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RESUMO 

 

DOS SANTOS BATISTA, J. G. Nanopartículas de ouro para terapia e 

diagnóstico de câncer utilizando nanotecnologia verde. 2020. 127 p. Tese 

(Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e 

Nucleares, IPEN-CNEN, São Paulo. 

 
As nanopartículas de ouro (AuNPs) vem sendo amplamente estudadas por 

atenderem às necessidades de sistemas nanocarreadores na terapia e diagnóstico 

de câncer. Elas podem ser usadas no direcionamento e liberação de fármacos a 

sítios ou grupos celulares específicos, atuar como radiossensibilizadores e em 

terapias fototérmicas como agente gerador de calor. Um número significativo de 

estudos demonstrou suas possíveis aplicações, tais como biossensores, contraste 

na imagiologia biológica, em sistemas de liberação de fármacos, terapia e 

diagnóstico do câncer. Assim, as nanopartículas de ouro são consideradas 

promissoras no desenvolvimento de novos compostos com potencial aplicação na 

medicina oncológica, no tratamento de inflamações crônicas, infecções, doenças 

degenerativas e autoimunes. No entanto, apesar das formas nanométricas de ouro 

apresentarem menor toxicidade comparada aos muitos outros nanomateriais, a 

toxicidade dessas partículas deve ser minuciosamente avaliada. O maior desafio é 

propor um método para funcionalizar a superfície das nanopartículas, e assim 

modular sua farmacocinética e farmacodinâmica, além de atender aos requisitos 

de toxicidade para aprovação e aplicação de um nanobiomaterial. O objetivo desse 

estudo foi desenvolver um método de síntese de nanopartículas de ouro (AuNPs) 

com potencial aplicação como um nanobiomaterial na teranóstica (terapia e 

diagnóstico) do câncer. Para tanto, foi utilizado o conceito de nanotecnologia verde, 

em que compostos fitoquímicos com potencial redutor foram utilizados no preparo 

das AuNPs. Também foi estabelecido um método de funcionalização de AuNPs por 

recobrimento com albumina do soro bovino e humano utilizando radiação ionizante. 

A importância do recobrimento com albumina está relacionada a afinidade dessa 

proteína com os receptores glicoproteicos GP60, que são encontrados em diversas 

células tumorais, além de contribuir potencialmente com a cinética das 



 
 

 

nanopartículas de ouro.  A caracterização físico-química das AuNPs e a 

reprodutibilidade do método foi avaliada com base nos ensaios de caracterização 

realizados pelas técnicas de espectrofotometria UV-Vis/Fluorescência, 

espalhamento dinâmico de luz (DLS), potencial Zeta, microscopia eletrônica de 

transmissão (MET), espectroscopia de emissão óptica por plasma acoplado 

indutivamente (ICP-OES) e eletroforese em gel (SDS-PAGE). A estabilidade foi 

avaliada em relação à temperatura, pH, concentração de NaCl, PBS, solução 

contendo aminoácidos e meio de cultura celular DMEM sem e com suplementação 

de soro fetal bovino. As linhagens celulares utilizadas foram câncer de próstata 

humano (PC3), adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB 231) e células de 

tecido pulmonar de hamster chinês macho (V79-4). Nas concentrações testadas as 

AuNPs não apesentaram citotoxicidade in vitro utilizando o método do vermelho 

neutro e MTT. Para a avaliação preliminar da nanotoxicidade foi realizado o estudo 

in vivo utilizando o peixe zebra. Nos estudos de internalização in vitro das 

nanopartículas utilizando as linhagens tumorais MDA-MB 231 e PC3 foi possível 

verificar qualitativamente a internalização das AuNPs. Os ensaios de 

radiomarcação das EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHɣ precisam ser otimizados 

quanto à estabilidade e pureza radioquímica. A nanotecnologia verde provou ser 

uma ferramenta valiosa na síntese de nanopartículas de ouro em relação à 

toxicidade, não exigindo etapas de eliminação de solventes e substâncias 

potencialmente tóxicas. 

 

 

  



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

DOS SANTOS BATISTA, J. G. Gold nanoparticles for cancer therapy and 

diagnosis using green nanotechnology. 2020. 127 p. Tese (Doutorado em 

Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN, 

São Paulo. 

 

 

 

Gold nanoparticles (AuNPs) have been studied to meet the needs of nanocarrier 

systems in cancer therapy and diagnosis. They can be used to target and release 

drugs at specific cell sites or groups, act as radiosensitizers, and in photothermal 

therapies as a heat-generating agent. A significant number of studies used its 

possible applications, such as biosensors, contrast in biological images, drug 

delivery systems, and cancer therapy and diagnosis. Thus, gold nanoparticles are 

considered as promising in the development of new compounds with potential 

application in cancer medicine, in the treatment of chronic inflammation, diseases, 

degenerative and autoimmune diseases. However, although the nanometric forms 

of gold are less toxic compared to many other nanomaterials, the toxicity of these 

particles must be thoroughly evaluated. The biggest challenge is to propose a 

method to functionalize the surface of the nanoparticles, and thus modulate their 

pharmacokinetics and pharmacodynamics, in addition to meeting the toxicity 

requirements for approval and application of nano biomaterials. The objective of this 

study was to develop a method of synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) with 

potential application as nano biomaterials in cancer therapy and diagnosis 

(theranostic). For this purpose, the concept of green nanotechnology was used, in 

which phytochemical compounds with reducing potential were used in the 

preparation of AuNPs. A method of AuNPs functionalization was also established 

through recovery with bovine and human serum albumin using ionizing radiation. 

The importance of albumin coating is equal to a protein of this protein with GP60 

receptors, which are found in several tumor cells, in addition to contributing in 

several relational cells to the kinetics of gold nanoparticles. The physico-chemical 



 
 

 

characterization of AuNPs and the reproducibility of the method was evaluated 

based on characterization tests performed by the techniques of UV-Vis / 

Fluorescence spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS), Zeta potential, 

transmission electron microscopy (MET), inductively coupled plasma optical 

emission spectrometry (ICP-OES) and gel electrophoresis (SDS-PAGE). Stability 

was evaluated by means of temperature, pH, NaCl concentration, PBS, a solution 

containing amino acids, and DMEM cell culture medium without and with fetal 

bovine serum supplementation. The cell lines used were human prostate cancer 

(PC3), human breast adenocarcinoma (MDA-MB 231) and male Chinese hamster 

lung tissue cells (V79-4). In the recommendations tested as AuNPs, they did not 

show cytotoxicity in vitro using the neutral red method and MTT. For a preliminary 

assessment of nanotoxicity, an in vivo study using zebrafish was performed. In the 

in vitro internalization studies of the nanoparticles using the tumor lines MDA-MB 

231 and PC3 it was possible to qualitatively verify the internalization of AuNPs. The 

radiolabeling assays for EGCG-AuNPs and EGCG-AuNPs-ASHɣ need to be 

optimized for radiochemical stability and purity. Green nanotechnology has proven 

to be a valuable tool in the synthesis of gold nanoparticles with lower toxicity, 

requiring no steps to eliminate solvents and potentially toxic substances. 
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LISTA DE UNIDADES DE MEDIDA 

 

cm – centímetro 

µm – micrometro 

nm – nanômetro 

 L – Litro 

mL – mililitro 

µL – microlitro 

kg – quilograma 

g – Grama 

mg – miligrama 

µg – micrograma 

% - porcentagem 

°C – grau Celsius 

rpm – rotação por minuto 

opm – órbita por minuto 

MeV – Mega elétron volt 

kGy – quilo Gray 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

Mundialmente, o câncer está entre as principais causas de morte, depois 

apenas de doenças cardiovasculares e respiratórias. É uma doença em que as 

células se multiplicam de modo desordenado, afetando a função de órgãos e 

tecidos, podendo invadir e prejudicar outras estruturas além da de origem.  Há uma 

variedade enorme de cânceres que acometem os seres humanos. Os mais comuns 

são os cânceres de mama e próstata, mas os que mais levam a óbito são o de 

pulmão, o de estômago e o colorretal. O câncer pode ser causado por vários 

fatores, dentre eles a predisposição genética, infecções, o uso ou contato com 

substâncias químicas com potencial carcinogênico, a exposição física à radiação 

ionizante, hábitos de vida como o sedentarismo, alimentação, qualidade do sono, 

uso de drogas de abuso e fármacos mitogênicos, anabolizantes, entre outros 1-3.  

A aplicação médica da nanotecnologia é uma ferramenta valiosa no 

desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagnóstico de câncer.  A 

nanotecnologia é um ramo da ciência que estuda a manipulação da matéria em 

escala atômica e molecular, associada a diversas áreas de pesquisa, como a 

medicina, eletrônica, ciência da computação, física, química, biologia, engenharia 

dos materiais, tecnologia nuclear, dentre outras 4.  

As nanopartículas, comumente definidas como partículas com tamanho que 

varia de 1 a 100 nm em duas ou três dimensões, podem ser usadas como sistemas 

avançados de liberação de quimioterápicos e radiofármacos e no reparo de danos 

teciduais e celulares. Diferentes abordagens baseadas em nanotecnologia podem 

ser usadas para aumentar a eficácia e reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos 

convencionais, pois ocorre a redução da frequência posológica e 

consequentemente diminuição do nível de toxicidade dos tratamentos oncológicos 
5-8.  

Se por um lado o desenvolvimento da nanotecnologia pode trazer avanços 

incríveis, por outro, muitos cientistas temem que isso possa gerar catástrofes 

ambientais, biológicas e econômicas. Isso porque alguns elementos pouco reativos 

em escala normal podem se tornar extremamente perigosos em nanoescala. Neste 
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sentido, a nanotecnologia verde vem sendo considerada uma vertente da 

nanotecnologia que tem como objetivo mitigar esses impactos a partir do 

desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos de produção 

sustentáveis 9,10.  

As nanopartículas de ouro (AuNPs) apresentam características importantes 

para utilização na pesquisa, diagnóstico e tratamento do câncer devido a sua 

natureza de espalhamento de luz única e propriedades fototérmicas 11. As AuNPs 

são nanoestruturas consideradas como teranóstico, esse termo é utilizado hoje 

como a combinação de um biomarcador preditivo com um agente terapêutico 12. 

Estudos realizados nos últimos anos apresentam o desenvolvimento de novos 

protocolos para a síntese, estabilização e funcionalização de nanopartículas de 

ouro com potencial teranóstico (terapia e diagnóstico) de diversos tipos de câncer 

utilizando entre outras abordagens a nanotecnologia verde e aplicação da radiação 

ionizante 13,14.  

Sendo assim, a proposta do presente estudo foi de sintetizar e estabilizar 

nanopartículas de ouro utilizando fitoquímicos, e assim tornar o processo 

reprodutível. Ensaios de citotoxicidade e ecotoxicidade foram realizados com a 

finalidade de garantir o uso seguro em testes pré-clínicos visando a futura aplicação 

clínica das AuNPs. 

 

1.1 Objetivo 

O objetivo do presente estudo foi desenvolver nanopartículas de ouro por 

meio da nanotecnologia verde, funcionalizadas com albumina via radiação 

ionizante e verificar a citotoxicidade e o potencial para aplicação na terapia e/ou 

diagnóstico para câncer.   

 

1.2 Justificativa 

Grupos e institutos de pesquisas ao redor do mundo unem forças para o 

desenvolvimento de novos protocolos para a síntese, estabilização e 

funcionalização de nanopartículas de ouro para o tratamento e diagnóstico de 
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diversos tipos de câncer utilizando entre outras abordagens a nanotecnologia 

verde.  

O Brasil, é um país emergente, que há anos se esforça para dominar a 

tecnologia nuclear. Um novo reator multipropósito está em construção para que 

seja possível atender a demanda crescente de radionuclídeos usados no 

tratamento e diagnóstico dessa doença que assola a humanidade. Vale ressaltar 

que a área de medicina nuclear não se destina apenas a oncologia, pois diversos 

radiofármacos são aplicados a doenças cardiovasculares, inflamatórias, 

infecciosas, degenerativas e genéticas.  

A originalidade desse estudo se dá pelo desenvolvimento de uma nova 

nanopartícula de ouro funcionalizada com albumina via radiação gama. As 

propriedades únicas das nanopartículas de ouro aliada às características 

intrínsecas das proteínas permitem produzir inúmeros compostos nanoestruturados 

com potencial aplicação na nanomedicina. A funcionalização das AuNPs com 

albumina é justificada pela afinidade dessa proteína com os receptores 

glicoproteicos GP60, que por sua vez, são encontrados em diversas células 

tumorais, além de contribuir potencialmente com a cinética das nanopartículas de 

ouro também pode ser aplicada como carreadoras de fármacos.   

A combinação da energia das radiações ionizantes possibilita a reticulação 

de nanoestruturas sem necessitar de agentes químicos comumente tóxicos, como 

os compostos tióis usados com frequência como ligantes ou reticulantes em 

reações de funcionalização de nanopartículas. Outra vantagem do uso da radiação 

ionizante na produção de nanomateriais para aplicações biomédicas é a 

esterilização simultânea de acordo com a dose, nível de contaminação inicial e 

características do meio e do material.  
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2 ESTADO DA ARTE 

 

2.1 História 

O ouro foi um dos primeiros metais descobertos pelos humanos. As 

primeiras menções a respeito de coloides de ouro apareceram nos séculos IV e V 

a.C. em tratados médicos chineses, arábicos e indianos. Os chineses o chamavam 

de “solução de ouro” e os indianos de “ouro líquido”. Na idade média, alquimistas 

da Europa estudaram e utilizaram o ouro coloidal (OC). Provavelmente, pelas 

diferentes colorações obtidas por meio da redução de sais de ouro, os alquimistas 

começaram acreditar na transformação dos elementos. Paracelso escreveu sobres 

as propriedades terapêuticas em quinta essentia auri, o qual ele obteve por meio 

da redução do cloreto áurico com álcool e extrato de óleos vegetais, denominado 

por ele como ouro potável (potable gold) e usado no tratamento de algumas 

desordens mentais e sífilis. Seu contemporâneo Giovanni Andrea utilizava o aurum 

potabile nos tratamentos de lepra, úlceras, epilepsia e diarreia. O primeiro livro 

encontrado e conservado até os dias de hoje sobre ouro coloidal (figura 1), foi 

publicado pelo Doutor Francisco Antonii em 1618 15.  

 

Figura 1. Capa do livro Panacea Aurea: Sive Tractatus Duo De Ipsius Auro Potabili 
do Dr. Doutor Francisco Antonii em 1618. 

 
Fonte: Anthony, F. 1618 15. 
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Na história da ciência, as soluções coloidais de ouro ou nanopartículas de 

ouro (AuNPs), como conhecemos hoje, foram estudadas por Michael Faraday em 

1857. Ele publicou um artigo sobre as propriedades e os métodos de sínteses de 

ouro coloidal. Faraday descreveu pela primeira vez o processo de agregação do 

ouro coloidal na presença de eletrólitos e como compostos de alta massa molecular 

podem exercer um efeito estabilizante, impedindo a agregação das partículas; 

também descreveu as propriedades de filmes finos de ouro coloidal. Coloides de 

ouro preparados por Faraday ainda permanecem guardados no Royal Institution da 

Grã-Bretanha em Londres 16. 

Em 1898, foi publicado o artigo fundamental sobre as propriedades das 

soluções coloidais de ouro. Zsigmondy descreveu pela primeira vez métodos de 

síntese com partículas de tamanhos diferentes utilizando peróxido de hidrogênio, 

formaldeído e fósforo branco como agentes redutores, também relatou a 

importância das propriedades físico-químicas, inclusive as propriedades ópticas 

das soluções coloidais de ouro 17. 

Estudos realizados por Theodor Svedberg, laureado com prêmio Nobel de 

química em 1926 (inventor da ultracentrífuga), contribuíram com a elucidação dos 

mecanismos de formação e as propriedades de sedimentação do OC. Em seus 

estudos, Svedberg investigou a cinética de redução dos haletos de ouro e formulou 

os principais conceitos sobre o método de condensação química das partículas de 

OC 18. Em 1980, injeções intravenosas de OC foram apresentadas como gold cure 

para o tratamento de alcoolismo 19.  

 

2.2 Nanotecnologia  

A Nanotecnologia é uma área da ciência que analisa as inovações em 

relação aos materiais de dimensões em escala nanométrica 20. A dimensão física 

é representada por uma unidade equivalente à bilionésima parte do metro (símbolo 

nm, 10-9 m). É definida pela American Society for Testing and Materials (ASTM) 

como o planejamento, caracterização, produção e aplicação de estruturas, 

dispositivos e sistemas de tamanho e forma controlada em escala nanométrica 21. 

Portanto, algumas propriedades dos nanomateriais diferem dos macro materiais 

porque, em nanoescala, fenômenos quânticos são mais evidentes. A 
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nanotecnologia, tornou-se uma ferramenta importante para propor soluções para 

os problemas e déficits de alimentos, energia, meio ambiente e saúde enfrentados 

pela humanidade.  

Por mais que a nanotecnologia seja considerada como tecnologia do século 

XX, na prática a nanotecnologia teve início na antiguidade. As nanopartículas (NPs) 

têm sido usadas, mesmo que não intencionalmente, por milhares de anos. Nesse 

sentido, as NPs têm sido utilizadas em vários campos, como coloração de vidro e 

vitrais, produção de porcelana ou construção civil 22. Um dos principais exemplos 

dessa aplicação é a taça de Lycurgus, confeccionada com NPs em Roma no século 

IV. Devido às nanopartículas de ouro (AuNPs) adicionadas ao vidro, a taça possui 

uma característica de fotocroísmo de acordo com a reflexão e transmissão da luz 

que é mostrada na figura 2 23. 

 
Figura 2.  Taça de Lycurgus a) reflexão da luz b) transmissão da luz 23. 
 

 

Fonte: FREESTONE, I.; MEEKS, N.; SAX, M.; HIGGITT, C. (2007) 23. 

 

 

 

 

a)                                              b) 
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Dentre as definições, a mais comum, define nanopartículas (NPs) como 

partículas com tamanho que varia de 1 a 100 nm em duas ou três dimensões. É 

válido mencionar que o tamanho da partícula e a sua distribuição estão entre as 

características mais importantes, uma vez que determinam o efeito biológico, a 

toxicidade, o direcionamento a sítios específicos, a capacidade de sistemas de 

liberação, a farmacocinética e a farmacodinâmica das NPs 5,7,20. 

A visão de Richard Phillips Feynman, que questionou em um encontro anual 

da Sociedade Americana de Física em 1959 "por que nós não escrevemos uma 

enciclopédia de 24 volumes no topo da cabeça de um alfinete”, pode ser 

considerada um ponto de partida para os desenvolvimentos das tecnologias de 

computador e armazenamento desenvolvidas por nanotecnologia na atualidade 24. 

O físico americano é considerado o pai da nanotecnologia. Nascido em Manhattan 

em 1918, Feynman se formou aos 21 anos no Instituto de Tecnologia de 

Massachusetts (MIT) e logo iniciou a pós-graduação, onde ele descreve a Física 

Quântica de maneira diferenciada. Fez parte do projeto que desenvolveu a bomba 

atômica no período da 2ª Guerra Mundial, ganhou prêmio Nobel em 1965 pelos 

trabalhos em Eletrodinâmica Quântica, contribuiu com trabalhos importantes na sua 

área de atuação, Física das Partículas, bem como em outras áreas da Física 25.   

Em 1974, Norio Taniguchi usa pela primeira vez em uma conferência a 

palavra “Nano", que significa "anão" (em grego), originando o termo 

“Nanotecnologia”. Os desenvolvimentos tecnológicos mais impactantes realizados 

após o discurso de Feynman sobre a possibilidade de se “ver e manipular” átomos 

são a observação de nanoestruturas por meio do microscópio de varredura por 

tunelamento. Criado em 1981 pelos cientistas da IBM (International Business 

Machines) Gerd Binning e Heinrich Rohrer, a invenção foi utilizada para escrever o 

logotipo da IBM por meio da organização de átomos de xenônio sobre uma 

superfície de níquel 26. 

Em 1985 foram descobertas esferas de carbono que foram chamadas de 

Fulerenos, constituídas exclusivamente por 60 átomos de carbono (C60) 27. Os 

microscópios de varredura de tunelamento eram úteis apenas para analisar 

materiais condutores, enquanto os microscópios de força atômica são capazes de 

analisar materiais não condutores 26.  

A aplicação médica da nanotecnologia é uma ferramenta valiosa no 

desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagnóstico de câncer. Essa 
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tecnologia ampliou o horizonte da ciência dos materiais, possibilitando a descoberta 

e desenvolvimento de materiais nanoestruturados, com o intuito de melhorar e obter 

diferentes propriedades físicas e químicas daquelas encontradas nos dispositivos 

desenvolvidos em escalas maiores. Dentre estas estão o aumento da área de 

superfície em relação ao volume, possibilidade de internalização em células e 

estruturas celulares, aumento da capacidade de atravessar as barreiras biológicas, 

como a barreira hematoencefálica, dentre outras 28,29. 

 

2.3 Nanopartículas de Ouro 

Partículas de ouro sintetizadas desde a época de Faraday vêm gerando um 

grande interesse, visto que a capacidade de as sintetizar de forma controlada e sua 

aplicação em diversos nanosistemas surgiram nas últimas décadas 30,31. 

Atualmente, a nanotecnologia está permitindo que o ouro ajude a resolver 

problemas globais críticos, desde o tratamento do câncer até as mudanças 

climáticas 32. Nanopartículas de ouro têm ganhado interesse crescente devido às 

suas características especiais, como propriedades ópticas e eletrônicas 

extraordinárias, alta estabilidade e compatibilidade biológica, morfologia controlável 

e dispersão de tamanho e formas (figura 3) e de fácil funcionalização da 

superfície 33. 
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Figura 3. Nanopartículas de ouro de vários tamanhos e formas com aplicações 
potenciais em biomedicina. nanoesferas pequenas (a) e grandes (b), (c) 
nanobastões, (d) nanobastões afiados, (e) nanoconchas, (f) nanocages/jaulas, (g) 
nanoesferas ocas, (h) tetraedros / octaedros / cubos / icosaedros, (i) dodecaedro 
rômbico, (j) octaedro, (k) nanocubos côncavos, (l) tetraexaedro, (m) dodecaedro 
rômbico, (n) bipirâmides triangulares obtusas, (o) tris octaedros e (p) 
nanoprismas 33.  

 

Fonte: DREADEN, E.C.; ALKILANY, A.M.; HUANG, X.; MURPHY, C.J.; EL-SAYED, M.A. (2012) 33. 
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2.4 Características eletrônicas das AuNPs 

As principais características incluem as propriedades elétricas, químicas e 

ópticas. A propriedades ópticas das AuNPs são interessantes porque sua absorção 

e emissão do comprimento de onda estão dentro do espectro eletromagnético que 

compreendem interações nos comprimentos de onda do infravermelho, visível e 

ultravioleta e por causa de suas propriedades dependentes de tamanho e forma 34.  

Em particular, o processo de extinção de luz ocorre na faixa do infravermelho 

ao UV-visível, quando uma onda eletromagnética passa através de uma partícula 

de metal excitando a superfície eletrônica ou estados vibracionais 35. Este 

fenômeno induz momentos de dipolo que oscilam na respectiva frequência da onda 

incidente e, portanto, dispersam a radiação secundária. Esta oscilação coletiva dos 

elétrons de condução livre é chamada de ressonância plasmônica de superfície. Os 

plasmons de superfície são oscilações de cargas coletivas que ocorrem na interface 

entre os condutores e os dielétricos (figura 4). A oscilação da frequência está 

geralmente na região visível, dando origem à forte absorção da ressonância de 

plasmônica de superfície 34, 36-39. Os plasmons de superfície podem assumir várias 

formas, desde a propagação livre de ondas de elétrons de densidade ao longo das 

superfícies metálicas para oscilações eletrônicas localizadas nas nanopartículas de 

metal (NPs) 35,40.  

A luz nas NPs induz os elétrons de condução a oscilar coletivamente com 

uma frequência ressonante que depende do tamanho, forma, composição, 

distância interpartículas e ambiente (propriedades dielétricas). Como um resultado 

desses modos, as nanopartículas absorvem e espalham a luz tão intensamente que 

são facilmente observadas utilizando microscopia de campo escuro (espalhamento 

óptico) 41-43. 
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Figura 4. A interação das ondas eletromagnéticas com os elétrons superficiais das 
AuNPs induz a ressonância plasmônica de superfície. Representação esquemática 
de como a interação das ondas eletromagnéticas com os elétrons de superfície nas 
NPs metálicas geram ressonância plasmônica de superfície 44. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

O tamanho das NPs tem influência sobre muitas das propriedades físicas e 

químicas, incluindo luminescência, condutividade e atividade catalítica. AuNPs dão 

origem à absorção e espalhamento cujas proporções dependem do tamanho da 

AuNP, espessura do recobrimento, razão de aspecto, forma e concentração de 

ouro 45 (figura 5). AuNPs com um diâmetro menor que 20 nm essencialmente 

mostram absorção, mas quando o tamanho aumenta para 80 nm também aumenta 

a razão de espalhamento para absorção. Conforme o tamanho do AuNP aumenta, 

a luz não pode mais polarizar as nanopartículas homogeneamente, e os modos de 

ordem superior com menor energia se tornam predominantes. Isso causa um 

desvio para o vermelho e alargamento da banda plasmônica de superfície. AuNPs 

pequenas, como aquelas com 13 nm de diâmetro absorvem a luz verde, que 

corresponde a uma forte banda de absorção em 520 nm no espectro de luz visível. 

No entanto, as soluções de AuNPs aparecem na cor vermelha. Para AuNPs 

menores (ou seja, 5 nm de diâmetro), os elétrons de superfície são oscilados pela 

luz que entra em um modo dipolo, mas a ressonância plasmônica de superfície é 

muito sensível à composição, tamanho, forma, distância entre partículas e ambiente 

(propriedades dielétricas) das AuNPs 40,43.  
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Figura 5. Nanopartículas de ouro comumente aplicadas em aplicações biomédicas. 
(a) Nanobastões de ouro, (b) nanopartículas de núcleo-casca de sílica-ouro e (c) 
nanocages de ouro. A cor intensa dessas nanopartículas surge da excitação 
coletiva de seus elétrons de condução, ou ressonância plasmônica de superfície, o 
que resulta na absorção de fótons em comprimentos de onda que variam com (a) 
razão de aspecto, (b) espessura da camada e / ou (c) deslocamento galvânico pelo 
ouro 33. 

 

Fonte: DREADEN, E.C.; ALKILANY, A.M.; HUANG, X.; MURPHY, C.J.; & EL-SAYED, M.A. 
(2012) 33. 
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Isso também explica os correspondentes deslocamentos de banda 

plasmônica de superfície (desvio para o vermelho), o que resulta em mudanças de 

cor (vermelho para roxo) que são observadas durante a agregação de pequenas 

AuNPs. Quando AuNPs agregam, seus plasmons de superfície se combinam 

(acoplamento de plasmon interpartículas), e o agregado pode ser considerado 

como uma única partícula grande, apesar de descrito na literatura, o acoplamento 

de plasmon interpartículas é bastante complexo e dependente de muitos fatores, 

como morfologia, agregação e densidade de nanopartículas 40,43. 

 

2.5 Métodos de sínteses de nanopartículas de ouro 

Os métodos de sínteses de AuNPs ouro e outros coloides metálicos podem 

ser divididos em dois grupos: métodos de dispersão e métodos de condensação. 

 

2.5.1 Métodos de dispersão (top-down) 

Os métodos de dispersão para sintetizar AuNPs são baseados na destruição 

de um cristal de ouro metálico por meio da aplicação de um campo elétrico de alta 

voltagem ou ablação a laser. A formação de nanopartículas de ouro ocorre por meio 

da formação de um arco elétrico entre dois eletrodos de ouro metálico imerso em 

meio líquido, levando ao um evento de transferência de massa, na qual ocorre a 

formação do coloide metálico 46. 

O rendimento, o tamanho e a morfologia das AuNPs formadas pelos 

métodos de dispersão dependem da voltagem aplicada entre os eletrodos, da 

‘intensidade da corrente e da presença de eletrólitos em solução. A aplicação de 

corrente direta leva a formação não uniforme das NPs. O uso de álcalis ou cloretos 

e a aplicação de corrente alternada de alta frequência nos métodos de dispersão 

auxiliam no controle da síntese e na obtenção de NPs de qualidade 46. 

 

2.5.2 Métodos de condensação (bottom-up) 

Os métodos de condensação costumam ser mais usados do que os métodos 

de dispersão. Esse método baseia-se na redução de haletos de ouro, como por 
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exemplo HAuCl4, utilizando agentes redutores ou por meio da aplicação de 

radiação ultravioleta, raios X e gama, ultrassom e radiólise de pulso ou laser. 

Diversos compostos inorgânicos e orgânicos podem ser utilizados como agente 

redutor. Na literatura são descritos vários métodos para esse tipo de síntese, um 

dos mais utilizados é o método de Turkevich, no qual o citrato é usado como agente 

redutor, e o de Brust. O princípio básico de ambos os métodos para a síntese de 

AuNPs por redução é a utilização de um agente redutor capaz de reduzir o ouro 

Au3+ em Au0 47,48.  

O método de Turkevich foi o primeiro método estabelecido e publicado em 

1951. Utiliza o citrato de sódio como agente redutor e estabilizante de 

nanopartículas de ouro em dispersões coloidais 47. Já método Brust utiliza 

condições adversas, como a aplicação de boro-hidreto de sódio para reduzir o 

Au3+ 48. Este é considerado um método eficiente de produção de AuNPs, mas é 

inadequado na presença de peptídeos, uma vez que o boro-hidreto de sódio reduz 

os grupos funcionais presentes nos esqueletos peptídicos, diminuindo ou 

eliminando a especificidade das biomoléculas no direcionamento a alvos 

específicos. O método de redução por boro-hidreto de sódio e o uso de tióis para 

estabilizar as nanopartículas de ouro a partir de ligações químicas fortes (tiol-ouro) 

forma AuNPs altamente estáveis. As AuNPs estabilizadas por moléculas com 

grupos tióis perdem a característica potencial de serem funcionalizadas ou 

sensibilizadas para liberação de fármacos, incluindo peptídeos, proteínas e vários 

vetores bioquímicos que são normalmente usados para direcionar AuNPs na 

terapia e diagnóstico de neoplasias 31,49 . 

No preparo de AuNPs com tamanho e forma controlada, geralmente se 

utiliza ambos os métodos, o de Turkevich e o de Brust como por exemplo para 

sintetizar nanobastões de ouro. Outros métodos foram desenvolvidos com base no 

uso de sistemas de solventes durante a produção de nanopartículas. Apesar de se 

tratar de métodos eficientes de produção, principalmente no controle da nucleação, 

permitindo controlar o tamanho e a forma geométrica das AuNPs, são 

ecologicamente inviáveis, exigindo processos de purificação onerosos, além de ter 

as desvantagens relacionadas à estabilidade, reatividade e biocompatibilidade 

caso haja concentração residual de solventes nocivos 30,31,50,51. 

A obtenção de AuNPs com propriedades desejáveis, tais como tamanho, 

forma e funcionalização de superfície, é possível a partir da alteração de algumas 
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variáveis, como os reagentes e agentes estabilizantes utilizados na síntese, 

concentração molar das espécies químicas envolvidas, temperatura, pH, 

velocidade de agitação e tempo de reação ou exposição 47,48,51. 

 

2.6 Nanotecnologia verde - Green Nanotechnology 

A nanotecnologia verde é a vertente da nanotecnologia que tem como 

objetivo o desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos de 

produção sustentáveis, de maneira a minimizar o uso de compostos tóxicos, os 

custos e o descarte apropriado dessas substâncias químicas. O intuito é diminuir 

os impactos ambientais gerados tanto no processo de produção como na utilização 

e descarte dos produtos 52-54. 

Muitos vegetais possuem antioxidantes em seus caules, folhas, flores, frutos, 

raízes e sementes. A maioria dessas substâncias antioxidantes naturais não são 

tóxicas para o organismo nem para o meio ambiente; são utilizadas há séculos 

pelos humanos tanto na alimentação como para fins terapêuticos. Vários estudos 

demonstram que é possível sintetizar AuNPs utilizando fitoquímicos (substâncias 

derivadas do metabolismo secundário dos vegetais) como agentes redutores e 

minimizar ou eliminar o uso de agentes químicos tóxicos. Na literatura, vários 

autores reportam o uso de fitoquímicos derivados da soja, do chá verde e da canela 

capazes de desempenhar ambas as funções, tanto a de agente redutor e como a 

de agente estabilizante na síntese de AuNPs 52,55-57. No presente estudo, o 

fitoquímico escolhido como agente redutor e estabilizante foi o epigalocatequina-3-

galato, um dos principais componentes do chá verde. 

 

2.6.1 Catequinas e Polifenóis do Chá:  

O chá verde é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. 

Atualmente, a Camellia sinensis (nome científico do chá verde) é utilizada não só 

para o desenvolvimento de vários extratos de alimentos, como também de produtos 

nutracêuticos, cosméticos e medicamentos. Uma série de estudos envolvendo o 

composto isolado epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) demonstrou a atividade 
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antioxidante mais potente dentre a fração de polifenóis sintetizados pela 

planta 53,55,56,58. 

O EGCG pode ser utilizado na composição de géis, cremes, loções e 

xampus para humanos e animais, produtos para cuidados com os pés, sabonetes, 

pasta de dentes, repelentes contra insetos e desinfetantes. As catequinas e seus 

derivados são utilizados por contribuírem para os efeitos benéficos atribuídos ao 

chá. Catequinas e polifenóis do chá são eficazes inibidores de espécies reativas de 

oxigênio in vitro e podem também funcionar como antioxidantes indiretamente 

através dos seus efeitos sobre os fatores de transcrição e atividade enzimática. 

Uma revisão extensa feita por Higdon e Frei, descreve os benefícios à saúde 

associados ao consumo do chá, o metabolismo e o potencial antioxidante das 

catequinas e polifenóis 53. 

Os mecanismos de ação de vários agentes quimiopreventivos da dieta 

ganharam considerável atenção na pesquisa do câncer. Diversas pesquisas foram 

realizadas para elucidar os mecanismos moleculares da quimioprevenção do 

câncer pelo chá verde e a principal catequina o EGCG. Vários mecanismos para 

explicar os potenciais quimiopreventivos do EGCG têm sido apresentados, entre os 

quais seu efeito em vias de sinalização celular específicas tem recebido 

considerável atenção por regular a proliferação e apoptose celular 59. O EGCG, 

além de outros mecanismos, em dose humana alcançável, é conhecido por ativar 

sinais de morte celular e induzir apoptose em células pré-cancerosas ou 

cancerosas, resultando na inibição do desenvolvimento e/ou progressão do tumor. 

É importante ressaltar que esses efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos do 

EGCG demonstraram ser seletivos para células cancerígenas, pois as células 

normais não foram afetadas pelo seu tratamento. Em células cancerosas, EGCG 

também causa inibição da atividade de tirosina quinases receptoras específicas e 

vias relacionadas a jusante de transdução de sinal 60,61.  

 

2.7 Nanomedicina e o Câncer 

O câncer é uma doença que desregula o processo básico de vida na célula, 

em quase todos os casos, alterando genes relacionados ao ciclo celular ou outros 

que influenciam na sobrevivência do tecido, produzindo o crescimento celular 
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desordenado das células cancerosas, podendo invadir outros tecidos de acordo 

com as características do câncer. A causa das alterações genéticas podem ser: 

mutação (modificação) de um ou mais genes; mutação de um grande segmento de 

um filamento de DNA (ácido desoxirribonucleico), contendo muitos genes; adição 

ou perda de grandes segmentos cromossômicos. Com o avanço da tecnologia e 

consequente aumento da longevidade, o câncer passou a ocorrer com maior 

incidência. Atualmente, está entre as 3 mais frequentes causas de morte por 

enfermidade em nível mundial 2,3. 

As diferentes abordagens baseadas em nanotecnologia podem ser usadas 

para aumentar a eficácia e reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos que utilizam 

medicamentos, como os quimioterápicos, ou o uso de radionuclídeos tanto para 

tratamento como também em diagnósticos de tumores e câncer. Materiais 

nanométricos possuem propriedades únicas que podem melhorar a eficácia, pois 

ocorre a redução da frequência posológica e consequentemente diminuição do 

nível de toxicidade dos tratamentos oncológicos 5,6. 

A pesquisa e investigação de compostos e substâncias com propriedades 

adequadas, gerou uma gama de formas de veicular, liberar e controlar o tamanho 

das nanopartículas. Atualmente, podemos citar os lipossomas, os dendrímeros, as 

nanoemulsões, os nanotubos de carbono, polímeros e nanopartículas 

organometálicas 8,62,63.        

 

2.8 Nanopartículas de ouro radioativas ou radiomarcadas 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) apresentam características importantes 

para utilização biomédica, como, por exemplo, na pesquisa e diagnóstico do câncer 

devido à sua natureza de espalhamento de luz única e propriedades fototérmicas. 

As AuNPs têm sido estudadas exaustivamente nos últimos anos, o que viabilizou o 

desenvolvimento de uma variedade de agentes com potencial teranóstico 

(compostos com características que possibilitam aplicação simultânea na terapia e 

diagnóstico de câncer) 11,64. 

Na quimioterapia convencional, os agentes são pequenas moléculas que 

apresentam biodistribuição inespecífica, o que causa danos aos tecidos saudáveis, 

além de ficarem restritos a alguns tipos de mecanismos de resistência das células 
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cancerosas, tais como a elevada quantidade de transportadores para fármacos 

expressos na membrana ou produção de enzimas capazes de metabolizar tais 

moléculas. O uso das AuNPs pode ser uma alternativa para mitigar ou solucionar 

esses problemas, uma vez que é possível funcionalizar a sua superfície utilizando 

moléculas com alta afinidade a sítios de ligação específica 65. A irradiação das 

AuNPs utilizando feixe de luz no infravermelho próximo (Near Infra Red - NIR) 

produz calor, permitindo o desenvolvimento de sistemas de liberação sensíveis a 

essa condição, como os hidrogéis, tornando possível a entrega de fármacos a 

locais de interesse quando aplicado o feixe. Também podem ser radiomarcadas ou 

empregadas na forma de radionuclídeo (198Au/199Au), possibilitando a pesquisa de 

novos radiofármacos 62,66,67. 

Na última década, pesquisadores demonstraram uma metodologia eficiente 

para sintetizar e estabilizar AuNPs radioativas utilizando um agente redutor e 

estabilizante atóxicos. Esse estudo foi realizado a partir da redução de NaAuCl4 

pelo conjugado trimérico fosfina-alanina (THPAL, P(CH2NHCH3COOH)3) na 

presença de goma arábica como agente estabilizante 63. Roy e Lahiri produziram 

nanopartículas de 198Au usando o princípio da nanotecnologia verde. Nesse 

método, as nanopartículas foram estabilizadas com polietilenoglicol (PEG 4000) 68. 

A funcionalização das nanopartículas é uma etapa muito importante para 

diminuir a toxicidade e direcioná-las a alvos específicos. Em 2010, um grupo de 

pesquisadores desenvolveu nanopartículas de ouro funcionalizadas com o 

peptídeo bombesina, escolhido devido sua alta afinidade pelos receptores de 

liberação de gastrina (GRP) in vivo. Esses receptores são expressos em altas 

quantidades pelas células de tumores de pulmão, próstata e mama 63. 

Estudos comprovam que a toxicidade pode ser alterada de acordo com o 

tipo de revestimento das partículas. Por esse motivo, costuma-se investigar a 

toxicidade de acordo com a concentração, tamanho, formato, carga de superfície, 

funcionalização da superfície e atividade nos casos de moléculas radioativas. Na 

literatura, já foi descrito o potencial da aplicação das nanopartículas de ouro no 

tratamento de tumores de próstata, mama e pâncreas 69-73. 

Em 2013, Luna et al. desenvolveram um estudo no qual o objetivo foi avaliar 

o potencial in vitro de AuNPs radiomarcadas com 177Lu e conjugadas com ciclo-

peptídeos no tratamento fototérmico plasmônico e radioterapia direcionada em 

células de câncer de mama MCF7. Após a irradiação do laser, na presença das 
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AuNPs funcionalizadas e radiomarcadas com 177Lu, o tratamento causou um 

aumento na a temperatura do meio (50,5°C, comparado a 40,3°C sem AuNPs), 

resultando em uma diminuição significativa na viabilidade e proliferação celular de 

MCF7 74. 

Nos EUA, pesquisadores estabeleceram um protocolo para a síntese de 

AuNPs radioativas, que foram desenvolvidas utilizando fitoquímicos como agentes 

redutores e estabilizantes. EGCG-198AuNPs foram sintetizadas utilizando o EGCG 

como agente redutor e estabilizante para converter o ouro radioativo em 

nanopartículas de ouro radioativas. O estudo realizado em 2012, foi demonstrado 

boa captação de EGCG-198AuNPs em tumores de próstata em roedores 75. Esse 

estudo mostra que cerca de 70% da dose injetada de EGCG-198AuNPs ficou retida 

no tumor de próstata até 24 horas. Essa captação foi atribuída à alta afinidade das 

EGCG-198AuNPs pelos receptores do tipo laminina (Lam-67R), que são expressos 

em grandes quantidades pelas células do câncer de próstata 52,55,75. 

Uma alternativa aos métodos de condensação convencional é a síntese de 

nanopartículas metálicas utilizando a radiação ionizante. Trata-se de um método 

que não utiliza solventes orgânicos e pode ser considerado uma alternativa aos 

métodos químicos convencionais, com a vantagem para aplicação em 

Nanomedicina devido a possibilidade de síntese e esterilização simultânea. A 

síntese induzida por radiações ionizantes requer a utilização de agentes 

estabilizantes para prevenir a agregação e precipitação das nanopartículas 14,76-78. 
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Figura 6. Aplicações biomédicas de AuNPs. Devido às suas propriedades físico-
químicas, ópticas e eletrônicas únicas, AuNPs têm sido exploradas para uma ampla 
gama de aplicações em diagnóstico, imagem, terapia e liberação de fármacos, 
genes, proteínas e peptídeos 79. 

 

Fonte: Adaptado de HER, S.; JAFFRAY, D.A.; ALLEN, C. (2017) 79.   
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2.9 Principais técnicas utilizadas em nanotecnologia: Caracterização físico-

química de nanopartículas de ouro 

2.9.1 Espectroscopia UV-Visível 

Conceito: Radiação e energia 

A radiação é uma forma de energia transmitida como ondas 

eletromagnéticas. É assim chamada porque possui campos elétricos e magnéticos 

que oscilam simultaneamente em planos mutuamente perpendiculares entre si. A 

radiação eletromagnética espacial tem natureza dual: exibe propriedades de onda 

e propriedades de partículas.  

Absorção e Emissão de Radiação. 

A radiação eletromagnética pode interagir com a matéria de várias maneiras. 

Se a interação resulta na transferência de energia de um feixe de energia radiante 

para a matéria, é chamada de "absorção". O processo reverso em que uma parte 

da energia interna da matéria é convertida em energia radiante é chamada de 

"emissão". Na emissão, espécies em um estado excitado podem emitir fótons de 

energias características retornando ao estado de energia mais baixos ou estados 

fundamentais. Parte da radiação que passa pela a matéria, em vez de ser 

absorvida, pode ser espalhada ou refletida ou pode ser reemitida no mesmo 

comprimento de onda ou em um comprimento de onda diferente ao emergir da 

amostra. A radiação, que não é absorvida nem espalhada, pode sofrer mudanças 

na orientação ou polarização à medida que passa pela amostra 80. Na figura 7 é 

apresentado o diagrama do espectro eletromagnético, mostrando o tipo de 

comprimento de onda com exemplos, frequência e temperatura de emissão. 
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Figura 7. Diagrama do espectro eletromagnético, mostrando o tipo de comprimento 
de onda com exemplos, frequência e temperatura de emissão 81.  

 

Fonte: Domínio público. EM Spectrum Properties es.svg. Criadoeml: 17 de fevereiro de 2008. 
Disponível em: <https://es.wikipedia.org/wiki/>  Acesso em set. 2020 81. 

 

Espectroscopia é o estudo das propriedades da matéria por meio de sua 

interação com vários tipos de radiação (principalmente radiações do espectro do 

eletromagnético). 

Técnicas espectrométricas são um grande grupo de métodos analíticos 

baseados em espectroscopia atômica e molecular. Espectrometria e métodos 

espectrométricos referem-se à medição da intensidade de radiação com um 

transdutor fotoelétrico ou outro tipo de dispositivo eletrônico. A espectrometria UV-

VIS é uma das técnicas instrumentais de análise mais antigas e é a base para uma 

série de métodos ideais para a determinação qualitativa e quantitativa de analitos 

em uma amostra. Diz respeito à medição da interação de radiações 

eletromagnéticas no ultravioleta (UV) e/ou região do visível com as espécies 

absorventes como átomos, moléculas ou íons. 

Origem e características do espectro UV-visível: 

O espectro UV-VIS resulta da interação da radiação eletromagnética na 

região UV-Visível com moléculas, íons ou complexos. É a base da análise de 
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diferentes substâncias orgânicas e inorgânicas. Estas determinações encontram 

aplicações em pesquisa, indústria, laboratórios clínicos e na análise química de 

amostras ambientais 80.  

 Nanopartículas de metal dentro de 100 nm de diâmetro espalham a luz 

óptica com muita eficiência devido à sua ressonância plasmônica de superfície. 

Esta é uma ressonância coletiva de os elétrons de condução no metal. A largura de 

banda do espectro, magnitude, e o pico de comprimento de onda da ressonância 

plasmônica ligada à nanopartícula depende da composição do material, meio, 

forma e tamanho do material. Por exemplo, as partículas de ouro apresentam uma 

forte banda de absorbância na região visível (500-600 nm) 82.   

 

2.9.2 Fluorescência – EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH 

A fluorescência é a emissão de luz a partir de um estado excitado, no qual o 

retorno ao estado fundamental ocorre via emissão de um fóton. Este fenômeno 

normalmente ocorre em compostos orgânicos aromáticos. Algumas substâncias 

fluorescentes típicas (fluoróforos) emitem em um comprimento de onda particular 

na região do espectro visível, onde um feixe da emissão da fluorescência é 

detectado, gravado e traçado em função do comprimento de onda. Mesmo as 

substâncias não-fluorescentes podem ser estudadas desse modo usando uma 

marcação com fluoróforos 83.  

Fluorescência é uma metodologia usada extensivamente em biotecnologia, 

citometria de fluxo, diagnóstico médico, sequenciamento de DNA, forense e análise 

genética, para citar alguns. A detecção por fluorescência é altamente sensível e 

permite que despesas e dificuldades de manuseio de traçadores radioativos para a 

maioria das medições bioquímicas sejam minimizadas. A imagem de fluorescência 

pode revelar a localização e medições de moléculas intracelulares, às vezes no 

nível de detecção de uma única molécula. A tecnologia de fluorescência é usada 

por cientistas de muitas áreas 83.  

A espectroscopia de fluorescência usa um laser de excitação para excitar 

fluoróforos nas moléculas de uma amostra, o qual é emitido durante o 

abrandamento dentro de um período dos nanosegundos.  É uma técnica 

extremamente sensível e pode detectar quantidades extremamente pequenas do 

analito. A espectroscopia da fluorescência é útil em muitas aplicações em diversos 
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campos, na qual se baseia na detecção e na determinação de compostos 

orgânicos. Em biociência, a técnica é utilizada para a quantificação de DNA e RNA; 

na indústria é utilizada em vários ambientes como uma técnica rápida e não 

invasiva de detecção de contaminantes; na química pode ser empregada no campo 

da síntese de nanopartículas para uso na medicina; no monitoramento ambiental, 

como por exemplo no monitoramento de águas residuais; na área farmacêutica 

como controle de qualidade para analisar medicamentos; na agricultura é utilizada 

para identificar diferentes variedades de culturas 83. 

 

2.9.3 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 

- Dynamic Light Scattering - DLS 

A detecção de dispersão de luz é uma técnica útil com aplicações em 

inúmeras disciplinas onde, dependendo da fonte de luz e detector, propriedades 

específicas de moléculas podem ser estudadas. Em um experimento de 

espalhamento de luz típico, a amostra é exposta a uma onda de luz monocromática 

e um detector apropriado detecta o sinal. Um dos primeiros experimentos de 

dispersão de luz foi descrito por John Tyndall, que caracterizou a dispersão de luz 

de suspensões coloidais (Efeito Tyndall), onde as partículas são maiores do que o 

comprimento de onda da luz incidente (Tyndall 1868) 84. 

Considerações teóricas: 

Quando um feixe de luz monocromático encontra a solução contendo 

macromoléculas, a luz se espalha em todas as direções em função do tamanho e 

da forma dessas partículas. No espalhamento de luz estático, a intensidade da luz 

espalhada é analisada como intensidade média do tempo, o que fornece 

informações sobre peso molecular e raio de giração de macromoléculas. Por outro 

lado, se as leituras de intensidade (causadas devido ao movimento browniano de 

macromoléculas em solução) de luz espalhada são analisadas, o coeficiente de 

difusão (Dτ) que está relacionado ao tamanho hidrodinâmico das macromoléculas 

pode ser obtido. Espalhamento de luz dinâmico, também conhecido como 

espectroscopia de correlação de fótons ou espalhamento de luz quase elástico, é 

uma técnica que mede principalmente o movimento browniano de macromoléculas 

em solução que surge devido ao choque de moléculas de solvente e relaciona esse 

movimento ao tamanho das partículas 84. 
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O DLS tem se mostrado particularmente popular na determinação do 

comportamento hidrodinâmico de nanopartículas, proteínas, ácidos nucléicos e 

vírus devido à sua capacidade de fornecer informações sobre tamanho e agregação 
84. A taxa de difusão das nanopartículas afeta o tempo, com o qual a função diminui. 

Como a análise é baseada no movimento browniano, no qual as partículas grandes  

movem-se mais lentamente e dispersam mais luz do que as pequenas partículas. 

O diâmetro de uma esfera hipotética não porosa que pode se difundir na mesma 

velocidade que a das nanopartículas a serem caracterizadas é referido como o 

diâmetro hidrodinâmico, e o cálculo depende do tempo da medição da intensidade 

de espalhamento. Com isso também é possível obter detalhes sobre o estado de 

agregação das nanopartículas. Uma solução agregada terá tamanhos-diâmetros 

hidrodinâmicos maiores que o tamanho por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET), enquanto a solução não agregada terá um diâmetro semelhante ao tamanho 

por MET. Os diâmetros hidrodinâmicos dependem do tamanho e forma das 

macromoléculas 82 . 

 

2.9.4 Potencial Zeta 

Quase todos os materiais ou particulados em contato com um líquido 

adquirem uma carga elétrica em sua superfície. Essa carga pode aparecer de 

várias maneiras - a dissociação de grupos ionogênicos na superfície da partícula e 

a adsorção diferencial de íons da solução na superfície da partícula. A carga líquida 

na superfície da partícula afeta a distribuição de íons na sua vizinhança, 

aumentando a concentração de contra íons junto à superfície. Assim, forma-se uma 

dupla camada elétrica na interface da partícula com o líquido 85. 

Essa dupla camada divide-se em duas regiões: uma região interna que inclui 

íons fortemente ligados à superfície e uma região exterior onde a distribuição dos 

íons é determinada pelo equilíbrio entre forças eletrostáticas e movimento térmico. 

Dessa forma, o potencial nessa região decai com o aumento da distância da 

superfície até, a uma distância suficientemente grande, atingir o potencial da 

solução. Esse potencial é convencionado como potencial zero 85. 

Em um campo elétrico, como em microeletroforese, cada partícula e os íons 

mais fortemente ligados à mesma se movem como uma unidade, e o potencial no 
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plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante é chamada de 

potencial Zeta 85. 

Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete 

a carga efetiva nas partículas, ele se correlaciona com a repulsão eletrostática entre 

elas e com a estabilidade da suspensão. O potencial Zeta é um indicador útil dessa 

carga e pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensões ou 

emulsões coloidais. Quanto maior o potencial Zeta mais provável que a suspensão 

seja estável pois as partículas carregadas se repelem umas às outras e essa força 

supera a tendência natural à agregação. A medida do potencial Zeta é usada com 

frequência como a chave para compreender processos de dispersão e agregação 

em aplicações tão diversas quanto purificação de água, moldes cerâmicos ou a 

formulação de tintas e cosméticos 85. 

Em termos de estabilidade coloidal, os sólidos têm energia livre mais baixa 

e são mais estáveis do que coloides; que existem em um estado metaestável - eles 

estão constantemente sob a influência de forças atrativas. As forças repulsivas 

evitam a sua agregação. Na maioria dos líquidos polares, essas forças são 

provenientes das cargas das partículas. As mudanças na energia livre podem 

provocar instabilidade do estado. O valor mais elevado implica na dispersão mais 

estável. Valores baixos podem indicar instabilidade coloidal que pode levar à 

agregação 85.  

Nanopartículas ou partículas coloidais terão uma carga superficial em 

suspensão. Assim, sob um campo elétrico, a medição óptica do movimento da 

partícula pode ser usado para determinar o potencial Zeta. A eletroforese refere-se 

ao movimento das nanopartículas sob um campo elétrico aplicado. As 

nanopartículas devem estar suspensas em um solvente de índice de refração 

conhecido. Assim o potencial Zeta será a medida da carga elétrica efetiva na 

superfície da nanopartícula e quantifica a estabilidade de carga das partículas 

coloidais 82 . 

A magnitude do potencial Zeta fornece informações sobre a estabilidade das 

nanopartículas. A maior magnitude representa maior estabilidade devido ao 

aumento da repulsão eletrostática. As partículas com potencial Zeta nas faixas de: 

0-5 mV tendem a se agregar; 5–20 mV são minimamente estáveis; 20–40 mV são 

moderadamente estáveis e com potencial Zeta com magnitude superior a 40 mV 

são altamente estáveis. Outro fator importante que pode influenciar a magnitude da 
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carga de superfície da nanopartícula é o pH da solução. Em um determinado pH, a 

carga superficial pode ser levada a zero, que é conhecido como o ponto 

isoelétrico 82. 

 

2.9.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As técnicas de microscopia eletrônica revolucionaram a tecnologia atual. 

Tanto a microscopia eletrônica de varredura (MEV) e transmissão (MET) como as 

microscopias de força atômica (AFM) e de tunelamento são utilizadas no 

desenvolvimento da nanotecnologia na avaliação e manipulação da matéria em 

escala nano e atômica 82,86. Neste trabalho apenas a microscopia de transmissão 

foi utilizada. 

A caracterização estrutural e analítica em escala nanométrica passou a ser 

muito importante para todos os tipos de materiais nos últimos anos. O Microscópio 

Eletrônico de Transmissão (MET) é um instrumento para avaliar parâmetros como 

tamanho de partícula, tamanho de grão, tipo de rede, informações morfológicas, 

detalhes cristalográficos, composição química, tipo de fase e a distribuição. Os 

padrões de difração de elétrons de nanomateriais também são usados para adquirir 

informações quantitativas contendo tamanho, identificação de fase, relação de 

orientação e defeitos de cristal na estrutura da rede etc. 82,86.  

A formação de imagem no MET é uma projeção bidimensional da amostra, 

podendo haver sobreposição das linhas e áreas de interesse. A imagem final pode 

ser de campo claro ou campo escuro, sendo que cada modo de imagem fornece 

informações complementares sobre a amostra. No modo campo claro, uma 

abertura é acionada no plano focal inferior da lente objetiva que permite a 

passagem apenas dos feixes diretos, não difratados. As regiões correspondentes 

a estes feixes surgem escuras na imagem, enquanto regiões com nenhuma 

amostra no caminho do feixe aparecem mais claras na imagem. Na imagem de 

campo escuro, o feixe direto é bloqueado pela abertura do plano focal inferior 

enquanto um ou mais feixes difratados passam pela lente objetiva e aparecem 

claros na imagem. As regiões cujos feixes refratados não foram coletados vão 

aparecer escuras na imagem. Os feixes difratados interagem com a amostra, 

fornecendo importantes informações, como defeitos na estrutura e tamanho de 

partículas 82,86. 
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A maioria dos MET utilizados em nanotecnologia dispõe de tensão de 

aceleração de até 300 kV. No entanto, para amostras biológicas em geral, operam 

na faixa de 60 a 80 kV 82,86. 

 

2.9.6 Espectroscopia de Emissão Óptica por Plasma Acoplado 

Indutivamente (ICP-OES) 

A Espectroscopia de Emissão Óptica de Plasma Acoplado Indutivamente 

(ICP-OES) é uma técnica que usa um plasma como fonte e depende da emissão 

óptica para análise. No entanto, ao contrário de muitos outros espectrômetros, a 

amostra não é simplesmente colocada entre a fonte e o detector. O ICP-OES é 

usado principalmente para amostras líquidas, que primeiro precisam ser 

transformadas em um aerossol (“nebulização”) e, em seguida, são injetadas no 

plasma 82. Quando a energia do plasma é fornecida a uma amostra de análise de 

fora, os elementos componentes (átomos) são excitados. Quando os átomos 

excitados retornam à posição de baixa energia, os raios de emissão (raios do 

espectro) são liberados e os que correspondem ao comprimento de onda do fóton 

são medidos. O tipo de elemento é determinado com base na posição dos raios de 

fótons, e o conteúdo de cada elemento é determinado com base na intensidade dos 

raios 87. 

Para gerar o plasma, primeiro o gás argônio é fornecido à bobina da tocha e 

uma corrente elétrica de alta frequência é aplicada à bobina de trabalho na ponta 

do tubo da tocha. Usando o campo eletromagnético criado no tubo da tocha pela 

corrente de alta frequência, o gás argônio é ionizado e o plasma é gerado. Este 

plasma possui alta densidade de elétrons e temperatura (10000 K) e esta energia 

é utilizada na excitação-emissão da amostra. As soluções das amostras são 

introduzidas no plasma em um estado atomizado através do canal estreito no centro 

do tubo da tocha 87. 

A espectroscopia ICP-OES tornou-se a tecnologia líder para a análise de 

rotina de amostras líquidas, bem como de materiais que podem ser facilmente 

transformados em uma forma líquida por dissolução ou digestão. O ICP-OES pode 

ser utilizado para quantificação de diversos elementos e consequentemente para 

diversas aplicações, tais como, calcular o rendimento de uma síntese, quantificar 

impurezas indesejáveis em um produto, rastrear metais e outros elementos em 
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solos e águas contaminadas etc. 87. Neste trabalho a espectroscopia ICP-OES foi 

utilizada para verificar o rendimento e otimizar os métodos de síntese de AuNPs. 

 

2.9.7 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida - SDS PAGE 

A eletroforese em gel é uma técnica analítica comum que separa 

macromoléculas ou partículas com base em seu tamanho, forma e carga. É uma 

ferramenta poderosa para analisar nanopartículas de ouro e as modificações de 

superfície. A cor distinta das nanopartículas de ouro e de outras nanopartículas 

compostas por metais nobres permite a observação direta da amostra e suas 

migrações dentro do gel 88. 

A modificação da superfície do ouro com ligantes carregados ou moléculas 

com grupos químicos amina, carboxila, oligonucleotídeos ou proteínas geralmente 

resulta em uma mudança na carga da superfície, que pode ser vista por um padrão 

de migração alterado (direção ou distância de migração) em géis de agarose ou 

poliacrilamida utilizados em eletroforese. Além disso, o revestimento de superfície 

com biomoléculas, como proteínas, aumenta o tamanho das nanopartículas, 

diminuindo assim sua velocidade eletroforética quando comparada a 

nanopartículas de ouro não modificadas 88. 

A eletroforese em gel pode, assim, ser efetivamente usada na otimização 

das condições de conjugação de moléculas em nanopartículas de ouro, revelando 

o ponto de saturação além do qual o aumento da carga de moléculas não causa 

mais deslocamento de migração da banda. A eletroforese em gel de agarose 

também pode ser usada para separação seguida de isolamento e purificação de 

componentes individuais após a funcionalização 88. 

O termo SDS-PAGE significa eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio 

(SDS) poliacrilamida (PAGE) e é útil para análise de peso molecular de proteínas. 

SDS é um detergente que se dissocia e desdobra proteínas oligoméricas em suas 

subunidades. O SDS se liga aos polipeptídios para formar complexos com razão 

carga/massa bastante constante. A taxa de migração eletroforética através de um 

gel é, portanto, determinada apenas pelo tamanho dos complexos. Os pesos 

moleculares são determinados utilizando simultaneamente padrões de proteínas 

de peso molecular conhecido (markers ou ladders) 88. Neste trabalho a eletroforese 
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foi utilizada como ensaio para compreender o tipo de ligação/interação entre as 

nanopartículas de ouro e o recobrimento proteico de albumina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os materiais utilizados para a elaboração dessa tese estão descritos em 

detalhes no APÊNDICE A e os principais equipamentos utilizados estão descritos 

no APÊNDICE B. 

3.1 Planejamento experimental 

Organograma com o planejamento experimental está dividido em duas 

estas. A etapa I consiste no desenvolvimento de uma nova nanopartícula de ouro 

produzida com base nos conceitos de nanotecnologia verde funcionalizada com 

albumina do soro humano via radiação gama. A etapa II implica em ensaios para 

avaliar a toxicidade dessas partículas assim como seu potencial para aplicações 

biomédicas em nanomedicina. Na figura 8 é apresentado sucintamente o 

organograma do planejamento experimental deste estudo. 

 

Figura 8. Organograma de planejamento experimental 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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3.2 Síntese das nanopartículas 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas por meio da 

adaptação da metodologia estabelecida por Katti e colaboradores 52. O método de 

síntese se inicia com a dissolução de 1,6 mM de NaAuCl4 em água ultrapura ou em 

solução tampão fosfato (10 mM), previamente aquecida a temperatura de 50 °C, 

seguida da adição do agente redutor EGCG na concentração de 0,8 mM sob 

agitação vigorosa (1500 rpm). Os átomos de Au3+ são reduzidos em Au0 em poucos 

segundos. A reação permaneceu sob agitação por mais 2 min, a formação das 

AuNPs é facilmente evidenciada pela mudança de coloração de amarela para 

vermelho em poucos instantes após a adição do agente redutor. Em seguida, a 

suspenção de AuNPs mistura é retirada do aquecimento e deixada sob agitação 

em temperatura por mais 2 horas.  

Na figura 9 está representada a síntese de AuNPs. 

 

Figura 9. Representação esquemática da síntese de EGCG-AuNPs.  

 
Fonte: Adaptado de: FREITAS F.L.; VARCA, G.H.C.; BATISTA, J. G. S.; BENÉVOLO, L.A. (2020).I

 

Foram realizadas duas etapas de centrifugação para eliminar os produtos de 

oxidação e obter nanopartículas com menor variação de tamanho possível, ou seja, 

menor índice de polidispersão. A suspensão de nanopartículas resultante foi 

armazenada a 4°C 

 

 
I Patente depositada no INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Depósito: 

11/02/2020. Consultar APÊNDICE C  
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O recobrimento com albumina foi realizado inicialmente utilizando albumina 

do soro bovino (ASB) e após padronização e otimização do método foi utilizada a 

albumina do soro humano (ASH). Foram testadas concentrações que variaram de 

0,2 a 1% (m/v). Após a homogeneização, as nanopartículas foram submetidas a 

radiação gama na dose otimizada de 10 kGy e taxa de dose de 5 kGy.h-1. Na figura 

10 está representada esquematicamente a funcionalização com o recobrimento 

proteico das EGCG-AuNPs via radiação ionizante. 

 

Figura 10. Representação esquemática da funcionalização induzida por radiação 
gama (10 kGy) das EGCG-AuNPs com albumina do soro bovino (ASB) ou albumina 
do soro humano (ASH).  

 
Fonte: Adaptado de: FREITAS F.L.; VARCA, G.H.C.; BATISTA, J. G. S.; BENÉVOLO, L.A. (2020).II

 

 As especificações e parâmetros estão descritos pormenorizadamente na 

patente depositada.II 

  

 
II Patente depositada no INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Depósito: 

11/02/2020. Consultar APÊNDICE C 
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3.3 Caracterização Físico-Química das Nanopartículas de Ouro  

3.3.1 Espectrofotometria UV-Visível 

As nanopartículas de ouro são conhecidas pela ressonância plasmônica de 

superfície, que é observada no espectro de extinção no UV-Visível característico 

de AuNPs com cerca de 15-40 nm, apresentando uma banda larga com absorção 

máxima entre 520-540 nm. Esse fenômeno também é responsável pela coloração 

das suspenções coloidais de AuNPs, que varia de acordo com o tamanho e as 

diferentes formas geométricas. Os espectros foram obtidos em espectrofotômetro 

modelo Spectramax i3 (Molecular Devices, USA). 

A espectrofotometria UV-Visível foi utilizada como técnica fundamental para 

a verificação da formação das AuNPs e para acompanhar a estabilidade da 

suspenção coloidal, otimização e reprodutibilidade do método de síntese. 

 

3.3.2 Fluorescência – EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH 

A técnica espectrofotométrica por fluorescência foi utilizada para verificar 

como os resíduos de aminoácidos se comportam quando a albumina está adsorvida 

na nanopartícula de ouro antes e após irradiação gama (ɣ). Os espectros de 

fluorescência foram obtidos em espectrofotômetro modelo Spectramax i3 

(Molecular Devices, USA). Foram verificados os sinais de fluorescência nos 

principais resíduos considerados fluoróforos triptofano (excitação em 295 nm e 

emissão de 320 a 500 nm), fenilalanina (excitação em 260 nm e emissão de 285 a 

500 nm) e tirosina (excitação em 272 nm e emissão de 297 a 500 nm) quando a 

albumina está adsorvida na nanopartícula de ouro antes e após a irradiação. 

Também foi observado por fluorescência a formação de bitirosina (excitação em 

325 nm e emissão de 350 a 600 nm) nas amostras irradiadas.  

As microplacas utilizadas para o ensaio baseado em fluorescência foram 

microplacas de 96 poços com paredes e fundo preto que minimizam a diafonia e a 

autofluorescência poço a poço e, portanto, são otimizadas para aplicações 

baseadas em fluorescência.  
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3.3.3 Rendimento da Síntese por Espectroscopia de Emissão Óptica por 

Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) 

Para determinar o rendimento no processo de síntese das AuNPs foi 

utilizado o método de determinação de ouro (Au) por Espectroscopia de Emissão 

Óptica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES).  

Foi utilizado o equipamento espectrômetro de emissão óptica com plasma 

de argônio (ICP OES), marca Spectro, modelo Arcos (Spectro Analytical 

Instruments Co, Kleve, Alemanha).  

A determinação das concentrações de ouro foi realizada com base na curva 

de calibração preparada a partir de diluições da solução padrão certificada de Au 

(1000 µg.mL-1, Inorganic Ventures, USA), em meio de solução de HNO3 1 % (v/v) 

preparada com água tipo I (18,25 cm MΩ, Biosafer). Essas soluções foram 

preparadas em base massa utilizando balança analítica calibrada. 

As determinações foram realizadas utilizando a linha espectral de 

242,795 nm, nas amostras previamente preparadas e entregues no Laboratório de 

Análises Química e Ambiental (LAQA) localizado no Centro de Química e Meio 

Ambiente (CEQMA-IPEN). O LAQA possui sistema de gestão da qualidade 

implantado com base na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. 

 

3.3.4 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) e Potencial Zeta 

O tamanho das partículas foi obtido usando o espalhamento dinâmico de luz 

(DLS) medido pelo Zetasizer Nano-ZS Instrument (Malvern Panalytical). O ângulo 

de detecção foi de 173°. 1 mL de suspensões de nanopartículas de ouro foi 

colocado em cubetas adequadas para a técnica de espalhamento de luz e medidas 

a 25°C. O sistema automatizado de caracterização de partículas do software 

Zetasizer, versão 7.12, foi o software utilizado para obter e analisar os dados de 

tamanho das nanopartículas de ouro. No DLS a intensidade do espalhamento da 

luz é proporcional ao tamanho da partícula.  

A estabilidade das nanopartículas foi inferida indiretamente pelo Potencial 

Zeta. A medida da magnitude da repulsão ou de atração eletrostática ou das cargas 

entre partículas é um dos parâmetros fundamentais que afetam a estabilidade, o 

outro é o impedimento estérico.  
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Foi verificada a estabilidade das AuNPs em relação ao pH e concentração 

de NaCl. Foi observado por DLS a variação de tamanho da nanopartícula EGCG-

AuNPs frente as mudanças de pH e a adição de NaCl. Para tanto, o equipamento 

de DLS foi acoplado a um módulo de titulação automática com pHmetro.  

No caso da titulação ácido-base, a amostra EGCG-AuNPs foi submetida a 

pH 11 com adição de NaOH 0,1 M e depois acidificada com pequenas adições de 

HCl 0,1 M até pH 3, a cada variação de aproximadamente 0,5 no valor de pH foi 

feita uma medida de tamanho por DLS.  

Na avaliação frente à adição de NaCl, foi realizada uma medida de tamanho 

das EGCG-AuNPs por DLS a cada 0,5% de NaCl adicionado, até a concentração 

final de 7,5% de NaCl.  
 

Para determinar a concentração adequada de albumina, foi realizada a 

avaliação de tamanho e estabilidade, utilizando as técnicas DLS e Potencial Zeta 

respectivamente. A adição de ASH foi realizada utilizando o mesmo aparato de 

titulação automática descrito anteriormente.  

 

3.3.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram 

adquiridas usando uma câmera OneView 4K (Gatan) com uma faixa de 

desfocagem de -1 a -2 μm em temperatura ambiente em um microscópio JEOL 

JEM 1400Plus operado a 120 kV. As amostras foram preparadas em grades de 

cobre de malha 400 descarregadas pelo brilho (15 mA, carga negativa por 25 s) 

cobertas por uma fina camada de filme contínuo de carbono (Ted Pella, Inc., EUA). 

Após 1 minuto, o excesso de amostra foi secado com papel de filtro e a grade foi 

lavada três vezes com água deionizada. Nos casos das amostras contendo 

proteína foi feita uma etapa adicional após a lavagem na qual adicionou-se acetato 

de uranila para melhorar o contraste e diminuir a desnaturação das moléculas 

orgânicas. 

O diâmetro médio das nanopartículas foi determinado por meio das 

ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®, o mesmo utilizado para 

aquisição das imagens. Antes de obter as medidas das nanopartículas, as 

ferramentas do software são calibradas de acordo com a magnificação da imagem. 
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Para a obtenção da média foram feitas as medições em 400 nanopartículas para 

cada amostra, utilizando critérios pré-definidos.  

Foram estabelecidos os seguintes critérios:  

 De cada nanopartícula de ouro foram obtidas as médias de 3 medidas para o core 

(uma medida com ferramenta de circunferência e duas medidas com a ferramenta 

de secção levando em consideração as maiores dimensões da nanoestrutura); 

 Para AuNPs contendo recobrimento proteico de albumina foram obtidas as médias 

de 3 medidas para o core e mais 3 medidas para o recobrimento proteico utilizando 

as ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®; 

 Não foram consideradas para a contagem as AuNPs: 

- Sobrepostas 

- Minimamente encostadas;  

- Tangenciando a borda da imagem; 

- Enquadradas parcialmente (cortadas pela borda da imagem). 

 

3.3.6 Eletroforese: SDS-PAGE  

Alíquotas das amostras de nanopartículas de ouro EGCG-AuNPs, EGCG-

AuNPs-ASH, EGCG-AuNPs-ASHɣ, albumina do soro humano (ASH) e albumina do 

soro humano irradiada a 10 kGy (ASHɣ) foram diluídos em tampão de amostra 

contento β-mercaptoetanol e dodecilsulfato de sódio como agente desnaturante, e 

azul de bromofenol e glicerina. O tampão de corrida e o tampão de empilhamento 

foram feitos com Tris (aminoetano). O persulfato de amônio foi utilizado para a 

polimerização do gel de poliacrilamida (bis-acrilamida e acrilamida) e a 

tetrametiletilenodiamina (TMED) para acelerar a reação de polimerização. Para o 

gel de corrida foi utilizado 12% de poliacrilamida e o gel de empilhamento 4%, 

utilizando marcador de proteína de amplo espectro de massa (“high range”: 10-

260 kDa). Durante a corrida, a cuba foi submetida a 180 V (aproximadamente 100 

mA), nesta etapa não existe um tempo pré-definido, a migração das amostras 

depende de suas características, assim foi realizada a observação até o momento 

em que as amostras terminem a migração sem que atravessem totalmente o gel. 

O tempo de corrida deve ser suficiente para que a migração do marcador padrão 

utilizado termine. Após a corrida e retirada da cuba, o gel foi colocado em placa de 
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petri e corado por 12 horas em solução corante de coomassie blue sob agitação 

em agitador tipo shaker a 40 RPM. Após a coração o gel foi descorado e em solução 

descorante de ácido acético e metanol. A eletroforese foi realizada em um 

PowerPac mini vertical (Bio-Rad, USA).  

Neste caso, o uso da radiação ionizante como agente de reticulação fornece 

energia suficiente para ionização das moléculas de proteína, estes grupos se 

tornam potencialmente capazes de se ligar a superfície das nanopartículas por 

meio de interações e ligações químicas, levando ao aumento de estabilidade das 

AuNPs. Assim, a motivação para a utilização da técnica de eletroforese, se dá pela 

possibilidade de inferir e melhor compreender os tipos de interação entre as 

moléculas proteicas e as nanoestruturas, pois nanopartículas metálicas não são 

passíveis de migração no gel, devido a estrutura cristalina rígida que não permite a 

movimentação. 

 

3.4 Avaliação da Citotoxicidade 

3.4.1 Citotoxicidade in vitro 

Foram realizados dois métodos diferentes para a avaliação da citotoxicidade. 

No primeiro, foram testados o agente redutor e as nanopartículas de ouro contendo 

albumina bovina e humana em linhagem de fibroblastos de tecido conectivo de 

camundongo como uma etapa preliminar na avaliação da citotoxicidade. No 

segundo ensaio, foram testados apenas as AuNPs em linhagem de fibroblastos de 

pulmão murino e linhagens de células de tumores de mama e próstata humano. 

1° Foi realizado o ensaio de citotoxicidade in vitro para determinar a metade 

da concentração inibitória máxima (IC50 - concentração de extrato que induz 50% 

de lise ou morte celular) de EGCG, EGCG-AuNPs, EGCG-AuNPs-ASB, EGCG-

AuNPs-ASH, seguindo a Norma Internacional ISO 10993-5 (2009) 89. Este ensaio 

foi realizado pelo método de absorção de vermelho neutro. As soluções diluídas 

das amostras (3,12%; 6,25%; 12,5%; 25% e 50%) foram colocadas em contato com 

as células do tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL 

020), cultivadas em microplacas de 96 poços. As microplacas foram fornecidas pelo 

Núcleo de Culturas de Células do Instituto Adolfo Lutz com as células já aderidas e 
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prontas para o ensaio de citotoxicidade. No ensaio, além do controle celular foram 

utilizados um controle negativo: polietileno de alta densidade (PEAD) 0,1 g.mL-1 e 

controle positivo: látex de borracha natural na proporção de 0,1 g.mL-1, ambos em 

meio de cultura celular (meio mínimo de Eagle). A viabilidade celular foi verificada 

pela incorporação de vermelho neutro pelas células vivas e intactas. A leitura da 

densidade óptica da solução final de microplaca foi realizada em um 

espectrofotômetro, leitor ELISA-SUNRISE, a 540 nm, após lise celular. A 

porcentagem de viabilidade celular foi calculada em relação às células controle e 

projetada em um gráfico em função da concentração para obtenção de uma curva 

que indicava o IC50. 

2° Nesse ensaio foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: V79-4 

(células de tecido pulmonar de hamster chinês macho); MDA-MB 231 (carcinoma 

de mama) e PC3 (câncer de próstata humano). Avaliação dos efeitos citotóxicos foi 

realizada pelo método colorimétrico do MTS. Em triplicata por concentração, as 

células foram cultivadas em placas de 96 poços e, após adesão, as células foram 

tratadas com as amostras de AuNPs diluídas em meio de cultura DMEM 1:1 (v/v) e 

incubadas em estufa úmida a 37 °C, com tensão de CO2 (5%) por 24 horas. Foram 

utilizados meio de cultura DMEM e DMSO como controles negativo e positivo 

respectivamente. Em seguida, foram adicionados 20 µL de MTS em cada poço e 

as placas incubadas em estufa por 3 horas. O cálculo de viabilidade celular foi 

realizado considerando as densidades ópticas obtidas com o leitor de microplacas 

em espectrofotômetro modelo Spectramax i3 (Molecular Devices, USA) em 

comprimento de onda de 490 nm. 

 

3.4.2 Citotoxicidade in vivo: peixe zebra 

 Manutenção e acasalamento dos peixes: 

O peixe-zebra adulto (Danio rerio) foi mantido no Laboratório de 

Ecotoxicologia Aquática da CETESB (São Paulo, Brasil) e na Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). Os animais do Laboratório de 

Ecotoxicologia Aquática da CETESB são alocados em aquários plásticos contendo 

água da torneira descorada, pH entre 7 e 8, temperatura de 25 ± 2°C em fotoperíodo 
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de 14 horas de luz/10 horas de escuro. Eles são alimentados três vezes ao dia com 

comida de peixe disponível comercialmente e Artêmia. 

O peixe-zebra selvagem da linha AB foi criado em Tecniplast Zebtec 

(Buguggiate, Itália) em sistemas de alojamento de peixe-zebra na Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Os peixes utilizados para os experimentos 

foram obtidos de cruzamentos naturais e criados de acordo com métodos padrão. 

Os peixes-zebra foram mantidos em grupos de 10 peixes por tanque de 3,5 L e 

alimentados três vezes ao dia com Gemma micro por Skretting (Stavanger, 

Noruega). O fotoperíodo (14 horas de luz / 10 horas de ciclo escuro) e os 

parâmetros de qualidade da água (temperatura de 28 ± 1ºC; pH = 7,3 ± 0,2; 

condutividade de 500 a 800 µS) foram mantidos estáveis durante todo o 

experimento. 

Em relação ao acasalamento, no Laboratório de Ecotoxicologia Aquática da 

CETESB, organismos com idade entre 4-5 meses já são capazes de se reproduzir. 

No final do dia, os casais foram selecionados e mantidos separados em aquários 

reprodutores na proporção de 1:2 ou 1:1 entre machos e fêmeas. Os aquários foram 

mantidos arejados e no escuro até a manhã do dia seguinte. No dia seguinte, os 

casais foram agrupados, ainda no escuro e submetidos ao estímulo luminoso com 

a ligação do fotoperíodo. Após esse período, se iniciou o ritual de acasalamento e 

liberação de ovos. Os casais foram mantidos em reprodução por até 1,5 hora. Os 

embriões fertilizados são coletados e colocados em placas de Petri (máximo de 50 

embriões por placa) com meio embrionário (solução 50 X concentrada: 14,69 g de 

NaCl, 0,63 g de KCl, 2,43 g de CaCl2.H2O e 4,07 g de MgSO4.7 H2O em 1 L de 

água de osmose reversa). 

Na FMUSP, uma semana após o acasalamento, machos e fêmeas foram 

mantidos separadamente. Para garantir a desova sincronizada, peixes adultos (3 

fêmeas e 3 machos) foram transferidos para gaiolas de desova plásticas (tanque 

de reprodução de 1,7 L da Tecniplast, Itália), com água do sistema de recirculação, 

no final do período diurno. Na manhã seguinte, após o comportamento natural de 

desova, os animais adultos foram devolvidos ao seu tanque original. Os embriões 

fertilizados foram coletados e colocados em placas de Petri (máximo de 50 

embriões por placa) com meio embrionário. 

Os ovos fertilizados que se desenvolveram normalmente no Laboratório de 

Ecotoxicologia Aquática da CETESB foram utilizados no teste de toxicidade aguda 
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(Fish Embryo Test - FET). Ovos fertilizados que se desenvolveram normalmente na 

FMUSP foram utilizados no ensaio de micro injeção. Para experimentos válidos, os 

ovos foram obtidos apenas a partir de reprodutores com uma taxa de fertilização 

superior a 70%, de acordo com as diretrizes da OECD para ensaios de ovos de 

peixes com embriões de peixe-zebra 90,91. 

 

 Teste de toxicidade para embriões de peixes: 

Neste ensaio foi realizada uma adaptação da norma, utilizando microplacas 

invés de placas de Petri, devido ao custo elevado da produção de grandes volumes 

de AuNPs. No teste de toxicidade para embriões de peixes, 40 ovos por tratamento 

foram utilizados e distribuídos em microplacas de 96 poços. Os ovos foram 

colocados em cada poço individualmente com 200 µL de solução de teste. Os 

tratamentos utilizados foram: controle negativo (meio embrionário), controle 

positivo (4 mg.L-1 de 3,4-dicloroanilina), EGCG-AuNPs e seu respectivo agente 

redutor foram testados nas concentrações de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%. 

As microplacas foram mantidas em incubadora, na faixa de temperatura de 26 ± 

1°C e ciclo de fotoperíodo de 14 horas claro / 10 horas escuro, durante 96 

horas 90,92.  

Os ensaios foram realizados em duplicata (n = 2). Os organismos foram 

observados a cada 24 horas pelo microscópio invertido Olympus CK40. Na fase 

embrionária foram observados os seguintes parâmetros: coagulação de óvulos 

fertilizados, batimentos cardíacos, formação de somitos, descolamento do botão de 

cauda do saco vitelino, eclosão e letalidade. Após a eclosão, o parâmetro avaliado 

nas larvas foi a letalidade 90,91. 

 

 Ensaio de toxicidade aguda com embriões de peixe zebra sem córion: 

A metodologia para retirar os embriões dos córions foi baseada no protocolo 

descrito em Westerfield (2007), onde foi utilizada uma solução de Pronase na 

concentração de 1 mg/ml para remover o invólucro que protege o embrião. Neste 

ensaio foram utilizados embriões com 24 hpf (horas pós fecundação) sem o córion 

e expostos a amostras NPs em diluições seriadas e os controles positivo e 

negativo 92,93 .  
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Os grupos de embriões foram divididos em placas de 96 poços contendo 200 

µl de solução por poço. Foi utilizado uma placa por concentração, sendo 1 embrião 

por poço 88. 

 

 Microinjeção em embriões de peixe-zebra: 

O teste de microinjeção em embriões de peixe-zebra foi realizado de maneira 

a complementar a avaliação do nível de toxicidade das AuNPs in vivo. Os ensaios 

de microinjeção avaliaram as AuNPs e o agente redutor EGCG em embriões de 

Zebrafish. A microinjeção tem sido utilizada em biologia experimental com base na 

administração direta de substâncias nas células para investigar seu modo de ação 

ou potencial tóxico 94.  

A diferença entre a ensaio de microinjeção e o FET Test, é que as 

substâncias podem ser administradas diretamente no embrião, e a barreira natural, 

o córion, a membrana acelular que circunda o embrião até o momento de sua 

eclosão, pode não ser um fator que impeça a avaliação do nível de toxicidade de 

nanopartículas 95. As agulhas de injeção foram confeccionadas com um capilar de 

vidro (vidro borossilicato, instrumento Sutter, EUA) e foram preenchidas com 10 μL 

de amostra por um Microloader (Eppendorf, EUA). A agulha foi colocada no suporte 

conectado a uma bomba de microinjeção pneumática (Harvard Apparatus, EUA). 

As injeções foram realizadas com auxílio de um estereomicroscópio (Nikon 

SMZ1000), aumento de 80x.  

De modo a acomodar os embriões durante a microinjeção, uma solução de 

agarose a 3% foi inserida em uma placa de Petri (90 x 15), com um molde (Z-Molds, 

WPI, EUA), imobilizando e mantendo os ovos úmidos. Os embriões foram coletados 

após 30 minutos da desova e acondicionados na placa de Petri com água de cultivo. 

As amostras foram injetadas diretamente no saco vitelínico dos embriões de 

Zebrafish com apenas um estágio celular. No total, foram utilizados 40 embriões 

por tratamento. Os tratamentos utilizados neste ensaio foram: controle W (água 

autoclavada); controle I (orifício causado pela microinjeção); EGCG e EGCG-

AuNPs. O volume das amostras injetadas foi de 5 nL e os ensaios foram realizados 

em quadruplicada (n=4). 

Após a microinjeção, foi realizada a transferência dos embriões para uma 

microplaca de 24 poços, na qual, cada poço continha 2 mL de água de cultivo e 

receberam 5 embriões. As placas foram mantidas a 28 ± 1ºC em incubadora. Após 
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2 horas, os ovos coagulados e / ou sem fertilização foram descartados. Os 

embriões foram verificados quanto a coagulação, batimentos cardíacos e 

malformação a cada 24 horas. O ensaio foi encerrado após 96 horas. 

 

 Avaliação de dados FET: Peixe Zebra: 

Com a porcentagem de letalidade dos organismos, a estimativa das 

concentrações que tiveram efeito em 50% dos organismos expostos foi calculada 

usando o método estatístico não paramétrico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton 

et al. 1977) 96. As taxas de eclosão observadas nos organismos durante o teste 

foram avaliadas pelo teste t de student, para verificar se as amostras apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas nos organismos em comparação ao 

controle, com nível de significância de p <0,05. 

Avaliação de microinjeção em embriões de peixe-zebra foi realizada por 

análise estatística no software Origin 9. Os resultados foram expressos como média 

± desvio padrão.   

 

3.5 Estudo in vitro da internalização Celular das EGCG-AuNPs: CytoVIVA 

Para a realização dos estudos in vitro de internalização celular de EGCG-

AuNPs, as linhagens celulares foram cultivadas em placas de seis poços, em cada 

poço foi colocada uma lamínula de microscopia antes do plaqueamento das células, 

para que as culturas celulares crescessem em cima das lamínulas. Em seguida, as 

placas foram incubadas em estufa a 37°C, tensão de CO2 5%, tempo necessário 

para as células atingirem a confluência, que varia de acordo com a linhagem 

celular. Após esse período as células foram expostas às amostras de EGCG-

AuNPs na proporção de 1:1 (v/v) nanopartículas e meio DMEM. Em seguida, 

incubadas nas mesmas condições descritas acima durante 2 horas. 

Após a incubação na presença das nanopartículas, o meio foi removido, e 

as placas foram lavadas com PBS. Em seguida, foram retiradas as lamínulas de 

cada poço, as células foram fixadas com formaldeído 4% e após a secagem em 

temperatura ambiente, as lamínulas foram vertidas em lâminas de microscopia e 

devidamente seladas com esmalte para evitar secagem excessiva e/ou 

descolamento das células aderidas, levando a lise ou danos às estruturas celulares. 
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Neste estudo foram obtidas imagens por microscopia hiperespectral 

(microscópio modelo CytoVIVA) da linhagem celular MDA-MB 231, como mostrado 

nos resultados adiante.  

 

3.6 Radiomarcação das Nanopartículas de Ouro 

Foram realizados dois ensaios utilizando os métodos de radiomarcação 

direta e indireta com o radionuclídeo 99mTc. As nanopartículas radiomarcadas foram 

EGCG-AuNPs (I) e EGCG-AuNPs-ASHɣ (II).   

 

3.6.1 Radiomarcação direta 

No método de radiomarcação direta, 100 µL de cada amostra das 

nanopartículas de ouro, EGCG-AuNPs (I) e EGCG-AuNPs-ASHɣ (II) foram 

adicionados a 1 mL de solução de Na99mTcO4 com atividade de 7,83 mCi (I) e 7,66 

mCi (II), respectivamente. A duração da reação foi de 10 minutos, em temperatura 

ambiente (25ºC).  Para manter o 99mTc em estado de oxidação mais favorável para 

a incorporação do metal, foi adicionado cloreto estanoso (SnCl2).  

Para verificar a pureza radioquímica do ensaio de radiomarcação direta foi 

realizada a cromatografia de camada delgada (CCD). Foram feitas três corridas de 

cromatografia de camada delgada para cada amostra.  Na primeira, usou-se tiras 

de ITLC, na segunda papel Whatman-3 e o solvente foi metanol/acetato de amônio 

(1:1), na terceira usou-se tiras de ITLC e solução salina. 

 

3.6.2 Radiomarcação indireta 

Na radiomarcação indireta, o radionuclídeo 99mTc foi complexado ao ligante 

tricarbonil formando o complexo 99mTc(CO)3 e posteriormente adicionado às 

amostras.   

A duração da reação foi de 1 hora. Foram testadas duas proporções de 

solução de radionuclídeo atividade/amostra (4:1 e 2:1) para ambas as amostras. 

Para a verificação da pureza radioquímica no método de radiomarcação 

indireta também foi realizada a CCD e cromatografia líquida de alta performance 

CLAE para verificar a pureza do complexo 99mTc(CO)3. As fases estacionárias para 
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a CCD foram tiras de papel Whatman-1 utilizando metanol como fase móvel e duas 

tiras de TLC-Al para cada amostra, usando os solventes metanol e butanol para 

cada uma delas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização Físico-Química das Nanopartículas de Ouro 

4.1.1 Espectrofotometria UV-Visível 

O gráfico dos espectros de extinção das AuNPs sintetizadas nesse estudo e 

da ASH está apresentado na figura 11. O espectro de extinção no UV-Visível é 

característico da formação de AuNPs no qual há uma banda de absorção máxima 

entre 525-540 nm.  

 

Figura 11. Espectros de extinção óptica das AuNPs e ASH obtidos em 
espectrofotômetro na faixa de 230 e 900 nm. 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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Existem duas maneiras de preparar conjugados de ouro, ou seja, absorção 

passiva e acoplamento covalente através de um ligante. Embora seja um processo 

de preparação relativamente simples, a absorção passiva de proteínas em 

nanopartículas de ouro não fornece uma fixação permanente do revestimento 

porque as moléculas podem dessorver da superfície ao longo do tempo. Além 

disso, em alguns casos, as proteínas perdem suas propriedades após serem 

absorvidas para a superfície, o que pode ser causado por interações na estrutura 

terciária ou ligação do sítio ativo/sítio de ligação do antígeno à superfície do ouro 

tornando-a inacessível 97.  

Neste trabalho, para evitar a perda de grupos funcionais, ao invés de utilizar 

ligantes químicos, geralmente tóxicos, foi utilizada a radiação gama. A radiação 

gama possui energia suficiente para ionizar as moléculas, e assim formar ligações 

fortes na superfície das nanopartículas de ouro. Dessa maneira, se evita o uso de 

ligantes químicos, aumenta a probabilidade de grupos funcionais e sítios de ligação 

permanecerem ativos, e não tem a desvantagem de proteínas do revestimento das 

nanopartículas dessorver da superfície ao longo do tempo 14,78. 

Na figura 11 não foi apresentado o espectro da albumina do soro bovino 

(ASB) pois as diferenças no espectro das albuminas humana e bovina ocorrem na 

faixa do UV, ou seja, no caso das proteínas utilizadas, em comprimentos de onda 

inferiores a 320 nm. Portanto, não havendo diferenças nos comprimentos de onda 

do espectro visível 98. 

Em uma pesquisa realizada por Flores et al. (2017) foram estudadas as 

concentrações de proteína na preparação de AuNPs e a influência de albuminas 

de diferentes fontes. Considerando a quantidade de proteína adicionada à 

suspensão AuNPs, nenhuma mudança de pico foi encontrada na faixa de 5 a 30 

mg.mL-1 de concentração de proteína 99. Esses resultados corroboram com o 

espectro apresentado na figura 11, onde nenhuma alteração na interação 

AuNP/proteína foi encontrada de acordo com as concentrações de 0,2 a 1% (m/v) 

de albumina utilizadas. 
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4.1.2 Fluorescência – EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH 

Na figura 12 estão apresentados os espectros de fluorescência das AuNPs 

contendo albumina do soro bovino (ASB) e albumina do soro humano (ASH), tanto 

não irradiadas quanto irradiadas a 10 kGy em irradiador gama com fonte de 60Co 

(Cobalto-60). Nessa avaliação foram observados os resíduos de triptofano, 

fenilalanina, tirosina e a formação de bitirosina. As medidas de intensidade de 

fluorescência foram normalizadas a partir dos valores obtidos para albumina nativa. 

Por meio da observação dos gráficos de fluorescência das AuNPs recobertas 

com proteína, foi possível verificar a ausência de sinal nos principais resíduos 

considerados fluoróforos (triptofano, fenilalanina e tirosina) quando a albumina está 

adsorvida na nanopartícula de ouro. A albumina irradiada a 10 kGy apresentou 

diminuição significativa nos sinais de fluorescência dos resíduos de aminoácidos 

quando comparado com a proteína não irradiada. De acordo com os dados de 

fluorescência apresentados por Jokar et al. (2014), a dose de 2 kGy de radiação 

ionizante é capaz de destruir a proteína, ou pelo menos o ambiente local ao redor 

dos resíduos de aminoácidos do triptofano, normalmente 1 kGy é suficiente para 

causar a quebra da cadeia polipeptídica de albumina 98.  

A principal evidência de formação de ligações covalentes entre as albuminas 

quando submetidas a irradiação gama é a formação de bitirosina. Na figura 13 está 

representada a estrutura química da bitirosina. No gráfico (d) da figura 12, foi 

observado um aumento significativo do sinal de fluorescência da bitirosina. É 

esperado que a formação de bitirosina contribua com aumento da estabilidade do 

recobrimento da nanopartícula 100,101 .  

Em 1978, pesquisadores relataram o aparecimento dessa estrutura com a 

catarata senil. Apesar de não ter relação com o presente estudo, os dados de 

fluorescência (emissão em 320/ excitação em 405) da bitirosina corroboraram para 

identificação dessa ligação nas estruturas das EGCG-AuNPs-ASH após a 

irradiação, sugerindo a formação de ligações covalentes (crosslink) entre as 

moléculas de proteína, contribuído assim para maior estabilidade das NPs 100, 101.  
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Figura 12. Espectros de fluorescência dos resíduos dos aminoácidos triptofano(a), 
fenilalanina(b), tirosina(c) e a formação de bitirosina(d) das amostras EGCG-
AuNPs-ASB, EGCG-AuNPs-ASBɣ, EGCG-AuNPs-ASH e EGCG-AuNPs-ASHɣ, 
utilizando a ASB e ASBɣ como padrão de comparação. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

Figura 13. Estrutura química da molécula de bitirosina. 

Fonte: GARCIA-CASTINEIRAS, S.; DILLON, J.; SPECTOR, A. (1978) 100. 
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Foi realizado um estudo da fluorescência no qual foram verificados os 

espectros de excitação e emissão dos resíduos fluoróforos da ASH antes e após o 

processo de irradiação, fixando a concentração de EGCG-AuNPs, a dose de 

radiação em 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h-1 e variando a concentração de 

ASH (1%, 0,5% e 0,1% m/v). Os fluoróforos analisados foram: bitirosina, tirosina, 

triptofano e fenilalanina.  

Na figura 14 estão apresentados os espectros de fluorescência de emissão 

e excitação da bitirosina e tirosina e na figura 15 os espectros do triptofano e da 

fenilalanina. 

 

Figura 14.  Espectros de fluorescência de emissão e excitação da bitirosina e 
tirosina das amostras ASH e EGCG-AuNPs-ASH antes e após a irradiação na dose 
de 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h-1. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

Com base nos espectros de fluorescência das AuNPs recobertas com ASH 

(figuras 14 e 15), foi possível verificar a diminuição ou ausência de sinal nos 

principais resíduos considerados fluoróforos (triptofano, fenilalanina e tirosina) 

quando a albumina está adsorvida na nanopartícula de ouro. A albumina irradiada 

a 10 kGy apresentou diminuição significativa nos sinais de fluorescência dos 
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resíduos de aminoácidos quando comparado com a proteína não irradiada. Como 

evidenciado por Jokar et al. (2014), a dose de radiação ionizante foi capaz de 

destruir os resíduos dos aminoácidos fluoróforos da albumina, levando à diminuição 

do sinal observada nos espectros de fluorescência 98. A degradação causada pela 

radiação ionizante pode interferir na aplicação final das nanopartículas. Pois os 

sítios de ligação das moléculas podem estar ausentes ou diminuídos. Para 

aplicações complexas como entrega controlada de fármacos em alvos moleculares 

específicos, tais como receptores celulares, se faz necessário testar a capacidade 

de ligação das nanoestruturas em questão, inclusive a capacidade de carreamento 

da proteína me relação a estrutura proteica nativa. 

 

Figura 15.  Espectros de fluorescência de emissão e excitação da bitirosina e 
tirosina das amostras ASH e EGCG-AuNPs-ASH antes e após a irradiação na dose 
de 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h-1. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

Não foi possível obter o início do espectro de emissão do triptofano devido a 

limitação do que equipamento, no qual o limite inferior do espectrofotômetro é de 

230 nm. 
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4.1.3 Rendimento da Síntese por Espectroscopia de Emissão Óptica por 

Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) 

 

Os valores obtidos neste ensaio estão apresentados na tabela 1. 
 

Tabela 1. Valores obtidos por ICP OES da concentração e % de Au nas soluções 
durantes as etapas de síntese.   

 

Amostras [Au] µg.mL-1  % 

[Au] Inicial 146,7 100,00 

1º sobrenadante 76,7 52,28 

2º sobrenadante 21,6 14,72 

EGCG-AuNPs 47,6 32,45 
 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

A concentração inicial de Au no momento da síntese foi de 146 µg.mL-1. A 

concentração final de Au após todas as etapas da síntese foi de 47,6 µg.mL-1, no 

qual o rendimento médio calculado foi de 32,45%, considerando que 99,45% do 

Au3+ foi reduzido formando EGCG-AuNPs. A perda calculada foi de 67,01%, devido 

às etapas de purificação por centrifugação, e a perda residual foi de 0,55%. 

Nesse aspecto, o rendimento na síntese de AuNPs pelo método 

padronizado, no qual as nanopartículas foram duplamente centrifugadas, levou a 

um rendimento relativamente baixo. No entanto, as AuNPs residuais podem ser 

utilizadas em outras aplicações que não exijam um sistema monodisperso, por 

exemplo, na área cosmética e em dispositivos eletrônicos como sensores para 

aplicações biomédicas.  
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4.1.4 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) e Potencial Zeta 

Na figura 16 estão representados os gráficos com variação de tamanho por 

DLS e de Potencial Zeta das AuNPs em relação à concentração de albumina ASH.  

Com base nos resultados foi determinada a faixa de concentração adequada 

de ASH para a síntese das EGCG-AuNPs-ASHɣ, que foi de 0,2 a 0,5 mg.mL-1. 

Também foi observada diminuição dos valores de Potencial Zeta de - 41 mV para  

-31 mV, não ocorrendo perda significativa de estabilidade por repulsão eletrostática. 

Ainda foi observado o ponto de equilíbrio entre adsorção de ASH e aumento de 

tamanho das AuNPs. Após a adição de 1,4 mg/mL de ASH as AuNPs apresentaram 

aumento máximo de tamanho por DLS, aproximadamente 100 nm. 

 

 

Figura 16. Curva de variação de tamanho por DLS (vermelho) e do Potencial Zeta 
(azul) das AuNPs em relação ao aumento da concentração de ASH. 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 



73 
 

 

Na tabela 2 estão apresentados os valores obtidos pela técnica de DLS e 

Potencial Zeta das nanopartículas EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASH-ɣ. 

 

 
Tabela 2. Valores obtidos por DLS e Potencial-Z das EGCG-AuNPs e EGCG-
AuNPs-ASH-ɣ.   

ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA 

Amostras 
Tamanho ø (nm) 

Z-Average IPd 
Potencial 
Zeta (mV) Intensidade Volume Número 

EGCG-
AuNPs 

20,00 ± 5,79 15,83 ± 4,64 13,37 ± 3,29 18,12 0,097 - 41,2 ± 6 

EGCG-
AuNPs-
ASHɣ 

28,26 ± 8,87 21,46 ± 6,60 17,90 ± 4,51 25,33 0,108 - 36,9 ± 4 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

Os dados apresentados na tabela 2 demonstram que o método de síntese 

estababelecido neste trabalho foi eficiente na obtenção de AuNPs com estreita faixa 

de tamanho. Esta característica está relacionada ao baixo índice de polidispersão 

(IPd) obtido para ambas nanopartículas, sendo 0,097 e 0,108 para EGCG-AuNPs 

e EGCG-AuNPs-ASHɣ respectivamente. Este dado também evidencia que não há, mesmo 

que em pequenas quantidades, nanopartículas com tamanho hidrodinâmico superior a 35 

nm, representado pelo valor obtido por intensidade. Pois um número pequeno de 

nanopartículas grandes em suspensão pode espalhar luz com uma intensidade muito 

elevada, mesmo que a concentração de pequenas nanopartículas em suspensão seja 

predominante em relação as partículas maiores. 

Na figura 17 são mostrados os gráficos de distribuição de tamanho obtidos 

por DLS. Nesses gráficos são comparadas as amostras de EGCG-AuNPs e EGCG-

AuNPs-ASH-ɣ em relação a intensidade, volume e número. É evidente o 

deslocamento no sentido de aumento de tamanho das nanopartículas nas amostras 

recobertas com albumina em relação às nanopartículas sem adição de proteínas 

nas 3 formas de medidas obtidas. 
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Figura 17. Distribuição de tamanho obtidos por DLS. Comparação entre as 
amostras de EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHɣ em relação a intensidade, 
volume e número. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 
 
As medidas de tamanho de partícula por DLS podem ser obtidas nas formas 

de intensidade, volume ou número de nanopartículas. Para a possível aplicação a 

qual as AuNPs estão sendo desenvolvidas nesse trabalho, o tamanho de interesse 

varia entre 10 e 45 nm. Partículas menores que 10 nm são mais facilmente 

excretadas na urina; partículas entre 10 e 50 nm, podem apresentar tempo de 

biodistribuição intermediário. No entanto de acordo com a morfologia e 

características da superfície podem induzir a fagocitose por macrófagos, o que 
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pode acarretar em acúmulo nos órgãos de metabolização e maturação de 

leucócitos como o fígado e o baço respectivamente. Nanopartículas maiores 

tendem a circular mais lentamente, ou seja, quanto maior o tamanho da 

nanopartícula maior o tempo de biodistribuição, além de aumentar a probabilidade  

de acúmulo em determinados orgãos e tecidos 102. 

O Z-Average é a média de tamanho obtida por DLS, esse dado somente 

dever ser utilizado quando 100% do sinal é referente a um único pico. O Índice de 

Polidispersão (IPd) representa a variação de tamanho em uma população de 

nanopartículas. Quanto menor o índice de polidispersão, menor é a variação de 

tamanho, ou seja, menos polidispersa é a suspensão coloidal. O índice de 

polidispersão (IPd) aceito para possível aplicação das AuNPs nesse estudo foi ≤ 

0,25,  no qual a variação de tamanho das AuNPs não ultrapassa o os limites de 

tamanho desejado. Foi realizado um estudo de estabilidade das AuNPs em relação 

ao pH e concentração de NaCl.  

Na figura 18 são apresentadas as curvas de tamanho x pH e tamanho x 

[NaCl]%. 

 
 
Figura 18. Curvas de tamanho das EGCG-AuNPs x pH (a) e tamanho x [NaCl](b). 

(a)                                                                 (b) 
 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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De acordo com os resultados obtidos, foi observado que as EGCG-AuNPs 

não apresentaram diferença significativa de tamanho por DLS na faixa de pH de 11 

a 7,5. Na faixa de pH entre 5,5 e 4 as partículas apresentaram aumento de 

tamanho, que pode ser explicado pela perda parcial de cargas negativas em pH 

levemente ácido, levando a aglomeração leve sem perda total da estabilidade por 

repulsão eletrostática. Já em pH inferior a 4 as AuNPs perdem a estabilidade e 

ocorre aglomeração.  

Na faixa de pH entre 6,5 e 6 ocorre o início do evento de aglomeração, este 

valor de pH pode levar a uma aglomeração moderada sem perda da estabilidade. 

O ambiente tumoral apresenta pH nessa faixa, o que pode ser um fator positivo, no 

qual as nanopartículas tendem a aglomeração, o que leva a um maior tempo de 

retenção destas nanoestruturas no ambiente tumoral. Portanto, as AuNPs 

desenvolvidas neste trabalho apresentam uma característica de resposta em pH 

tumoral que pode ser explorada em terapias ou diagnósticos que alvejam tumores 

sólidos 103 . 

Quanto a adição de NaCl, as EGCG-AuNPs apresentaram tamanho estável 

por DLS até a concentração de 4% de NaCl. Em 5% começaram a apresentar 

aumento de tamanho, e acima de 5% as nanopartículas perderam a estabilidade e 

se aglomeraram. Os fluidos biológicos possuem 0,9% de NaCl, nessa condição as 

nanopartículas se mostraram estáveis, fator que contribui com a possível aplicação. 

Todavia, o fato destas AuNPs suportarem altas concentrações de NaCl é uma 

informação relevante nos processos de radiomarcação e desenvolvimento de kits 

liofilizados. Nessas situações geralmente ocorrem alterações na força iônica do 

meio, o que poderia levar ao colapso de nanopartículas sensíveis a concentrações 

de sais ou solutos superiores às encontradas nos fluídos fisiológicos. 

Também foi verificada a estabilidade das EGCG-AuNPs-ASH-ɣ em relação 

ao pH e adição de NaCl. Não foi observada alteração em relação a adição de NaCl. 

No entanto, em relação ao pH as EGCG-AuNPs-ASH-ɣ mostraram ser mais 

estáveis do que as nanopartículas sem albumina, apresentando menor aumento de 

tamanho até pH 5 comparado com a amostra  EGCG-AuNPs. Na figura 19 é 

apresentada a curva de tamanho por DLS x pH das EGCG-AuNPs-ASHɣ.  
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Figura 19. Curva de tamanho (nm) x pH obtida por DLS das EGCG-AuNPs-ASHɣ. 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
 

 

O uso da radiação ionizante na síntese de nanopartículas de ouro apresenta 

algumas vantagens relevantes em relação a estabilidade. Em um estudo realizado 

por Freitas (2020) a estabilidade ao longo do tempo (após 30 dias) das AuNPs 

sintetizadas pela via radiolíticas não apresentou alterações de tamanho relevantes, 

enquanto alguma agregação foi observada para as partículas reduzidas com 

EGCG. A falta de estabilidade, também foi observada em meio de alta força 

iônica 78.  
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4.1.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 
Na figura 20 estão apresentadas duas imagens de MET das EGCG-

AuNPs(a) e EGCG-AuNPs-ASHɣ(b). 

 

 
Figura 20. Imagens obtidas por MET, magnificação de 60kx: (a) EGCG-AuNPs e 
(b) EGCG-AuNPs-ASHɣ. 

 

(a)                                                                        (b) 
 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
 
 

Foi observada morfologia predominantemente esférica em ambas as 

amostras. O recobrimento das nanopartículas na imagem (b) é perceptível, o que 

não é visto em (a), na qual não há proteína. 

O diâmetro médio das nanopartículas foi determinado por meio das 

ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®, o mesmo utilizado para 

aquisição das imagens. Antes de obter as medidas das nanopartículas, as 

ferramentas do software são calibradas de acordo com a magnificação da imagem. 

Para a obtenção da média foram feitas as medições em 400 nanopartículas para 

cada amostra, utilizando critérios pré-definidos descritos anteriormente (3.3.5).   

A figura 21 está representada a forma de obtenção das medidas obtidas por 

meio do software DigitalMicrographiGMS3®. 
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Figura 21. Imagem obtida por MET de EGCG-AuNPs e a obtenção do diâmetro 
médio das nanopartículas aferido com a utilização das ferramentas do software 
DigitalMicrographiGMS3®.  

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
 
 

Por meio desta técnica foi possível obter o diâmetro médio das partículas. 

(ø core - termo inglês relativo a centro, núcleo etc.); a espessura do recobrimento 

das EGCG-AuNPs-ASHɣ (2 medidas/partícula); não foram obtidas medidas de 

partículas sobrepostas e nem das que estavam nos limites periféricos das imagens. 

Foram contadas no total 400 nanopartículas e as AuNPs foram consideradas 

esféricas para efeito de cálculo. 

Para obter melhores resoluções das nanopartículas que continham 

albumina, as amostras foram recobertas com acetato de uranila - UO₂(CH₃COO)₂. 

O acetato de uranila além de ser utilizado como agente de contraste para obtenção 

de imagens de estruturas biológicas e outros materiais de baixo contraste em MET, 

esse composto também ajuda a diminuir a decomposição de amostras sensíveis 

ao feixe de elétrons durante a aquisição das imagens.  

Na figura 22 são apresentadas imagens de MET em diferentes contrastes 

entre EGCG-AuNPs (a) e EGCG-AuNPs-ASHɣ (b), (c) e (d), sendo a última 

recoberta com acetato de uranila. 
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Figura 22. Imagens obtidas em microscopia eletrônica de transmissão 
(magnificação 240kx para a, b, c e 200kx para d: (a) EGCG-AuNPs, (b) e (c) EGCG-
AuNPs-ASHɣ em diferentes contrastes do equipamento; (d) EGCG-AuNPs-ASHɣ 
recoberta com acetato de uranila (UO₂(CH₃COO)₂. 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

O recobrimento da EGCG-AuNPs-ASHɣ com UO₂(CH₃COO)₂ permitiu 

melhor observação, tanto da morfologia como da extensão do recobrimento com 

albumina das AuNPs. Por meio do software DigitalMicrographiGMS3®, foram 

obtidas as médias dos valores de tamanho das AuNPs (core metálico) e a 

espessura do recobrimento proteico (shell). Com base no tamanho de uma 

molécula de albumina não é possível inferir a formação de uma monocamada 

proteica. Não foi verificada experimentalmente a possibilidade de acomodação ou 

sobreposição de mais de uma camada de moléculas de albumina ao redor do core 

metálico. Na tabela 3 são apresentados os dados obtidos por meio da técnica de 

MET. 
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Tabela 3. Valores dos parâmetros medidos por meio das ferramentas do software 
DigitalMicrographiGMS3® na avaliação de imagens de microscopia eletrônica de 
transmissão (MET) das nanopartículas de ouro funcionalizadas com albumina via 
radiação gama (EGCG-AuNPs-ASHɣ). 

 

EGCG-AuNPs-ASHɣ ø médio nm Desvio Padrão 

Core      18,61 2,10 

Recobrimento      20,28 7,22 

Total      38,89 9,32 
 

                  Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
 

 

As imagens obtidas em MET fornecem informações sobre a morfologia e as 

dimensões das AuNPs. Quando comparados os valores de tamanho obtidos por 

DLS (tabela 2) e MET, o tamanho do core metálico não apresentou diferença 

significativa entre o Z-Average (18,12 nm) e o ø médio (18,61 nm) obtidos por DLS 

e MET respectivamente. Em relação ao recobrimento com albumina as medidas 

foram significativamente diferentes, no DLS foi de 25,33 nm e em MET 38,9 nm. 

Essa diferença nas medidas pelas diferentes técnicas é justificada pelo fato das 

imagens em MET serem obtidas em um sistema após secagem das nanopartículas 

nas grades, já os dados por DLS são obtidos em um sistema hidrodinâmico, no qual 

as AuNPs estão em suspensão no meio e, as proteínas na superfície das 

nanopartículas encontram-se solvatadas 104. Na tabela 4 são apresentados os 

dados obtidos por meio da técnica de MET. 
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Tabela 4. Valores dos parâmetros medidos por meio das ferramentas do software 
DigitalMicrographiGMS3® na avaliação de imagens de microscopia eletrônica de 
transmissão das nanopartículas de ouro. 

EGCG_AuNPs_ASHɣ 
ø médio 

nm 
Desvio 
Padrão 

Raio 
médio nm 

r³ nm 
Volume 

médio nm³ 

Core 18,61 2,10 9,31 805,81 3375,35 

Recobrimento* 5,69 0,99 2,85 23,03 96,48 

Total 28,89 2,79 14,44 3013,30 12622,07 

*No caso do recobrimento as medidas são relativas à espessura. 
 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
 

 

A média do ø do core foi utilizada para calcular e inferir o volume médio do 

core, a média do número de átomos de Au/nanopartícula, a média da massa em µg 

e em mol de Au/nanopartícula. Para tanto, foi utilizado o volume da célula unitária 

da estrutura cristalina do ouro, que é aproximadamente 6,786774.10-29 m³, sendo 

essa estrutura cristalina cúbica de face centrada (CFC), cuja célula unitária possui 

4 átomos de Au. A tabela 5 mostra os valores inferidos por meio da manipulação 

matemática. 
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Tabela 5. Valores obtidos utilizando os parâmetros aferidos por MET das AuNPs e 
o volume da célula unitária da estrutura cristalina do ouro. 

 MEDIDAS VALORES 

Volume médio de AuNPs em nm³ (MET) 3,375.10-3 

Volume da célula unitária de Au CFC nm3 (teórico) 6,787.10-29 

Nº médio de células unitárias/nanopartícula (inferido) 4,973.1016 

Nº médio de átomos de Au/nanopartícula (inferido) 1,9891.1017 

Massa média em µg Au/nanopartícula (inferido) 6,5.10-11 

Nº de mols de Au/nanopartícula (inferido) 3,3.10-7 

 

      Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

Utilizando os dados obtidos por ICP OES, descrito na sessão 4.1.3 e a 

massa média das AuNPs obtida acima, foi inferido a concentração e a molaridade 

de EGCG-AuNPs por mililitro de solução. Os valores são apresentados na tabela 6.

  

Tabela 6. Valores obtidos por ICP OES para concentração de Au contido na 
solução de EGCG-AuNPs e valores inferidos da concentração de nanopartículas.  

MEDIDAS VALORES 

[Au] µg.mL-1 (ICP)  47,6 

[Au] mol.mL-1 (ICP) 2,4.10-7 

[EGCG-AuNPs] µg.mL-1 (inferido)  7,323.1011 

[EGCG-AuNPs] mol.mL-1 (inferido) 1,217.10-12 

 

           Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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4.1.6 Eletroforese SDS-PAGE 

Os dados obtidos por eletroforese em gel (SDS-PAGE) corroboram com a 

formação de ligações covalentes (bitirosina) entre as moléculas das nanopartículas 

após irradiação. O gel resultante da eletroforese é apresentado na figura 23.   

 

Figura 23. Eletroforese com gel de poliacrilamida 12% das amostras de ASH-0,1% 
(1A); ASHɣ-0,1% (2A); ASH-0,5% (1B); ASHɣ-0,5% (2B); EGCG-AuNPs-ASH-
0,1% (1C); EGCG-AuNPs-ASHɣ-0,1% (2C); EGCG-AuNPs-ASH-0,5% (1D); 
EGCG-AuNPs-ASHɣ-0,5% (2D); EGCG-AuNPs (C=Controle) e marcador com 
pesos moleculares conhecido (M).   

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

 Neste ensaio foi possível observar a retenção das amostras submetidas à 

irradiação gama na origem do gel de poliacrilamida. Isso significa que essas 

amostras não eluiram através do gel quando o campo elétrico foi aplicado, o que 

sugere aumento de tamanho e formação de nanopartículas proteicas. Trata-se de 

um sistema denaturante, ou seja, as proteínas com estrutura terciária ou 

quaternária estão desenoveladas, assim, apresentam apenas estruturas primárias 

e/ou secundárias, promovendo a permeação dessas moléculas no gel. Isso pode 
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ser observado nas amostras não irradiadas (1A, 1B, 1C e 1D), as quais migraram 

com facilidade através do gel durante a corrida eletroforética (peso molecular ~67 

kDa). A amostra C (controle), demonstra impossibilidade de permeação em gel de 

poliacrilamida 12% das nanopartículas de ouro (EGCG-AuNPs). 

  Caso o recobrimento proteico fosse apenas uma adsorção promovida por 

interações ou ligações fracas, todas as amostras apresentariam alguma 

permeação, mas a retenção na origem sugere a formação de ligações covalentes, 

o que reforça a ocorrência de reticulação entre as moléculas proteicas das 

amostras irradiadas (2A, 2B, 2C e 2D) evidenciado pela formação de bitirosina 

discutida anteriormente nos ensaios de fluorescência.  

 Portanto, a radiação ionizante pode ser utilizada para reticular recobrimentos 

proteicos em nanopartículas de ouro se a adição de agentes reticulantes químicos. 

Esses resultados corroboram com o estudo realizado por Flores et al. (2017), no 

qual a radiação ionizante foi utilizada para recobrir AuNPs por meio da reticulação 

de proteínas em sistema multicamada 105.  

 

4.2 Avaliação da Citotoxicidade 

4.2.1 Citotoxicidade in vitro 

 Método de absorção de vermelho neutro: 

O teste de citotoxicidade in vitro minimiza o uso de animais de laboratório. É 

o primeiro passo a ser realizado para avaliar o nível de toxicidade de qualquer 

material para uso em dispositivos biomédicos 94. Os testes de citotoxicidade 

possibilitam encontrar a concentração capaz de inibir 50% do total de células 

viáveis (concentração inibitória - IC50).  

Os resultados da citotoxicidade do agente redutor e da respectiva 

nanopartícula de ouro são apresentados na figura 24.  
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Figura 24. Curvas de viabilidade celular (%) em função da concentração das 
nanopartículas EGCG-AuNPs e o respectivo agente redutor EGCG no ensaio de 
citotoxicidade pelo método de incorporação do vermelho neutro em células do 
tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL 020) 
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Foi possível obter IC50 do fitoquímico epigalocatequina-3-galato (EGCG), 

aproximadamente 98,5%, o que corresponde à concentração de 361 µg.mL-1. As 

nanopartículas de ouro obtidas com o fitoquímico (EGCG-AuNPs) não 

apresentaram toxicidade nas concentrações testadas. Foram utilizados o PEAD e 

o látex de borracha como controles negativo e positivo, respectivamente. 

Na figura 25 são apresentas as curvas de viabilidade celular (%) das 

nanopartículas de ouro com e sem o recobrimento proteico, antes e após a 

irradiação na dose de 10 kGy. 
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Figura 25. Curvas de viabilidade celular (%) em função da concentração das 
nanopartículas EGCG-AuNPs sem proteína, com ASB e ASH, irradiadas a 10 kGy, 
não irradiadas e, os controles negativos (PEAD) e positivo (látex) no ensaio de 
citotoxicidade pelo método de incorporação do vermelho neutro em células do 
tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL 020). 
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De acordo com os resultados obtidos, não foi possível obter a IC50, ou seja, 

as amostras não apresentaram citotoxicidade aguda in vitro nas concentrações 

testadas para essa linhagem celular murina segundo a norma ISO 10993-5 (ISO 

2009) 89. As nanopartículas de ouro sem albumina (EGCG-AuNPs irradiada) 

apresentou maior viabilidade celular em todas as concentrações em relação a 

EGCG-AuNPs não irradiada, esse resultado pode significar que o fitoquímico 

EGCG, que apresentou citotoxicidade quando testado isoladamente (Figura 24), 

sofreu alterações em sua composição quando submetido a radiação ionizante,  na 

dose de 10 kGy, diminuindo seu potencial citotóxico pelo método de incorporação 
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do vermelho neutro em células do tecido conjuntivo de camundongo, linhagem 

NCTC-L929 (CCIAL 020). 

Todas as amostras apresentaram viabilidade celular acima de 50%. Esses 

dados corroboram com dados encontrados na literatura sobre a biocompatibilidade 

de nanopartículas de ouro. Já a albumina é uma das principais proteínas 

plasmáticas e a sua toxicidade está mais relacionada a reações imunológicas do 

que a toxicidade intrínseca da proteína 102,106.  

 

 Método colorimétrico do MTS: 

A avaliação da citotoxicidade pelo método colorimétrico do MTS foi realizada 

utilizando três linhagens celulares: V79-4 (células de tecido pulmonar de hamster 

chinês macho); MDA-MB 231 (carcinoma de mama humano) e PC3 (câncer de 

próstata humano). Foram utilizados meio de cultura DMEM e DMSO com controles 

negativo e positivo, respectivamente. Na figura 26 estão apresentados os dados de 

viabilidade celular das linhagens expostas às nanopartículas de ouro na proporção 

1:1 (NPs:DMEM).   
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Figura 26. Gráfico da viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTS das 
linhagens celulares V79-4 (células de tecido pulmonar de hamster chinês macho); 
MDA-MB 231 (carcinoma de mama) e PC3 (câncer de próstata humano), expostas 
às nanopartículas de ouro (EGCG-AuNPs) na proporção 1:1 (NPs:DMEM) e aos 
controles negativo e positivo, DMEM e DMSO respectivamente. 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

Com base nos resultados obtidos, as EGCG-AuNPs não apresentaram 

toxicidade aguda pelo método colorimétrico do MTS, nas linhagens celulares 

testadas. A linhagem de câncer de próstata humano apresentou viabilidade celular 

acima de 50%, mesmo expostas a 100% de DMSO (controle negativo). Esse dado 

corrobora com os dados encontrados na literatura, nos quais a linhagem PC3 é de 

fácil cultivo e apresenta resistência mesmo na ausência de condições de 

homeostase.  

É válido destacar que a não toxicidade das AuNPs tanto em células sadias 

como em células tumorais corrobora com a potencial aplicação na terapia e 

diagnóstico, no entanto é preciso verificar se as AuNPs possuem maior afinidade 
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pelas células tumorais em relação a células saudáveis, podendo ser direcionadas 

à sítios específicos como os receptores superexpressos por células tumorais, 

permitindo assim aplicações sistêmicas e não somente intratumorais 102,106. 

 
  

4.2.2 Toxicidade in vivo: peixe zebra - Zebrafish 

Os ovos de peixe-zebra fertilizados foram expostos a cinco concentrações 

de EGCG-AuNPs e seu respectivo redutor EGCG por 96 horas. A primeira 

concentração testada das nanopartículas e do agente redutor é equivalente a 50% 

da concentração inicial diluída em 50% de meio. Assim, as concentrações iniciais 

de Au (ICP) e seu agente redutor foram de 18 µg.mL-1 e 183 µg.mL-1 para EGCG-

AuNPs e EGCG.  

A mortalidade embrionária no controle negativo foi inferior ou igual a 10% e 

100% dos embriões no controle positivo foram considerados mortos no final do 

período de exposição, conforme exigido para a validade do teste. A figura 27 é 

apresentado os valores das médias e o desvio padrão da taxa de letalidade (%) de 

acordo com a concentração das amostras. 

 

 

 

 

 

 

  



91 
 

 

Figura 27. Taxa de letalidade do peixe-zebra no estágio embrião-larval exposto 
EGCG e EGCG-AuNPs durante período de 96 horas. 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

A exposição do embrião às amostras de EGCG e EGCG-AuNPs não resultou 

em um aumento na taxa de letalidade, que foi inferior a 20%. Não foram observadas 

malformações no desenvolvimento dos organismos em todas as amostras testadas 

independentemente da concentração. O grupo controle, apesar de não conter 

amostras (AuNPs ou EGCG) apresentou letalidade próxima de 10%, tratando-se 

de ensaios biológicos o valor encontra-se dentro das normas estabelecidas, que 

consideram até 10% de letalidade, mesmo nos grupos controle, um valor aceitável, 

devido a variabilidade entre os organismos 94. 

A eclosão tem sido amplamente utilizada como parâmetro no estágio 

embrionário dos peixes 92. No presente estudo, foi observado o atraso na incubação 

do peixe-zebra. A exposição dos embriões ao fitoquímico EGCG na concentração 

de 92,5 μg.mL-1 mostrou diferença estatística na taxa de eclosão em relação ao 

controle, no período de 96 horas como apresentado na tabela 4 e na figura 28. Nas 

demais concentrações de EGCG não houve diferença estatisticamente significativa 

em comparação ao controle. 
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Tabela 7. Taxa de eclosão de larvas de peixe zebra às 48, 72 e 96 horas durante 
a exposição ao EGCG. 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

Figura 28. Imagens obtidas por microscopia óptica: (A) Larva controle tratada 
eclodiu com 96 horas pós fecundação (hpf); (B) o embrião exposto ao fitoquímico 
EGCG na concentração de 92,5 μg.mL-1 não eclodiu com 96 hpf, mostrando o 
atraso significativo na eclosão das larvas de peixe zebra.  

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

 

Sabe-se que os sinais físicos e químicos detectados pelo embrião ativam a 

produção da enzima relacionada a eclosão (corionase), que degrada a camada 

interna do córion e permite movimentos que proporcionam o evento de eclosão. 

Diferentes mecanismos tóxicos podem justificar atrasos na eclosão ou falha, como 

EGCG 
(μg.mL-1) 

Eclosão (%) 

48 h 72 h 96 h 

0 11.1 (0) 100 (0) 100 (0) 

11.54 12.5 (0.5) 97 (4.2) 97 (4.2) 

23.12 20 (0.8) 87.3 (9.5) 98.6 (1.9) 

46.25 2.7 (0.2) 11.6 (12.6) 57.5 (18.4) 

92.5 0 (0) 0 (0) 1.3* (1.8) 

185 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
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a indução de função anormal da enzima corionase e/ ou a incapacidade de larvas 

emergentes de romper as cascas dos ovos 107-109. 

Alguns metais podem inibir o processo de incubação de peixes 108. Dave e 

Xiu (1991) relataram o atraso na eclosão de embriões de Danio rerio (peixe zebra) 

expostos ao cobre e níquel. Os autores sugerem que o cobre pode inativar a enzima 

corionase e causar distúrbios osmóticos que também podem afetar os movimentos 

musculares necessários para quebrar o ovo. O atraso do nascimento do peixe 

zebra também foi verificado por outros autores em estudos posteriores 110-113. 

Os embriões de peixe-zebra absorvem compostos do meio através da pele 

e brânquias nos estágios embrionários 114. No entanto, a penetração de substâncias 

através do córion pode variar dependendo das propriedades do composto e da 

atração eletrostática entre as substâncias e o córion 115. Devido a essa 

permeabilidade limitada do córion, o teste de toxicidade de embriões de peixes 

pode resultar em falsos-negativos 109, o que justifica realizar ensaios de FET com 

a remoção enzimática do córion e o ensaio modificado, no qual as amostras foram 

micro injetadas dentro do saco vitelínico. 

 

 Ensaio de toxicidade aguda com embriões de peixe zebra sem córion: 

No ensaio de toxicidade aguda com embriões de peixe zebra sem córion 

(adaptação do FET na qual o invólucro do embrião de peixe zebra foi com removido 

com a utilização da enzima pronase). Esse teste serviu para compreender a 

influência do córion em relação a toxicidade as AuNPs. 

Na tabela 8 são apresentados os dados de letalidade percentual em relação 

a concentração de EGCG-AuNPs em comparação com o controle negativo 

(meio MS). 
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Tabela 8.  Resultados obtidos do ensaio de toxicidade aguda com embriões de 
peixe zebra sem córion.  

EGCG-AuNP Letalidade 

Controle Meio MS 4 (7%) 

3,12% 14 (23%) 

6,25% 19 (32%) 

12,5% 20 (33%) 

25% 14 (23%) 

50% 16 (27%) 

100% 14 (23%) 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 

O método estatístico não paramétrico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton 

et al., 1977) é usado para calcular a CL50 96. Na figura 29 está apresentado o gráfico 

após análise estatística do ensaio de toxicidade aguda com embriões de peixe 

zebra sem córion. Neste ensaio não foi possível encontrar a CL50 para EGCG-

AuNPs, o que sugere que as nanopartículas não apresentaram toxicidade nas 

concentrações testadas.  

 

Figura 29. Taxa de letalidade do peixe-zebra no estágio embrião-larval sem córion 
exposto às EGCG-AuNPs durante período de 96 horas. 

  
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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Em comparação com o FET tradicional, no ensaio de toxicidade aguda com 

embriões de peixe zebra sem córion ocorreu um ligeiro aumento da letalidade, 

ultrapassando 30% nas concentrações de 6,25 e 12,5%, sendo que todas as 

concentrações apresentaram mortalidade acima de 20%. No FET tradicional as 

EGCG-AuNPs não atingiram 10% nas concentrações testadas. Portanto, o córion 

desempenha uma função protetora importante frente a interação nanopartículas-

embrião. Provavelmente, as EGCG-AuNPs não interferem nas funções de troca 

gasosa e nutrientes desempenhadas pelo córion dos embriões 93.   

 

 Microinjeção em embriões de peixe zebra: 

Os embriões foram expostos a soluções coloidais de EGCG-AuNPs e ao 

fitoquímico EGCG durante 96 horas. As concentrações dos AuNPs são relativas ao 

Au metálico (ICP-OES). As concentrações testadas foram de 36 µg.mL-1 e 370 

µg.mL-1 para EGCG-AuNPs e EGCG, respectivamente. A mortalidade de embriões 

no controle utilizando água e controle de injeção foi inferior a 20%. Na figura 30 são 

apresentados os dados de média e desvio padrão da taxa de letalidade (%). 

 

Figura 30. Ensaio modificado de FET por microinjeção em embriões de peixe zebra 
expostos a concentração de EGCG-AuNPs e EGCG, bem como controles: controle-
H2O) e controle por lesão da microinjeção). 

 

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 
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A letalidade dos organismos para ambas as amostras foi inferior a 50%, 

resultado diferente do FET tradicional. Possivelmente, o fitoquímico EGCG possui 

maior interação com o exterior do córion, impedindo a troca de gases, causando 

atraso no desenvolvimento dos embriões, o que é menos pronunciado no ensaio 

de microinjeção, no qual as amostras foram injetadas diretamente no saco vitelino 

dos embriões. Comparado com os ensaios anteriores, nos quais a letalidade foi 

inferior à apresentada no teste com a microinjeção, ocorreu um ligeiro aumento da 

letalidade mesmo nos grupos controles, esse ocorrido provavelmente está 

relacionado a lesão causada pela microinjeção. Não foram observadas 

malformações no desenvolvimento dos organismos em nenhuma das amostras 

testadas. 

Os resultados observados nos ensaios com embriões de peixe zebram estão 

de acordo com os dados encontrados na literatura em relação às AuNPs obtidas 

com base nos métodos de nanotecnologia verde, que descrevem nanopartículas 

biocompatíveis, e garantem a entrega segura destas nanoestruturas aos tecidos e, 

como consequência a segurança nas aplicações biomédicas, devido à ausência de 

toxicidade 116. 

 

4.3 Estudo in vitro da internalização Celular das EGCG-AuNPs: CytoVIVA 

Na figura 31 é mostrada a imagem obtida por microscopia hiperespectral da 

linhagem de células de câncer de mama humano (MDA-MB 231). Após 2 horas de 

exposição às nanopartículas de ouro (EGCG-AuNPs), foi possível observar a 

internalização das nanopartículas no interior das células tumorais. No entanto, essa 

internalização provavelmente ocorre a nível citoplasmático. Na imagem (b) da 

figura 31 estão destacados os núcleos celulares, os quais não apresentam sinais 

evidentes de nanopartículas de ouro. Provavelmente a carioteca interfere na 

passagem de EGCG-AuNPs. 
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Figura 31. Imagem da linhagem de células de câncer de mama humano (MDA-MB 
231) após 2 horas de exposição às nanopartículas de ouro (EGCG-AuNPs), (a) 
Imagem em tamanho real com a escala em µm e (b) imagem ampliada. 

 
Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020). 

 
 

4.4 Radiomarcação das Nanopartículas de Ouro 

4.4.1 Radiomarcação direta com 99mTc 

Os rendimentos da radiomarcação direta foram de 63,80% e 83,98% para as 

amostras EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHɣ, respectivamente. É conhecido na 

literatura que a radiomarcação direta de albumina com 99mTc, o que corrobora com 

uma maior porcentagem de marcação da amostra com albumina 117. O ensaio 

mostrou que a marcação direta com 99mTc ocorreu. No entanto, ambos os 

resultados obtidos não apresentaram pureza radioquímica suficiente para um 

potencial radiofármaco (≥ 90%). Para tanto, se faz necessário otimizar o método, 

no qual precisam ser avaliadas diferentes condições de reação, como concentração 

dos reagentes, temperatura e atmosfera e, assim, verificar se radiomarcação direta 

seria uma rota viável para síntese do radiofármaco, sendo essa maneira a mais 

simples, rápida e barata comparada às outras formas de radiomarcação com esse 

radionuclídeo. 

O método de radiomarcação com 99mTc utiliza íons Sn2+ para promover a 

redução do 99mTc7+ em 99mTc3+/99mTc4+ (estado de oxidação desejável para a 
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radiomarcação). Para tanto, se faz necessário a acidificação do meio, sendo que 

as nanopartículas desenvolvidas nesse trabalho não são estáveis em pH inferiores 

a 4,5. Portanto, o método de radiomarcação indireta seria o método escolha para 

este ensaio. 

 

4.4.2 Radiomarcação indireta com 99mTc 

A pureza do complexo 99mTc(CO)3 avaliada por CLAE foi de 99,51% e 99,46 

para a radiomarcação das amostras EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHɣ, 

respectivamente. Os resultados da CCD obtidos nesse ensaio de radiomarcação 

indireta com 99mTc(CO) foram de 91,16% e 89,63%. No entanto, com base na 

metodologia empregada não foi possível separar as nanopartículas radiomarcadas 

do coloide de 99mTc, que é considerado uma impureza radioquímica.  

A rota de radiomarcação indireta se apresentou viável para dar continuidade 

aos estudos com ambas as amostras. As nanopartículas permaneceram estáveis 

durante a radiomarcação e após o decaimento radioativo do 99mTc (~60 horas, 

equivalente a 10 meias-vidas). No entanto, é preciso buscar meios alternativos e 

eficazes para a validação do método de estabilidade e pureza radioquímica. Uma 

alternativa que pode ser testada em estudos futuros é o uso de sistemas 

cromatográficos de exclusão molecular. 

Vale ressaltar que são diversas as possibilidades de radiomarcação de 

AuNPs. Além dos emissores gama usados em SPECT, existe uma variedade de 

emissores de pósitron que podem ser utilizados na medicina nuclear. Esses 

emissores apresentam vantagens em relação aos emissores gama, pois podem ser 

produzidos em pequenas instalações (cíclotrons) além de gerar imagens com maior 

qualidade e precisão em tomógrafos tipo PET. A utilização do ouro para aplicações 

em nanomedicina e possibilita ainda o uso dos isótopos 198Au e 199Au como 

demonstrados em estudos mencionados nesta pesquisa  66,70,75. 

Publicações recentes demonstram os avanços no desenvolvimento de 

nanopartículas de ouro obtidas por métodos verdes e radiação ionizante. Esses 

estudos corroboram com a metodologia estabelecida no presente trabalho, no qual 

a radiação ionizante foi utilizada na funcionalização das nanopartículas 

promovendo um recobrimento eficaz com albumina.   
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 Pesquisadores da Universidade de Quilmes na Argentina (UNQ) publicaram 

em 2017 um método semelhante ao desenvolvido nesta tese, com base no uso da 

radiação para a preparação revestimentos proteicos de albumina em AuNPs. Nesse 

método, a solução albumina foi previamente adicionada à suspensão de AuNP e 

parcialmente agregado por adição de cossolvente. As amostras foram irradiadas 

em uma fonte de 60Co 105.  

As propriedades únicas das nanopartículas de ouro aliadas às 

características intrínsecas das proteínas permitem produzir inúmeros compostos 

nanoestruturados com potencial aplicação na nanomedicina. A combinação da 

energia das radiações ionizantes possibilita a reticulação de nanoestruturas sem 

necessitar de agentes químicos comumente tóxicos, como os compostos tióis 

usados com frequência como ligantes ou reticulantes em reações de 

funcionalização de nanopartículas 105. 

 Outra vantagem do uso da radiação ionizante na produção de nanomateriais 

para aplicações biomédicas é a esterilização simultânea de acordo com a dose, 

nível de contaminação inicial e características do meio e do material 14,78.  

A funcionalização das superfícies das AuNPs confere maior solubilidade, 

estabilidade e interação com células e / ou outras biomoléculas. Além de melhorar 

suas propriedades físico-químicas, a modificação da superfície com proteínas 

aumenta a biocompatibilidade em comparação com AuNPs. No entanto, a maioria 

das proteínas perdem parcialmente sua conformação nativa quando interagem com 

a superfície AuNP altamente estruturada 118. Portanto, os locais de reconhecimento 

de proteínas disponíveis em sua superfície são parcialmente perdidos por esta 

interação. No entanto, a disponibilidade de conteúdo proteico na superfície das 

AuNPs permite o ancoramento de moléculas de reconhecimento como anticorpos 

e possibilitam a entrega de fármacos, genes e peptídeos e, esse conceito pode ser 

aplicado para as mais diversas proteínas 62,98,106,119,120. 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A nanotecnologia verde provou ser uma ferramenta valiosa na síntese de 

nanopartículas de ouro em relação à toxicidade, não exigindo etapas de eliminação 

de solventes e substâncias potencialmente tóxicas. O uso da radiação gama 

possibilitou a funcionalização das nanopartículas de ouro com albumina do soro 

humano, levando a um aumento na estabilidade, observado pela carga de 

superfície e submissão das nanopartículas a diferentes potenciais hidrogeniônicos 

e soluções hipertônicas de NaCl, nas quais as nanopartículas mantiveram seu 

volume hidrodinâmico sem formar aglomerados ou precipitados.  

Relatamos que a toxicidade dos AuNPs variou de acordo com o ensaio. 

Testes de citotoxicidade em células de roedores revelaram a toxicidade do agente 

redutor EGCG e foi possível obter a IC50 para esse fitoquímico no teste realizado. 

Já as EGCG-AuNPs não apresentaram citotoxicidade nas linhagens celulares 

testadas, o que comprova a potencial aplicação como um biomaterial em 

nanomedicina. 

No FET, o agente redutor EGCG atrasou o processo de eclosão dos 

embriões de peixe zebra. Tanto no ensaio de toxicidade aguda com embriões de 

peixe zebra sem córion, como no teste em que as AuNPs foram injetadas no interior 

do saco vitelino dos embriões, não foram encontradas concentrações que 

causassem efeitos tóxicos em 50% dos organismos.   

Estudos futuros sugerem a quantificação do conteúdo metálico em embriões 

para que possamos entender os efeitos crônicos e cumulativos das nanopartículas 

estudadas. Sugere-se a realização de ensaios com adultos de peixe zebra, a fim 

de obter maiores informações sobre os mecanismos de toxicidade das 

nanopartículas em exposições aguda e crônica. 

Nos estudos de internalização in vitro das nanopartículas utilizando as 

linhagens tumorais MDA-MB 231 e PC3 foi possível verificar qualitativamente a 

internalização das AuNPs.  

Os ensaios de radiomarcação das EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHɣ,  

precisam ser otimizados quanto a estabilidade e pureza radioquímica. Os 

resultados obtidos não foram satisfatórios, tornando inviável a realização dos 

ensaios in vivo com uso de pequenos roedores. É necessário atingir pelo menos 
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90% de pureza radioquímica para que seja possível verificadar a biodistribuição e 

a farmacocinética das NPs radiomarcadas.  

 As nanopartículas de ouro recobertas com albumina (core/shell), produzidas 

com base nos princípios da nanotecnologia verde e aplicação de radiação 

ionizante, apresentam grande potencial para aplicação na terapia e diagnóstico de 

câncer. A importância do recobrimento com albumina está relacionada a afinidade 

dessa proteína com os receptores glicoproteicos GP60, encontrados em diversas 

células tumorais e a capacidade da albumina de transportar e entregar fármacos e 

agentes terapêuticos ou de diagnóstico de modo seletivo e direcionado.  
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APÊNDICE A 

 

 

Materiais e Reagentes 

 Tetracloroaurato de Sódio (III) Di-hidratado 

Fórmula linear: NaAuCl4 – 2 H2O 

Peso molecular: 397,8 g/mol 

CAS-No.: 13874-02-7 

Sinônimos: sodium gold chloride 

           

 Cloreto de Ouro (III) Hidratado 

Fórmula linear: HAuCl4 – 3 H2O 

Peso molecular: 393,83 g/mol 

CAS-No.: 16961-25-4 

Sinônimos: tetrachloroauric (III) acid hydrogen 
tetrachloroaurate (III) 

 

 Epigalocatequina-3-galato- EGCG 80% e 95% 

Fórmula linear: C22H18O11 

Peso molecular: 458,37 g/mol 

CAS-No.: 989-51-5 

Sinônimos: EGCG, (−)-cis-3,3′,4′,5,5′,7-
Hexahydroxy-flavane-3-gallate, (−)-cis-2-
(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)- 
benzopyran-3,5,7-triol 3-gallate 
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 Mangiferina - Mangifera indica 

Fórmula linear: C19H18O11 

Peso molecular: 422,34 g/mol 

CAS-No.: 4773-96-0 

Sinônimos: 1,3,6,7-
Tetrahydroxyxanthone C2-β-D-
glucoside 

 

 Citrato de Sódio 

Fórmula linear: HOC(COONa)(CH2COONa)2 – 2 H2O 

Peso molecular: 294,10 g/mol 

CAS-No.: 6132-04-3 

Sinônimos: - Citrato Trissódico 

 

 Ácido Nítrico 

Fórmula linear: HNO3 

Peso molecular: 63,01 g/mol 

CAS-No.: 7697-37-2 

 

 Fosfato de Potássio Monobásico 

Fórmula linear: KH2PO4 

Peso molecular: 136,09 g/mol 

CAS-No.: 7778-77-0 

Sinônimos: Fosfato de potássio, Dihidrogenofosfato de potássio, Fosfato 
monopotássico. 
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 Fosfato de Sódio Monobásico 

Fórmula linear: NaH2PO4 

Peso molecular: 119,98 g/mol 

CAS-No.: 7558-80-7 

Sinônimos: Di-hidrogeno-ortofosfato monossódico, fosfato monossódico, di-
hidrogenofosfato de sódio. 

 

 Fosfato de Sódio Bibásico 

Fórmula linear: Na2HPO4 

Peso molecular: 141,96 g/mol 

CAS-No.: 7558-79-4 

Sinônimos: sec-Sodium phosphate, Hidrogenofosfato dissódico, Fosfato 
dissódico, Hidrogenofosfato de sódio, Fosfato de sódio dibásico. 

 

 Ácido Ascórbico 

Fórmula linear: C6H8O6 

Peso molecular: 176,12 g/mol 

CAS-No.: 50-81-7  

Sinônimos:  Ácido L-Ascórbico, Ácido L-Treoascórbico, Fator antiescorbútico, 
Vitamina C 

 

 Cloreto de Sódio 

Fórmula linear: NaCl 

Peso molecular: 58,44 g/mol 

CAS-No.: 7647-14-5 

Sinônimos: Halite, Sodium chloride  
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 Tetraborohidreto de Sódio 

Fórmula linear: NaBH4 

Peso molecular: 37,83 g/mol 

CAS-No.: 16940-66-2 

Sinônimos: Boro Hidreto de Sódio, Sodium borohydride, Sodium 
tetrahydridoborate. 

 

 Albumina do Soro Humano - Human Serum Albumin  

Lyophilized powder, ≥97% (agarose gel 
electrophoresis) 

CAS-No.: 70024-90-7 

Sinônimos: HAS, ASH 

 

 Albumina do Soro Bovino - Bovine Serum Albumin  

Heat shock fraction, pH 7, ≥98% 

CAS-No.: 9048-46-8 

Sinônimos: BSA, Bovine Albumin 

 

 Tartarato de Sódio e Potássio 

Fórmula linear: KNaC4H4O6.4H2O 

Peso molecular: 282,22 g/mol 

CAS-No.: 6381-59-5 

Sinônimos: Tartarato duplo de sódio e potássio 
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 Carbonato de Sódio P.A. 

Fórmula linear: Na2CO3 

Peso molecular: 105,99 g/mol 

CAS-No.: 497-19-8  

Sinônimos: Soda calcinada, sal dissódico de ácido carbônico, carbonato de 
sódio. 

  



119 
 

 

 

APÊNCICE B 

 

Equipamentos 

  

 Molecular Devices® SpectraMax® i3  

O leitor de microplacas multimodo SpectraMax® i3x mede absorbância, a 

fluorescência e a luminescência.   

Faz análise de viabilidade celular, como imagens de confluência celular e 

viabilidade, análise de Western blot e quantificação de ácidos nucleicos e proteínas 

e, também, de segmentação de células, medição de confluência e contagem de 

células.  

Além disto, permite análises rápidas de alterações fenotípicas que 

acompanham a citotoxicidade, proliferação celular e expressão de proteínas.  

  

 

  

 Thermo Fisher Scientific® Microcentrífuga Heraeus ™ Fresco ™ 21 

Este equipamento faz processamento 

rápido de amostras por meio da separação 

por microvolume. Tem aceleração de até 

21.000xg em menos de 12 segundos, 

refrigeração e capacidade para 24 tubos de 

1,5 a 2,0 mL a minipreparações e colunas de 

rotação.  
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 Thermo Fisher Scientific® UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems 

Sistema oferece métodos à análise de rotina, com recursos de HPLC a 

UHPLC, desempenho cromatográfico, além de múltiplas opções de detectores, 

como: detector de aerossol carregado, matriz de diodos, eletroquímico, 

fluorescência, comprimento de onda múltiplo, índice de refração, comprimento de 

onda variável e detecção por espectrometria de massa. Atua por pressão do 

sistema, precisão do tempo de retenção, faixa de fluxo e baixa dispersão e alto 

rendimento. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 HITACHI® F-4500 Fluorescence Spectrophotometer 

A aplicação da fluorofotometria foi expandida para vários campos, como 

materiais industriais, em áreas como eletroluminescência orgânica e cristais 

líquidos; áreas relacionadas ao meio ambiente, como análise da qualidade da água; 

fabricação farmacêutica, como a síntese e desenvolvimento de um reagente de 

fluorescência; e para áreas relacionadas à biotecnologia, como medição da 

concentração intracelular de cálcio. 
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 CytoViva® Hyperspectral Microscopy 

Desenvolvido para caracterização espectral e mapeamento espectral de 

amostras em nanoescala fotografadas com microscópio de campo escuro à base 

de campo escuro. Esta tecnologia de imagem hiperespectral suporta micro e macro 

em escala.  

Cada pixel de uma imagem hiperespectral fornece a resposta espectral de 

refletância completa da área espacial desse pixel dentro da faixa espectral VNIR 

ou SWIR. Isso permite medições espectrais não destrutivas de elementos em 

nanoescala no contexto espacial completo da imagem da amostra. 

Com ampliação de 100x, uma imagem de microscópio hiperespectral pode 

conter até 700.000 pixels, cada um com 128 nm cada. 

Imagens microscópicas hiperespectrais podem ser capturadas de amostras 

em nanoescala biológicas e baseadas em materiais. Esses materiais em 

nanoescala podem ser integrados em uma ampla gama de ambientes biológicos 

ou baseados em materiais. 

Os componentes para o sistema de imagem hiperespectral baseado em 

microscopia incluem uma fonte de luz especializada, estágio de tradução 

automatizado, espectrógrafo de grade de difração de transmissão e câmera. 

A imagem hiperespectral pode ser adquirida nas faixas visíveis de 

infravermelho próximo (VNIR 400 nm - 1.000 nm), bem como nas faixas de 

comprimento de onda infravermelho de onda curta (SWIR 900 nm - 1.700 nm). 
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 Microscópio Eletrônico de Transmissão TECNAI G2-20 

O MET Tecnai G2-20 é um microscópio analítico que permite trabalhos com 

diferentes tensões, sendo de 80 a 200kV. 

Seu canhão de elétrons é de emissão termiônica, ou seja, aumento do fluxo 

de elétrons que saem de um metal, devido ao aumento de temperatura. Ele utiliza 

um cristal LaB6 como fonte de elétrons. 

O microscópio tem coeficiente de aberração esférica Cs = 2.0, resolução de 

linha de 0.24 nm, e resolução de ponto de 0.10 nm. A faixa de magnificação nominal 

para imagens é de 340X a 1,050,000X. 

É equipado com detectores de EDS (espectrômetro de raio-X por dispersão 

em energia) de Si(Li), com janela de 30 mm2 (EDAX), e um filtro de energia Gatan 

Image Filter (GIF) - Sistema Quantum SE que permite obtenção de imagem filtrada 

em energia e espectros de perda energia de elétrons (EELS). 

O Sistema Quantum SE é equipado com detector DigiScan anular de campo 

escuro (ADF) e campo claro para modo de varredura (STEM), e três câmeras CCD 

Erlangshen ES500W (1350x1040 pixels), Orius SC200 (2048x2048 pixels) e 

US1000XP/FT (2048x2048 pixels). 
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 GEHAKA® Balança Analítica AG200 

A Balança Analítica AG200 possui sistema de calibração interna que garante 

precisão e facilidade de uso para o operador, possibilitando ajustar sempre que 

necessário. 

O gabinete foi construído em chapa de aço com pintura em epóxi que 

garante a alta resistência ao ataque de produtos químicos. Tem excelente 

blindagem magnética, evitando alterações por influências exteriores. Protetor de 

vento standard, com três portas, que oferece maior segurança e estabilidade nas 

pesagens. Fonte de alimentação chaveada de alto desempenho, que permite a 

utilização em qualquer tensão de rede elétrica entre 90 e 240 VAC, sem a 

necessidade de acionar tecla de seleção de voltagem. Display LCD de fácil leitura, 

com caracteres especiais: %, g e PCS; 

A AG200 possui cinco funções que facilitam o seu uso: 

● Porcentagem: efetua cálculos percentuais diretamente; 

● Contagem: contagem de peças a partir de uma amostra; 

● Formulação: totaliza uma fórmula; 

● Estabilidade: permite que o usuário selecione uma das três condições de 

uso da balança garantindo o seu melhor desempenho em condições 

adversas do ambiente; 

● ZeroTrack: garante o retorno ao zero da balança, dispensando o operador 

de zerá-la várias vezes. 
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 FISATOM® Agitador Magnético com Aquecimento 753A 

Agita até 10L, formando vórtex, Ø da placa de 18cm, faixa de rotação (r/min.) 

de 100 a 1.800, potência de 1.100W, controle de temperatura da placa de 50 a 

360ºC por termostato, barras magnéticas Ø x comp. (mm) de 9x15, 11x37 e 11x52 

e grau de proteção IP23. 

     

 Glow Discharge 

A descarga de brilho é um tipo de plasma que é gerado quando a tensão DC 

é aplicada aos dois eletrodos dentro de um tubo de vidro contendo gás precursor 

na faixa de pressão de 0,1 a 10Torr. 

Formado pela passagem de uma corrente de 100 V a vários kV através de 

um gás, geralmente argônio ou outro gás nobre. É encontrado em produtos como 

luzes fluorescentes e televisores de tela de plasma, e é usado na física de plasma 

e na química analítica. 

A célula é normalmente preenchida com argônio. Um potencial de várias 

centenas de volts é aplicado entre os dois eletrodos. Uma pequena população de 

átomos dentro da célula é ionizada inicialmente por processos aleatórios. Os íons 

são direcionados em direção ao cátodo pelo potencial elétrico, e os elétrons são 

direcionados em direção ao ânodo pelo mesmo potencial. A população inicial de 

íons e elétrons colidem com outros átomos, ionizando-os. Enquanto o potencial for 

mantido, uma população de íons e elétrons permanece. 
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A figura acima mostra as principais regiões que podem estar presentes em 

uma descarga de brilho. 

 

 

Nesta figura, temos um gráfico V / I típico de uma descarga de brilho. As 

principais características da descarga, como a tensão de ruptura, a característica 

da corrente de tensão e a estrutura da descarga, dependem da geometria dos 

eletrodos, do gás utilizado, da pressão e do material do eletrodo. 

Podem ser feitos dois tipos de descarga: 

● Descarga escura: onde o regime entre A e E na característica tensão-

corrente é denominado descarga escura porque, exceto nas descargas de 

coroa e na própria ruptura, a descarga permanece invisível aos olhos. 

● Descarga de brilho: na qual o regime de descarga de brilho deve seu nome 

ao fato de o plasma ser luminoso. O gás brilha porque a energia eletrônica 

e a densidade numérica são altas o suficiente para gerar luz visível por 

colisões de excitação. As aplicações da descarga de brilho incluem luzes 

fluorescentes, reatores de plasma de placa paralela dc, descargas de 

"magnetron" usadas para depositar filmes finos e fontes de plasma com 

eletrobombardismo. 
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 DLS Zetasizer ZS – Titulometria 

 

Utilizado para a medição do tamanho, da mobilidade eletroforética de 

proteínas, do potencial Zeta de soluções coloidais e nanopartículas, com a opção 

de medição da mobilidade de proteínas e micro reologia de soluções de proteínas 

e polímeros. 

O alto desempenho do Zetasizer Nano ZS permite também a medição da 

massa molecular e do segundo coeficiente virial, A2, de macromoléculas e kD, o 

parâmetro de interação de DLS. 

O sistema pode também ser utilizado em configuração de fluxo para operar 

como detector de tamanho de SEC ou FFF. 

É um analisador de alto desempenho, com dois ângulos, para tamanho 

molecular e de partículas. Melhor detecção de agregados e medição de amostras 

pequenas ou diluídas, bem como de amostras com concentrações extremas (alta 

ou baixa) usando espalhamento de luz dinâmico com óptica "NIBS". O ZSP também 

contém um analisador de potencial Zeta, que utiliza o espalhamento de luz 

eletroforética para partículas, moléculas e superfícies, e um analisador de massa 

molecular por espalhamento da luz estática. 

Usando a óptica NIBS (Non-Invasive Backscatter), seu desempenho é 

significativamente melhor em comparação aos sistemas que utilizam espalhamento 

em ângulo de 90º. 

A opção de modo de fluxo permite que o sistema seja conectado a um 

sistema SEC ou FFF, o qual pode ser usado como detector do tamanho das 

proteínas ou nanopartículas 

.     
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APÊNCICE C 

 

Produção acadêmica durante o período de doutoramento: 2016-2020 

 

 Artigos em periódicos  
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