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Introducédo

Foi feito um estudo de preparo e caracterizagdo de nanoparticulas de ouro recobertas
com diversos polimeros, sendo eles PEG-SH, PAA-NHz, PNIPAM-NHz, PNIPAM-SH, ou a
combinacdo de dois deles, sendo PAA-NH:+PEG-SH, PAA-NH:+PNIPAM+NH: e
PNIPAM-SH+PEG-SH, para a obtencdo de nanoparticulas com carater Janus. Nanoparticulas
de ouro (AuNPs) possuem caracteristicas tais como propriedades Opticas dependentes do
tamanho e forma. Essas caracteristicas foram estudas a partir dos resultados obtidos através da
analise do comprimento de onda na Espectroscopia Ultra-Violeta e Visivel (UV-Vis), do
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e do SAXS. Entre 0s possiveis campos de aplicagdo
podemos destacar o foco deste estudo que sera o diagndstico da dengue.

Objetivos

Preparar e caracterizar nanoparticulas de ouro com carater Janus que tenham potencial
de aplicacdo em dois principais tipos de diagnostico, avancando no desenvolvimento de um
método colorimétrico e eficiente para deteccdo de dengue. Caracterizacdo das nanoparticulas
através das técnicas UV-Vis, DLS e SAXS.

Metodologia

As nanoparticulas apresentam uma caracteristica de especial importancia para sua
pesquisa que é a possibilidade de se controlar as propriedades relacionadas ao fendmeno de
ressonancia de plasma de superficie (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon Resonance)
que sdo responsaveis pelas suas propriedades Opticas e eletrdnicas. No caso de metais como
ouro, este fenbmeno ocorre na regido visivel do espectro eletromagnético, de tal forma que a
resposta pode ser detectada através da visualizacdo de diferentes cores.

Os sistemas também tém uma resposta de propriedades coletivas devido ao
acoplamento de plasmons criado quando as nanoparticulas se autoassociam. A autoassociacao
controlada de nanoparticulas plasmdnicas (como as de ouro) tem potencial para obter
progressos em aplicacBes praticas, principalmente no campo de biossensores.

A sintese de nanoparticulas de ouro esféricas foi feita atraves do método de Turkevich
que prevé a reducdo do sal com a adi¢do da solucdo de citrato de sddio ligeiramente aquecida
a solucdo de HAUCL borbulhante. A solugdo de nanoparticulas foi medida no
espectrofotometro. Para a leitura a solugdo foi concentrada a partir da centrifugacdo (5 min, a
=20 s, f=30s, v=23500 rpm, g = 2,422). A partir dos resultados de absorbancia pode-se
chegar no valor da concentracdo da solu¢do. A determinacdo do raio da nanoparticula
sintetizada foi feita através da anélise no SAXS.

O recobrimento Janus das nanoparticulas foi feito com diferentes polimeros, e de acordo
com suas caracteristicas, cada um irad recobrir uma das faces da particula, criando o carater
Janus. As NPs foram colocadas gota a gota na solucdo dos polimeros sob agitacdo. As
solugdes feitas foram PEG-SH, PAA-NHz, PNIPAM-NHz, PNIPAM-SH, PAA-NH2+PEG-
SH, PAA-NH2+PNIPAM-NH: e PNIPAM-SH+PEG-SH. Atentando aos cuidados para as
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solucdes de PNIPAM-SH e PNIPAM-NH2 que devem ser feitas a frio e que a adicdo de PEG-
SH deve ser feita 4 horas ap6s a adicdo do outro polimero. Todas as solugdes preparadas
devem ser guardadas em geladeira. Para a purificacdo das nanoparticulas e remocdo do
excesso de polimeros, as dispersdes obtidas foram centrifugadas (nas condicdes ja citadas
acima) em trés etapas. Entre cada etapa era feita uma lavagem, na qual se completava o tubo
novamente com agua. Para a amostra contendo PAA-NH2, apds a centrifugacdo foi necessaria
a adicdo de 3 gotas de NaOH a dispersdo devido a agregacdo percebida.

A caracterizacdo das dispersdes foi feita através da Espectroscopia Ultra-Violeta e
Visivel (UV-Vis) na qual o comprimento de onda da maxima absorcdo da banda de
ressonancia de plasmon, bem como a sua largura, dardo informacdo de tamanho e forma das
nanoparticulas e da ocorréncia de autoassociacdo. E do Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS) que é uma técnica que fornece o raio hidrodinamico, a polidispersdo das nanoparticulas
de ouro) e das estruturas de autoassociagdo formadas (antes e apds o recobrimento.

As dispersdes de nanoparticulas com PAA-NHz e PAA-NH2+PEG-SH foram analisadas
em diversos valores de pH a partir da adicdo de gotas de HCI ou NaOH 0,1 mol L1, Ja para as
solucdes de PNIPAM-NH2, PNIPAM-SH, PAA-NH2+PNIPAM-NHz e PNIPAM-SH+PEG-
SH, além da variacdo de pH, também foram feitas analises em duas temperaturas: ambiente e
aquecida (aproximadamente 40 °C). Tal metodologia foi utilizada para ambas técnicas.
Algumas das solucdes precisaram ser diluidas para que houvesse uma melhor resposta do
equipamento.

Visando o diagnéstico da dengue o recobrimento serd feito utilizando o PEG-SH com
uma proteina ndo estrutural, NS1 ou anti-NS1, para atuar na detec¢do. O polietileno glicol
(PEG) foi escolhido devido a sua hidrofilicidade e a capacidade de estabilizar as
nanoparticulas em agua. As amostras de proteina foram recolhidas pelo grupo de apoio da
Profa. Dra. Flavia Barretos dos Santos (Laboratorio de Flavivirus- Fiocruz).

Conclusoes

O estudo grafico dos resultados permitiu que se concluisse que a sintese e recobrimento
das nanoparticulas foi bem-sucedido. O didmetro medido da nanoparticula de ouro foi de 14,6
nm. Apds o recobrimento, o deslocamento dos graficos de distribuicdo de tamanho (por DLS)
e da banda de ressondncia de plasmons de superficie (por UV-Vis) permitiu observar a
autoassociacdo das nanoparticulas e a resposta de comportamento aos diversos estimulos
(mudanga de pH e temperatura). Tais respostas foram de acordo com o esperado, e observou-
se que é possivel controlar a formacdo de agregados com a variacdo de temperatura e pH.

Devido a esses resultados acredita-se que o recobrimento das NPs com PEG-SH e a
proteina recolhida (um anticorpo de dengue) ird responder conforme o esperado,
possibilitando uma plataforma alternativa para o diagnostico precoce de dengue através de um
método colorimétrico, simples, de alta sensibilidade, nacional e de baixo-custo.
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