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Desenvolvimento de um Dispositivo de Baixo Custo para
Monitoramento da Validade de Nanoparticulas Metalicas

Development of a Low Cost Device for Monitoring the
Validity of Metallic Nanoparticles

RESUMO

Agentes terandsticos costumam ter nanoparticulas (NP) como um de seus componentes.
Entre os mais comumente utilizados, estdo as NP de metais nobres que exibem uma
ressonancia de plasmon dentro do espectro da luz visivel que depende do tamanho da
particula, estabilidade da solu¢do e constante dielétrica do meio. Eventualmente, ao
precipitarem, hd uma mudanga na ressonancia de plasmon e, consequentemente, na
coloragdo, além de se tornarem inutilizaveis de acordo com agéncias regulamentadoras.
Um dispositivo que é capaz de conectar a ressonancia de plasmon a cor exibida pelo coloide
para determinar a validade do medicamento pode ser de grande valia. Com a evolugdo dos
sensores e com o conhecimento das frequéncias de ressonadncia de plasmon das NP
metalicas, é possivel construir tal dispositivo. Assim, sintetizamos NP de ouro de diferentes
tamanhos e medimos os espectros de absorgdo, escolhemos o sensor RGB, devido a
sensibilidade para diferenciar as cores das NP e construimos um protétipo para posicionar
o sensor e coletar os dados. Por fim, comparamos os espectros de absor¢do com as cores
obtidas, construimos e calibramos o dispositivo.

PALAVRAS-CHAVE: Ressonancia de plasmon. Nanoparticulas. Medicamentos.
ABSTRACT

Theranostics agents often have nanoparticles (NP) as one of their components. Among the
most commonly used are NP of noble metals that exhibit a plasmon resonance within the
visible light spectrum that depends on the particle size, solution stability and dielectric
constant of the medium. Eventually, when they precipitate, there is a change in plasmon
resonance and, consequently, in staining, in addition to becoming unusable according to
regulatory agencies. A simple device that might be able to connect the plasmon resonance
data to the color displayed by the colloid in order to determine the drug's validity could be
of great help. Due to the evolution of sensors and with the knowledge of plasmon resonant
frequencies of metal NP, it is possible to construct such a device. Thus, we synthesized gold
NP of different sizes, measured their absorption spectra, chose the RGB sensor, due the
sensitivity to differentiate the colors of the NP and we built a prototype to position the
sensor and collect the data. Finally, we compared the absorption spectra with the colors
obtained, built and calibrate the device.

KEYWORDS: Plasmon resonance. Nanoparticles. Medicines.
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INTRODUCAO

Avangos tecnoldgicos nas dreas biomédicas mostram que a utilizagdo de
particulas em escala nanométrica apresenta resultados positivos em
procedimentos como biodeteccdao de patdgenos, sondagem de estrutura de DNA
e realce de contraste por ressonancia magnética (SALATA, 2004).

Esses materiais, denominados nanoparticulas (NP), possuem caracteristicas
diferenciadas comparados com os que se apresentam em escala macro. Isso ocorre
devido a ressénancia de plasmon de superficie (SRP) — oscilacdo dos eletrdns livres
da nanoparticula estimulados pela luz incidente. No caso dos metais nobres, o pico
de absorcdo de radiacdo eletromagnética ocorre na regido visivel (EL- SAYED,
2001).

Além disso, a escala e o comportamento desses materiais sdo responsaveis
pelos efeitos fototérmicos — capacidade de gerar calor devido a absorcdo da
radiacdo eletromagnética (GOVORQV, 2007). Na drea médica, estudos sugerem a
utilizacdo de NP de ouro (AuNP) conjugadas com anticorpos como agente de
terapia fototérmica no tratamento de cancer (GILJOHANN, 2010). Ao incidir luz
com comprimento de onda préoximo ao infravermelho nesses conjugados
incubados com células cancerigenas, ocorre um aquecimento devido aos efeitos
fototérmicos que ocasionam a morte das mesmas.

Outro ponto extremamente importante é que a mudanca no tamanho das
AuNP, como por exemplo, a formacao de agregados, tende a mudar a coloragao
das mesmas. Sob radiacao eletromagnética solar, as AUNP possuem uma coloracao
vermelho rubi na regido espectral de comprimento de onda com maximo em 520
nm. A medida que ocorre uma aglomeragdo, essa coloragao tende a se deslocar
para a regido do roxo ou azul. A mudancga de cor de AuNP tem sido amplamente
usada como uma forma de detecc¢do de alvos quimicos e biolégicos (ZHENG, 2016).

Essa caracterista possibilita a aplicacdo das AuNP como biosensores. Sabe-se
que o chumbo (Pb?*) é um metal téxico ao meio ambiente e prejudicial a satde
humana. Um método para detectda-lo em amostras de agua é utilizar AuNP
funcionalizadas com 4cido lipdico. Essas particulas sdo induzidas a se agregarem
na presenca do Pb? e, devido a mudanca no SPR, resulta em uma altera¢3o da cor
do fluido (GHANN, 2019). Umas das maneiras mais usuais de detectar essa
modificacdo é através de espectrofotémetro UV-Vis. Deve-se salientar que a cor é
uma percepcdo e, como tal, ndo é acessivel a medicGes diretas. Logo, considera-se
apenas o estimulo que terd como consequéncia da percepg¢ao. Uma métrica do
estimulo psicofisico da cor amplamente utilizada é o sistema CIE. A sensagdo de luz
que é perceptivel aos humanos é produzida por radiacdo eletromagnética visivel
com comprimento de onda dentro dos limites de 380 nm e 780 nm,
correspondente as cores do azul ao vermelho, respectivamente (SCHANDA, 2007).

Atualmente, existem dispositivos de baixo custo capazes de detectar os
comprimentos de onda referentes a escala RGB — red (vermelho), green (verde) e
blue (azul). Esses equipamentos, de maneira geral, utilizam um LED infravermelho
e fotodiodos capazes de detectar diferentes comprimentos de ondas que sdo
emitidos. Poucos estudos na literatura propdem alternativas de baixo custo para
medicdo do espectro das amostras. Assim, este trabalho apresenta o
desenvolvimento de um protdtipo alternativo para validacdo de nanomateriais
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com base em suas caracteristicas 6pticas para desenvolver um critério de
gualidade segundo o valor RGB.

MATERIAL E METODOS

Para a sintese das AuNP foi utilizado o método adaptado de Turkevich (1951).
Tal procedimento consiste na dissociacdo do agente precursor metalico seguida da
nucleacdo e do crescimento. Para esse experimento foram utilizados 20 mL de uma
solucdo de 1,0 mM de cloreto de ouro 4cido trihidratado (HAuCl4-3H20 - Vetec).
A fim de regular o crescimento, adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de 1%
de citrato de sédio diidratado (Na3C6H507-2H20 - Synth), que, além de ser um
material estabilizante, tem funcdo de redutor. Inicialmente, colocou-se os 20 mL
do sal em um Erlenmeyer e aqueceu, sob agitacdo magnética, até iniciar o processo
de ebulicdo. Colocou-se um vidro relégio sobre o frasco para evitar a perda de agua
por evaporacdo. Com a solucdo em ebulicdo e sob agitacdo, foram adicionados 2
mL da solucdo de citrato de sédio. Logo, a solucdo coloidal se forma, gradualmente,
a medida que o citrato de sddio reduz e apresenta uma cor vermelho rubi. Por fim,
retirou-se o frasco do agitador magnético para armazenar em resfriamento.

Com o objetivo de alterar a SRP, através da inducdo da aglomeracdo das NP,
colocou-se 6 mL do nanofluido sintetizado em um tubo de ensaio. Com isto era
esperado observar a mudanca da coloracdo do coloide e do espectro de absorcao.
Em seguida, adicionou-se em outro tubo de ensaio 50 uL de acido cloridrico (HCI -
Alphatec) diluido em 100 mL de dgua. Adicionou-se a solugdo de HCl em diferentes
quantidades no tubo de ensaio que contém o nanofluido. Dessa forma, ao
modificar a dimensdo do raio médio das NP, a coloracdo do nanofluido também
serd alterada. Na Tabela 1 encontram-se as porcentagens dos volumes de cada
solugdo em 10 diferentes amostras.

Tabela 1 — Valores percentuais dos volumes de HCl e nanofluidos para cada amostra.

Percentual do Volume de Percentual do Volume do
HCI(%) Nanofluido(%)

1 0 100

2 1.38 98.62
3 2.8 97.2

4 4.26 95.74
5 5.76 94.24
6 7.29 92.71
7 8.88 91.12
8 10.51 89.49
9 12.2 87.8
10 13.95 86.05

Fonte: Autoria propria.

Para a leitura dos valores de RGB das amostras sintetizadas, foi elaborado um
dispositivo eletronico. Utilizou-se uma placa de processamento Arduino Micro, um
sensor de leitura RGB APDS-9960, um mostrador OLED [2C, um LED branco de 5
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mm e um interruptor. O recipiente contendo nanoparticulas foi posicionado em
frente ao sensor que, ao pressionar o interruptor, o LED iluminou a solucao e foi
feita a leitura do RGB. Os valores correspondentes a coloracao foram impressos na
tela do mostrador. Uma representacdo esquematica é apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Diagrama do dispositivo utilizado no experimento.

|ﬁ| :

Fonte: Autoria prépria.

O dispositivo foi alojado em um suporte impresso, por prototipagem 3D, em
plastico acrilonitrilo-butadieno-estireno (ABS) como mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Superficies externas do aparato construido para o experimento.

—
Fonte: Autoria propria.

Para realizar a andlise do espectro de absorcdo, utilizou-se um
espectrofotdmetro. Com isso, ao medir a quantidade de luz absorvida por cada
amostra, obteve-se um grafico de intensidade de absorcao por comprimento de
onda da luz que atravessa as amostras. Para cada amostra elaborada, foram feitas
medicGes dos valores de RGB através do protétipo construido. Com tais valores,
foi possivel relacionar a intensidade de absor¢do e o comprimento de onda com os
valores de cada amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 mostra os dez tubos de ensaio com as diferentes concentracdes e
coloragdes das amostras de NP.
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Figura 3 — Amostras de AUNP em dgua com uma ordem crescente de niveis de
aglomeracado.

1 2 3 45 6 7 8 910
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Fonte: Autoria propria.

A amostra numero 1, como descrito na Tabela 1, ndo teve adicao da solucao
de HCI. Devido a esse fato, apresenta uma cor vermelho rubi, que conforme se
adicionou a solucdo do acido, a coloracdo foi mudando para um tom azulado
evidenciando a formacdo de aglomerados. Ao passar alguns dias, todas as
amostras coalescem e decantam, sendo um efeito gradual dependente da
qguantidade de HCl. Sendo assim, todas as amostras foram preparadas ao mesmo
tempo e logo em seguida medidas. E importante evidenciar que esse efeito de
aglomeracdo ocorre naturalmente em amostras com estabilizacdo estérica, as
quais sdo as mais utilizadas como sensores pelas possibilidades de liga¢cdes que
podem fazer. Por tanto, estamos apenas acelerando esse processo com a adi¢do
de HCI, que desequilibra o potencial entre o fluido e as particulas causando a
aglomeracao.

De forma geral as nanoparticulas usadas com sensores, utilizam o principio do
deslocamento da banda de ressonancia de plasmon para evidenciar a detec¢do. O
processo é bastante simples, como mostrado na Figura 4: a amostra 1 tem uma
banda de SPR muito bem definida, e se algum elemento se liga a sua superficie (um
ion de chumbo, ou uma proteina), espera-se o que exista um deslocamento do
maximo de absor¢do. Contudo isso também ocorre se uma NP de ouro se ligar a
outra NP de ouro, formando um dimero e a partir disso um trimero e
sucessivamente. Esse processo leva a uma aglomeragdo da amostra e a um
alargamento da do pico de absorg3o. E exatamente o que a Figura 4 evidencia com
o aumento da adigdo de 4cido.

Figura 4 — Picos de absor¢do por comprimento de onda de amostras caracteristicas.

Absorbancia
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4 Au 3
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Au7
Au 10
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Fonte: Autoria prépria.
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Observa-se que existe uma banda referente a particulas separadas, ou seja,
gue ndo agregaram e uma banda entre 600 e 700 nan6metros que cresce segundo
a adicao de HCl, que estd relacionada com nanoparticulas aglomeradas.

E possivel separar as distribuices de particulas através do processo de
deconvolugdo, como mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Exemplo do processo de deconvolucdo do espectro da amostra 10.

aglomerada

Absorbancia

AuNP
separada

aglomerada

T T T T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 450 500 550 600 650 700 750 800

comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 5 é um exemplo extremo de amostra aglomerada. E possivel perceber
que a banda relacionada a ressonancia de particulas aglomeradas excede a das
particulas separadas. Se as NP tém como objetivo a aplicacdo como sensores, o seu
envelhecimento causa um alargamento do espectro devido a aglomeracao natural
que as inutilizam, uma vez que ndo é mais possivel resolver o pico de uma particula
isolada de uma aglomeracdo, pois a largura de linha a meia altura (FWHM) se
sobrepde ao deslocamento da banda de ressonancia.

Uma vez que, para NP de metal nobre, a cor é determinada pela SPR, entdo a
aglomeracgdo deve refletir na alteragdo da cor da amostra. Assim, junto com as
informacdes obtidas pelo sensor de RGB, pode-se obter a relagdo entre o espectro
e a coloracdo das amostras. Na Figura 6, encontram-se os valores da escala de cor
normalizada de cada amostra.

Figura 6. Resultado das medi¢Ges de RGB feitas com o dispositivo proposto.
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Fonte: Autoria prépria.
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Seguindo um critério de qualidade da amostra, segundo a superposicao do
FWHM das bandas relacionadas as AuNP separadas e aglomeradas em relagcdo ao
deslocamento do comprimento de onda entre eles, comparamos os espectros com
as medidas de RGB. Dos espectros da Figura 4, na amostra 5, esse critério comeca
a ser desobedecido, ou seja, na deconvolucdo das bandas, o FWHM comeca a se
superpor ao deslocamento do comprimento de onda entre AuNP separadas e
aglomeradas. Ndo obstante, nas medidas de RGB, existe um limiar a partir da
amostra 5 em que os valores de RGB comegam a permanecer aproximadamente
constantes. Sendo assim é possivel tracar um padrao usando um dispositivo leitor
de RGB de baixo custo em que se possa avaliar a qualidade de uma amostra de
AuNP usada como sensor por SPR.

CONCLUSAO

O dispositivo proposto de baixo custo provou ser promissor. Houve uma
diferenciacdo das amostras que apresentavam um nivel de aglomeragdo muito alto
para serem utilizadas em aplicacdes biomédicas. Entretanto, é necessdrio um
estudo mais aprofundado parar permitir discutir o grau de aglomeracdao ou o
tamanho médio das particulas.
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