Ccds/Cd(ot

Maximo de Absorgéo em 48

‘\a/ A
A
L)
‘l
Y \
s, .
0,0 . 0,0 : :

300 400 500 300 400 500
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

0,5 0,54

Méaximo de Absorgdo em 484 nm

Absorbancia (u.a.)
Absorbancia (u.a.)

Figura 2. 7 — Espectros de Absor¢do com suas segasdierivadas (em vermelho), exibindo o
primeiro maximo de absorc¢éo tanto para o CdS, quamtpara o CdS/Cd(OH)

Como pode ser visto, comparando-se 0s espectros, o processo de passivaca
alterou o tamanho dos NCs de CdS, o que pode ser comprovado pelos wadores d
primeiros méaximos de absorbéncia dos dois sistemas. O valor de 4§arano
primeiro maximo de absorbancia indica que as NCs obtidas possuanbansegap
com o valor de aproximadamente 2,55 eV. Este valor é maior do paedogapdo
semicondutor CdS em dimensdes macroscopmak)( cujo valor é de 2,50 eV [17]. A
diferenca entre os “gaps” dos NCs e do bulk é de apenas 0,05 eV, indicgno® NCs
encontram-se em regime de confinamento quantico fraco [19].

Como também pode ser visto nos espectros na Figura 2.7, as bandasgi®abs
das amostras analisadas apresentam-se consideravelmentagaalafgte alargamento
deve-se principalmente a distribuicdo de tamanho dos NCs obtidaprpe&sso de
sintese, cujo resultado s&do particulas com diferentes diametmsseqiientemente,

diferencas de alguns décimos nos valores energétidumsndiogapentre si.
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A Figura 2.8 mostra os espectros de excitagcdo e emissao deuspensao de
NCs de CdS/Cd(OH) cujo tamanho médio € 8,5 nm.

CdS/Cd(OH),

119 — Excitacdo

1,0 — Emissao

09 499 nm
QSL
074
QGL
QSL
044

0,3

Intensidade Normalizada (u.a.)

0,2

0,1

0,0

T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de Onda (nm)

Figura 2. 8 — Espectros de excitagéo e emissdo draususpensdo de NCs de CdS/Cd(OH)

Como pode ser observado no espectro acima, a emissao dos NCs digtetiza
apresenta um maximo en¥499 nm, o que corresponde a emissao na regido visivel do
espectro eletromagnético. Spanhel e colaboradores [11] reportaedor do pH inicial
no processo de sintese dos NCs de CdS como fator determinanteamarionento de
onda de emissao de suspensdes de CdS/Cg(OH)

O valor de pH inicial igual a 8,5 que foi utilizado nos experimentssriies,
tende a resultar em suspensdes de NCs com banda de emissaiaasanteal torno de
500 nm. Valores altos de pH inicial (entre 8.8 e 9.2) tendem a prod@arcuja
emissao tende para valores energéticos maiores. Isto ocvidle de fato de que para
valores de pH inicial altos, os NCs obtidos apresentam diametro médio menornem
de 4 nm [11]), o que significa que 0s mesmos encontram-se em gyicoafinamento
forte, deslocando suas emissdes para regides de energiaavaitas! Isto é importante
pois possibilita a aplicacdo desses NCs como marcadores biodpgiomo seri
discutido nos Capitulos 5 e 6, pois os fétons emitidos pelos cristais ndo possuem energia

suficiente para gerar danos nos sistemas bioldgicos estudados.
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O espectro de excitacdo mostra uma banda estruturada comxg®sdue se
estende de 300 a 480 nrRode-se inferir que cada méaximo de excitacdo esta
correlacionado com uma banda de conducao dos NCs de CdS/gdiadd) uma atua
no processo de recombinacdo excitdnica, de forma equivalente, dos NE&guUesh
comprimento de onda referente a cada pico, corresponde ao maximo obsemvado
499 nm.

O que se sugere (Figura 2.9), observando-se o0 espectro de excitagcdo da
suspensao, é que os NCs obtidos possuem uma estrutura de eletrérada foonmirés
bandas de conducéo, localizadas em 2,66; 3,08 e 3,46 eV. Assim, sugereese que
processo de decaimento das transi¢cdes excitdnicas ocorre daeséguma: as bandas
de maior energia possuem um decaimento ndo radiativo para a bandaenmergeétca,
sendo esta a Unica a possuir um decaimento radiativo para a bandardzayal

participando efetivamente no processo de fotoluminescéncia.

3001 \\ Bandas de Conducéo
banda 1

banda 2

w
@
Q

IS
@
Q

Comp. de Onda (nm)
8
q

5007

T

0,4 0,5 0’,6 0‘.7 0’.8 0’.9 1’,0 1’.1 hv )
Intensidade Normalizada (u.a.) I [”:l Emissao

Banda de Valéncia

Figura 2. 9 — Possivel mecanismo de decaimento rativo dos NCs, corroborado pela presenca
das trés bandas existentes no respectivo espectm ekcitacao.

Em um experimento visando a averiguacdo da fotoestabilidade dosoNCs s
excitacdo por longos periodos de tempo, visando futuras aplicacfes daisldgina
suspensao recém preparada foi irradiada=®837nm continuamente durante uma hora.
Observou-se que 0 maximo de emissao permaneceu constante, o queiaeddenc

fotoestabilidade dos NCs nessas condi¢des.
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2.4.2 - Estudo da influéncia da concentracdo do polifosfato na sirdede NCs de
Cds:

A Figura 2.10 mostra os espectros de absorcéo eletrénica de cipensies de

NCs de CdS obtidas com diferentes concentra¢des do estabilizante polifosfato.

2,0 mL PP
---0---5,0 mL PP
--®--7,0mL PP
—A—9,0 mL PP
—O0—13,0 mL PP

0,20 4

0,10

Absorbancia (u.a)

0,05

0,00 T T
450 500 550

Comprimento de Onda (nm)

Figura 2. 10 — Espectros de absor¢éo eletrbnica daspensdes de
NCs de CdS obtidas com diferentes concentracdes pigifosfato.

Como pode ser observado, ha uma pequena variacdo entre as posi¢cdes das
bandas de absorcédo das suspensdes obtidas com diferentes concentrBEOdSstks
deslocamentos podem estar correlacionados a variacdo do tamanho méNiGsdos
sintetizados, ocasionada pelas taxas de nucleacdo dos sistents moelificadas pela
maior ou menor presenca do agente estabilizante. Este tipo de fendmeual um
parametro de sintese interfere diretamente no tamanho final@osihtetizados, ja foi
relatado para o caso da variacdo do pH inicial das suspensdeazéi@a&ntre os ions
formadores do semicondutor dos NCs [11] e para outro estabilizante @oimo
tioglicerol [19]. Vale ressaltar que nos espectros acima, asteas preparadas com 9,0
e 13,0 mL de solugéo 0,0051g/mL de PP né&o apresentam deslocaments likndaa
de absorcdo para regides de alta energia, mas sim um proceskogaenento da
banda, sugerindo um aumento na dispersdo dos tamanhos dos NCs, o que pode
erroneamente induzir a idéia de que estas bandas estdo sardisioara regides mais

energeéticas.
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As Figuras 2.11 a 2.15 mostram as micrografias obtidas para suspeosde

diferentes concentracdes de PP.

[PP]=0,11 mM

Figura 2.11 - Micrografia de amostra de NCs de CdSsintetizadas com 0,11mM da
solugéo de PP. (a barra de escala das micrografiaquivale a 40nm).
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[PP]=0,28 mM

Mg
Wnm g
[

Figura 2.12 - Micrografia de amostra de NCs de CdSintetizadas com 0,28 mM da
solucéo de PP. (a barra de escala das micrografiaguivale a 40nm).

36
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[PP]=0,39 mM

Figura 2.13 - Micrografia de amostra de NCs de CdSintetizadas com 0,39 mM
da solucédo de PP. (a barra de escala das microgradiequivale a 40nm).

37
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[PP]=0,50 mM

Figura 2.14 - Micrografia de amostra de NCs de CdSintetizadas com 0,50 mM da
solugéo de PP. (a barra de escala das micrografiaquivale a 40nm).
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40 nm
| —

Figura 2. 15 — Micrografia de amostra de NCs de CdSintetizadas com 0,72 mM
da solucdo de PP. (a barra de escala das microgmadiequivale a 40nm).

A Tabela 2.2 exibe o tamanho médio e a dispersdo de tamanho dosr&l@s pa
micrografias ilustradas nas Figuras 2.11 e 2.12.

Tabela 2.2 — Dados relativos as micrografias exibtéd nas Figuras 2.11 e 2.12.

Razé&o Cd/P Diametro(nm) Dispersao de tamanho (%)
0,25 7,8 23,50
0,10 27,0 43,83
0,07 20,8 38,94
0,06 20,6 36,47
0,04 23,0 37,83

Como pode ser visto pelos resultados ilustrados acima, o efeito dantagéo
de PP na sintese dos NCs € aparentemente nado-linear, visto quéagesados



Capitulo 2— Sintese e Caracterizacdo de suspensdeidais de CdS e CdS/Cd(OH) 40

tamanhos médios e de suas dispersdes ndo seguem um comportansertiecial
decrescente, para 0s experimentos realizados. Porém, a imgodanmarticipacdo do
estabilizante PP na formacdo de uma suspenséo de NCs cobuig&trihomogénea de
tamanhos, dentro das condicfes experimentais utilizadas, foi aqui comprovada.

A seguinte explicacdo € proposta para as observacOes $eibas este

experimento:

« H& um equilibrio nas interaces entre as cadeias de PP e @dignsntes da
adicao do HS ao meio, exemplificado na Equacéo 2.1.

 No momento da adicdo do,$l no meio, este equilibrio sofre forte interferéncia

da presenca dos forfSque comegam a competir com os polianions de PP pela

interacdo com os ions EdEquacéo 2.3).
Cd PP +nS? = nCdS+PP" (23

* O equilibrio mostrado na equacao acima mantém-se deslocado sauzeaa,

guando ha uma elevacdo na quantidade de PP presente. Isto ocorre, pois com

uma maior quantidade de PP no meio, ha um aumento na repulsadatiedros
entre as cadeias, resultando em uma expansdo do sistema supiamolec
formado entre as cadeias de PP interagindo com os i0AsExth expansdo
resulta em uma maior barreira estérica e eletrostatica difidolta complexacao
dos fons $ com os fons Cd, acarretando um aumento no tempo de nucleagao.
Isto leva a formacdo lenta de centros de cristalizacdo @ss &umentando a
disperséo final dos tamanhos das particulas formadas [20].
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Capitulo 3 — Sintese e Caracterizacdo das suspersdmloidais de
CdTe:

3.1 Introducéo

Diferentemente dos nanocristais de CdS, descritos no Capitulo 2, cujos
primeiros estudos datam da década de 80 [1-3], a sintese de naisodeidelureto de
cadmio (CdTe) por via coloidal s6 comecou a ser reportada retuiter por volta da
década de 90 [4,5,11]. Isto se deveu principalmente a dificuldade de;cabtde
nanoparticulas de CdTe com boa estabilidade coloidal e fotoluminescémm
intensidade apreciavel para fins de aplicacoes.

O principal fator que dificulta a preparacdo dos nanocristais dee @a
obtencado de fontes estaveis de jon$. T&to se deve & reatividade do metal telGrio ao
oxigénio da atmosfera o qual forma rapidamente seu respectivo 6XxddquEe por sua
vez, dificulta sua reducdo a forma“Téssim, todas as rotas de obtencédo do ich Te
utilizadas até hoje utilizam sistemas com atmosfera ifie@§ como forma de evitar a
oxidacao do ion obtido. Além disso, algumas dessas rotas utilizanrsoresudo ion
Te? perigosos, cujo manuseio incorreto pode levar a acidentes graves eSemglo,
tem-se o sal Alle; que quando posto para reagir com acido sulfarico produz o hidreto
de telario (HTe), que pode ser entdo borbulhado em uma solugéo contendo o precursor
metélico divalente (Cd, Zn"? PbB? etc.) para a formacdo do semicondutor desejado
[6].

Além disso, uma das vias de sintese mais utilizadas atualinesgéa-se na
obtencdo dos nanocristais luminescentes de CdTe em meio organicandudilias
reagentes trioctilfosfina (TOP) e trioctilfosfindxido (TOPO) [10,11}eEseagentes sao
utilizados para a criacdo de ambientes micelares inversos apdosmacao dos
nanocristais. Isto dificulta consideravelmente sua utilizacdo picagdes bioldgicas,
pois 0 meio aquoso diminui consideravelmente a estabilidade dos NCsastidueio
organico. Por fim, o fator crucial que dificulta a utilizacdo destéodos de sintese de
NCs de CdTe por varios laboratorios de pesquisa é o alto custo envolvada pa
aquisicdo dos reagentes utilizados no processo de sintese.



Capitulo 3 — Sintese e Caracterizagdo das suspersa@eloidais de CdTe 43

Felizmente, novos processos de reducdo de Te modificados de métodtssdesc
na literatura [6-8,12] (Secao 3.2), possibilitaram a sintese cotieddCs de CdTe com
alta luminescéncia diretamente em meio aquoso, com um custo berbaixa do que
0s processos citados no paragrafo anterior. O processo maglotitieste caso € o que
utiliza o borohidreto de sédio (NaBHcomo agente redutor do re moléculas
contendo o grupo tiol, como o &cido mercaptoacético, por exemplo, comosagente
estabilizantes dos NCs sintetizados.

Outra vantagem na obtencdo dos nanocristais de CdTe por estas aias €
possibilidade de se aplicar o método de precipitacdo seletivapn@nte separando
populacbes de nanoparticulas com tamanhos médios diferentes, mas também
purificando os residuos e diminuindo a dispersao de tamanhos. A menoradispers

tamanhos resulta em espectros de emissdo com larguras de bandaseiass[6t

3.1.1 — Tidis: 6timos estabilizantes para meio aquoso.

A utilizacdo de pequenas moléculas organicas contendo grupamentosnSH ve
sendo reportada crescentemente na literatura como Otimodizastéds para NCs de
CdTe sintetizados em meio aquoso. Isto se deve a algumas propriededssantes
dos tidis. O pKa dos grupamentos SH destas moléculas, onde se imclaeito
mercaptoacético e o mercaptoetanol dentre tantas outras, ersmoamalmente
acima de 8,0 (Tabela 3.1), valor no qual o pH do meio tende a gerar NCisaroatros
pequenos e com baixa dispersao de tamanho. Além disso, 0s grupameittogessia
desprotonacédo das sulfidrilas possuem uma alta afinidade por fonsCebfm® Zn'?,
formadores de semicondutores do tipo II-VI. Isto garante uma higsaciacdo da

camada de estabilizante formada nas superficies dos NCs.
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Tabela 3.1 — pKa de alguns tiois utilizados comotabilizantes na sintese de NCs de semicondutores

do tipo 1I-VI.
Estabilizante pPKs
Mercaptoetilamina (HSC}CH,NH,) (MEA) 8.07a
Acido Mercaptoacético (HSGEOOH) AMA) 10.08
Acido 3-Mercaptopropidnico (HSGEH,COOH) AMP) 10.26
2-Mercaptoetanol (HSCH€H,OH) (MOH) 9.432

@ Nosaka e colaboradores [13].

® Zhang e colaboradores [8].

Além disso, sabe-se que suspensdes de NCs produzidas com um pequeno
excesso de tidis, em condicbes alcalinas, produzem a hidrélis@l pdestes
grupamentos, resultando na incorporacdo dos atomos de enxofre nadrdedadCs
com o meio. No caso de NCs de CdTe, por exemplo, esta hidrélisd patejgaz de
contribuir significativamente no aumento da luminescéncia dos sristaio que uma
camada de CdS forma-se na superficie dos NCs [12] e cbamalgap do CdS € maior
do que oband gap do CdTe (Egys = 2,50 eV e Egyre = 1,47 eV [14]), este processo
pode ser interpretado como uma passivacao dos NCs.
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3.2 — Procedimentos experimentais:
3.2.1 — Reagentes utilizados:

Em todos os experimentos descritos nesta secédo, utilizaram-seguisites
reagentes:

o Telario metélico em p6 99% (Across);

« Acido mercaptoacético (AMA) 97% (Sigma/Aldrich);
* Borohidreto de sodio 98% (Sigma/Aldrich);

* Arg6bnio (White Martins);

* Nitrogénio (White Martins);

« Agua ultra-pura deionizada.

3.2.2 — Processos de reducéo do telurio:

Para a sintese dos NCs luminescentes de CdTe (Equacéo 3.1) pabg@ssos
de reducédo do teltrio metélico, em meio aquoso, foram testados patangdo da
fonte de T&:

2T€’ + 4ANaBH, — Na-Te-Te-Na O [~ 2cdTe (3.1)

Isto se fez necessario para a escolha, dentre os métodos tedtagede que
renderia uma fonte de ions ¥ee forma mais pratica e com maior rendimento. Vale
ressaltar que varias sdo as metodologias existentes patacdaelo telirio em meio
organico. Entretanto, o enfoque deste trabalho reside na reducdo em meip @uos
uma forma de simplificar o processo de sintese dos NCs de CdTmetddologias
apresentadas a seguir sdo todas adaptacdes de processas adestitératura [6-8,12].
Porém, cada processo sofreu pequenas modificagbes na tentativa deaiom

rendimento na obtencé&o dos fon&Te
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3.2.2.1 - Método de Reducéo 1: Processo de reducdo por congelamento (tthp
de Zhang e colaboradores [6]):

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se aproximadamente 10

mL de &gua, 0,0128 g (0,1 mmol) d&’ Ben pd e colocou-se o sistema sob agitacéo em
banho de gelo. Quando a temperatura do sistema atingiu 4°C adicionogset® a
redutor borohidreto de sodio (NaBHO,2 mmol). Manteve-se o sistema sob agitacéo e
banho de gelo durante 30 minutos e, em seguida, congelou-se a mistura 2dirante
horas. Apds o congelamento, manteve-se a mistura sob refrigerd@gara que este
descongelasse de forma lenta. Toda a reagcdo ocorreu em ednawsfeente. Apds o
descongelamento total, pode-se observar uma solucéo violeta formaespaodendo

ao composto ditelureto de sodio (Na-Te-Te-Na) [5].

3.2.2.2 — Método de Reducéao 2: Processo de reducao por titulacédo de acido:

Em um baldo de fundo redondo de 15mL, pesou-se 0,0032g (0,025 mmol) de
Te’ em p6. Em seguida, adicionou-se ao baldo aproximadamente 0,01g (0,26dmmol)
NaBH;. Em seguida, adicionou-se cerca ded0de uma solugédo de NaOH 1M ao
baldo e homogeneizou-se a mistura. Por fim, gotejou-se na mistragisacdo, uma
solucdo de acido perclérico (HC)OO,1M, até resultar em uma solucédo violeta,

correspondendo a formacéo do composto ditelureto de sédio.

3.2.2.3 — Método de Reducéao 3: Processo de reducao por aguecimento[5]:

Em um balédo de fundo redondo de 100mL, adicionou-se aproximadamente 5mL
de agua, 0,0128g (0,1 mmol) de®Tem p6 e colocou-se o sistema sob agitacdo e
aguecimento. Vedou-se o0 baldo com a ajuda deseptum de borracha. Todo o
processo foi realizado sob atmosfera inerte, utilizando-se flurgfmio. Quando a
temperatura do sistema alcancou o valor de 80°C, adicionou-se ao bal&oajida de
uma seringa, o0 agente redutor NaBHO0,2 mmol) recém dissolvido em

aproximadamente 2mL de agua. Apés uma hora de agitacédo e aindmsoimanto a
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80°C, pode-se observar a formacdo de uma solucdo violeta, correspondendo ao
composto ditelureto de sédio.

3.2.2.4 — Método de Reducao 4: Processo de reducdo por aquecimento, esiom
alcalino e fotoassistida (adaptacédo do Método de Reducéo 3):

Em um balédo de fundo redondo de 100mL, adicionou-se aproximadamente 5mL
de agua, 0,0064g (0,05 mmol) de’®en p6, 35QL de uma solucdo 2M de NaOH.
Vedou-se o baldo com a ajuda de saptum de borracha. Todo o processo foi realizado
sob atmosfera inerte, utilizando-se um fluxo de Nitrogénio. Colocaussstema sob
agitacado e aquecimento. Quando a temperatura do sistema alcavaion de 80°C,
manteve-se 0 sistema a esta temperatura por 20 minutos. Em segodia sob
aguecimento, adicionou-se ao baldo, com a ajuda de uma seringa, 0 agetae re
NaBH, (0,1 mmol) dissolvido em aproximadamente 2mL de agua. Neste momento,
irradiou-se o sistema com uma lampada de tungsténio de 100 Watsateve-se a
irradiacdo durante o restante do processo. Uma hora apds a ad@gent® redutor,
observou-se a formacédo de uma solucdo violeta escura, corresponttentac@o do

composto ditelureto de sédio (Figura 3.1).

Figura 3.1- Coloracéo do composto Na-Te-
Te-Na(aq), formado pela reducéo do Te
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3.3 — Sintese de NCs de CdTe:

Como sera abordado na Secéo 3.3.1, todos os métodos de reducdo do telario
tiveram éxito. Entretanto, apenas os méetodos 3 e 4 resultaram eamdimento capaz
de prover reprodutibilidade nas sinteses dos NCs de CdTe. Paramgsteos,
descreve-se a seguir as metodologias de sintese de NCs utilizadas.

3.3.1 — Método de Sintese 1.

Esta metodologia utiliza o método 3 de reducao do teldrio (Se¢éo 3.2.2.3).

Em um baldo de fundo redondo de 100mL, adicionou-se 0,2 mmol de Gd(CIO
(20 mL de uma solucdo 0,01 M de Cd(QKR Em seguida, adicionou-se 20 mL de
agua e 1,2 mL de uma solucdo 4,9 % de AMA. Neste momento a solugdi-g¢ern
turva, devido & insolubilidade parcial do complexo formado entre*6 €6 AMA.
Elevou-se o pH da mistura até o valor de 11,5, tornando-se a solugdidalim
novamente e completou-se o volume da solucdo para 80mL. Esta solucdada@ imge
baldo no qual reduziu-se o teltrio metélico, com o auxilio de umaaekxatamente
apos a injecéo da solucéo de"EAMA no baldo contendo T pode-se observar uma
mudanca de coloracdo da solucdo no baldo, para um tom castanho, indicando a
formacédo dos NCs de CdTe (Figura 3.2). Manteve-se 0 sistemasaindmitacdo por
aproximadamente 20 minutos, antes da retiradsutom deste. A razéo final Cd/Te foi
de 2/1.

3.3.2 — Método de Sintese 2.

Esta metodologia utiliza o método 4 de reducéo do teldrio (Segéo 3.2.2.4).

Em um baldo de fundo redondo de 100mL, adicionou-se 0,2 mmol de GJd(CIO
(20 mL de uma solucdo 0,01 M de Cd(@QKR Em seguida, adicionou-se 20 mL de
agua e 1,5 mL de uma solucéo 4,9 % de AMA. Neste momento a solugd-gern
turva, devido & insolubilidade parcial do complexc@MA formado. Elevou-se o
pH da mistura até o valor de 10,5, tornando-se a solug¢do limpida novameate. Es
solucéo é injetada no baldo no qual reduziu-se o telario metélico, aorili® de uma
seringa. Exatamente ap6s a injecdo da solucdo teABtA no baldo contendo Te

pode-se observar uma mudanca de coloracdo da solugdo no baldo, paym um t
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castanho, indicando a formacao dos NCs de CdTe (Figura 3.2). a&#ey sistema
ainda sob agitacdo por aproximadamente 20 minutos, antes da retirsg#udo A
razao final Cd/Te foi de 4/1.

Figura 3.2 — Suspensé&o de NCs de CdTe recém
preparada, apresentando coloracdo castanha
caracteristica do semicondutor.

3.4 — Estudo do efeito da concentracdo de NCs nas propriedadesessfpscopicas

das suspensbes obtidas:

Como sera melhor discutido na Secao 3.5.4, observou-se que a concentracao de
NCs numa suspensédo coloidal pode interferir consideravelmente nmeetalide sua
fotoluminescéncia. Para a avaliacdo desta inferéncia, cealez a evolucéo
espectroscopica (emissdo e excitacdo eletrénica) de uma swsdensis de CdTe
obtida pelo Método 2 para diferentes concentracoes.

Preparou-se suspensfes de NCs, a partir da suspensao origimialdcses
fatores de diluicdo: 1/2, 1/4 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64. Em seguida, realizau-se
caracterizacdo espectroscopica de cada suspensao preparada, gjgaatobandas de
emissdo e excitacao eletrOnica, e comparou-se os resultados auidoss dados

referentes a suspensao original.
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3.5 — Precipitacao seletiva das suspensdes de NCs preparadas.

Com o intuito de se isolar populacdes de NCs com uma distribuicdo de tamanhos
homogénea, realizou-se 0 processo de precipitacdo seletiva [6,15] Gkosndé
suspensdes recém preparadas. Neste processo utiliza-se um néte,sobste estudo o
isopropanol [6], para desestabilizar parcialmente a suspenséo lkaleidsCs,
permitindo que NCs com tamanhos meédios proximos sejam separaddsndais a
partir de centrifugacdo da suspensdo. Em seguida, as parti@dgstagdas podem ser
resuspensas em agua, resultando em uma suspensao de NCs cono dlsparsanho
reduzida.

O procedimento empregado neste processo foi 0 seguinte:

o Coletou-se 20 mL de uma suspensao de NCs luminescentes de Céife re
preparada;
» Gotejou-se, sob agitacao constante, isopropanol até a turvacdo da suspensao;
* Em seguida, centrifugou-se a suspensao, a 3500 rpm por 10 minutos;
* Retirou-se o sobrenadante e suspendeu-se o precipitado em 10 mL de agua;
. Repetiu-se este procedimento até que nenhum precipitado fosseomadd

apos centrifugacao.
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3.6 — Caracterizacao espectroscoépica e estrutural dos NCs de CdTe:

As descricbes das técnicas de caracterizacao, assim caapeg#ficacdes dos
equipamentos utilizados para as caracterizacdes dos NCs adustigdo as mesmas
descritas na Sec¢éo 2.3.3 do Capitulo 2.

Sucintamente, realizou-se a caracterizacdo espectroscopieaésat de
espectroscopia de absorcao UV/Visivel, para a verificacdo da glealidasuspensao
coloidal, assim como espectroscopia de emissédo e excitacaaspansdes de CdTe
obtidas, para a verificacdo das propriedades Opticas dos sistBemzaram-se
também caracteriza¢gBes estruturais, por meio de DRX de pé obtidquauipitacdo
seletiva dos NCs e microscopia eletronica de transmissdo (ME&Tgmostras das

suspensdes obtidas.
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3.7 — Resultados e discussao:

3.7.1 — Processos de reducéao do telurio:

Os resultados obtidos nos diferentes processos de reducadrdosteram que
todas as metodologias foram capazes de gerar iofsaTeartir da utilizacdo do
borohidreto de so6dio como agente redutor. Entretanto, apenas os Métodos @® Bedug
e 4 mostraram-se capazes de reduzir o telario metalico conendimento capaz de
gerar reprodutibilidade na sintese dos NCs de CdTe. Os Métodos déa&rddac2
resultaram na producdo de uma grande quantidade de residuo do ageoteqeese
agregava com a parte do telurio ainda néo reduzido, diminuindo o rendimento da
producéo de Tée impedindo uma boa reprodutibilidade na sintese de NCs de CdTe.
Utilizou-se o meio alcalino para a reducéo d8 e Método de Reducdo 4 como um
recurso para tornar o meio aprético, aumentando a atividade dosMaBttocesso de
reducdo do metal. Por fim, observando-se os resultados das tentatrembigcio do
telario no decorrer deste trabalho, constatou-se que as redud@siasana presenca
de luz ocorreram mais rapidamente e com um rendimento maior do gedugées
realizadas sob iluminagéo fraca. Esta observacao, de queadligza de alguma forma
0 processo de reducao, foi o que induziu a introducéo da irradiacdo dihetaddeante

0 processo de reducéo, com a finalidade de melhorar o processo.

3.7.2 — Sintese de NCs de CdTe :

O Método 1 de sintese, embora satisfatorio, ainda produziu uma pequena
quantidade de residuo da sintese, o que pode corresponder a parte do étflico m
que tenha se associado aos residuos do agente redutor, precipitandaincomo
aglomerado escuro no fundo do baldo. Por outro lado, o Método 2 de sintesédinéo exi
nenhum residuo visivel, indicando fortemente que o rendimento da sinte§s dei N
maior do o obtido pelo Método 1.

Os métodos de sintese de NCs utilizados neste trabalho resuleara
suspensdes estaveis, com uma fotoluminescéncia conservada por uraupermr a 6

meses, quando armazenadas sob refrigeracdo na auséncia de luz.
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Observou-se que nos dois métodos empregados, a coloragdo das suspensdes
obtidas variou com o tempo quando os sistemas foram mantidos sob aquechkeent
suspensdes se apresentaram inicialmente com coloracdo castambpse se tornou
mais claro com o decorrer do aquecimento. Paralelamente, foivatlseque a
fotoluminescéncia das suspensfes s6 comecou a ser detectada a@edt® luntervalo
de tempo (superior a quinze minutos) do aquecimento dos sistemas-&ugaeecestes
fendbmenos devem estar correlacionados ao processo de hidrdtsed gas grupos
tidis das moléculas de AMA utilizadas como estabilizantes das 8@m o pH alcalino
das suspensdes preparadas combinado com o aquecimento destas, pastécdiss m
de AMA sofrem hidrélise, permitindo que o a&tomo de enxofre desprendidotel@ste
processo reaja com fons Edresentes na superficie dos NCs, formando uma fina
camada de CdS sobre estes. Esta camada atua passivando-osimdpeqyoet exibam
uma fotoluminescéncia detectavel. Esta justificativa € corrdaopr observacdes
prévias descritas na literatura [6,15] para sistemas de NCd Tk obtidos por métodos
de sintese semelhantes. Com isto, tem-se um forte indicio ds dN@s obtidos sdo de

natureza heterogénea, sendo compostos de um nucleo de CdTe e uma “casca” de CdS.
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3.7.3 - Caracterizacao estrutural dos NCs de CdTe:

A Figura 3.3 mostra um difratograma representativo de NCsdde Gbtidas

pelo Método 2 de sintese (Sec¢éo 3.3.2).

4o CdTe
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Figura 3.3 - Difratograma de raio-x de pé de uma awstra de NCs de CdTe.

A analise do difratograma acima revelou que o didmetro médio @sbtidos
€ d=3,8 nm, a partir de célculo utilizando a equacdo de ScherreBdgéo 2.3 do
Capitulo 2), o que se encontra em boa concordancia com dados da ditE9ht®
sistema cristalino dos NCs é o cubico (blenda de zinco), exibids pétos mais
intensos do difratograma. Este dado também se encontra em émutardom a
literatura [9,15]. Por fim, observa-se que o difratograma obtido ndo afgseos
detectaveis correspondendo a presenca de CdS, o que sugere gamestedutor se
apresenta em pequena quantidade nos NCs de CdTe.

Na Figura 3.4 pode-se observar uma micrografia de MET de campodea
uma amostra de NCs de CdTe/CdS. Embora ndo se tenha uma boa oedodubiiCs
presentes na micrografia de campo claro, a micrografia dpocasturo (Figura 3.5)
revela a presenca de inUmeras estruturas com planos cristdler@mo em vista o
tamanho médio de 3,8 nm dos NCs, calculado através do difratogram#&-te ra

acredita-se que as pequenas estruturas cristalinas obseregaias s NCs de
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CdTe/CdS preparados. A resolucao obtida nas micrografias nadipersnnedidas de
tamanho médio dos NCs observados, assim como a dispersao destes NCs.

Figura 3.4 — Micrografia de MET em campo claro de ma amostra de NCs de CdTe/CdS. A
barra de escala equivale a 40 nm.
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Figura 3.5 — Micrografia de MET em campo escuro, rferente a Figura 3.4. A
barra de escala equivale a 40 nm.

56
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3.7.4 - Caracterizacdo espectroscopica:

A Figura 3.6 exibe os espectros de absorbancia, com suas respsetuadas

derivadas, obtidos pelas metodologias de sintese descritas na Secéo 3.3.
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Figura 3.6 — Espectros de Absorcao eletronica despensdes de NCs de CdTe obtidas pelo
Método 1 (a) e Método 2 (b) de sintese de NCs.

Como se pode observar nos espectros acima, as suspensdes de NCs de CdTe
obtidas pelas metodologias de sintese empregadas evidenciam mapbamela de
absorcdo praticamente na mesma regido espectral, com os makasolsandas
diferindo em apenas 3 nm. Os valores dasd gaps dos NCs relativos aos espectros
acima séo: = 2,36 eV para os NCs relativos ao Método 1 de sintege=@ 38 para
0s NCs relativos ao Método 2 de sintese. Pode-se correlaciobandbgaps obtidos
com os tamanhos médios dos NCs. Neste caso, os dados obtidos pelasespéztde
absorcéao eletrénica indicam fortemente que os métodos de sintesgamopr com as
condicdes inicias descritas, produziram NCs com tamanhos méditss pnaximos
entre si. Entretanto, observa-se claramente uma diferenca ageitudes das
absorbancias das amostras analisadas na Figura 3.5. Uma eaptilearsivel para este
fato é que o Método 2 de sintese foi capaz de produzir uma maior qdertteBCs do

que o Método 1. Este fato é corroborado pelas observaces feitas na Se¢éo 3.7.2.

A Figura 3.7 exibe os espectros de emissao e excitacdo dassfiespde NCs
obtidas pelos métodos de sintese descritos. Os espectros de eafemsin-se a uma

excitacdo em 337 nm.
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Figura 3.7 - Espectros de emisséo e excitacdo (vesliimo) eletrénica de suspensdes de NCs de
CdTe obtidas pelo Método 1 (a) e Método 2 (b) dentése de NCs.

Os méaximos de emisséo das bandas exibidas nos espectros acima indicam que 0s
NCs devem possuir tamanhos médios levemente diferentes entrgus!,jastifica os
maximos de emissdes diferentes. Além disso, pode-se verificaespestros que,
embora os NCs obtidos pelo Método 1 de sintese possuarmandngap menor do que
0s NCs obtidos pelo Método 2 (valores calculados a partir dos espeetadsorcao
eletrGnica), estes apresentam uma banda de emissdo em egiamdenergia do que
a outra suspensao analisada. Uma provavel explicacdo para esée daé os NCs
obtidos pelo Método 2 de sintese possuem mais defeitos em suarastrigtalina,
fazendo com que parte da energia liberada pela recombinagcdo eacdésies NCs
seja dissipada nestes defeitos e a energia restantensdéijaefite liberada na forma de
fétons de menor energia.

Os espectros exibidos na Figura 3.7 mostram ainda que 0s espectros dacexcita
das duas amostras diferem claramente entre si, emboraese &aenas de NCs com
absorbancias e emissfes levemente diferentes. Como ja dito ametmr supde-se
que o Método 2 de sintese produziu uma concentragcdo maior de NCs do §taxlo M
1. Suspeitando-se da presenca de algum tipo de interacédo entre capdZge alterar
0s processos envolvidos na absorcéo e posterior emisséo de fotons, pressegoi a

avaliacdo das mudancas espectrais da suspenséao obtida pelo Método 2.
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3.7.5 -Estudo do efeito da concentracdo de NCs nas propriedades edpascopicas
das suspensoes obtidas:

A Figuras 3.8 e 3.9 exibem a evolucdo dos espectros de emisséiaeaex
eletronica, respectivamente, com a diluicdo da suspensao de NCs.
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Figura 3.8 — Espectros de emissao referentes a déates diluicdes feitas em
uma suspensado de NCs de CdTe obtidas pelo Métoddesintese.
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Figura 3.9 — Espectros de excitagdo das diferentdduicbes feitas em uma suspensédo de NCs de
CdTe obtidas pelo Método 2 de sintese.

Como se pode observar, ndo h4 uma correlacdo linear entre as diluicbes
realizadas e 0s respectivos espectros de emisséo e exoiticis. Observa-se que a
emissdo inicialmente aumenta consideravelmente com o aumento |digded]
decrescendo apoés as diluicbes preparadas segundo os fatores 1/16, B82As 1/
intensidades obtidas nos espectros de excitagdo aparentemente rabedecema
sequéncia decrescente de valores, com o aumento das diluigbesanEntras
intensidades relativas dos maximos locais de excitacdo da amostr concentracao
original mostraram-se diferentes dos maximos de excitac@anuastras diluidas. Estas
observacdes corroboram ainda mais com a proposi¢do de que ha unfeniiideno
que correlaciona as propriedades espectroscopicas das suspensdes die GdTe
obtidas, com as suas elevadas concentracfes de NCs. Uma egpleagivel para as
observacdes feitas acima é que ha um efeito de auto supressawirdesdéncia dos

NCs, devido a alta concentracdo destes na suspensdo original.nRaedugidacao
completa, um estudo espectroscopico mais aprofundado se faz neceSsaéo.
linearidade observada para o comportamento da fotoluminescéncia podesdtado
de um somatério deste processo dependente da concentracdo da amoatta, ssom

outras propriedades do sistema, como o indice de refracao.
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3.7.6 - Precipitacao seletiva das suspenstes de NCs preparadas

A Figura 3.10 exibe os espectros de emissdo de uma suspensao deQdTs de

e das fracdes de NCs obtidas pelo processo de precipitacao seletiva.

Suspenséo Original

—0— 12 Frac&o
—0— 22 Fragéo

Intensidade Normalizada (u.a.)

400 450 500 550 600 650
Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.10 — Espectros de emissdo de uma suspend@&d\Cs de CdTe e das
fracGes de NCs obtidas pelo processo de precipitacieletiva.

Como se pode observar na Figura 3.10, o processo de precipitagdo seletiva
separou duas populacdes de NCs que, pela posicdo dos maximos ddsasspec
bandas de emissdo, tratam-se de particulas com tamanhos médimenteve
diferentes. Além disso, observa-se que a emissdo da suspens# sitiga-se em
uma regido entre as bandas de emissédo das fracOes obtidas, mliqaejue a
emissdo da amostra original deve tratar-se da combinacamazdes das fracoes
obtidas. Estes resultados encontram-se em concordancia com eRrpEsime

semelhantes ja descritos na literatura [6,15].
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Capitulo 4 — Funcionalizacdo de nanocristais de CdSd(OH), para

aplicacdes em marcacao biologica:

4.1 - Introducéo

Como j& brevemente descrito no Capitulo 1, uma das areas maisspras
para aplicacdo de NCs luminescentes de semicondutores é a bagecfb], como
marcadores fluorescentes de sistemas biologicos [2-6], com toidiiise estudar os
processos bioquimicos produzidos por esses sistemas. Estes proceksgisodbi
podem ser monitorados, por exemplo, mediante analise da luminescénd¥Cslos
acopladas a diferentes componentes biologicos (proteinas citoplasmnétdeias de
DNA ou RNA, etc.) do sistema, assim como pela analise dadioagdies espectrais
dos NCs, em diferentes condi¢des bioldgicas [6-8]. Estes estudosewelm cada vez
mais desenvolvidos, devido a suas respostas rapidas, muitas em tampolme os
processos bioquimicos monitorados, principalmenteitro, em sistemas vivos de
interesse biotecnoldgicos, na area de diagnosticos cliniconf®tesenvolvimento de
novas terapéuticas.

Como definido por Medintz e colaboradores [6] estruturas hibridas inorgénica
bioldgicas sdo produzidas mediante conjugacdo de nanoestruturas, como italegart
por exemplo, a biomoléculas de interesse como DNA, proteinas, etoat€rial
resultante destas conjugacgfes possui propriedades de ambos o0s el@nmeatises:
propriedades espectroscopicas das nanoestruturas e funcionalidadescasiotiag
biomoléculas. Estas estruturas hibridas podem entdo ser utilizadas opa
monitoramento de sistemas bioldgicos, focando-se processos espegifee possam
interagir com as biomoléculas dos hibridos. O ponto chave para ssueesbtencao
destas estruturas hibridas é o processo de associacdo destasagsnorganicas com
as biomoléculas. Este € o foco de estudo do que se chamamos de funcionalizacao.

Da-se o nome de funcionalizacdo [6] a modificacdo quimica da ®ipeatds
NCs com o intuito de acopla-las a sistemas biolégicos e/ou tananias
biocompativeis, isto é, capazes de serem inseridas nos sistehdgicos causando-
Ihes o minimo de alteracgdes fisioldgicas.
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O processo de funcionalizagdo normalmente € realizado empregando-se
pequenas moléculas organicas, os funcionalizantes, capazes de fmagdes
quimicas com a superficie dos NCs, introduzindo-lhes novos grupos funcionais
superficiais, que podem entdo se complexar com diferentes comobariteicos
(Figura 4.1). Entretanto, podemos ainda utilizar moléculas mais caspleara a
funcionalizacdo dos NCs, como € 0 caso de pequenos peptideos até pcotemas
albumina ou imunoglobulinas. Vale ressaltar que tais funcionalizalegesm ser
escolhidos de tal forma que ndo sejam capazes de suprimir adoémio@ dos NCs e
gue nédo destruam a estabilidade coloidal dos NCs.

Funcionalizante

Camada de Passivacédo

NC ) Biomolécula

L] L S
v sty
gy, T Bogf
R
vub" s

Figura 4.1 — Esquema geral da conjugacédo de NC a arbiomolécula por intermédio
de uma molécula funcionalizante.

O processo de funcionalizagdo pode ser dividido em funcionaliza¢coegsimpl
onde utiliza-se apenas um tipo de agente funcionalizante para dicag@di da
superficie dos NCs, ou funcionaliza¢cdes complexas, onde utilizamsslenam tipo de
agente funcionalizante, sendo neste caso 0 processo realizado emepe® duas
etapas.

No primeiro caso geramos NCs com pouca especificidade de acoparnant
estruturas biologicas, isto €, os grupamentos funcionais inseridos nidceipges NCs
podem se complexar com outros grupamentos funcionais presentegiedenm tipo
de biomoléculas. Este é o caso do agente funcionalizante glutdoaldi#i13] (Secéo
4.2). Outro funcionalizante bastante eficiente para esse cadoi@goomercaptoacético,
ja descrito no Capitulo 3 como estabilizante de NCs de CdTe, quegagitecom ions
Cd" na superficie dos NCs, tanto de CdS/Cd(Oti)anto de CdTe, através do seu

grupamento tiol e introduzindo o grupamento carboxilato na superficidl@es O
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grupamento carboxilato introduzido pode reagir com aminas prim&sattando em
uma amida relativamente estavel.

No segundo caso, como exemplo de funcionalizacdo complexa, temos a
associacdo dos NCs com imunoglobulinas. Imunoglobulinas sdo proteinas
especializadas produzidas pelo sistema imunoldégico de mamifeapazes de
reconhecer e combater agentes patégenos ao organismo.

Por fim, deve-se salientar que o0s agentes funcionalizantes, siraples
complexos, devem interferir o minimo possivel nas propriedades resgépicas dos
NCs, isto €, a luminescéncia deve sofrer o minimo de interfarédei tal forma a
manter uma luminescéncia residual detectavel, quando os NCs faosendds nos
sistemas biologicos. Além disso, nas funcionalizagbes complexas vemdol
biomoléculas, deve-se ter em mente que as func¢des biolégicas dasébidasohao
devem ser alteradas completamente pelo processo de funcionalizacgioistpoi
aniquilaria a especificidade que se procura com este tipo dménatio. O conceito de
funcdo biologica utilizado neste caso diz respeito ao modo como as &doiasl
interagem com os sistemas biolégicos. A conformacédo de uma enzima, por examplo, é
que determina a sua funcdo como catalisadora de uma certa béagdimica. Caso
esta conformacgé&o, chamada de conformacao ativa, seja alteradigupas modificacao
guimica feita na molécula, a enzima fatalmente pode perderfansi@nalidade quanto

a sua atividade catalitica.
4.2 — Glutaraldeido: um bom funcionalizante?

O glutaraldeido € uma molécula bidentada com dois grupamentos aldeido e
suas extremidades [11] (Figura 4.2). E um excelente agente fixid@struturas

celulares sendo, por isso, largamente utilizado na preparacéo conviedeidaeidos

para analises por microscopia.

H\ J{(0
//C- (CH2)3— C\

Figura 4.2 — Estrutura geral do glutaraldeido
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A sua acao fixadora, superior ao do formaldeido, por exemplo, devetse a
capacidade de gerar ligacdes cruzadas entre estruturas prodita®s, preservando a
conformacao da célula apos sua fixacédo [11,13]. Este tipo de grupamento, presente tant
na forma monomérica quanto na forma polimérica do glutaraldeido, poddgaisa
aminas primérias presentes em diferentes biomoléculas, comdnasot@os mais
diversos tipos (Figura 4.3), assim como em outras estruturas cafeaos nucléicos.

A reacdo entre o grupamento aldeido e uma amina primaria gerastmtura Iabil
conhecida como base de Schiff, que apds reducdo por borohidreto de sodio, por
exemplo, resulta em uma amina secundéria estavel [11,13]. Apés @oligag 0s
grupamentos NElde aminoacidos formadores das proteinas, o glutaraldeido insolubiliza
estas estruturas, podendo estas sofrer processos de coloracaonhistogam que

percam muita definicdo de sua conformacéo.

P Poli(glutaraldeido)
R

in+ 1) _(?—NH2 + oF
E
:\l Qualquer n
A grupo amino

Proteinas
“ancoradas”

>Z"mMm-AQ0XT
>ZT"mM-H0X7T

Figura 4.3 — Ligacédo entre grupamentos amino de pteinas com
os grupamentos aldeido da forma polimérico do glutaldeido.
Adantado de 111

Também ja é conhecida a capacidade do glutaraldeido de se polimeriza
gerando o poliglutaraldeido, em meio alcalino (Figura 4.4). Isto € ddegmnaportancia
para aplicacdes nas quais se deseja imobilizar estruturas ¢tésl@gn suportes solidos,
para aplicagcbes como cromatografias por afinidade, ou para aplicagiies i@ imuno
histoquimica [13].
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Glutaraldeido

(n+2)| o "0

Meio
Alcalino

No

O + (n+1) HZO
Poli(glutaraldeido)

Figura 4.4 — Esquema geral da polimeriza¢&o do glataldeido em
meio alcalino. Adaptado de [11].

Estas proprieaaaes poaem ser compinadas na proaugao ae nibridos inorganico-
biologicos para estudos de sistemas biolégicos. Sabendo-se da capadalad
conjugacao do glutaraldeido a proteinas e outras estruturas que pgsspamentos
amino, o glutaraldeido pode ser entdo utilizado como agente funciotaliza
inespecifico, permitindo a ligacdo de NCs, por exemplo, a qualquetuestprotéica;
ou como agente intercalante entre NCs e biomoléculas capazes digarse
especificamente a certas estruturas bioldgicas.

Para este tipo de finalidade, o glutaraldeido deve ser utilizadmecentracdes
abaixo de 1% [11], para evitar que algum excesso de glutaraldeido venha arintesfer
experimentos, fazendo ligacdes indesejaveis, ou inativando as biomalédekte
trabalho utilizou-se o glutaraldeido como funcionalizante dos NCs déCGEE),
para marcacdes biolégicas inespecificas, assim como interinediara a
funcionalizagcgdo dos NCs com biomoléculas para marcacdes egcifizmo

anticorpo contra hemacias tipo A e lectina do tipo Concanavalina-A.
4.3 — Anticorpos e Lectinas: biomoléculas direcionadoras.

Dentre as biomoléculas de escolha para a obtencédo de sistimdss para
marcacao bioldgica, os anticorpos sdo as moléculas preferidae demaioria dos
pesquisadores [4,9,13-14,20]. Anticorpos sdo moléculas responsaveis pelo
reconhecimento de corpos estranhos, antigenos, no organismo de mamiferos. Sa
constituidos de porcdes basicas: uma porcado constituida de duas patipeptidicas
curtas, chamadas de cadeias leves (L); e por outra por¢caduidastior duas cadeias
longas de polipeptidios chamadas de cadeias pesadas (H). Assdads ligam as
cadeias H por pontes dissulfeto, assim como as cadeias H seeligaamsi por este
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mesmo tipo de ligacdo [15]. Como ilustrado na Figura 4.5, os anticpguiesn ser
divididos em suas estruturas funcionais: a por¢cdo chamada Fab, respgela
ligacdo efetiva com os antigenos e, também é a porcdo que possutlavada
variabilidade de composicéo peptidica, o que confere uma especifiaigcavel no
reconhecimento antigénico; e a outra por¢do, chamada Fc, que possui nora me
variabilidade peptidica e que é responséavel pelas diferentegdaes bioldgicas dos

anticorpos [15].

Fragmentos Fab
A

%(_/

Fragmento Fc

Figura 4.5 — Estruturas funcionais de um anticorpo

Alguns tipos de anticorpos séo produzidos para o reconhecimento de antigenos
especificos e esta peculiaridade € que fez com que estas loaamlgossibilitassem
um grande avanco nas areas de imunologia e biologia celular. Atialrha industrias
especializadas na producdo sob encomenda de anticorpos monoclonais pada um da
antigeno de interesse. Devido a todas essas propriedades brevdpsmi@s, 0s
anticorpos séo utilizados como agentes funcionalizantes para &ocdacsistemas
hibridos com uma alta especificidade biologica, permitindo estudos abespos
biologicos através da marcacdo individual de biomoléculas partiegpae tais

processos.

Outra classe de biomoléculas que também vem sendo amplamenaelaitiiez
marcacao bioldgica séo as lectinas. Lectinas sdo proteinasidesdpar vegetais, que
sdo capazes de reconhecer especificamente residuos desdéesiduos glicidicos)
presentes em diferentes estruturas biolégicas [16-17]. Embora possoem

especificidade semelhante aos anticorpos, as lectinas ndo sadda®geto sistema
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imunolégico, como séo os anticorpos. As lectinas conhecidas possuem, no,rdisn
locais de reconhecimento de agUcares e, por esta cara@esdticapazes de aglutinar
hemacias e outras células, através da formacéo de redescde ligdimensionais. Por
estas propriedades, as lectinas vem sendo utilizadas para o espeibl die aclcares
presentes na superficie de tecidos e correlacionar estéis pem alteracdes
patologicas, como transformacdes tumorais de células. Uma leutit@autilizada para
este tipo de estudo é a Concanavalina-A, capaz de se ligada@osediea-manose e

glicose presente nas superficies celulares.
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4.4 — Procedimentos experimentais:

4.4.1 — Funcionalizacdo de NCs de CdS/Cd(OH)

4.4.1.1 — Funcionalizagdo com glutaraldeido:

Em um erlenmeyer de 100mL adicionou-se 10mL de uma suspensdo recém
passivada (ver Capitulo 2 para maiores detalhes) de NCs dedi@8),. Ajustou-se o
pH da suspensao para um valor de pH 8,0 com a utilizacdo de solucbesvilee),1
HCIO, e NaOH. Mantendo a suspensdo sob agitacdo, a temperatura ambiente,
adicionou-se lentamente 100 de uma solucdo aquosa 0,1% de glutaraldeido.

Manteve-se o0 sistema sob agitacao por aproximadamente 30 minutos.

4.4.1.2 — Funcionalizacdo com glutaraldeido/Anticorpo:

Iniciou-se o procedimento como descrito na Secdo 4.4.1.1. Em seguida,
adicionou-se 10l. de anticorpo monoclonal (DiaMed AS, Cressier s/ Morat,
Switzerland) contra eritrocitos do tipo sanguineo A (Anti-A) aplO@e suspensao
funcionalizada com glutaraldeido,. A suspenséo foi entdo encubada anypesatera

de 37°C por cinco horas, em tampéo do tipo PBS, com pH igual a 7,2.

4.4.1.3 — Funcionalizacédo com glutaraldeido/Concanavalina-A:

Iniciou-se o procedimento como descrito na Secdo 4.4.1.1. Em seguiday-colet
se 20QiL da suspensao funcionalizada com glutaraldeido e a esta aliquiba@aise
600uL de tampéo do tipo PBS, com pH aproximadamente igual a 7,0. A egtansas
tamponada, adicionou-se 200de uma solu¢cdo 1mg/mL de Concanavalina-A (Sigma).
A reacdo de funcionalizacdo ocorreu durante 24 horas. Apos este tesuppenasao foi

mantida congelada até utilizacao.
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4.4.2 — Caracterizacao das suspensoes funcionalizadas:

Tendo em vista que as aplicacdes as quais se destinam os NiGsdiizados
baseiam-se na fotoluminescéncia destas particulas, caragtede 0s sistemas
funcionalizados quanto as alteracdes em sua luminescéncia, conopsgandm as
suspensdes originais, sem funcionalizacdo. Além disso, para os N@mélimados
apenas com glutaraldeido, realizou-se uma caracterizacaaudtattavés de MET,
com o objetivo de se avaliar possiveis alteragcdes nos NCs. Nmsiztedzacao,
realizou-se a coleta de imagens de campo claro e imagens abtiddsixe de elétrons
de baixa energia. As micrografias de baixa energia sdo basidlizadas para a
verificacdo de material organico presente nas amostras anslifata obtencdo das
imagens utilizou-se um microscépio modelo Carl Zeiss CEM 908, camossbnda,
operado com energia de 80kV. As imagens de baixa energia foram cotiddsixe de
elétrons com energia de 20eV.

As caracterizacbes espectroscopicas foram realizadazamditi-se um
espectrofluorimetro ISS K2, com resolucdo de 1,0 nm e lampada deiXele 300W

como fonte de excitacéo.
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4.5 — Resultados e discusséao:

4.5.1 — Sistema funcionalizado com glutaraldeido:

4.5.1.1 — Caracterizacao estrutural:

A Figura 4.6 exibe uma micrografia de campo claro e a Figurautra com

feixe de elétrons de baixa energia, dos NCs funcionalizados com glutaraldeido.

Figura 4.6 — Micrografia de campo claro de uma amdsa de NCs de CdS/Cd(OH)
funcionalizada com glutaraldeido. A barra de escalaquivale a 40nm.
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40 nm
| —

Figura 4.7 — Micrografia de baixa energia (20eV) dema amostra de NCs de
CdS/Cd(OH), funcionalizada com glutaraldeido. A barra de escalequivale a
40nm.

Observando-se as micrografias acima, constata-se a prelengea camada de
material pouco eletrondenso, com espessura uniforme, recobrindo todossos NC
exibidos. Esta camada de recobrimento se apresenta de forreatdifeiem quantidade
superior a camada do estabilizante polifosfato utilizado na sinleseNCs (ver
micrografias do Capitulo 2 para melhor comparac¢éo). Isto sugeretquecasbrimento
observado seja composto de poliglutaraldeido produzido durante o processo de
funcionalizacdo. Esta hipdtese € corroborada pelas condicbes nas auais
funcionalizacdo foi realizada (meio alcalino) que sdo bastante afaisr a
polimerizacdo do glutaraldeido. As observacdes feitas acima inde@sfatoriamente
que a metodologia utilizada foi favoravel para o processo sugeritimdenalizacao
dos NCs.
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4.5.1.2 — Caracterizacao espectroscopica:

A Figura 4.8 exibe os espectros de emissdo de uma amostraCsledéN

CdS/Cd(OH)funcionalizados com glutaraldeido e ndo funcionalizados.

—— CdS/Cd(OH),
—a— CdS/Cd(OH), + Glutaraldeido

1,0

0,8

0,6

04

0,2

Intensidade Normalizada (u.a.)

0,0

T T T T T - T 1
400 450 500 550 600 650
Comprimento de Onda (hm)

Figura 4.8 — Espectros de emissdo de uma amostraN€s de
CdS/Cd(OH), com e sem a funcionalizagdo com glutaraldeido.

Como se pode observar nos espectros acima, o processo de funcionabpacao
o glutaraldeido ndo altera o perfil de banda de emissdo dos NGenhlizados,
embora resulte em uma diminuicdo consideravel na intensidade dsé@mlisstes.
Atribui-se a diminuicdo na intensidade da emissdo dos NCs a dinundic®H da
suspensao apoOs a adicdo do glutaraldeido que pode ocasionar a corroshdagparcia
camada de passivacdo dos NCs, interferindo diretamente na édiciénprocesso de

fotoluminescéncia [18].

4.5.2 — Sistema funcionalizado com glutaraldeido/Anticorpo:

A Figura 4.9 exibe os espectros de emissdo de duas amostraSsddeN
CdS/Cd(OH): uma funcionalizada apenas com glutaraldeido e outra com o conjugado
glutaraldeido/Anti-A (para o conjugado, a figura mostra espectraost#m diferentes

intervalos de tempo).
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——— CdS/Cd(OH),/glut/anti-A(51h)
——— CdS/Cd(OH),/glut/anti-A(4h)
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Figura 4.9 — Evolugéo temporal dos espectros de esaéio de uma amostra de NCs
funcionalizada com glutaraldeido (CdS/Cd(OHYglut) e com glutaraldeido/Anti-A
(CdS/Cd(OH),/glut/Anti-A).

Como ja observado nos NCs funcionalizados com glutaraldeido, ha uma
diminuicdo da luminescéncia dos NCs ap0s a funcionalizacdo comatgletdo/Anti-
A. Além disso, com o decorrer do tempo, observa-se que a emissdo dmsdospe
NCs também sofre alteracdes na sua intensidade, indicando que gs@rate
conjugacao dos anticorpos a camada de glutaraldeido ndo se ercgnienaaas horas
de incubacéo, mas continua se desenvolvendo no decorrer de vérias horas.

Além da alteracédo do pH do meio apos a funcionalizacdo, comscjdtidb na
Secdo 4.5.1, a diminuicdo da luminescéncia dos NCs também pode astanadia a
processos nao-radiativos de transferéncia de energia, dos NCaspanoléculas de
Anti-A. Uma explicagdo possivel deste fenbmeno € a geragcdo de petamps
eletrGnicos, nédo presentes nos NCs nem nos anticorpos mas simma sistgugado,
alterando os processos de recombinacdo excitbnica nos NCs. QsosspeEmissao
apresentados na Figura 4.10 reforcam estes indicios. Com o intuitaifizavas
alteragcOes espectrais possivelmente advindas da interacAaNERGHA variou-se a
regido de excitacdo do conjugado e observou-se que ao ser excitamoeadeA=488
nm surgiu uma segunda banda de emissao no verde e, quando excitecEd8mm
surge uma banda de discreta intensidade na regido do vermelho, canoreéxtorno
de 660 nm. A Figura 4.9 apresenta 0 espectro da suspenséo satiex@ia4388 e a
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evolugdo temporal desta banda. Observa-se que, enquanto a banda de emissdo sob
excitacdo em 337 nm diminui com o passar do tempo, a banda na regido de energia mais
baixa aumenta em intensidade com o tempo, corroborando que a dindmica dsoproce

de funcionalizacdo continua mesmo apdés sete dias decorridos desseento inicial

de incubacgéo.
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Figura 4.10 — Evolucdo temporal das bandas de emégsgeradas pela excitagdo em 337, 488 e
543 nm.

Este conjunto de observacdes sugere que ha processos de tramasféeénci
energia entre os NCs e as moléculas de anticorpos, podendo estessogroae
estenderem aos sistemas biologicos que serdo monitorados utilizatedo NCs
funcionalizados [19]. Se este for realmente o caso, entdo este fend&e deve se
restringir apenas aos anticorpos, mas também a outras pra@énpsssam vir a serem

utilizadas para a funcionalizacédo dos NCs.

4.5.3 — Sistema funcionalizado com glutaraldeido/Concanavalina-A:

N&o foi possivel a caracterizacdo espectroscépica dos sidiemeamalizados

com a Concanavalina-A. Devido a pequena quantidade de lectina dispon&vel par
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funcionalizagdo, a quantidade de material funcionalizado, no que Qeiteesa
concentracdo final de NCs possui luminescéncia com intensidade&orinf
sensibilidade do espectrofluorimetro utilizado. Ja se tem como pirapeeste
trabalho a tentativa de caracterizacdo espectroscopica deetaasfuncionalizado em
um aparelho de maior sensibilidade e inclusive utilizando-se aaébmiespectroscopia
de correlacdo de fluorescéncia (FCS) que detecta a fluorescEnbiomoléculas em

volumes da ordem de nanolitros.
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Capitulo 5 — Aplicacdo de NCs de CdS/Cd(OH)como sondas

luminescentes para estudos em sistemas biologicos:

5.1 - Marcacéao dos sistemas biolégicos:

Nos estudos de marcacdo biologica, utilizou-se os NCs de CdS/Gdi@dl)
funcionalizados e funcionalizados descritos no Capitulo 4. Os sisteividgicos
escolhidos para estes estudos foram:

» Parasitas do tipheishmania amazonensia partir da utilizacdo de NCs sem
funcionalizacéo e funcionalizados com glutaraldeido, objetivou-se ecagaar
dos parasitas para posterior uso em infeccéo de células hospedeiras.

« Hemacias de tipos sanguineos diferentes: a partir da utdizded NCs
funcionalizados com anticorpo Anti-A, tentou-se verificar a expressao
diferenciada dos antigenos do grupo sanguineo fipo@& .

 Fibroadenomas: a partir da utilizacdo de NCs funcionalizados com
Concanavalina-A, tentou-se verificar expressdes diferenciadagliatse e
manose neste tipo de tumor mamario, comparando-se com tecido mamario

saudavel.

Todos os trabalhos descritos a seguir foram realizados sob co&ébomn os
seguintes centros de pesquisa e seus respectivos pesquisadores:

« Centro de Hematologia, Transfusdo e Hemoterapia, Campinas-SP.
Colaboradores: Vagner Castro, Maria de Lourdes Barjas-Catanle
R. Moura Lima.

* Departamento de Parasitologia, UNICAMP. Colaboradores: Selma
Giorgio, Diana C. Ayres e Maira C. Bosetto.

* Departamento de Eletrénica Quantica, UNICAMP. Colaboradores:
Carlos Lenz César, Adriana Fontes e André A. de Thomas.

e Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE.
Colaborador: Eduardo I. C. Beltrdo.

 Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ. Colaboradora:
Regina Célia B. Q. Figueiredo.
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Os sistemas bioldgicos marcados com os NCs luminescentes daraoterizados

através da geracdo de imagens destes sistemas apésaemrPara isto, utilizou-se
0S seguintes equipamentos:

* Microscopio confocal modelo LSM 510 da Carl Zeiss, utlizando-se uma
objetiva de imersdo a base de agua, com um aumento de 63x e umeaabert
numeérica de 1.2. Utilizou-se como comprimentos de onda de excitac&sedo la
os valores\= 488 e 543 nm. Este equipamento foi utilizado para os estudos com
as hemacias e com as leishmanias.

* Microscopio confocal modelo TSC SP2 AOBS da Leica, utilizando-se uma
objetiva de imersdo a base de 6leo, com um aumento de 40x e ummaaber
numérica de 1.2. Utilizou-se como comprimentos de onda de excitac&sedo la
os valores\= 488 e 543 nm. Este equipamento foi utilizado para o estudo com o

fibroadenoma.

Em ambos equipamentos, as micrografias foram coletadas ndidiz®e dois
canais emissao: canal 1 correspondendo a emisséo no vermelho tfwopafad coleta
em 560-750 nm) e canal 2 correspondendo a emissao no verde (com fitoleda
em 500-560 nm).
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5.2 — Sistemas biolégicos estudados:

5.2.1 L eishmania amazonensis

5.2.1.1 — Introducéao

A leishmaniose € uma parasitose comum em paises de @picatr No Brasil,
apresenta-se como uma doenca endémica em praticamente toddateretional. E
causada por parasitas protozoarios do género Leishmania, sendo itlanparia 0s
seus hospedeiros por um vetor, normalmente um mosquito fleb6tomo, isto & que
alimenta de sangue [1].

No Brasil as leishmanioses apresentam-se na forma tegumentauco-
tegumentar (LT) e visceral (LV). As formas tegumentares rasiBcaracterizam-se
pela diversidade das apresentacdes clinicas e das espési@docas da doenca (seis
diferentes espécies descritas). Algumas destas espéussnt sindromes associadas a
fendbmenos imunopatogénicos, como por exemplo, a forma difusa causada por
Leishmania (Leishmania) amazonensisa forma mucosa causada pekishmania
(Viannia) braziliensisA Leishmania visceral é causada essencialmente por uma Unica
espécie, deishmania (Leishmania) chagdgi.

Os parasitas da leishmaniose apresentam duas formas duranteciolseale
vida: a forma infectante, ou promastigota, na qual se apresentam glaadosadentro
do seu vetor; e a forma de proliferacdo no seu hospedeiro, chamadastigam Em
mamiferos, a forma amastigota € como este parasita stenaralentro das células de
defesa conhecidas como macréfagos. A forma promastigota apreseatacteristica
interessante da locomocao do parasita por meio de um flagelalfrpatmitindo a
migracao dos parasitas do local de entrada no hospedeiro, atéda ensanacréfagos,
quando passam para a forma amastigota. O movimento deste flagdip elo
consumo de energia produzida por uma estrutura conhecida como cinetoplasto,

localizado proximo do flagelo (Figura 5.1).
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Figura 5.1 — Esquema representativo de uma leishmanna forma promastigota.

Um dos focos de pesquisa na area das leishmanioses é a forohaedé/éncia
do parasita dentro dos macréfagos. Estes parasitas conseguewiveplargroliferar
exatamente no local onde os macréfagos realizam a destruicamrpésculos
estranhos: dentro de vacuolos conhecidos como fagolisossomos, onde a condi¢cdes
extremas como baixo pH e a presenca de enzimas com altocptaléico, conhecidas
como enzimas lisossomais [3]. O correto entendimento deste sracanie
sobrevivéncia € o que permite o desenvolvimento de novas terapéutica® para
tratamento das leishmanioses.

Dentre as metodologias descritas na literatura no estudo daamfelas
macréfagos citam-se varias que utilizam sondas fluorescentes, como poroex &by
(Green Fluorescent Protein) [3]. A marcagao dos promastigofalffieana capacidade
de deteccdo e monitoramento do processo invasivo quando estes sdo incaivados ¢
células hospedeiras. Nesta pesquisa objetivou-se a obtencdo de um prdé&ocolo
marcacado dos NCs de CdS/Cd(@HEin promastigotas deeishmania amazonengigsie
resultasse numa intensidade de luminescéncia detectavel poasédaimicroscopia de

fluorescéncia e a0 mesmo tempo que mantivesse vivos 0s parasitas.

5.3.1.2 - Marcagéo das leishmanias

Uma aliquota de 3L de NCs, recém preparada, foi adicionada gulLOfe
suspensdo de parasitas em meio de cultura RPMI (Sigma), contenddel@&so
bovino fetal, com aproximadamente’10 parasitas vivosLeishmania amazonenis
Este material foi incubado durante 18h a uma temperatura de 26°@nPus parasitas
foram lavados com uma solucao de soro fisiolégico 0,9% e entdo ceadofigara a
montagem das laminas para microscopia. Para os NCs funcionalizaos

glutaraldeido (CdS/Cd(ObHGIut) utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito.
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5.3.1.3 — Resultados e discussao

Apbs o periodo de incubacdo com os NCs a maioria dos parasitagareceet
viva, mantendo sua integridade celular, evidenciando a baixa taecudia material
durante seu uso.

As Figuras 5.2(a-c) exibem as micrografias coletadas datramies parasitas
conjugados a (CdS/Cd(OHEIut).

Figura 5.2 - Micrografias obtidas da luminescénciao parasita, apés marcacdo com
0s NCs funcionalizados com glutaraldeido. Microgi@a da emisséo coletada pelo
canal 1 de filtro (a) e com excitacdo em 543 nm,letada no canal 2 de filtro (b) e

com excitagdo em 488. Sobreposi¢éo das duas micraiigs (c).

Observa-se nas imagens da Figura 5.2 os parasitas marcadesntgyam
emissdo em duas regides espectrais: emissdo de fluoreseémtgapropria dos NCs
utilizados; e uma emissédo na regido 560-750 m (descrita na inmaganpseudocor
vermelha).

A natureza desta segunda emissdo ainda esta sendo elucugel®nsse, no
entanto, duas hipoteses possiveis. A primeira delas assume glgude tprocesso de
transferéncia de energia entre os NCs e a biomolécula nehaune a conjugacéo,
provavelmente uma proteina. A segunda leva em conta que a dispei@a@auteos dos
NCs pode gerar populacdes de particulas que apresentam emisstivdenesta faixa
de comprimento de onda. O espectro de emissdo caracteristica di3$e em
suspensao demonstra uma banda que se estende até a regido do vEigueth@.8,
Secao 2.4.1.2 do Capitulo 2).
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Figura 5.3 - Micrografias obtidas da luminescénciao parasita, apds marcagdo com

0s NCs nao funcionalizados. Micrografia da emissémletada pelo canal 1 de filtro

(a) e com excitagdo em 543 nm, coletada no canalefiltro (b) e com excitagdo em
488. Sobreposi¢éo das duas micrografias (c).

As micrografias da Figura 5.3 representam parasitas conjugaddéSs de
CdS/Cd(OH) ndo-funcionalizados. Pode-se observar que, comparando-se as Figuras 5.2
e 5.3, observa-se uma grande diferenca no padrdo de marcacao. @asspawasados
com NCs/glutaraldeido apresentam luminescéncia dual que seuidlistiformemente,
enguanto que os parasitas marcados com NCs nao funcionalizados ewiissdo
diferenciada ao longo dos promastigotas. Observa-se que a@mssdaior energia
encontra-se localizada em trés estruturas circulares no emmicdo parasita. Estas
estruturas correspondem a trés organelas importantes do pamsitacleo, o
cinetoplasto e a bolsa flagelar [4]. Elas assemelham-se porneossuna membrana
envoltoria, permitindo que apenas pequenas moléculas ultrapasserbagsiea,
migrando para o interior das organelas. Sao também regifes dernsitono energético
e producdo de DNA, que traduz-se num alto consumo de unidades contendo grupos
fosfato.

A possivel explicacdo para a diferenciacdo de emissdestaaserparagrafo
anterior € que os NCs funcionalizados com glutaraldeido liganesguturas protéicas
na membrana celular dos parasitas e do seu citoplasma ifieapemnte, resultando
em uma emissao homogénea de todo o parasita. Por outro lado, os NCs nao
funcionalizados conseguem se difundir com maior facilidade no citoplakma
parasitas, e agueles com menor tamanho, tendo em vista a dispetafwanieo dos
NCs, conseguem penetrar através de poros existentes nas merdhsatmés organelas
descritas, resultando em uma compartimentalizacdo destes N@seme gerando
emissdes localizadas. Mais ainda. A superficie dos NCsnicgolifosfato (material

estabilizante) pode se constituir num fator atrativo para suadentras trés referidas
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micro-regifes do parasita[5]. A analise do perfil de emis@dimgnsional dos parasitas

(Figura 5.4) confirma a marcacao diferenciada de estruturas intecit@plasma.

(.00 prm 1.86 pm

4 BS pm

Figura 5.4 — Pefrfil tridimensional de marcagéo dé eishmania amazonensis com NCs de
CdS/Cd(OH)s.
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5.3.2 — Hemacias

5.3.2.1 - Introducéo

Hemécias, ou eritrécitos, sdo células responsaveis pela manutdonsdo
processos respiratorios dos animais superiores. E uma célul@rataespecializada
que ndo possui nucleo, tendo o seu tempo de vida estimado em 120 dias. #s troca
gasosas realizadas pelas hemacias sdo feitas gracaseacprele uma proteina
conhecida como hemoglobina, capaz de se ligar tanto a molécudagéeio quanto a
moléculas de dioxido de carbono.

Na superficie das hemacias de alguns tipos de individuos existeprajeinas
gue exibem para o meio extracelular, residuos de carboidratospEstantacdo destes
residuos auxilia no reconhecimento das hemacias pelo sistema intmoblim
individuo. Estes residuos de carboidratos sdo os responsaveis pelandefanos
tipos sanguineos, segundo o sistema de classificagdo conhecido stena $ABO,
onde as hemacias do tipo A exibem residuos de carboidratos difef@ntesmacias do
tipo B e as hemacias do tipo O ndo apresenta nenhum destes tiprsdddes. As
hemécias do tipo AB apresentam residuos tanto do tipo A quanto do tipo B [6].

Esta diferenca entre os tipos de hemécias € o que determimea stada pessoa
pode ou ndo receber uma transfusdo sanguinea de uma amostraugedsangtra
pessoa. Pessoas com tipos sanguineos diferentes geralmente ntaprese
incompatibilidades de transfusdo, o que pode se apresentar, por exeonpboac
formacao de grandes coagulos sanguineos dentro dos vasos de uma passedheue
uma transfusdo de um tipo sanguineo incompativel. Esta coagulaeabizada pelo
sistema imunoldogico do individuo transfusionado, que reconhece as heméagidasde

tipo sanguineo como corpos estranhos, atacando-as e promovendo a sua coagulagao [6].

5.3.2.2 — Marcacao de hemacias

A partir de amostras de sangue coletadas de doadores, de gnguinisos A
e O, preparou-se novas amostras diluidas, com um hematocrito final,dst&é%, do
volume final das amostras diluidas, 5% correspondem ao volume ocupado pelas
hemacias. Estas diluicbes foram realizadas com solucao de soro fisial Qyass.

Em seguida, para cada tipo sanguineo utilizado, coletougde deDamostra e

incubou-se com 9. de suspensdo de NCs funcionalizados com anticorpo
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(CdS/Cd(OHY/glut/Anti-A) e completou-se o volume da mistura comd0@e tampao
de fosfato (PBS). O material foi agitado levemente e levado rdmhkérmico a 3C
por 30 minutos. Logo em seguida, o volume do material foi completado B&npd&ta
cerca de 1 mL e levado para centrifugar por 2x30s a 3400 rpm. Formooes@&o de
sangue e o sobrenadante foi descartado. Colocou-se mais ceraaldede PBS e o
sangue foi redispersado, centrifugando-se novamente nas mesmadeadieriores.
O sobrenadante foi descartado, restando aproximadameple B0s quais foi
redispersado o sangue. Para a preparacdo da lamina, foi pipetadbquioiz de 1j0L

do material, na hora da visualizagdo com microscopio.
5.3.2.3 — Resultados e discusséo

O esquema geral da conjugacdo esta descrito na Figura 5.5. Asidsemac
mantiveram sua forma original, mantendo sua integridade, como pode ser observado nas

imagens de contraste das Figuras 5.6(c) e 5.7(c).

sl Antigeno-A ,

d“"-:'-: . 1 i

AN /
Anti-A !
) DDA D DO
Sk - e e ]I i = e - .y -
| |
1" i |
P D D DD WD D D DD

Membrana da hemacia

Figura 5.5 — Descricdo esquematica da conjugacdo @eS/Cd(OH),-Glut-Anti-A &

membrana de hemacias, através de reagéo especif@aigeno-anticorpo.

A andlise das micrografias das hemacidswarcadas demonstra emisséo dual
de alta intensidade distribuida de maneira uniforme sobre a isigelds hemacias.
Apresentam emissao na regido do verde (500-560nm) e vermelho (560-750nm) sob

excitacdo em 488 e 543 nm, respectivamente.
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As hemdcias tipo Dtambém apresentaram emiss&o dual semelhante a observada
para as hemacias*AFigura 5.7). Analisando-se 0s respectivos mapas de intensidade
apresentadas na Figura 5.8 (obtidos de imagens nas mesmas congiedsseatais de
captura), no entanto fica claro que a emissdo observada paradetpwiO é bem

menos intensa.

Figura 5.6 — Micrografias obtidas da luminescéncialas hemécias A ap6s marcagao

com os NCs/glut/Anti-A. Micrografia da emissao cokada pelo canal 1 de filtro (a) e

com excitacdo em 543 nm, coletada no canal 2 dérél(b) e com excitacéo em 488.
Micrografia de contraste de fase (c) e superposicate todas as micrografias (d).
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Figura 5.7 - Micrografias obtidas da luminescéncialas hemacias O, ap6s marcacéo

com os NCs/glut/Anti-A. Micrografia da emissao cokada pelo canal 1 de filtro (a) e

com excitacdo em 543 nm, coletada no canal 2 dérél(b) e com excitagdo em 488.
Micrografia de contraste de fase (c) e superposicéte todas as mirografias (d).

T
10 um

Figura 5.8 — Mapas de intensidade de hemacias fa) e O (b) mostrando a diferenca entre as
intensidades das emissdes exibid

Como descrito no Capitulo 4 (Sec¢éo 4.4.1.2) para a marcacgdo direcionada das

hemécias A utilizou-se a reac¢éo antigeno-anticorpo com a associa¢éo do® M@s-a



Capitulo 5 — Aplicacéo de NCs de CdS/Cd(OH)xomo sondas luminescentes para estudos em sistemas 9(Q)
biolégicos

A. Baseado nisto existem duas consideracdes a se fazer lamd@ior@os perfis de
marcacdo obtidos nas hemacias & O. A primeira relaciona-se a marcacdo dos
eritrécitos O e a segunda tange a emiss&o dual observada nos eritrocitos.

Como as hemacias tipo'@&o possuem antigenos A em sua superficie, outro
processo deve estar sendo favorecido na associagdo entre os N@embeana.
Voltando ao protocolo desenvolvido para as marcacoes, percebe-se queiptide e
uma quantidade residual de NCs-Glut na suspenséao preparada que géo ae Anti-

A e gue mantém-se ativa para associacdo direta aos resitiits @ proteinas
presentes na membrana citoplasmatica. Estas espécies podesivénfdzer parte do
equilibrio de conjugacdo descrito para a reacdo de conjugacdo. Um sproces
relativamente lento de associacdo de NC-Glut as moléculasitdé nas condicbes
experimentais utilizadas foi de fato observado através de espepirgle emissao
destes sistemas (Figura 4.9 Secédo 4.5.2, Capitulo 4). Para gararttdgs os NCs a
serem utilizados na marcagéo sejam associados ao Anti-A, agoabde bioconjugacao
precisa ser otimizado.

Ainda levando em consideracdo os espectros de emissdo dos conjugados,
observa-se que, com o passar do tempo, surge uma banda larga de emissd@e e
outra bem menos intensa na regido do vermelho que n&o existem no conjugado
CdS/Cd(OH)-Glut. Esta mudanca espectral, que foi sugerida no Capitulo 4 como sendo
advinda de processos envolvendo transferéncia de energia entrd @@, e o
Anti-A mediado pelo glutaraldeido, pode ser a responsavel pelo padraoiskiie
observado nas hemacias.APor outro lado, um processo de mesma natureza pode

também ser utilizado para explicar o padrdo observado para aegusséritrocitos O

[71
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5.3.3 — Carcinogénese e a presenca de carboidratos nas membranas celulares

5.3.3.1 — Introducéao

Carcinogénese € o termo utilizado para designar os complexossu®ate
transformacéo que uma célula saudavel sofre, tendo como resultadclutaacom
elevada capacidade de proliferacéo e que é capaz de invadir o @smatgoas células,
passando a agir como um organismo invasor. A esta célula pode-serderasiélula
tumoral e o conjunto ou aglomerado destas células denomina-se tumorciladpae
invasdo do tumor em um dado tecido e sua velocidade de proliferacao detegoena
sua malignidade ou benignidade [8].

Um dos tumores comuns em mulheres adultas € o chamado fibroaden@ma. Est
tumor é constituido por dois tipos de células: células fibrosas dmagsto e células
glandulares. E formado dentro do tecido de sustentacdo da mama,idmriweno
estroma, resultando em massas tumorais bem delimitadas conapsodadibrosa em
torno do tumor. E um tumor benigno, ndo se desenvolvendo de forma muito invasiva
para os tecidos a sua volta [8].

Dentre os tipos de tumores existentes, sabe-se que alguns possaesnper
expressdo de residuos de carboidratos, isto é, apresentam ebtedratas em
guantidades superiores as células normais. Esta super expressaerpedalt®do da
producdo elevada de enzimas conhecidas como glicosil transfepasesiudancas
ocorridas na organizacdo da membrana das células tumorais cappsantacdo de
residuos de carboidratos que normalmente encontram-se “mascaradoélutess Ha
varias evidéncias de que esta super expressao de carboidratipenfi@ie das células
tumorais possui um papel fundamental no processo de progressdo éstasealos
tumores, servindo como moléculas de adesdo entre as proprias cghdesid, assim
como ancoras entre 0os tumores e tecidos saudaveis [8,9].

Como ja mencionado no Capitulo 4, as lectinas possuem diversas kghtidabi
na area de marcacao biolégica, devido a sua capacidade darsespgcificamente a
residuos de carboidratos presentes em diversas estruturas selDievedo a esta
caracteristica particular das lectinas, estas biomolésélasitilizadas nas pesquisas de
imunohistoquimica, para a compreensao do processo de transformacédo tumoral,
mediante acompanhamento das mudancas de expressdo de carboidsafoesrfice

das membranas celulares [9-12]. Dentre as lectinas utilizpdes este tipo de
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aplicacdo, a Concanavalina-A é bastante utilizada para reconhexideeresiduos de
glicose e manose situados na membrana celular de tecidos ssadsses respectivos

tecidos tumorais, com o intuito de se estudar a diferenca no perfil destes carboidratos

5.3.3.2 — Marcacéo de fibroadenomas

Amostras parafinizadas de tecido mamario saudavel e de fibroadéo@ma
obtidas no Banco de tecidos do laboratorio de Patologia do LIKA — UFPE.

Inicialmente, cortes dos tecidos foram desparafinizados, utilizeagara isso
solucdes de xilol e solucdes de alcool a concentracdes variadad Q0O8h. Os cortes
foram imersos sequencialmente nestas solucdes até que estivessdmente
desparafinizados e rehidratados. Apés a desparafinizacdo, os coatestfatatados
com uma solucao de tripsina a 0,1% por 2 minutos a 35°C, para a rdérpdae do
colageno que envolve os tecidos, e entdo foram encubados com a suspensdo de
NCs/glutaraldeido/Concanavalina-A (NCs/glut/ConA), durante um perio@chdeas a
35°C. Esta incubacéo foi realizada ainda com a adi¢do de uma solugpd0@mL do
composto conhecido como Azul de Evans (AE), utilizado para a supressiidoda
fluorescéncia dos tecidos [13]. Realizou-se 0 mesmo procedimentoN&smnao
funcionalizados, com o intuito de se avaliar a emissao dos cortesapcagdo nao

especificas dos NCs.
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5.3.3.3 — Resultados e discussao

A Figura 5.9 representa o esquema de conjugacdo especifizadaahos

tecidos de Fibroadenoma e normal.

Cadeia; de poissat:a‘ideo

LT I=0 ) meoeon

Figura 5.9 — Esquema representando o processo de ntacio dos tecidos. As
formas geométricas descritas na cadeia de polissaitkeo representam os

carboidratos.

A Figura 5.10 mostra uma imagem tipica obtida dos tecidos marcados
CdS/Cd(OH)/glut/ConA e tratados com Azul de Evans obtida através de micrascopi
confocal. Ela resulta da superposicdo de dois canais de exdfe@&e® 543 nm) e
mostra regides pontuais e difusas de emissdo na regido verde (geumatulas)
superpostas a uma regido de emissdo no vermelho. Esta Ultinta éezadacterizada
por fibras de colageno, ricas em espécies que causam a autofooresio tecido,
como por exemplo, o triptéfano. O Azul de Evans atua no sentido de dealocar
fluorescéncia para regides de menor energia [13] possibilitandsualizacdo de
fluoroforos emitindo no azul e no verde.

Com o intuito de verificar as contribuicdes de fluorescénciagido de maior
energia, das espécies no tecido marcado e ndo marcado, realizowasalise
comparativa das contribuicdes coletadas na regido espectrab80, mostradas nas
Figuras 5.11 e 5.12.
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Figura 5.10 — Imagem tipica de um corte de tecidoedFibroadenoma marcado com
CdS/Cd(OH),/glut/ConA e tratado com Azul de Evans obtida atrags de microscopia confocal sob
excitacdo dual em 488 e 543 nm.

A Figura 5.10 exibe as micrografias obtidas dos cortes de fibroagetratados

com AE e seus respectivos mapas de intensidade. As micrografiaspondem aos

Figura 5.11 — Cortes de fibroadenomas de tecidos merios. Corte tratado
apenas com AE (1a); Corte marcado com NCs nao fumializados e AE (2a);
Corte marcado com NCs/glut/ConA e AE (3a). 1b, 2b 3b s&o os respectivos

mapas de intensidade.

cortes ndo marcados e marcados com 0s NCs e NCs/glut/ConA.
A partir da analise dos mapas de intensidade das trés maftasgobserva-se

gue os cortes que foram tratados apenas com AE e AE/NCs (@a2ab2b) nao
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apresentaram luminescéncia significativa, mostrando que os NCsin@ontlizados
ndo promovem uma marcacao de intensidade aprecidvel nos tecidasadmsali
Entretanto, o corte marcado com NCs/glut/ConA exibe uma lumineac@cailizada
mais intensa, o que sugere-se tratar dos sitios ricos em rededo@nose e/ou glicose
capazes de serem reconhecidos pelas lectinas na superfibi€sldssta diferenciacéo
€ um indicio de que a ConA direcionou a marcacao dos NCs emdet=ioonados nos
cortes de fibroadenoma.

A Figura 5.12 exibe as micrografias de um corte de tecido sautwvedma e
um corte de fibroadenoma, ambos tratados com AE e marcados cdgludCenA.
Pode-se observar claramente que o tecido saudavel possui uma lunciaesdérior
ao tecido tumoral. Uma explicacdo para esta emissao infeodiéerenca entre a
expressdo de carboidratos entre os tecidos analisados, sendo esta nmai
fibroadenoma, o que pode resultar em uma maior marcacdo dos tecatal tpelos
NCs funcionalizados com a Concanavalina-A [14].

Figura 5.12 — Cortes de tecido mama saudavel (afle fibroadenoma (b) tratados com AE e
marcados com NCs/glut/ConA. Imagens coletadas naifa entre 500-560nm.
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Capitulo 6 — Conclusdes e Perspectivas

Como conclusdes deste trabalho, pode-se afirmar que:

* Os processos empregados para a funcionalizacdo dos NCs de Cd§4Cd(O
mostraram-se satisfatorios para a utilizacdo desse nhater@o marcador
luminescente para os sistemas biolégicos estudados;

* Estudos ainda precisam ser realizados para a diminuicdo da &@ospes
tamanho dos NCs de CdS sintetizados pela metodologia descrita;

* Ha uma necessidade de se utilizar técnicas mais sensiyeéstebalhem com
pequenos volumes de amostras, para a correta avaliacdo da fotolénursesc
dos NCs funcionalizados, visto que para o caso estudado dos NCs
funcionalizados com Concanavalina-A ndo foi possivel a caracterizacao
espectroscépica dos cristais funcionalizados;

* As marcagOes biologicas realizadas demonstraram a viabilatadgilizacdo
dos NCs funcionalizados como marcadores biolégicos, embora o
comportamento das emissfes observadas para cada sistema bed@giealo
mostrou-se nitidamente diferente dos NCs isolados, 0 que requer ast@idos
aprofundados sobre os processos fisicos envolvidos nas alteracdes
espectroscépicas dos NCs, quando estes encontram-se conjugademas sist
bioldgicos.

» Os estudos realizados sobre as metodologias de reducédo dogelérabtencéo
de NCs luminescentes de CdTe mostraram que € viavel a sintEses de
nanocristais diretamente em meio aquoso, empregando-se métodos sidwles
baixo custo. Os NCs obtidos mostraram propriedades estruturais e
espectroscopicas semelhante aos materiais descritos atutdejustificando a
dedicacao de esforcos futuros para a melhoria das metodologias empregadas;

« Como perspectivas, tem-se 0s estudos de aplicacdo dos NCs de Gdde obt
pelas metodologias desenvolvidas neste trabalho, para fins de marcaca
biolégica, além do melhoramento das metodologias de obtencdo dos dois tipos
de NCs estudados neste trabalho (CdS/Cdf{@H}dTe/CdS) com o intuito de
se obter populacdes de NCs com tamanhos médios menos dispersos, podendo-se

ainda empregar meétodos de precipitacdo seletiva para esidafiteal Ainda
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como perspectiva, tem-se a realizagéo de caracterizacdes maisiadqzara os
estudos dos processos envolvidos na fotoluminescéncia dos NCs conjugados a
sistemas biologicos, sendo a medicdo do tempo de decaimento da

fotoluminescéncia uma das técnicas a serem empregadas.
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