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Resumo

O desenvolvimento de bionanossistemas é uma area promissora para grandes
avangos em diagndstico, terapéutica e bioengenharia. Os pontos quanticos sao de
especial interesse devido as propriedades que os semicondutores cristalinos tém a
nanoescala, tornando-se fluorescentes.

O objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um bionanossistema
baseado em pontos quanticos com nucleo de seleneto de cddmio e coroa de sulfureto
de zinco. Uma vez sintetizadas, estas particulas foram conjugadas com uma molécula
benzofenoxazina, também fluorescente, de modo a funcionar como aceitadora da
energia emitida pelos pontos quanticos, e assim se produzir um sensor capaz de
detectar alteragGes em meios bioldgicos, como o interior das células.

Caracterizou-se a influéncia de diferentes pardmetros na sintese destes
nanossistemas, através de técnicas espectroscopicas de fluorescéncia. Também se
recorreu a diferentes abordagens para os ensaios bioldgicos com a levedura
Saccharomyces cerevisiae BY4741, que foram realizados por microscopia de
fluorescéncia.

Os métodos de sintese resultaram em pontos quanticos fluorescentes na zona
dos 610 nm, a zona em que a benzofenoxazina absorve. Estas nanoparticulas
mostraram um espectro de emissdo intenso, estreito e simétrico. A sua conjugacao fez
com que a intensidade de fluorescéncia reduzisse consideravelmente, mas concluiu-se
gue ocorria transferéncia de energia entre os nanocristais e a benzofenoxazina.

Na interaccdo dos nanossistemas conjugados com NADH, acrilamida e iodeto
observou-se que estas substancias funcionam como inibidoras de fluorescéncia. Estas
experiéncias mostraram também que as propriedades dos pontos quanticos
conjugados ndo sdo simplesmente a soma das propriedades das suas partes em
separado, mas novas caracteristicas emergem apds a conjugacdo. Os resultados foram
inconclusivos quanto a incorporacdo dos nanossistemas conjugados nas células,
ocorrendo para o caso de esferoplastos.

O conjunto dos resultados deste trabalho podem ser qualificados como
preliminar, mas cujas conclusdes apoiam a necessidade de continuar este projecto

para o desenvolvimento de bionanossistemas baseados em pontos quanticos.






Abstract

The development of bionanosystems is a promising field for great breakthrough
in diagnostics, therapeutics a bioengineering. Quantum dots are of special interest due
to the unique properties crystalline quantum dots have at the nanoscale, becoming
fluorescent.

The objective of this work was the development of a bionanosystems based on
guantum dots with a core of cadmium selenide and a shell of zinc sulfide. Once
synthetized, this particles were conjugated with a benzophenoxazine fluorescent
molecule, that could function as an acceptor for the emitted energy by quantum dots,
and this way to produce a sensor capable of detecting biological transformations.

The influence of different parameters on the synthesis of these nanosystems
was characterized by fluorescent spectroscopic techniques. Different approaches were
also required for the biological essays with Saccharomyces cerevisiae BY4741 by
fluorescent microscopy.

The synthesis methods resulted on 610 nm emitting quantum dots, with thin,
intense and symmetric spectra. The conjugation of this nanoparticles made the
fluorescence intensity to decrease considerably, mas the conclusion was that some
energy were transferred between the nanocrystals and the benzophenoxazine.

On the interaction of the conjugates with NADH, acrylamide and iodate, it was
observed that these substances act as quenchers. These experiences also showed that
the properties of conjugated quantum dots are not just the sum of the separated parts
properties, but new characteristics emerge after the conjugation. The results were
inconclusive about the internalization of the conjugated nanosystems on cells,
occurring in the case of spheroplasts.

The results of this work can be qualified as preliminary, but which conclusions
support the necessity of continuing this project for the development of

bionanosystems based on quantum dots.
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Capitulo 1 - Introdugao

As nanociéncias, também aplicadas a biologia, estdo a avangar notavelmente
no desenvolvimento de sistemas capazes de integrar um conjunto alargado de
aplicacdes. Num so nanossistema, caminha-se para a conjugacdo simultanea de
multiplas funcbes, entre as quais visualizacdo/monitorizacdo, diagndstico e
atuacdo/tratamento, tudo isto ao nivel celular ou sub-celular. Quando uma estrutura
material criada a escala nanoscopica integra componentes biolégicos, ou quando é
concebida para interagir com sistemas vivos, a essa estrutura chama-la-emos
bionanossistema.

Uma importante caracteristica do mundo fisico estd a ser explorada pelas
bionanotecnologias, em parte devido a sua versatilidade e ubiquidade: a interacdo
entre a matéria e a luz. A marcacdo de matéria bioldgica como aminoacidos, proteinas,
células especificas ou virus com fluoréforos sintéticos tornou-se uma ferramenta
indispensavel nas técnicas bioanaliticas. As suas aplicacbes vdo desde ensaios
imunoldgicos e sensores biocataliticos, a andlises de alto débito como a citometria de
fluxo. Esta grande abrangéncia do uso de sondas fluorescentes deve-se a notodria
sensibilidade dos detetores de fluorescéncia que podem chegar ao nivel da detecdo de
uma sé molécula, para o caso de técnicas baseadas em laser.

A imagiologia fluorescente no intervalo entre 600 e 1000 nm do espetro é
particularmente interessante (comparada com a UV e a parte visivel de altas
frequéncias), uma vez que as biomoléculas se mostram nessa zona com uma menor
fluorescéncia de fundo, assim como porque maiores comprimentos de onda
conseguem penetrar a maiores profundidades nos tecidos [1]. Além disso, do lado dos
lasers, diodos de luz verde, amarela e vermelha sdo fontes preferiveis pelos seus baixo
custo e tamanho compacto. Entre estas sondas de longo comprimento de onda estdo
as benzofenoxazinas, usadas para este trabalho, cujo uso é atrativo por uma
conjugacdo de fatores, descritos mais a frente na secgdo 1.2.

Uma alternativa a moléculas fluorescentes — geralmente chamadas de

fluoréforos, que é apenas a parte da molécula responsavel pela fluorescéncia — para o



estudo de mecanismos bioldgicos tem vindo a ser desenvolvida nos ultimos anos,

gragas aos avangos da nanotecnologia — os Pontos Quanticos (figura 1.1).

Figura 1.1 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de pontos quanticos nucleo/coroa
(PbTe/CdTe), com cerca de 5 nm de diametro. [2]

Os pontos quanticos sdo estruturas obtidas através um material semicondutor

com tamanho de poucos nanémetros, geralmente de 2 a 10 nm (figura 1.1). Esta é a

escala de tamanhos em que prevalecem as leis da mecanica quantica e da qual

emergem um conjunto que novos efeitos fisicos. Se, por um lado, as Leis Fundamentais

da Fisica podem ser postas a prova, por outro surge um enorme leque de aplicagdes.

As propriedades dos pontos quanticos e as suas possiveis aplicagdes dependem

grandemente do método por que sdo obtidos, que por sua vez podem ser usados

como critério de classificagdo [3]:

Pontos quanticos electrostaticos: fabricados através da restricdo de um
gas eletrénico bidimensional numa heteroestrutura semicondutora,
confinando os eletrdes.

Pontos quanticos auto-organizados®: obtidos pelo crescimento
heteroepitaxial de materiais com diferentes coeficientes de rede. Durante o
crescimento da camada de um material sobre a de outro, formam-se ilhas
nanoscopicas que causam um confinamento acentuado dos eletrdes nessa

Zona.

'do inglés “self-assembled quantum dots”.



e Pontos quanticos nanocristalinos: estes sdo os sistemas de interesse para
este trabalho. Constituidos por um nlcleo de metais pesados como
seleneto de cadmio (CdSe), estas nanoparticulas, também chamadas
pontos quanticos coloidais, sao sintetizadas por via quimica. As suas
propriedades principais, que incluem um alto rendimento quantico de

fluorescéncia, serdo aprofundadas mais a frente neste capitulo.

Devido ao largo espectro de absor¢do destas particulas, aliadas a estreita banda
de emissdo, é possivel obterem-se processos eficientes de transferéncia de energia
entre os pontos quanticos (como dadores) e outras moléculas fluorescentes (como
aceitadores) [4]. Para isso, contribui uma sobreposicdo do espectro de emissdo dos
nanocristais com o espetro de absorcdo das benzofenoxazinas. Isto poderia servir para
a criacdo de um sensor intracelular, que consoante o ambiente na proximidade do

sistema, permitisse detetar uma alteracdo da transferéncia de energia.

Os bionanossistemas, construidos com capacidade de interacdo localizada com
componentes bioldgicos, tém contribuido de forma crescente para diferentes areas da
biologia celular. Além das vantagens evidentes em termos biomédicos, a sua aplicagdo
permite também uma maior compreensdo dos fendmenos e mecanismos nos seres

vivos a nivel molecular, que de outra forma ndo seria atingida.

Os lipossomas [5, 6], lipoplexos [7, 8], dendrimeros [9, 10], nanoparticulas
metalicas [11], nanoparticulas magnéticas [12], grafeno e nanotubos de carbono [13],
além dos pontos quanticos, sao algumas classes de nanossistemas com estudos
publicados. Para a utilizacdo eficiente em organismos vivos, foram deduzidos os
seguintes critérios [5]:

e N3ao tdxicos a componentes celulares ou organismo vivo;

e Biodegradaveis ap6s o desempenho da sua funcao;

e Biocompativeis;

e Optimizacdo estrutural aos menores custos: desde a sintese, caracterizacdo

e custo ambiental;



e Possibilidade de integracdo e funcionalizagdo destes sistemas com
moléculas, proteinas, péptidos, acidos nucleicos, que facilitem ou permitam
a interaccdo nanossistema-componente celular;

e Encapsulamento e preservacdo de substancias (drogas, farmacos, enzimas,
material genético);

e Libertacdo/atuagdo controlada no local pretendido.

Com vista a que no futuro se possam realizar estudos em animais,
nomeadamente mamiferos ou mesmo humanos, ha um conjunto de fatores que
devem ser tomados em conta ainda nesta fase de sintese e caracterizagcdo. Quando um
bionanossistema é aplicado in vivo — por via intravenosa, tdpica ou outra —encontra no
seu percurso funcional, e posteriormente até ser expelido do corpo, um conjunto de
obstaculos e tarefas para os quais tem que ir preparado. Apenas os agentes que
possuam caracteristicas que o sistema imunitario considera como préprias, terdo
alguma possibilidade de sobreviver neste meio.

Uma vez no sistema circulatdrio, aqueles sistemas tém que se comportar de
forma a ndo serem reconhecidos pelo sistema imunitario como prejudiciais, ndo
devem agregar-se em estruturas maiores e tém que manter a sua estabilidade
funcional. Depois, uma vez que ficam em suspensdo no sangue e, por isso mesmo,
espalhados por todo o corpo, os nanossistemas com especificidade para certos tipos
de células endoteliais irdo permear preferivelmente aquelas zonas em que sdo
necessarias.

Para a internalizacdo destas particulas em células, in vitro ou in vivo, conjuga-se
a superficie do nanossistema com biomoléculas (e.g. proteinas, péptidos), tornando-o
“invisivel” ao sistema imunitdrio ou facilitando a endocitose mediada por recetores e
consequente transporte até ao interior das células. Desta forma, pontos quanticos
bioconjugados sdo nanossistemas susceptiveis de serem usados como sensores, em
visualizacao, diagndstico e em tratamento localizado [14, 15].

A endocitose destes bionanossistemas pode ocorrer por duas formas: adsorcao
e mediada por recetores [16]. O primeiro caso é comum para particulas com didmetro

reduzido, assim como para aquelas que sdo catidnicas - como geralmente sdo, por

exemplo, os lipoplexos - uma vez que as cargas negativas a superficie das células as



atraem e facilitam o movimento através das membranas plasmaticas. Este processo,
porém, carece de especificidade. Se por um lado a carga negativa pode atrair o sistema
a superficie da célula, aumentando a possibilidade de internalizagdo que as cargas
opostas, isso facilita a aproximacdao a todas as células, o que pode tornar-se uma
desvantagem, fazendo com que seja necessdria uma maior concentracao de sistemas
para o mesmo efeito.

No transporte mediado por recetores, geralmente mais especifico que o
anterior, enquadra-se o transporte de vesiculas ou nanossistemas funcionalizados
adequadamente. Quando um ligando interage com o seu recetor especifico na
membrana da célula, o processo de endocitose é desencadeado e a invaginacdo
membranar leva a criacdo de vesiculas de transporte intracelular, nas quais podem ser
transportados bionanossistemas [17].

Uma vez dentro da célula, os bionanossistemas podem cumprir uma ou mais
tarefas, como desencadear a morte celular, libertar farmacos ou activar/inibir algum

processo biofisico, para dar alguns exemplos.

O objectivo para esta tese de mestrado foi o de sintetizar nanoparticulas deste
tipo — pontos quanticos nanocristalinos —, conjugando-as com benzofenoxazinas a
superficie, para com estes bionanossistemas realizar estudos de fluorescéncia e
ensaios biolégicos na Saccharomyces cerevisiae. A realizacdo de ensaios em
microorganismos permite estudar um conjunto de fatores cujas conclusées podem ser
alargadas a muitos outros seres vivos, dada a semelhanga entre a composicao e
processos biofisicos em todos os seres vivos conhecidos.

Para a exposicdo deste trabalho dividiu-se a dissertagdo em trés partes
principais: introducdo, técnicas experimentais e resultados. No primeiro capitulo estdo
presentes o estado da arte relativamente aos pontos quanticos e a benzofenoxazina,
assim como a conjugacdo de pontos quanticos para o desenvolvimento de
biossensores. No segundo capitulo rednem-se as informagdes relativas as técnicas
experimentais utilizadas para esta tese. Por fim, reunir-se-a os resultados, far-se-a uma

discussdo geral destes e apresentar-se-a as principais conclusées.



1.1. Pontos Quanticos

Um processo de sintese de pontos quanticos de PbS foi desenvolvido ha mais
de 2000 anos, usando materiais naturais como PbO, Ca(OH), e 3agua [18]. Mais
recentemente, a primeira aplicacdo documentada de pontos quéanticos remonta a
1932, com a introducdo de semicondutores de seleneto de cadmio (CdSe) e sulfureto
de cadmio (CdS) em vidros de modo a colori-los [19]. Em 1985 Ekimov et al.
desenvolveram o modelo tedrico e provaram experimentalmente que aquelas
mudancas de cor se devem a densidade de estados eletréonicos determinada pelo
tamanho do material cristalino [20].

O desenvolvimento de nanocristais semicondutores biocompativeis para
imagiologia e terapia localizada é uma drea que tem beneficiado das notaveis
caracteristicas que a matéria adquire a nanoescala [21]. Na sec¢do seguinte descreve-

se alguma da fisica associada aos pontos quanticos.

1.1.1. Propriedades estruturais: a quantica dos pontos

Os semicondutores — dos quais sdo fabricados os pontos quanticos — sao
materiais cuja condutividade elétrica se situa entre a dos isoladores (maus condutores)
e a dos metais (bons condutores).

Com uma banda de valéncia totalmente preenchida por eletrGes e uma banda

de conducdo vazia, nestes materiais a separacao entre estas duas bandas de energia é
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Figura 1.1.1 — Densidade de estados numa banda de um semiconductor como fung¢do da sua dimensdo.



da ordem de 1eV, ficando o nivel de Fermi entre elas. Por isso se podem situar estes
sistemas entre as propriedades proprias de uma molécula e as de um sélido. Entdo, as
propriedades optoelectrdnicas destes sistemas advém da combinacdo entre o material
e a dimensionalidade, frequentemente referida como “confinamento quantico” [22,
23]. Uma revisao das propriedades eletrdnicas, dpticas e de luminescéncia de sistemas
desta dimensdo, assim como algumas das suas aplicacdes, pode ser encontrada nas

referéncias [24], [25] e [26].

1.1.1.1. Estrutura do nucleo nanocristalino

Devido as propriedades referidas, quando os semicondutores sdo
nanocristalinos, importantes efeitos fisicos tornam-se muito dependentes das suas
propriedades intrinsecas, tais como o tamanho, forma, composicdo, defeitos,
impurezas e cristalinidade da particula [25, 27]. As energias associadas a excitacdo
Optica e ao transporte eletrénico tornam-se assim controldveis durante a sintese.

A medida que o tamanho da particula aumenta, a excitacdo eletrénica desvia-
se para uma menor energia. Por exemplo, o hiato de energic12 no CdSe pode variar
desde o verde (2.4 eV) até ao vermelho longinquo (1.7 eV) aumentando o didmetro da
particula de 2 para 20 nm [28].

O fenédmeno associado a este efeito é o confinamento quantico dos electrdes,
do qual resulta uma modificacdo da densidade de estados nas bordas das bandas [25].
Isto faz com que os nanocristais semicondutores tenham propriedades que se situam
entre um atomo isolado e um material sélido continuo.

O confinamento é observado quando o tamanho da particula é suficientemente
pequeno para que O espagcamento energético entre a banda de conducdo e a de
valéncia exceda kT (onde k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura) [21].
Diferencas de energia maiores que kT restringem a mobilidade dos pares eletrdo-
lacuna dentro do cristal.

Como resultado do confinamento quantico de eletrdes e lacunas dentro do
semicondutor, as mudancas de densidade de estados eletrénicos causam a sua

fluorescéncia com elevado rendimento quantico.

% do inglés “bandgap”.
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Figura 1.1.2 — Cor de nucleos de pontos quanticos de diferentes tamanhos, sucessivamente maiores da

esquerda para a direita (em cima). Espectros de emissao de fluorescéncia dos mesmos pontos quanticos
[21].

A analogia com o modelo de uma “particula numa caixa”, apesar de nao
explicar totalmente a complexidade do processo, € Util a sua compreensdo. Para uma
particula localizada, como é o caso dos pares eletrao-lacuna dentro do ponto quantico
excitado, apesar de a energia poder ser bem definida, o momento ndo o pode ser.
Assim, os niveis discretos de energia de uma nanoparticula podem ser descritos como
o resultado da sobreposicdo dos estados do momento do material sélido [27]. Isto faz
gue transicdes que ocorriam a energias ligeiramente diferentes sejam condensadas,

pelo confinamento quantico, numa sé e mais intensa transicdo num nanocristal.

1.1.1.2. Estrutura da superficie

Outro importante factor é que as propriedades oticas e elétricas de um
material semiconductor sdo influenciadas pela grande quantidade de atomos que se
encontram a superficie [27, 29]. Muito frequentemente ocorrem reconstrucées na
posicdo atdmica superficial, cujos defeitos produzidos — num material com elevada
razdo superficie/volume — levam niveis energéticos para a zona proibida aos eletrdes e

assim degradam as suas propriedades. As causas destas altera¢bes variam com a



estequiometria, espacos vazios e condi¢cdes de sintese. A passivacdo é o processo
guimico pelo qual os atomos a superficie se ligam a um outro material. Quando este
material é semicondutor, ele tem normalmente uma banda proibida mais larga,
eliminando assim os niveis dentro do hiato de energia [30]. O objectivo é isto resultar

num melhoramento, por exemplo, do rendimento quantico de fluorescéncia [31].

1.1.1.3. Passivacao da superficie

Como discutido acima, os defeitos a superficie dos pontos quanticos
aprisionam os eletrGes, as lacunas ou os excitdes®, diminuindo a recombinacdo
radiativa e reduzindo o rendimento quantico. Por essa razao, cobrir ou passivar a
superficie é crucial para o desenvolvimento de pontos qudanticos fotoestaveis.
Idealmente, uma superficie perfeitamente passivada tem todas as ligacdes saturadas
e, consequentemente, todos os estados préoximos das bordas das bandas se encontram
confinados quanticamente.

Entdo, a modificacdo da superficie dos pontos quanticos é essencial. Para este
fim, o processo de passivacdo é geralmente levado a cabo pela deposicio de uma

camada, coroa ou capa — organica ou inorganica — na superficie do nanocristal.

1.1.1.3.1. Passivagao com camada organica

Pontos quanticos sdo frequentemente fabricados com a introducdo de
moléculas orgéanicas que se adsorvem na superficie e funcionam como capas [32-34].
Algumas vantagens incluem a possibilidade de bioconjugacdo e a obtencdo de
suspensdes coloidais monodispersas.

Geralmente, os ligandos mais usados sdao os fosfenos (e.g. 6xido de tri-n-
octilfosfina — TOPO) e os mercaptanos (-SH) [21]. Nestes casos, as ligacGes das
moléculas a superficie da particula sdo fracas o suficiente para serem quebradas sob
luz ultravioleta e levar a falha da passivagao.

Com vista a solubilizacdo de pontos quanticos em agua, em simultdneo com a
passivacao, foi ja usada albumina do soro bovino (BSA) [35]. Deste modo, melhorou-se

a estabilidade quimica e o rendimento quantico de fotoluminescéncia das particulas.

3 ~ .
par electrdo-lacuna ligado.



Também se passivou pontos quanticos com DNA, reportados como nao-tdxicos e

estaveis em sistemas bioldgicos [36].

1.1.1.3.2. Passivagao com camada inorganica

Como referido na secgdo 1.1.2., a passivagdao do ponto quantico é geralmente
levada a cabo com uma camada de um material com maior hiato de energia, de modo
a que os excitdes figuem confinados no nucleo. Mas além da diferenca entre hiatos de
energia, também a estrutura cristalina dos materiais € um fator considerdvel no
momento de decidir a ordem da sintese dos pontos quanticos.

Para este fim, uma das combinacdes mais usada é entre CdSe e ZnS [4, 31, 37],
sendo também comum CdTe [35], CdS e ZnSe [28, 36]. Apesar de ambos os materiais,
CdSe e 7ZnS, terem estruturas tetraedricamente coordenadas, as suas constantes de
rede cristalina sdo de 6.08 A e 5.40 A, respectivamente. A diferenca entre os
parametros de rede do CdSe e do ZnS (10.6%) é maior que entre CdSe e ZnSe (6.3%) e
gue entre CdSe e CdS (3.9%), o que dificulta, comparativamente, o crescimento
epitaxial e a auséncia de defeitos e tensdes nas ligacdes [21]. No entanto, o CdSe tem
um hiato de energia de cerca de 2eV e o ZnS tem cerca 3.2eV [37] — uma diferenca
maior do que no caso dos outros materiais — fator que melhora a passivacdo e o
confinamento quantico.

A diferenca entre o comprimento das ligacdes interatdomicas faz com que o
crescimento de uma camada a volta de um nucleo n3o resulte num crescimento
epitaxial sem tensGes. Este factor contribui para que seja mais dificil o crescimento de
uma coroa de CdSe num nucleo de ZnS do que o contrario, uma vez que os dtomos de
Cd e de Se ficariam “em esfor¢co”, ou entdo criar-se-iam defeitos na cobertura do
nucleo, deixando ligacdes por preencher. Os atomos de Cd e de Se prefeririam assim
criar outros nucleos, levando a uma heterogeneidade de sistemas durante uma mesma
sintese. Por estas razbes, é comum a preferéncia por uma passivacao de nucleos de
CdSe com uma coroa de ZnS, tal como se fez na parte laboratorial deste trabalho.

Para uma melhor passivacdao, o material da coroa devera ter um parametro de
rede com até cerca de 12% de diferenca de modo a facilitar a epitaxia e a minimizar os

defeitos e tensbes [38]. A adaptacdo das constantes de rede na interface entre os dois
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materiais contribui para um desvio para o vermelho do espetro de emissao apds a
passivacao, além de um aumento do rendimento quéantico de fluorescéncia [31, 39].

Outro importante fator a considerar é se a coroa resultara numa superficie
hidrofébica ou hidrofilica. Para aplicacbes biolégicas dos pontos qudanticos é
recomendavel uma cobertura compativel com a dgua, como a silica [40], mas a qual
pode ser obtida também com outros processos de funcionalizacdo, adicionais a
passivacao [16, 23]. Isto sera explorado mais aprofundadamente na seccao 1.3.

Apesar da melhoria significativa observada apds a passivacdo com uma camada
inorganica, existem na literatura evidéncias de que o processo é frequentemente
imperfeito. Tais passivagdes incompletas causam diferentes resultados como (a)
menores rendimentos quanticos que com passivacdo completa [41], (b) uma
quantidade significativa de pontos quanticos ndo-fluorescentes [41], (c) foto-oxidacdo
dos nucleos ou da coroa [42] e (d) flutuacdo da intensidade dos pontos quéanticos
nucleo/coroa devido ao aprisionamento de cargas pelos estados de superficie [43], tal

como acontece com as particulas ndo-passivadas.

1.1.2. Propriedades de luminescéncia

Quando a energia do fotdo absorvido por um ponto quantico € maior que a
menor transi¢do excitdnica (pelo menos do tamanho do hiato de energia), os eletrdes
e lacunas (geralmente, sob a forma de excitdes) sdo gerados com um excesso de
energia, ao qual se chamada frequentemente de energia cinética [44-46]. Este excesso
de energia pode ser dissipado sob varios processos: (1) dissipacdo por calor através de
interacGes eletrdo-fondo ou processos Auger até ao nivel excitado mais baixo [45]; (2)
um segundo excitdao pode ser criado se a energia em excesso for maior que o hiato de
energia [46]; e (3) os electrBes e as lacunas podem separar-se e 0 excesso de energia
pode ser convertido em energia elétrica pelo efeito fotovoltaico [46]. O eletrdo e a
lacuna podem entdo recombinar-se e relaxar para estados de energia mais baixos até
ao estado fundamental. O excesso de energia deste processo pode ser libertado por

vias radiactivas (emissdo de fotdo) ou ndo-radiativas (emissdo de fondes).

11



A emissdo de radiacdo fluorescente ocorre aquando das recombinacdes de
eletrBes e lacunas a partir das bordas das respectivas bandas, ou seja, do estado
excitado energeticamente mais baixo. Todo este processo, desde a excitacao até ao
regresso ao estado fundamental, tem um tempo de vida que depende de varios
fatores, entre os quais se encontra o tipo de material, a temperatura e também o
tamanho. Por exemplo, o tempo de vida de fluorescéncia de pontos quanticos CdSe de

3.2 nm pode ser de ~1 us a 10K, enquanto em sdélido esse tempo é de ~1ns [47, 48].

1.1.2.1. Dependéncia do tamanho

A excitagdo dos pontos quanticos por uma fonte de energia externa cria pares
eletrdo-lacuna devido a transicdo do eletrdo do estado fundamental para um estado
excitado. As energias associadas com estas absor¢des oticas sdao diretamente
determinadas pela estrutura eletrdnica do material. O par eletrdo-lacuna excitado
pode ligar-se e levar a criacdo de um excitdo, cuja energia depende do tamanho da
particula, como discutido acima.

Um nanocristal com menor volume tem um maior hiato de energia entre a
banda de valéncia completamente preenchida — onde se forma a lacuna aquando da
excitacdo — e a banda de conducdo do eletrdo excitado. A recombinacdo de um eletrdo
excitado na banda de conducdo com uma lacuna na banda de valéncia liberta uma
energia dependente do tamanho do hiato de energia. Por isso se podem tirar
conclusdes acerca do tamanho médio dos pontos quanticos a partir da frequéncia do
pico de emissdo de fluorescéncia [49].

Também no que concerne ao rendimento quantico de fluorescéncia, foi
descrita uma dependéncia do mesmo em funcdo do pico de emissdo, e
consequentemente em fun¢dao do tamanho. Foram sintetizados pontos quanticos de
varios tamanhos através do controlo do tempo de reacao [50]. Como é visivel na figura
1.1.3, o maximo de rendimento quantico de fluorescéncia corresponde as particulas

cujo pico de emissao se situa nos 610 nm.
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Figura 1.1.3 — Rendimento quantico de nanocristais CdSe com diferentes tamanhos em fungao do pico
de emissdo (a esquerda), e espetros de emissdo de fluorescéncia dos mesmos nanocristais com
diferentes posi¢cdes de emissao (a direita). [50]

1.1.2.2. Intermiténcia dos pontos quanticos

Como ja foi mencionado atrads, os pontos quanticos tém um conjunto de
vantagens relativamente aos compostos organicos, como elevada fotoestabilidade,
larga banda de absor¢do e estreita e controlavel banda de emissdo. No entanto,
frequentemente os pontos quanticos apresentam também uma luminescéncia
intermitente, ou seja, periodos de luminescéncia intercalados com periodos escuros.
Varios modelos tém sido apresentados, sem contudo se chegarem a conclusdes
definitivas. Estd descrito que existe um conjunto de fatores que contribuem para o
fenédmeno, nomeadamente que a ioniza¢do fotoinduzida resulta em pontos quanticos
carregados que levam a separacdo dos eletrdes e lacunas [43]. Os periodos escuros
teriam portanto o tempo de vida da ionizagcdo. Mas outros estudos verificaram tempos
de intermiténcia distintos dos descritos em [43], pelo que outros fatores foram
adicionalmente propostos [51-54], como a ioniza¢do activada termicamente, efeito de
tunel eletrénico através de barreiras flutuantes ou efeito de tunel de eletrdes pela
ressonancia entre estados excitados de pontos quanticos e os estados escuros que

variam ao acaso ha energia.
1.1.2.3. Emissao dos defeitos

A radiagdo emitida pelos pontos quanticos pode também vir de impurezas

localizadas ou de estados quanticos ativados no hiato de energia. A estes estados
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costuma chamar-se defeitos” [52]. Os defeitos podem comportar-se como dadores ou
aceitadores, dependendo de terem excesso ou défice de eletrdes, e fazem com que
lacunas ou eletrdes sejam atraidos e aprisionados nesses estados por atraccao
Colombiana [55]. A luminescéncia destes niveis defeituosos pode ser usada para
determinar as suas energias e a sua concentracdo é proporcional a sua intensidade.

Os estados de superficie aprisionam portadores de cargas e excitdoes, o que
geralmente degrada as propriedades oticas e elétricas das particulas, quer
aumentando a quantidade de relaxamento ndo-radiativo, quer levando a espectros de
emissdo assimétricos e incaracteristicos de pontos quanticos, como veremos nos
resultados. Sdo sempre esperados defeitos a superficie do ponto quantico, apesar dos
varios métodos de passivacao que pretendem elimina-los, dada a elevada razdo area
de superficie/volume. Contudo, a concentragdo de estados de superficie pode ser
controlada através dos processos de sintese e da passivacgao.

Foram estudados os defeitos em pontos quanticos de vdrios tamanhos,
chegando-se a conclusdo que a sua menor incidéncia ocorre para tamanhos médios
(~3.5nm), enquanto que em pontos quanticos menores e maiores que tal tamanho, a
influéncia dos defeitos € maior [56]. Isto foi explicado afirmando que, em pontos
guanticos pequenos, o tempo de reacdo é demasiado curto para uniformizar o
crescimento da particula. Também a quantidade de atomos a superficie, por unidade
de volume, é maior para particulas mais pequenas, pelo que a mesma quantidade de
defeitos tem uma maior importancia.

Como o crescimento das particulas estd directamente ligado ao tempo de
reacdo, as particulas de tamanho médio tém mais tempo para corrigir os defeitos de
superficie e de estreitar a distribuicdo de tamanhos [57]. Por fim, as particulas maiores
podem formar-se com a contribuicdo de outros processos, como a unido de varios dos
cristais mais pequenos que se incorporam em pontos quanticos maiores. Pelo facto de
a unido se processar através de superficies defeituosas, tipicas das particulas mais
pequenas [58], o mesmo vai ocorrer para as particulas grandes resultantes, ficando

também com um maior nimero de defeitos.

* do inglés “defect states”.
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1.1.2.4. Efeito da passivagao

Centrando-nos no caso de pontos quanticos fabricados com CdSe (nucleo) e
ZnS (coroa) — os materiais usados nas experiéncias laboratoriais desta tese —, foram
estudadas as propriedades éticas em funcdo dos tamanhos relativos do nucleo e da
coroa [31].

Foram apresentados os resultados para pontos quanticos CdSe/ZnS nucleo
coroa de vdrios tamanhos, reproduzidos nas figuras 1.1.4 e 1.1.5. O aumento do
tamanho dos nucleos fez variar o comprimento de onda do pico de emissdo entre os
470nm (nanocristais de 23 A) e os 620 nm (nanocristais de 55A).

A figura 1.1.4 mostra os espetros de absorcdo dos pontos de CdSe com
didmetros entre 23 e 55 A antes e depois de adicdo da camada de ZnS, com entre 1 e 2
monocamadas de espessura. A monocamada foi definida como uma coroa de 3.1A
[31]. Observou-se um pequeno desvio para o vermelho depois da cobertura, explicada
por um deslocamento do excitdo para a matriz do ZnS. O desvio para o vermelho é
mais acentuado nos nanocristais mais pequenos devido ao aumento do efeito de

confinamento quantico dos portadores de carga. A figura 1.1.5 mostra os espetros de
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Figura 1.1.4 (a esquerda) — Espetros de absorg¢do para os nucleos (linhas pontuadas) e nucleos/coroa
(linhas cheias) com distintos diametros: (a) 23; (b) 42; (c) 48; (d) 55 A. Os espectros de absorcdo para as
particulas passivadas sdo mais largos e estdo desviados para o vermelho relativamente a absorcdo dos
nucleos. [31]

Figura 1.1.5 (a direita) — Espetros de emissdo para os nucleos (linhas pontuadas) e nucleos/coroa (linhas
cheias) com distintos diametros: (a) 23; (b) 42; (c) 48; (d) 55 A. Os espectros de emissdo das particulas
passivadas sdo muito mais intensos devido a um muito maior rendimento quantico: (a) 40, (b) 50, (c) 35 e
(d) 30 %. [31]
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Figura 1.1.6 — Espetros de absor¢do para uma série de nlcleos CdSe com 42 A cobertos com diferentes
espessuras de ZnS: (a) apenas cobertos com TOPO, (b) 0.65 monocamadas, (c) 1.3, (d) 2.6, e (e) 5.3. O
lado direito mostra a zona de maiores comprimentos de onda e as menores transicdes energética. Os
espectros demonstram um desvio para o vermelho maior para as camadas mais espessas, assim como
um alargamento do primeiro pico de emissdo como resultado do aumento da polidispersividade. O
lado esquerdo evidencia a regido onde o aumento da absor¢do para as energias mais altas com o
aumento da espessura da coroa se deve a absor¢do directa do ZnS. [31]

fotoluminescéncia a temperatura ambiente das mesmas amostras, antes e depois da
cobertura do nucleo de CdSe com ZnS. Os rendimentos quanticos aumentaram de 5 a
15% para os pontos ndo-cobertos para valores entre 30 a 50% dos nanocristais
passivados.

Outra parte do mesmo estudo relata a evolugdo espectral que vdrias
espessuras de camadas de ZnS fazem sobre nucleos com o mesmo tamanho. Na figura
1.1.6 estao presentes os espetros de absorgdo que demonstram que os aumentos
espessura da coroa levam a um maior desvio para o vermelho e também a um
aumento da intensidade de absorcdao nas energias mais elevadas, devido a absorc¢ao
directa do ZnS. A variagdo dos espetros de emissdo dos mesmos pontos quantico CdSe
com ~40 A de diametro com diferentes espessuras de coroa ZnS estd visivel na figura
1.1.7. Existe inicialmente um incremento abrupto do rendimento quéantico com a
criacdo da camada de ZnS sobre o CdSe, seguido de uma descida estavel do mesmo
parametro com o crescimento da coroa depois de ~1.3 monocamadas de ZnS. Os

espetros sdo, da forma, desviados para o vermelho e acompanha-os um alargamento
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Figura 1.1.7 — Espetros de emissdo dos mesmos pontos quantico CdSe com 42 A de didmetro com
diferentes espessuras de coroa ZnS. Os espectros correspondem a coroas de espessura: (a) 0, (b) 0.65,
(c) 1.3, (d) 2.6, (e) 5.3 monomonocamadas de ZnS. A posicdo do maximo de emissdo desvia para o
vermelho e o espectro alarga com o aumento da espessura. Inset: o rendimento quantico em fungdo da
guantidade de monocamadas, aumentando em 50% no maximo 1.3. [31]

da largura a meia altura. Temos entdo um aumento maximo de 50% do rendimento

guantico a aproximadamente 1.3 monocamadas de cobertura.

1.1.3. Sintese de pontos quanticos

Sao varias as vias pelas quais se sintetizam pontos quanticos. Iremos abordar os
processos para a obtencdo de pontos quanticos, de uma forma geral, e aprofundar
aqueles usados para o desenvolvimento laboratorial desta tese na sintese de pontos
guanticos coloidais.

A sintese de nanocristais € um processo complexo e portanto existe uma vasta
gama de técnicas disponiveis para produzir os diferentes tipos de particulas. Por esta
razdo ndo se consegue fazer uma generalizacdo que enquadre todas as técnicas
utilizadas. Ainda assim, geralmente, podem dividir-se as técnicas para a sintese de
pontos quanticos em duas categorias, segundo a abordagem (i) top-down ou (ii)
bottom-up [59]. No que se refere a pontos quanticos coloidais, também se podem
categorizar as técnicas em trés grupos principais: (1) condensac¢do por vapor, (2)

processos de estado sdlido e (3) sintese por reagdo quimica.
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Inicialmente, os investigadores estudaram nanoparticulas homogéneas, de um
so6 material, de modo a descobrir as propriedades que emergem quando a matéria é
trabalhada a escala nanoscépica. Depois, no fim dos anos 80, os investigadores
perceberam que materiais compdsitos, heterogéneos ou em camadas, criam particulas
coloidais semicondutoras que demonstram mais eficiéncia que as correspondentes
particulas simples; em alguns casos, elas até desenvolveram novas propriedades [60-
62]. Mais recentemente, durante os anos 90, os investigadores sintetizaram
nanoparticulas em multicamadas concéntricas de semicondutores com o objectivo de
melhorar as propriedades das particulas semicondutoras. SO entdo foi adoptada a
terminologia nucleo/coroa’ [63-65].

Em seguida, discutiremos brevemente estas abordagens.

1.1.3.1. Processos top-down de sintese

Na abordagem top-down, um semicondutor sélido é desbastado para formar
pontos quéanticos. Litografia de feixe de electrdes (EBL®), corrosdo por ibes reactivos
(RIE’) ou corrosdo quimica em solugio (WCE?) sdo frequentemente usados para esta
finalidade [66-69]. Formas e tamanhos controlaveis sdo, deste modo, obtidos para
experiéncias sobre o efeito de confinamento quantico. Estas técnicas também sdo
usadas para a obtencdo de matrizes de pontos quanticos em substratos varidveis. Uma
destas técnicas de sintese top-down é de seguida explicada resumidamente.

A técnica RIE foi usada para fabricar uma matriz de pontos quanticos de InGaN
bem localizados, com grande uniformidade e luminescéncia a temperatura ambiente
[70]. Depois do crescimento epitaxial de uma camada de 1.5 um de GaN sobre um
substrato de safira, foi entdo depositada outra camada de InGaN com 3 nm de
espessura. Por ultimo, foi depositada uma camada final de GaN. Todas estas
deposicdes epitaxiais foram levadas a cabo pelo sistema MOCVD®. De seguida, com a
prévia padronizacdo de mascaras circulares cromadas, sdo formados os nanopilares

por RIE, como mostra a figura 1.1.8.

Ac U

> do inglés “core/shell”.

®do inglés “electron beam lithography”.
7 do inglés “reactive-ion etching”.

& do inglés “wet chemical etching”.

9 . . . ey
do inglés “metal organic chemical vapor deposition”
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Figura 1.1.8 — Processo de formacdo de nanopilares por RIE (em cima). Imagens de microscopio
electroénico evidenciando o padrdo de nanopilares e em pormenor um nanopilar de aspecto cénico [70].

Nos processos de corrosdo a seco, como é o caso do RIE, um gas reativo é
inserido numa camara e uma voltagem de radiofrequéncia é aplicada para criar um
plasma que torna o gds mais reativo. Estas espécies com maior energia cinética
presentes no gas atacam selectivamente a superficie onde ndo existe mascara,
formando reacgdes volatilizantes e produzindo o padrdo desejado. Apenas quando as
espécies energéticas reactivas sao ides é que o processo de corrosao é chamado de
RIE.

Estas abordagens top-down oferecem um alto grau de flexibilidade no design
de sistemas nanoestruturados. Qualquer forma de pontos quanticos de zero ou uma
dimensdes, anéis ou colunas com uma precisa separacdo e periodicidade podem ser

realizadas com estas técnicas.

1.1.3.2. Processos botom-up de sintese

Processos botom-up sdao também recorrentemente designados por processos
de auto-organizacdao de particulas [59]. Estes processos envolvem, geralmente, a
precipitacdo das particulas por nucleacdo de precursores, seguida de um tempo
controlado de crescimento, através de métodos quimicos em solugao [71, 59]. Além
destes encontram-se métodos e técnicas de fase-vapor, entre os quais cvD¥ [72, 73,

74] ou feixe molecular epitaxial [75, 76].

Ac W

10 . . i
do inglés “chemical vapor deposition”.
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Alguns dos métodos quimicos de sintese que utilizam solugbes sao:
microemulsdes [37, 77, 78]; sol-gel [79, 80]; rea¢des quimicas competitivas [81];
assistidos por irradiacdo de microondas [82, 83]; electroquimicos [84, 85]; ou
decomposicdo em solugdo quente [86-88]. Este ultimo método é considerado por Bera
et. al como o melhor para a sintese de pontos quanticos com alta cristalinidade e
monodispersividade [71].

Nos métodos himidos — ou em solucdo —, pela variacdo dos fatores de reacao
como a temperatura, solventes, estabilizadores ou formagdo micelar, concentracdo de
precursores ou razdes entre espécies anionicas e catidnicas, podem obter-se pontos
guanticos com o tamanho, forma e composicdo desejados. Processos que envolvem
microemulsdes tém a vantagem de, ao contrario da decomposicdo em solucdo quente,
ndo precisarem de temperaturas extremamente elevadas (maiores que 300°C [86])
para a obtencdo de pontos quanticos de qualidade.

De seguida, faremos algumas referéncias ao método que foi usado, na parte

laboratorial deste trabalho, para a sintese de pontos quanticos.

1.1.3.3. Sintese de pontos quanticos pelo método de microemulsao

Na verdade, todos os métodos atrds descritos podem ser transformados ou
combinados para a obtencdo de pontos quanticos com as caracteristicas desejadas. O
mesmo acontece com o uso de microemulsdes. Contudo, podemos circunscrever este
método a algumas das suas caracteristicas mais comuns.

Sdo duas as categorias em que podemos dividir este processo: microemulsdes
(1) normais ou (2) invertidas, caso se trate de um 6leo em agua ou de dgua em dleo,
respectivamente [21]. De entre este tipo de processos encontra-se o de micelas
invertidas, em que se juntam dois liquidos imisciveis (geralmente agua (polar) e um
alcano de cadeia longa (apolar)) a um surfactante'! para formar a emulsdo [37, 89-93].

Ao nivel microscopico, as moléculas de surfatante organizam-se em filmes que
separam as fases polar e apolar, formando pequenas gotas de agua dispersas em

solugdes de n-alcanos, ou vice-versa, através do uso de surfatantes como AOTY,

A U

11 .. . . N . .
Estrangeirismo do inglés “surfactant”, equivalente a palavra portuguesa “tensioactivo”.
12 . A~ . . .
Do inglés “Aerosol OT - Dioctyl sodium sulfosuccinate”.
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CTAB™® ou SDS™ [94]. Isto é devido as moléculas dos surfatantes terem terminagdes
hidrofilicas e hidrofébicas nos grupos terminais opostos. Assim se formam pequenos
aglomerados chamados micelas, separando o d6leo da &gua, como pequenos
reservatorios [94]. Dado que as reacdes quimicas de sintese de particulas podem
ocorrer no interior destas micelas, elas sdo por vezes chamadas de micro ou nano-
reatores [95, 96]. Chamam-se micelas invertidas quando a agua fica no seu interior, em
contato com os grupos hidrofilicos (cabecas), enquanto o éleo fica no exterior, em
contato com as caudas hidrofdbicas do surfatante [97]. As microemulsdes sdo
isotrépicas, macroscopicamente homogéneas, termodinamicamente estdveis e
oticamente transparentes. As micelas podem albergar uma grande quantidade de
moléculas no seu interior sem que isso disturbe as suas propriedades macroscépicas.
Esta estabilidade nas suas propriedades permitiram o uso de técnicas de polarizacdo e
fluorescéncia resolvida no tempo, fosforescéncia, espectroscopia no visivel e UV, ESR e
NMR para o estudo da estrutura e monitorizacdo de reacbes que ocorram no seu
interior [94].

Além dos procedimentos laboratoriais para o estudo da influéncia das micelas
no crescimento de nanoparticulas, e para simplificar a gama de experiéncias que
teriam de ser levadas a cabo para esse fim, também tém vindo a ser desenvolvidos
estudos e modelos tedricos [98-102]. Estes estudos focaram-se principalmente nos
diferentes mecanismos e na cinética de formacdo de particulas em sistemas de
microemulsao.

Considera-se a troca intermicelar de reagentes e particulas acabadas de formar
numa sé ou entre duas microemulsdes. Em ambos os casos, o tamanho e a
polidispersividade das particulas ndo dependem apenas do tamanho das micelas ou da
concentragdo de reagentes mas também de outros parametros fisicos, tais como a
natureza dos reagentes, a fraccdo de volume polar, padrao de mistura dos reagentes,
temperatura, pH, e até tipos de dleos usados. Uma revisao dos parametros envolvidos

pode ser encontrada na referéncia [103], alguns dos quais resumiremos em seguida.

A W

B Do inglés “cetyl trimethyl-ammonium bromide”.

Ac U

“Do inglés “sodium dodecyl sulfate”.
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1.1.3.3.1. Efeito da razao de agua para surfatante

Quanto a utilizacdo de técnicas que envolvem microemulsGes na producdo de
nanoparticulas, foi demonstrado, através do cdlculo da energia livre de Gibbs de uma
micela invertida, que o seu raio tem uma dispersividade reduzida, ou seja, que a
populacdo de micelas invertidas tem uma distribuicdo de tamanhos quase
monodispersa [94]. Esta propriedade é muito importante para controlar o tamanho e a
polidispersividade das particulas que se sintetizam no seu interior. Esta organizagdo
estrutural das micelas invertidas, juntamente com a quase monodispersividade do seu
raio, permite [90, 97], no caso do AOT, o estabelecimento duma relacdo linear entre o

raio da gota g, em nm, e o parametro externamente controlavel w.

_ [agua]
0 ™ [surfatante]

ry(gota de dgua) = 0.175 w,
O raio hidrodinamico da micela invertida, 1,,, sera entdo o raio da gota de
agua, 1,,, mais o tamanho da molécula de surfatante.
Podemos aumentar o tamanho das micelas pela simples adicdo de agua, mas
isso ira fazer com que se reduza a concentracdo micelar. Se fizermos aumentar a
quantidade de agua e de surfatante, de modo a que w, se mantenha constante, entdo
o nuUmero de micelas aumentara, mas ndo o tamanho delas.
Consideremos agora dois agentes reactivos arbitrarios, A e B, em duas solucdes
micelares. Ao mistura-las, por causa de um processo de transferéncia de conteldo
entre micelas, A e B vdo entrar em contacto e reagir [90]. Ao aumentar o tamanho da

micela, o que diminui a rigidez do filme de surfatante, verifica-se um aumento das

Fase
apolar
(dleo)

|

Figura 1.1.9 — Estrutura tipica de uma micela invertida.
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nucleagdes intermicelares em comparagdo com a nucleagdao intramicelar.
Adicionalmente, isso também aumenta a agregacdo, por causa da colisdo entre

nanoparticulas dentro da mesma micela.

1.1.3.3.2. Efeito da fase organica

A fase orgéanica é um factor importante na sintese de nanoparticulas através de
técnicas de microemulsdes. Nem todos os solventes organicos sao adequados a
formacdo de emulses agua-em-dleo (w/o).

A experiéncia de mudar o solvente de isoctano (viscosidade = 0.32 cP) para
ciclohexano (0.85 cP), levou a uma diminuicdo por um factor de 10 da troca
intermicelar, reduzindo assim o tamanho das particulas para metade, apesar do

tamanho das micelas permanecer igual [104].

1.1.3.3.3. Efeito dos reagentes

Durante o processo de reducdao, normalmente o agente redutor ndo tem efeito
no controlo do tamanho da particula. No entanto, com agentes redutores fracos, a
polidispersividade aumenta por causa dos lentos tempos de reacdo. Em geral, quando
a reacdo é rapida a concentracdo de nucleos aumenta devido a maior troca inter e

intramicelar; como resultado, sdo obtidas particulas mais pequenas [105].

1.1.3.3.4. Efeito da concentragdo de reagentes

No caso de sistemas de microemulsdo, com o aumento da concentracdo de
reagentes, o tamanho das particulas vai diminuir, devido a uma mudanga no
mecanismo de formacdo das particulas. De facto, este aumento de concentracdo leva a
um aumento do numero de atomos reactivos dentro de cada micela invertida
individual. Mas, consequentemente, disto decorre um movimento do mecanismo de
crescimento, desde uma reacgdo intermicelar em direcgdo a uma reacgao
predominantemente intramicelar. Deste movimento resulta, geralmente, uma

diminuicdo do tamanho final das particulas [104, 106].
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1.1.3.3.5. Efeito da misturacao

A forma como se fazem as misturas na microemulsdo é outro factor importante
na sintese de nanoparticulas. A literatura confirma que a adicdo de reagentes na forma
liquida, ainda que ndo ocorra separacdo de fases, aumenta a agregacao, enquanto a
sonificagdo por ultra-sons melhoram eficientemente a distribuicao dos reagentes pelas

micelas invertidas [107].

1.1.3.3.6. Efeito da temperatura e do tempo de reacgdo

A temperatura é um dos parametros mais usados para controlar a cinética de
reaccdao na formagao das nanoparticulas. Geralmente, para reac¢des exotérmicas, a
velocidade de reac¢do aumenta com o aumento da temperatura. O contrario acontece
para reac¢des endotérmicas.

Para a formacdo de particulas por precipitacdo, a reacdo pode ser dividida em
trés estdgios distintos [103]: (i) nucleacdo, (ii) crescimento, e (iii) aglomeracdo. Como
resultado, o tamanho das particulas depende na velocidade relativa destes trés
estdgios, todos em parte dependentes da temperatura. Ou seja, as particulas
comecgam por criar pequenos nucleos, iniciando o seu processo de crescimento. De
seguida, o tamanho das particulas torna dependente do tempo de reacdo. Por ultimo,
a reacao precisa de ser terminada antes que as particulas comecem a aglomerar. A

temperatura infere na velocidade destes estagios.
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1.2. Benzofenoxazina

Fenoxazinas sdo compostos heterociclicos triciclicos consistindo de um anel de
oxazina, rodeado por dois nucleos de benzeno. Quando a estes compostos é
adicionado um anel benzeno é adicionado as arestas a-c ou h-j sdo denominadas
benzofenoxazinas angulares ou lineares, dependendo da orientacdo do anel benzeno

adicionado [108].

) H
sue!
h 0 c

fenoxazina
Linear: Angulares: 5
1 3
X T OO0
0] 9 5 0]
8 7 6
benzo[b]fenoxazina benzo[a]fenoxazina benzo[c]fenoxazina

Esquema 1.2.1 — Fenoxazina e benzofenoxazinas [108].

Foi jd& extensivamente descrita a sintese de benzo[a]fenoxazinas e suas
caracteristicas fotofisicas em diferentes meios, de forma a usa-las como sensores para
distinguir diferentes acontecimentos como a micelizacdo e determinacdo da sua
concentracdo micelar critica [109], interacdo com DNA [110], sondas para membranas
[111] e para aminoacidos [112]. Uma revisdo completa sobre as caracteristicas
fotofisicas e as aplicacOes fotofisicas das benzo[a]fenoxazinas pode ser encontrada na

referéncia [113].

1.2.1. Caracterizacao de benzofenoxazinas

Ao estudarem-se as propriedades fotofisicas de benzofenoxazinas, verificaram-
se desvios nos maximos de absor¢cdo e emissdao em fungao da polaridade e de
capacidade receptora de protGes por parte dos solventes [114].

Depois de mais algumas experiéncias, com a mesma sonda em diferentes

solventes, concluiu-se que o solvente interage com a benzofenoxazina quer aceitando
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uma ligagdo de hidrogénio, ou removendo completamente o protao amina e portanto
originando a base correspondente [114]. Ao passar de etanol para agua a capacidade
de aceitar protdes diminui enquanto a de doar protdes aumenta. De acordo com estas
variacoes observou-se que a forma alcalina s6 é importante em etanol e desaparece
completamente em agua.

Num outro trabalho [109], foram estudadas as intera¢des entre benzofenoxazinas e a
formacdo micelar. As micelas sdo um modelo simples através do qual se podem estudar
as membranas bioldgicas, dado que estas apresentam na sua constituicdo uma
bicamada fosfolipidica. Assim sendo, a interaccdo de fluoréforos com micelas pode

permitir um paralelo entre as sondas e as propriedades das membranas.

1.2.2. Aplicagdes de benzofenoxazinas

Os trabalhos mencionados até aqui sugerem boas expectativas no uso destes
fluoréforos como sonda em varias aplicacbes, tais como em processos bioldgicos de
transporte de protdes, transferéncia eletrénica fotoinduzida, assim como medicdo de
pH local.

Os resultados do trabalho da referéncia [109] mostram que compostos
fenoxazinicos catidnicos com uma cadeia alifatica longa sdo capazes de detetar a
concentracdo micelar critica, até no caso de surfatantes catidnicos, nos quais existe
uma repulsdo electrostatica entre as micelas e a sonda fluorescente.

Tal como das micelas, a compreensdo das func¢des bioldgicas das membranas
estd relacionada com as suas propriedades fisico-quimicas. Parametros como a
electrostatica da membrana, a sua fase, hidratacdo ou dindmica dos seus constituintes
estabelecem a estrutura da célula e regulam a ligacdo ou transporte de espécies
idnicas. A composicdao e a estrutura das membranas podem ainda condicionar a
correcta inserc¢do, conformacdo e funcdo das proteinas membranares.

Os aminoacidos sdao pequenas moléculas de extrema importancia devido a sua
presenca ubiqua nos tecidos e fluidos biolégicos. Na maioria dos casos, a
monitorizacdo destas moléculas é alcancada apenas depois que um cromoforo ou

fluoréforo se ligue ao grupo amina ou ao acido carboxilico.
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A pequena dependéncia que estas sondas mostram relativamente ao pH [112],
apesar de impossibilitarem o uso como sondas de pH, fazem delas Uteis para ensaios
em que se esperam resultados do ambiente mais préximo da sonda,
independentemente do pH, tal como estudos de conformacdo de macromoléculas
bioldgicas. Outras aplicagdes podem ser encontradas, como sensor redox para a
detecdo de NADH [115], piruvatos [116], perdxido de hidrogénio [117], glucose [118] e
3-hidroxibutirato [119].
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1.3. Conjugacao de Pontos Quanticos

As tendéncias atuais de encolher as dimensdes de novos materiais s3ao
conduzidas pelo desejo de aceder as propriedades e performances Unicas que
emergem na transicdo para a escala nanométrica. Como vimos na sec¢do 1.1, a medida
que o tamanho diminui para a nanoescala, essas propriedades tornam-se fortemente
dependentes do tamanho.

Além dos atributos oticos, eletronicos e quanticos que sdo deliberadamente
almejados no fabrico destes materiais, também o aumento da drea de superficie com o
decréscimo do tamanho tido em consideragdo. Esta ultima caracteristica faz com que
haja actualmente uma grande produgao cientifica na drea da quimica de superficie de
nanoparticulas, onde se incluem os pontos quanticos.

Contiguo a isto, as nanoparticulas sao dos nanomateriais mais proximos dos
fins comerciais de mercado. Estima-se que o mercado de nanoparticulas para
biotecnologia, desenvolvimento e entrega de farmacos tenha um valor global de 21,6
mil milhdes de ddlares em 2012, com um crescimento anual previsto de 19,9%, que
chegard aos 53,5 mil milhdes de délares em 2017 [120].

Nesta seccdo sobre a conjugacdo de pontos quanticos, tal como na seccdo 1.1,
debrucar-nos-emos apenas sobre o estudo de pontos quanticos coloidais, aqueles que

foram utilizados na parte laboratorial deste trabalho.

1.3.1. Solubilizagdao de pontos quanticos

Pontos quanticos produzidos em solucdes ndo-polares sdo geralmente
insoluveis em agua, tornando necessaria uma modificacdo da superficie das particulas
para a transferéncia de fase. Apds a sintese dos pontos quanticos (ver seccdo 1.1.3),
trés estratégias principais, consideradas de modo geral, tém sido desenvolvidas para
transformar nanocristais hidrofébicos em particulas soliveis em agua: (1) troca de
ligandos, (2) encapsulacdo em silica e (3) encapsulacdo num polimero anfifilico. Este é
um passo comum, mas nao trivial, para a utilizacdo destas particulas em aplica¢des a
sistemas bioldgicos. Também ja foram descritas sinteses directamente em solugdes

aquosas para ambientes bioldgicos [121, 122], mas estes protocolos dificilmente
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atingem niveis de monodispersividade, cristalinidade, estabilidade e eficiéncia de

fluorescéncia satisfatorios [123].

1.3.2. Troca de ligandos

A troca de ligandos tem-se mostrado especialmente adequada para solubilizar
pontos quanticos com coroa de ZnS. Para este fim, uma suspensao de pontos
quanticos cobertos com TOPO™ (ou outro tipo de moléculas) é misturada numa
solugao que contenha um excesso de um ligando heterobifuncional, o qual tem um
grupo funcional que é hidrofilico. Assim, ligandos hidrofébicos TOPO sdo substituidos
através da agdo da difusao de massa, uma vez que o novo ligando bifuncional se vai
adsorver para melhorar a solubilidade na agua.

Com este método, pontos qudanticos nucleo/coroa de CdSe/ZnS foram
revestidos com acido mercaptoacéptico e (3-mercaptopropil) trimetoxisilano, ambos
com grupos alcalinos tiol para se ligaram aos atomos da superficie dos cristais,
obtendo-se particulas com mondmeros de dcido carboxilico ou silano,
respectivamente [124]. Podem ser empregues ligandos de véarios tamanhos para
reduzir ou eliminar a adsorcdo passiva de proteinas ou outras moléculas [125]. As
propriedades dticas dos pontos quanticos depois de cobertos por estes processos sdo
comparaveis as das particulas nucleo coroa originais [126-128]. Outros 4acidos
carboxilicos foram usados com procedimentos semelhantes, incluindo MPA e DHLA
[129, 130].

Um método alternativo para a solubilizacdo empreende a modificacdo da
superficie com uma cobertura de residuos de cisteina [131]. Pontos quanticos cobertos
com estes residuos foram usados com sucesso em tecido celular fixado para aplicacdes
bioldgicas [131, 132]. De modo similar, péptidos anfifilicos ricos em cisteina também
foram usados como cobertura sollvel em agua para pontos quanticos. Os péptidos
anfifilicos usados para a biocompatibilidade continham um dominio hidrofilico para a
solubilizagao em agua e outro dominio rico em cisteina para fazer a ligagdo a superficie

dos pontos quéanticos. Quando os residuos de cisteina do dominio de ligacdo sdo

Bdo ingles “tri-n-octylphosphine oxide”
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substituidos por residuos alanina, as particulas resultantes tornaram-se insoluveis em
agua, o que demonstrou que o grupo tiol da cisteina é necessario para a solubilizacao.
Quase todos os métodos de cobertura envolvem grupos funcionais terminais
gue providenciam a possibilidade de conjugacdo posterior, tal como ocorreu com
conjugados cisteina-pontos quanticos que foram ligados com sucesso a biotina e
usados para marcar proteinas na superficie de uma célula viva, que tinha também sido

conjugada com avidina [133].

1.3.3. Encapsulagao emsilica

A investigacdo de P. Alivisatos demonstrou a possibilidade de encapsular
pontos quanticos para a sua solubilidade em agua [134]. O mesmo grupo elaborou
mais tarde protocolos para a funcionalizacdo eficiente destes sistemas e a sua
aplicacdo em imagiologia de células vivas [135, 136]. Além de solubilizar em 3agua, a
camada de silica também protege o ponto quantico de se degradar e perder
fluorescéncia, assim como diminui a toxicidade evitando que se liberte o material

téxico do nucleo.

1.3.4. Encapsulag¢ao em polimeros

Varios polimeros tém sido usados em técnicas de solubilizacdo, tomando
vantagem das varias composi¢coes quimicas disponiveis. Tal como foi referido antes,
polimeros anfifilicos sdo uma escolha comum, porque simultaneamente exploram a
natureza hidrofdbica da superficie do ponto quéntico, para se ligar, como também o
ambiente aquoso, para a solubilidade [137, 138].

A diferenca entre a cobertura dos pontos quanticos com polimero siloxano ou
com polimero anfifilico € o método de encapsulacdo: a cobertura de silica substitui o
ligando hidrofébico na superficie da particula, enquanto o polimero anfifilico o usa
para se ligar. Como noutros métodos de solubilizacdo, as propriedades dpticas dos
pontos quanticos de origem nao sao severamente afectadas pela adi¢gao da camada de
polimero. Enquanto a camada adicional polimerizada aumenta a estabilidade, por
outro lado, um aumento de tamanho da particula pode prejudicar a actividade

bioldgica [137, 139].
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Figura 1.3.1 — Tidis solUveis em 4dgua usados na sintese de pontos quanticos. [155]

Ao mesmo tempo que cumprem a funcdo de solubilizar os pontos quanticos, os
polimeros podem ser modificados para conter grupos como tiol ou amina, e deste
modo permitir uma posterior conjugacao [139]. A carga do polimero de cobertura
pode ser alterada fazendo variar os grupos funcionais contidos no polimero, o que
pode ser util para aplicacdes especificas tal como a entrada no espaco celular [140].
Também a composicdo do polimero é critica para optimizar a solubilidade e limitar
outras caracteristicas indesejaveis dos nanossistemas, tais como agregacdo e
toxicidade [139, 141].

Um tipo especifico de polimero — micelas fosfolipidicas que contém PEG — foi
usado para encapsular pontos quanticos e deste modo monitorizar uma linhagem
celular in vivo [139]. Os nanossistemas permaneceram dentro das células, mantiveram
a sua fluorescéncia e ndao revelaram sinais de toxicidade celular. Durante a divisdao
celular, as células originalmente marcadas retiveram alguns pontos quanticos,
enguanto alguns iam passando para as células-filhas. Desta forma, a linhagem celular
pode ser monitorizada medindo a intensidade de fluorescéncia dentro das células
individuais sem recear o desaparecimento da fluorescéncia, como usualmente

acontece com as sondas organicas.
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1.3.5. Aplicagdes de sistemas baseados em pontos quanticos

A figura 1.3.2 mostra os avancos tecnoldgicos mais correntemente aplicados
em pontos quanticos. Além dos pontos quanticos ndao-funcionalizados (cuja cobertura
é geralmente a necessaria durante a sua sintese, ou para solubilizacdo em 4gua), os
pontos quanticos podem ser conjugados para adquirirem afinidade a componentes
bioldgicos, ou funcionalizados para um conjunto alargado de aplicacdes como

sensores.
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Figura 1.3.2 — Diagrama esquematico mostrando as reac¢des de troca directa entre os ligandos
monovalentes de cobertura de octadecillamina e os ligandos de copolimero multivalentes. [141]

Estruturalmente, particulas a esta escala tém uma superficie onde se podem
ligar agentes de diagndstico (por exemplo, dpticos, radioisotopicos ou magnéticos)
[123,126,125] e de terapia (por exemplo, anticancerigenos) [142]. Quando conjugadas
com ligandos de afinidade biomolecular, como anticorpos, péptidos ou outras
pequenas moléculas, as nanoparticulas podem ser encaminhadas para tumores [143],
ao sistema nervoso [144] ou outras dreas de um organismo vivo com elevada
especificidade [145]. Pontos quénticos conjugados com anticorpos podem ganhar
especificidade para uma variedade de antigénios [146]; ligados a pequenos ligandos,
péptidos ou aptameros podem ligar-se com elevada especificidade a muitos alvos e
recetores celulares diferentes [147, 148]; quando conjugados a péptidos catidnicos,
como ¢é o caso do péptido HIV Tat, podem rapidamente associar-se a células ou serem
internalizadas por endocitose [136].

Além destas aplicacGes, as tecnologias de fluorescéncia permitem desenhar

sondas em que os pontos quanticos funcionam como dadores ou aceitadores de
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energia, electrdes ou protdes, e através desta transferéncia detetar-se a presenca de
biomoléculas ou alteracdes das condi¢cGes intracelulares. Um exemplo disto foi a
adaptacdo de pontos quanticos para monitorizar a presenca de maltose, conjugando a

proteina que se liga a este acgucar, a superficie dos nanocristais [149]. Pontos quanticos
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Figura 1.3.3 — Diagrama esquematico de varias possibilidades de funcionalizagdao de pontos quanticos
e da sua bioconjugacdo para imagiologia e aplicacdes como sensores. [123]
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podem também funcionar como sensores de sequéncias especificas de DNA [150].

1.4. Purificagao de bionanossistemas

Os pontos quanticos, como ja vimos, podem ser sintetizados com uma grande
variedade de formas e tamanhos, podem ter varias composicGes, conjugacdes e
modificagles de superficie.

Independentemente dos métodos de revestimento, funcionalizacdo ou
conjugacdo usados, os bionanossistemas tém que passar por um processo de
purificacdo de ligandos residuais e excesso de moléculas anfifilicas, antes do seu uso
em ensaios bioldgicos, através de centrifugacdes, didlises ou filtragdes. Ha também
grande variedade de solventes e outras condi¢des de sintese que podem interferir nos
processos de purificacao.

Convém lembrar que os pontos quanticos muito dificilmente sao totalmente
monodispersos, o que pode afectar as caracteristicas das suas funcdes dependentes do
tamanho. Torna-se entdo necessdrio que os processos de purificacdo incluam uma
reducdo da polidispersividade, para se obterem fraccGes com propriedades bem
definidas.

Varias técnicas de sintese reduzem a polidispersividade das nanoparticulas
através do uso de estabilizadores poliméricos ou de micelas invertidas, mas também ai
a purificacdo se torna necessaria para os subsequentes processos de conjugacao e
posterior uso em sistemas bioldgicos, no qual se inclui a mudanca de fase das
particulas para um meio aquoso.

Dependendo entdo das propriedades do sistema que queremos isolar, varios
processos de purificacdo podem ser utilizados. Entre estes, encontram-se a separacdo
por campos magnéticos (principalmente para nanocristais magnéticos [151, 152]);
cromatografia [153-155]; centrifugacdo [156] e ultracentrifugacdo [157] por gradiente
de densidade; electroforese [158, 159]; precipitacdo selectiva [160-162]; filtracdo por
membranas [163, 164]; e extracc¢do (CPE'®) [165, 166]. Também uma combinacao
destes processos pode ser necessdria ao longo da fabricacdo de bionanossistemas

[167].

16 . A . .
do inglés “cloud point extraction”
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RP-HPLC

Figura 1.3.4 — Esquema da separa¢do de uma mistura de pontos quanticos de varios tamanhos por
cromatografia liquida. [155]
Descreveremos brevemente alguns destes processos de purificacdo aplicados a

sistemas baseados em pontos quanticos.

1.4.1. Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de separa¢do dos componentes de uma mistura
que os distribui de acordo com o seu comportamento em duas fases, uma movel e
outra estacionaria. Estas técnicas envolvem frequentemente uma coluna ou um papel
em que um efluente percorre o meio fixo, geralmente sdlido, cujo fluxo ocorre por
gravidade ou capilaridade.

Aplicada a purificacdo de pontos quanticos sollveis em agua, foi usada uma
fase liguida composta por 50% de agua (com pH ajustado a 12 com NaOH), 45% de
metanol e 5% de alcool isopropilico [155]. Esta fase liquida fez-se passar através de
uma coluna com microparticulas de 5 um que reteve os componentes indesejados na
mistura com pontos quanticos. O efluente é recolhido da coluna a mao para um frasco,

por partes, onde os pontos quanticos solubilizados ficaram separados por tamanhos.

1.4.2. Centrifugacao por gradiente de densidade

Os métodos de centrifugacdo e ultracentrifugacdao por gradiente de densidade
sdo métodos gerais, ndo-destrutivos e escalaveis de separacdao adaptados da biologia
molecular, que tém vindo a demonstrar um grande potencial para separar
nanoparticulas coloidais de acordo com as suas diferencgas quimicas, estruturais e de

tamanho [156]. A técnica resume-se a centrifugacdo de solucGes, cujo gradiente de
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densidades do conjunto de solventes usados, estratifica as nanoparticulas dentro do
tubo segundo as suas caracteristicas.

Nanoparticulas de CdSe, envolvidas em acido oleico e dispersas em solventes
ndo-hidroxilicos, foram separadas e purificadas em simultaneo [156]. Criou-se um
gradiente com a mistura de ciclohexano e tetraclorometano, centrifugando-se a 50000
rom durante 60 minutos. Desta forma, conseguiu-se a separac¢do de particulas cujos

maximos de fluorescéncia se distanciam entre 10nm a 50nm.

1.4.3. Precipitagdo Seletiva

Para este método de purificacdo, simples em procedimento, utilizam-se
combinac¢Ges de solventes de modo a que as nanoparticulas precipitem seletivamente
segundo as suas propriedades. Tal como no ponto anterior, este método também
pode recorrer a centrifugacdes, mas o gradiente de densidade ja ndo é o factor
decisivo para a precipitacdo. O importante é a relagcdo entre os tamanhos e as
estruturas moleculares dos solventes e das particulas [167]. Como as propriedades
fisicas e quimicas, a reatividade e a estabilidade, sdo fortemente dependentes do
tamanho, a conjugacdo de solventes tem que ser optimizada para cada tipo ou
funcionalizacdo das nanoparticulas.

Descreveremos um exemplo deste tipo de procedimentos. Depois de terem
sido sintetizados numa solugdo aquosa com 2-mercaptoetanol e 1-tioglicerol (e usando
os acidos tioglicélico e tioldctico como estabilizadores), pontos quanticos de CdSe
foram purificados pelo método de SSP*’ [160]. Inicialmente, a solucdo da sintese das
particulas foi concentrada para um quinto do volume inicial através de aquecimento.
Depois disto, um ndo-solvente (acetona) foi adicionado a solugdo concentrada até que
as particulas maiores comecaram a precipitar. Da solu¢do turva resultante, o
sobrenadante e o precipitado foram separados por centrifugacdo. Ao primeiro
sobrenadante obtido, foi adicionada uma pequena porcdo de acetona, seguindo-se
outra centrifugacdo, produzindo uma nova fraccao de sobrenadantes e precipitados.

Este processo foi repetido de modo a obter nanocristais de diferentes tamanhos.

17 . A . . .. .
do inglés: size-selective precipitation.
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1.5. Imagiologia em células vivas

Diferentes técnicas de imagiologia molecular e celular, tais como visualizacdo
Optica, de ressonancia magnética, de ultra-sons, tomografia de emissdao de positroes,
entre outras, sao usadas tanto para a visualizagao in vivo como in vitro.

Os pontos quanticos, pelas boas propriedades de fluorescéncia ja descritas na
sec¢ao 1.1 — como a estabilidade fotoquimica e metabdlica, o brilho e o espetro de
emissdo estreito e alteravel — incluem-se geralmente nas aplicacdes de imagiologia
Optica. Os investigadores ja alcancaram um sucesso consideravel no uso de pontos
guanticos para ensaios bioldgicos in vitro [168, 169], na marcacdo de células fixadas
[137] e de tecidos [170], e para a visualizacao de proteinas membranares em células
vivas [147, 171].

Estudos completos das aplicagbes de pontos quanticos bioconjugados para
imagiologia molecular e celular podem ser encontrados nas referéncias [123, 125]. No
entanto estas particulas tém desvantagens — que podem ser circunscritas, pelo menos
em parte —, como a foto-oxidacdo, a solubilizacdo em agua e a toxicidade.

Como ja foi dito atrds, para direcionar pontos quanticos a um determinado alvo
especifico, ou mesmo para que surjam novas funcionalidades, a bioconjugacdo é um
passo essencial na fabricacdo de bionanossistemas. Mas apesar de estes
nanossistemas serem largamente utilizados em ensaios bioldgicos, as vias usadas para
internalizacdo celular permanecem com grande grau de desconhecimento. A
elucidacdo dos mecanismos de endocitose especificos de pontos quanticos é,
portanto, de extrema relevancia na area da nanomedicina, diagndstico de tumores ou

tratamento.

1.5.1. Vias de endocitose

Foram avaliados 24 inibidores de endocitose que podem ser classificados em
sete grupos principais, baseando-se na localizacdo dos seus efeitos na célula [172]:
citoesqueleto, rafts lipidicos, clatrina, macropinocitose, receptores acoplados a
proteina G, via de transferéncia de melanoma, e recetores associados a lipoproteinas

de baixa densidade.
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Os efeitos destes inibidores na internalizagdo de pontos quanticos foram
avaliados por citometria de fluxo para quantificacdo de inibicdo e também vistos por
microscopia laser confocal. Também se investigou, no mesmo estudo, se a endocitose
era mediada por recetores, assim como a localizacdo intracelular dos nanossistemas
recorrendo a fluoréforos especificos para organelos. Deste estudo, resultou uma
tabela em que constam os 24 inibidores identificados, com a descricdo das suas
fungdes e localizagbes respetivas, assim como as concentragdes usadas no ensaio de
inibicdo [172].

Destas descobertas puderam tirar-se conclusdes que ajudaram a construir um
modelo para a endocitose dos bionanossistemas baseados em pontos quanticos, com
todos os processos e vias metabdlicas associadas. Um exemplo disso encontra-se na

figura 1.3.5, que ilustra a complexidade dos mecanismos envolvidos.
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Figura 1.3.5 — Vias de endocitose dos pontos quanticos e inibidores associados. [172]

1.5.2. Pontos quanticos como biossensores

Os biossensores baseados em pontos quanticos podem ser de varios tipos.
Podem usar conjugacdes que incluam fluoréforos ou biomoléculas préprias para a

deteccdo de um dado analito. Os mecanismos envolvidos podem ser a inibicdo ou
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desinibicdo de fotoluminescéncia, fendmenos de transferéncia de eletrdo, como PET®®
[173], ou ainda transferéncias energéticas ressonantes como FRET [174, 175] ou
BRET?° [176]. Todos estes processos podem também ser usados em conjunto.

A marcacdo por fluorescéncia é extensamente usada em biologia celular para
determinar estruturas e localizar moléculas. Muitos dos estudos com imagiologia
bioldégica sdo baseados nas sondas tradicionais, cujas limitacbes ja foram atras
comparadas as propriedades dos pontos quanticos. As robustas propriedades éticas
dos pontos quanticos tornam-nos adequados nesta area [123, 177, 178].

Como existe uma grande variedade de vias metabdlicas que dependem do
cofactor NAD(P)*, bioconjugados de pontos quanticos capazes de detetar processos
gue dependam deste cofator podem tornar-se sondas genéricas muito versateis para
analise de inUmeras transformacdes biocataliticas. Baseados em pontos quanticos,
foram ja desenvolvidos detetores de vias metabdlicas que usam NADH [179] diferentes
elétrodos integrados consistindo em conjugaces com NAD(P)+ para analise
eletroquimica de diferentes enzimas e substratos [180, 181].

Foram também desenvolvidos sensores de pH baseados em pontos quanticos
conjugados. Foi mostrado que, controlando a transferéncia de energia entre as
particulas e um fluoréforo orgénico, se pode chegar a um método geral para o
desenvolvimento de um sensor raciométrico de pH [182], o que podera resultar, no
futuro, em sensores de pH intracelulares. Uma revisdo completa sobre sensores de pH

baseados em pontos quanticos pode ser encontrada na referéncia [183].

1.6. Conjugados de pontos quanticos com benzofenoxazinas

A sintese de pontos quanticos nucleo/coroa de CdSe/ZnS funcionalizados com
Nile Blue foi descrita como sensor dptico, que permitiu imagiologia de fluorescéncia de
transformacgdes biocataliticas dependentes de NAD(P)+, assim como a monitorizagdo
do metabolismo intracelular de células cancerigenas Hela [179]. Depois de
funcionalizados com albumina do soro bovino (BSA) e, posteriormente, com Nile Blue

covalentemente ligado a camada de BSA, uma andlise espetroscopica mostrou que

18 . ~ .
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aproximadamente sete unidades de Nile Blue estavam ligadas a cada nanoparticula.
Esta benzo[a]fenoxazina age como mediadora de electrbes para a oxidacdo dos
cofactores NAD(P)H.

De acordo com isto, a figura 1.3.6 mostra o método de analise do NAD(P)H
através sistemas baseados em pontos quanticos conjugados. A fluorescéncia dos
pontos quanticos é inibida pelo Nile Blue por FRET (pico de emissdo dos nanocristais a
635 nm e pico de absorcdo do Nile Blue a 630 nm). Quando a luz incide na amostra,
ambos sdo excitados, o que faz com que a transferéncia de energia ocorra com o Nile
Blue fotoexcitado. Como o rendimento quantico de fluorescéncia do Nile Blue
fotoexcitado é muito pequeno a temperatura ambiente, a sua luminescéncia nao é
detecada.
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Figura 1.3.6 — Deteccdo de mecanismos dependentes de NADH com pontos quénticos. [179]

Apesar de o Nile Blue efetivamente inibir a fluorescéncia dos pontos quanticos
por FRET, ele ndo é emissivo. Uma vez na presenca de NADH, as sondas associadas aos
pontos quanticos ficam reduzidas, deixando de absorver no visivel e, portanto, ja ndo
funcionam como inibidores. Assim, como resultado da reducdo da camada de
benzo[a]fenoxazinas que envolve os nanocristais pelos cofatores NAD(P)H, a

fluorescéncia dos pontos quanticos é reativada, obtendo-se deste modo um sensor
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Otico para a detecdo da concentracdo de NADH. Este resultado, com pequenas

diferencas, foi mais recentemente verificado por outra equipa de investigacdo [181].
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Capitulo 2 — Técnicas e Procedimentos Experimentais

Neste capitulo serdo expostas as técnicas experimentais de analise e
caracterizacdo, assim como os procedimentos de sintese dos nanossistemas
produzidos. Dado tratar-se de pontos quanticos, as técnicas baseadas em analise de

fluorescéncia tém aqui um relevo predominante.

2.1. Avradiacdo eletromagnética

A luz pode ser fisicamente descrita como uma onda de energia que propaga
alteragdes num campo eletromagnético. Mas, apesar de onda, a interacdo da luz com
a matéria acontece por meio de fotdes, que podem ser considerados corpusculos ou

pacotes discretos de energia.

Campo Eléctrico

Direccdo de /

propagagﬁoj

P et
|’:/' e =& P,
B

Campo Magnético

C - velocidade da luz

V = frequéncia

Figura 2.1.1 — Esquema da propagacao da radiacdo electromagnética.

As ondas eletromagnéticas tém este nome devido as duas componentes com

gue se descrevem, um campo elétrico (E) e um campo magnético (E) sinusoidais que
oscilam em planos perpendiculares entre si e a direcdo de propagacao da onda.

A onda electromagnética pode entdo ser descrita pelo seu comprimento de
onda A, ou pela sua frequéncia v, que estdo diretamente relacionados pela seguinte

equagao 2.1:

A=<, (2.1)

\Y

na qual ¢ é a velocidade da luz na auséncia de meio material.
Adicionalmente, uma frequéncia da onda eletromagnética corresponde a uma

energia especifica para o fotdo correspondente, energia essa que determinard a
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interacdo com os eletrées dos atomos em que a radiacdo incidir. A relacdo entre a
frequéncia e a energia E de um fotdo é descrita pela equagao 2.2:
E=hv=h§, (2.2)
na qual h é a constante de Planck.
Portanto, a radiacdo eletromagnética tem um vasto espectro de frequéncias,
do qual apenas uma pequena parte (uma oitava), é detectada pelo olho humano,

como esta ilustrado na figura 2.1.2.
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Figura 2.1.2 — Espetro eletromagnético, com destaque para a luz visivel pelo Homem.

2.2. Espetroscopia eletrénica molecular

A absor¢do da radiacdo por um meio material é uma interacao quantificada,
gue depende da estrutura das espécies atdmicas ou moleculares envolvidas. Quando
um feixe de radiacdo atravessa um meio material (solido, liquido ou gasoso), certas
frequéncias podem ser seletivamente absorvidas. A energia dos fotdes absorvida é
fixada por d&tomos ou moléculas cujos eletrdes, consequentemente, sofrem excitacao,
passando do seu estado energético fundamental para estados energéticos superiores.
Assim, nas transicOes entre dois niveis quanticos de energia como, por exemplo, de Eg
(estado fundamental) para E; (primeiro estado excitado), a quantidade de energia

absorvida é determinada pela equagdo de Bohr (equagdo 2.3),

AE:El—EOZhV:hC/A, (2.3)
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onde c é a velocidade da luz no vacuo, h é a constante de Planck, v é a frequéncia e 4
€ o comprimento de onda da radiacdo absorvida.

A

.~ Niveis rotacionais

Energia

Niveis vibracionais

Estado electronico excitado

~ Niveis rotacionais

Niveis vibracionais

Estado electréonico fundamental

Figura 2.2.1 — Estados eletrénicos moleculares.

A energia total de uma molécula compreende trés tipos diferentes de energia:
rotacional, vibracional e eletrénica [184]. A energia rotacional esta associada a rotacdo
da molécula em torno do seu centro de gravidade. A energia vibracional esta
relacionada com a vibracdo dos atomos ou grupos de atomos dentro da molécula e,
por fim, a energia eletronica esta relacionada com a distribuicao dos eletrdes pelos
estados orbitais em torno dos nucleos dos atomos. Estes trés tipos de energia
contribuem para a energia total da molécula e estao quantificados, de modo que, para
cada estado eletrdnico, existe um conjunto de niveis vibracionais e rotacionais, como

se pode observar na figura 2.2.1.

2.2.1. Absor¢do no UV-Visivel
A intensidade dum feixe luminoso diminui, ao atravessar qualquer meio
absorvente, de acordo com uma lei exponencial geral

I(A) = I,e"%b, (2.4)
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em que lp e I sdo, respetivamente, as intensidades do feixe incidente e do feixe
transmitido, a; é o coeficiente de absorgao (cm™), e b é a espessura do meio

absorvente (cm).

==

Intensidade do feixe

¥

direcac de propagacac

Figura 2.2.2 — Diagrama representativo da absor¢dao de luz por uma amostra em fungdo distancia
percorrida pela luz no interior da amostra.

Define-se transmitancia T; como
T,= 2 (2.5)
Iy
e absorvancia, A, , ou densidade éptica (D.O.), como
A; = —logio Ty (2.6)
Quando o meio absorvente é uma solug¢do, com uma dada concentrag¢do C, de
espécies absorventes, interessa relacionar @ com a concentragao, sendo
a, =2.303¢,C, (2.7)
em que &; € o coeficiente de extingdo molar ou absortividade molar, que é uma
medida da intensidade da banda de absorcdo. Se a concentracdo for expressa em M
(mol L), &, viraem M cm™. Usando as relagdes anteriores, pode ent3o escrever-se
A, =€, bC(C, (2.8)
gue é a forma habitual da lei de Beer. Esta lei prevé uma proporcionalidade directa
entre a absorvancia e a concentragdo, para solugdes diluidas e em que exista apenas
uma espécie absorvente. Para concentracdes superiores a 0,01 M, verificam-se desvios
a linearidade entre a absorvancia e a concentracdo, pois o coeficiente de absorcado
molar deixa de ser constante, devido a interac¢des entre as nuvens eletrénicas das

espécies absorventes.
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O processo de absorcao resulta na transicdo de um eletrdo para um estado de
energia mais elevado, ficando a molécula no estado excitado. Para que as moléculas
percam esse excesso de energia, voltando o eletrdo ao estado fundamental, existem

essencialmente dois tipos de processos: intramoleculares e intermoleculares.

2.2.1.1. Espetrofotometro

Um espetrofotémetro (figura 2.2.3) de UV-Vis consiste essencialmente em
guatro elementos: a fonte de luz UV-visivel, o monocromador, o porta-amostras e o
detector. Os espetrofotdmetros de UV-Vis podem operar com feixe Unico ou duplo,
sendo que o ultimo tipo é o mais utilizado por eliminar facilmente as interferéncias da

célula de amostra, refletancia da amostra, etc.

1
1

Amostra _
i —
Monocromador Detector
Fonte de luz
L
Referéncia

Figura 2.2.3 — Esquema de um espetrofotometro de duplo feixe.

A obtencdo do espetro baseia-se na deteccdo da luz transmitida pela amostra.
As amostras liquidas sdo colocadas em células com dimensdes muito precisas. As
células de vidro ndo podem ser usadas para UV porque este material absorve nesta
gama, ao passo que o quartzo é transparente para comprimentos de onda superiores a
180 nm. A radiacdo emitida pela fonte passa pelo monocromador que a faz variar pelo
intervalo de comprimentos de onda a medir. Um sistema de espelhos divide a radiacdo
incidente em dois feixes iguais (nos modelos que operem em duplo feixe), sendo um
feixe direcionado para a célula com a referéncia (geralmente o solvente da amostra) e
o outro para a amostra. Ambos os feixes sao posteriormente enviados para o detetor,
gue mede a diferenca de intensidade para cada comprimento de onda e envia os

dados para um sistema informatico, que guardara o grafico do espetro.
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Os espetros de absorcdo para este trabalho foram determinados num

espetrofotémetro UV-Vis-NIR Shimadzu, modelo UV-3101PC.

2.2.2. Fluorescéncia e transferéncia de energia

Existem varios processos intermoleculares de desexcitacdo (figura 2.2.4). Além
da fluorescéncia, podem ocorrer vdrios processos de inibicdo (“quenching”) de
fluorescéncia, devido a presenga de oxigénio, atomos pesados ou outros inibidores
presentes na amostra.

Os processos fotofisicos de transferéncia de energia eletrdnica e transferéncia
electronica também contribuem para inibir ou suprimir a emissao de fluorescéncia. As
espécies inibidoras sdo conhecidas como quenchers e podem inibir total ou
parcialmente a luminescéncia das amostras. O quenching (reversivel ou irreversivel)
ocorre durante as varias interagOes entre a amostra e o inibidor. Na presenca de
inibidores, a expressao do rendimento quantico de fluorescéncia toma a forma:

br = Kp/(Kp + Kis + K; + Kg[Q]) (2.10)
em que K refere-se as constantes de velocidade dos processos de fluorescéncia (K),
conversdo intersistemas (Kg), conversado interna (K;) e de inibicdo de fluorescéncia
(Kq), e [@] é a concentragdo da espécie inibidora. A figura 2.2.4 ilustra alguns

processos fotofisicos de desexcitacdo eletrdnica. Processos de conversdo interna

Sa z His
A

7 : 51
P R—— < R A oy aF s ————————— %
: i re— —
T ' > -
2l 3 -—— —

_— E— . S—
k.
So v [] So

1 - Absorcédo de Sy para Sy; 2 - Absorcao de Sy para S;. 3 - Fluorescéncia;

4 - Relaxacdo vibracional: 5 - Conversio interna de S; para Sy;

6 - Conversao intersistemas de S; para T1; 7 - Conversdo interna de S; para Sp:
8 - Conversao intersistemas de T; para Sp; 9 - Fosforescéncia.

Figura 2.2.4 - Processos fotofisicos de desexcitagdo electrdnica.
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ocorrem na passagem da molécula de um estado eletrénico de maior energia com
nivel vibracional de menor energia, para um estado eletrénico de menor energia, mas
com nivel vibracional excitado, sempre entre estados da mesma multiplicidade. No
caso da conversdo intersistemas, a passagem do electrdo ocorre entre estados de
multiplicidade diferente. Na transferéncia direta de energia eletrénica, um dador
excitado (D*) transfere energia para um aceitante (A), observando-se depois a emissdo

do aceitante.

D— D A D+ A — A+ v, (2.11)

A eficiéncia deste processo depende da sobreposicdo entre o espetro de
emissdo de D* e o espectro de absorcdo de A. Depende também da distancia entre D*
e A (a razdo de d°) podendo ocorrer até distancias de cerca de 80 A. O estudo deste
processo permite determinar distancias entre moléculas (régua molecular), ou
distancias entre residuos diferentes de uma mesma macromolécula. Na transferéncia
eletrénica fotoinduzida (equagoes 2.12 e 2.13), ocorre a transferéncia de um eletrdo
entre a espécie excitada e um doador ou aceitante. Este processo é favorecido no
estado excitado, dado que os estados excitados sdo melhores aceitantes e dadores

eletrénicos que o estado fundamental.

hvg .
D' +A—2 s D*+ A" (2.12)
hve
A4 D — A+ D (2.13)

2.2.2.1. Espetrofluorimetro

O espetrofluorimetro (figura 2.2.5) é o equipamento usado para medir a
intensidade de emissdo de fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda. E
constituido por uma fonte de radiagao continua com excitagdao no ultravioleta e visivel,
habitualmente uma lampada de arco de xénon. A radiacdo passa por um
monocromador (monocromador de excitacdo) antes de incidir na amostra, excitando
as moléculas da espécie em estudo. De seguida, a radiacdo emitida pela amostra passa
por um segundo monocromador (monocromador de emissdo) e, por fim, no
fotomultiplicador onde é amplificada e registada.

A variacdo do comprimento de onda pode ocorrer de duas formas, dando

origem a dois tipos de espetros: o de espectro de emissdo e o espctro de excitacao.
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’ Monocromador ‘

Figura 2.2.5 — Esquema de espetrofluorimetro e exemplo de um espetro de fluorescéncia.

Intensidade de
fluorescéncia
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O espetro de emissdao determina-se mantendo o primeiro monocromador na
mesma posi¢ao, num comprimento de onda em que a amostra absorva, ao mesmo
tempo que se faz variar o segundo, medindo a fluorescéncia para cada comprimento
de onda da luz emitida. Por outro lado, fazendo variar o primeiro monocromador e
mantendo o segundo numa posi¢cdo em que a amostra emita, o espectro de excitacao
mede a fluorescéncia emitida em um comprimento de onda definido, para uma
excitacdo de energia variavel. Este espetro relaciona-se com o espetro de absorc¢ao
obtido pelo espetrofotémetro, que determina a quantidade de radiacdo absorvida pela
amostra. A diferenca entre os dois espectros é a quantidade de energia absorvida que
ndo da origem a fluorescéncia.

Neste trabalho, os espetros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia foram
obtidos com um espectrofluorimetro com monocromadores duplo Spex 1680, com as
fontes de alta voltagem HV1=950 (canal de amostra) e HV2=400 (canal do contador
guantico que monitora a intensidade de luz de excita¢do), e fendas reguladas a 2 mm,
caso indicagdo em contrario. Foram usadas curvas de correcgdo, fornecidas pelo
fabricante do equipamento, que apenas permitem recolher espetros de excitacdo até

um maximo de 600 nm.

2.2.3. Microscopia de Fluorescéncia
Um microscopio de fluorescéncia, para além da luz refletida e absorvida,
trabalha também com a luminescéncia da amostra em estudo (fluorescéncia ou

fosforescéncia). Para isso é normal o uso de cubos de filtros, os quais filtram a luz que
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excita a amostra (filtro de excitacdo), assim como a luz emitida pela amostra (filtro de
emissdo ou supressao), de modo a que a amostra receba apenas aquela luz que a faz
fluorescer e que apenas a radiagao emitida pela amostra seja detectada. Estas fungdes
podem ser combinadas recorrendo a um Unico espelho dicréico. Assim, podem alinhar-
se a radiagdo incidente e a radiagdo emitida pela mesma linha directiva mas
movimentando-se em sentidos contrarios [185]. Obtém-se o que se chama imagem de
epifluorescéncia.

Com esta tecnologia é possivel obter imagens de alta resolucdo além do limite
de resolucdo de um microscépio éptico [186].

As imagens obtidas para este trabalho foram capturadas pela camara de um
microscopio de fluorescéncia Leica DM 5000B. Neste equipamento existe a
possibilidade de escolher entre trés cubos de filtros: os cubos A, GFP e N2, cujas

caracteristicas estao resumidas na tabela 2.2.1.

Tabela 2.2.1 — Dados relativos aos filtros dos cubos do microscdpio usado para este trabalho.

Cubo Filtro de excitagao Espelho dicréico Filtro de supressao
A BP?! 360/40 nm 400 nm BP 470/40
GFP BP 470/40 500 BP 525/50
N2 BP 515 - 560 580 LP*2 590

Pelos dados da tabela 2.2.1, apenas o cubo N2 estd apto a que se detecte
fluorescéncia da zona do espectro em que os pontos quanticos e as benzofenoxazinas
emitem, ou seja, acima dos 590nm. Isto acontece porque os filtros LP apenas impde
um limite inferior aos comprimentos de onda da radiacdo emitida, enquanto nos BP
esse limite é simultaneamente inferior e superior, com a largura de uma banda de 40
nm. Porém, nesse mesmo cubo N2 o filtro de excitacdo apenas permite a passagem de
radiagdo com comprimento de onda entre 515 nm e 560 nm, numa zona menos
favoravel, ja que a sua absorcdo, apds a banda exciténica, sobe continuamente com a

diminui¢ao do comprimento de onda.

1 Bp — Band Pass.
21p- Long Pass.
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2.3. Procedimento experimental na sintese dos nanossistemas

Os pontos quéanticos de CdSe/ZnS foram sintetizados através do método de
microemulsdo de agua em dleo, com o uso de AOT como surfatante (ver seccgdo
1.1.3.3) Estas experiéncias continuam o trabalho que tem vindo a ser realizado no
nosso laboratdrio no desenvolvimento de aplicacbes baseadas em nanoparticulas [78].
Para este fim utilizou-se uma solugdao de AOT 0.2 M em ciclohexano, de modo a usar

estas micelas invertidas como microrreatores, como ja foi descrito atras.

2.3.1. Sintese dos nucleos de CdSe

De forma genérica, a dois tubos com uma solucdao de AOT em ciclohexano, a
gue chamaremos de tubo 1 e tubo 2, foi adicionada uma solugcdo aquosa que continha
0s agentes reativos que formariam o nucleo, em igual quantidade de atomos de
cadmio e selénio respetivamente. Ao juntar a solugao aquosa formaram-se micelas
invertidas.

Apds a juncdo do conteudo do tubo 2 ao tubo 1, sempre gota-a-gota no vortex,
foi adicionada também ao tubo 1 uma solucdo aquosa de Na,SO3 1 M, feita na altura,
para limitar a oxidagdo durante a reagdo devido ao facto de nenhum destes
procedimentos de sintese ter ocorrido em atmosfera controlada. A quantidade de
agua presente nas solugdes de Cd, Se e Na,SO3; determinava o importante fator wy.
Fechando bem o tubo, aqueceu-se em banho-maria durante 60 minutos.

Este sdo os tragos gerais dos procedimentos de sintese de nucleos de pontos
guanticos, nos quais se foram inserindo alguns fatores varidveis como a quantidade de
Cd (sempre igual a de Se), a quantidade de agua na microemulsdo, sonificacdo apos a
juncdo de reagentes, a posicdo do tubo durante o aquecimento, o tempo e a
temperatura de reacdo (que se situou entre =75°C e os =90°C no banho).

O reagente reativo de Se foi o poli-seleneto, Sen2-, cujo processo de formacao
consiste em adicionar a solugcdo aquosa que o contém uma base forte, um agente
redutor e DMF ou DMSO como solvente, tal como se explica a seguir. Em todos os
ensaios, foi utilizada hidrazina mono-hidratada, de concentracdo 20,188 M, como

agente redutor e como base usou-se uma solucdo de TEAH (hidréxido de
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tetraetilamoénio, 25% em metanol), ou hidroxido de sddio 8,25M (NaOH, 50% em
agua).
A seguir indica-se um procedimento completo (o mais usado nesta tese) para a

sintese bem-sucedida de nucleos CdSe:

A. Procedimento para a preparacdo do nucleo de CdSe:
I. Tubo1l

1. Num eppendorf, juntou-se 19,2 pl da solucdo de Cd*** 0,2 M em 60,8 pl de H,0,
ficando uma solucgdo de 0,063 M.

2. No tubo |, injectou-se no vortex gota-a-gota 67,2 ul da solucdo anterior em 2,5
ml da solucdo de AOT/Ch de 0,2 M.

3. Juntou-se ao tubo |, no vortex, 8 uL da solucdo de NaSOs de 1 M (feita na altura
devido a sua instabilidade ao oxigénio do ar).

4. A equagdo 2.14 permite calcular o w,.

d(H20)
[ H2078 gmol—1
Vsotucao(dm3)
[H,0] SO
= = 2.14
Wo [AOT] 0.2 (2.14)

Neste passo a solucdo final fica com w, = 4.18.

m(Naz 503)

a. Vy,o= WNLS%) = 7,937 xm(Na,S05).
b. Depois de pesar pelo menos 2 mg de NaSOs e juntar a dgua necessaria,
sonificou-se o eppendorf ligeiramente até diluir completamente.
5. Caso se criasse algum depdsito neste tubo, sonificou-se ligeiramente para
diluir.

Il. Tubo2

A equacado 2.15 é a que descreve o processo quimico de formacdo do selénio nos

nucleos, no qual nos baseamos para os cdlculos seguintes [78]:
nSe + 2 NyHy + 2N(CH,CHy),0H — Se2™ + 2N, 1 +2H,0 + 2N(CHyCHy)]  (2.15)
1. Assim, os volumes utilizados para a solucao de selénio terao que ser calculados

pelas seguintes expressdes:
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a. Vygse = 5,686 X mg, (29)

b. Vhidrazina = 1,229 X mg, (39)

¢. Vomroupmso = Vea = Vbase — Vhidrazina(19)

d. Neste passo, independentemente da receita, fez-se sempre os calculos

de selénio com a seguinte formula para o volume de base:

1

2 ;. N
Vpase = 0,2 X - X 100x % , em que x é igual a massa pesada a

base

dividir pelo equivalente necessario ao volume total de 100 pl, ou seja,
Mg /1,5792 mg, e Cpyase = 1,485 M ou 8,25 M, consoante o caso.

2. Juntou-se no eppendorf do Se os volumes calculados, pela ordem dos nimeros
indicada e sonificou-se durante 10 s.

3. Injectou-se, gota-a-gota no vortex, o mesmo volume de Cd 0,2 M (16 pl) mas da
solucdo de Se, a outros 2,5 ml da solugdo de AOT/Ch de 0,2 M.

4. Caso se criasse algum depdsito neste tubo, sonificou-se ligeiramente para
diluir.

ll.  Juncdo do conteldo dos tubos
1. Juntou-se no vortex gota-a-gota o tubo 2 ao tubo 1.
2. Fechou-se bem o tubo e pousa-lo no fundo do frasco com agua.
3. Aqueceu-se em banho-maria durante 60 min, com a agua a cerca de 90°C.
Este procedimento (A) é o resultado de varias tentativas prévias, nas quais foram

estudadas as influéncias da variacdo de alguns parametros (capitulo 3).

2.3.2. Sintese da coroa de ZnS
A camada de sulfureto de zinco é importante por variadas razdes, entre as
guais passivar, proteger e estabilizar o nucleo, impedir a libertacdo de cddmio e
selénio, aumentar o rendimento quantico de fluorescéncia e facilitar a
conjugacdo/funcionalizacdo da superficie dos pontos quanticos (ver sec¢do 1.1.2.6).
Com um método de base semelhante ao utilizado na sintese dos nucleos, este
foi o procedimento utilizado para o crescimento da coroa de ZnS.
B. Procedimento para a preparacao da coroa de ZnS
IV. Tubo 3

1. Encheu-se com 2,5 ml da solugdo de CdSe (previamente sintetizado).
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V. Tubo 4
2. Preparou-se num eppendorf uma solugdo de ZnCl, com a mesma
concentra¢do da de Cd usada no ponto | e juntou-se um volume igual (1:1),
metade (2:1) ou o dobro (1:2) do de Cd, gota-a-gota no vortex, a mesma
quantidade de AOT/Ch do passo anterior. O procedimento é o mesmo que no
passo |, mas sem a adicao de NaSOs.
VI. Tubo5
3. Preparou-se num eppendorf uma solucdo de (NH4),S (a) ou CH4N,S (b) com a
mesma concentracdo da de Cd e juntou-se um volume igual ao de Zn, no
vortex gota-a-gota, a mesma quantidade de AOT/Ch do passo IV. O
procedimento é o mesmo que no passo |, mas sem a adicdo de NaSOs.
VII. Jungdo do conteudo dos tubos
4. Juntou-se o conteudo do tubo 4 ao tubo 3 (com pipeta de Pasteur).
5. Juntou-se o conteldo do tubo 5 ao tubo 3 (com pipeta de Pasteur).

6. Aqueceu-se em banho-maria durante 60 min, com a agua a cerca de 90°C.

Os resultados finais relativos as particulas nem sempre se reproduziam
completamente, o que levava algumas amostras a serem descartadas devido aos seus
espectros andmalos. Contudo, para todas as razées CdSe:ZnS houve pelo menos um
ensaio com bons resultados. Decidiu-se portanto continuar os trabalhos com a razdo
1:1 e usar ZnCl, como fonte de zinco.

Numa primeira fase comecou por se sintetizar a coroa de ZnS recorrendo a
(NH3),S como fonte de sulfureto. Como a solucdo de (NHy),S se deteriorou, alterou-se
posteriormente a fonte de sulfureto para tioureia (CHzN,S). Isto teve como
consequéncia a necessidade de alterar o processo de lavagem das particulas, como

descrito a seguir.

2.3.3. Lavagem e mudanca de solvente
Para mudar o solvente evaporou-se o ciclohexano da solucdo de nanoparticulas
(cuja coroa foi sintetizada com (NHjy),S), criando-se um depdsito viscoso de AOT com

pontos quanticos. De seguida juntou-se a quantidade de volume evaporado em etanol,
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sonificando até ressuspender totalmente a amostra. Ao juntar dgua em vez de etanol,
verificou-se que as particulas ndo permaneciam em suspensao por muito tempo.

De modo a separar o AOT das particulas, em etanol, realizaram-se duas
centrifugacoes a 3000 rpm, descartando o sobrenadante, e ressuspendendo
novamente em etanol. Como ja foi referido atras, este procedimento deixou de ser
eficiente quando se passou a sintetizar a coroa com CHzN,S em vez de (NH4),S. A
decomposi¢ao da tioureia resulta em sulfito de hidrogénio e cianamida segundo a
seguinte reaccao reversivel [187]:

(NH,),CS & H,S+ H,CN, (2.16)

A cianamida resultante da fixagdo do sulfureto na camada de ZnS contribui para
uma fase de impurezas que pode dificultar a purificacdo e afectar a conjugacdo
posterior da benzofenoxazina. Nesta situagdo o procedimento para retirar o AOT
consistiu em juntar metanol a solugdo em etanol, numa razao de 3:2 (metanol:etanol),
seguindo-se quatro centrifugacdes a 3000 rpm. Em cada centrifugacao as particulas de
cor vermelha a depositavam-se no fundo, ficando o AOT no topo. Separavam-se as
particulas do fundo e, para melhorar o rendimento de extrac¢do, antes da
centrifugacao seguinte redispersava-se o sobrenadante no sonificador. No final secou-

se as particulas resultantes e redispersou-se na quantidade de etanol inicial.

2.3.4. Conjugacao dos pontos quanticos
O sal benzofenoxazinico usado para o desenvolvimento de conjugados

baseados em pontos quanticos é da seguinte forma:

_—
+ ()
CLC
H H
/ N
H3CH2C (CH2)3_S_S_(CH2)SC|

Esquema 2.3.1 — Benzofenoxazina usada para a conjugacao de pontos quanticos nesta tese.

Devido a ligacdo S — S na molécula, ela teve de ser quebrada para que se
proporcionasse a ligacdo tiol as nanoparticulas. Para isso juntou-se a solucdo de

benzofenoxazinas do esquema 2.3.1, com concentracao 1x10° M em etanol, uma
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outra solucdo de igual molaridade de hidrazina mono-hidratada e hidréxido de sddio.
Depois desta juncdo da benzofenoxazina com a base+hidrazina, agueceu-se durante 10
minutos a solucdo antes de se injectar na solugdo de pontos quanticos purificados.
Alternativamente, foi neste ponto que se adicionou outros ligandos de solubilizacdo,
MDA?, antes da mistura com os pontos quénticos. Fez-se conjugacdes dos ligandos
isolados ou simultaneamente com a benzofenoxazina, como descrito nos resultados.

Para determinar a quantidade de benzofenoxazina a adicionar aos pontos
guanticos para conjugacao, calculou-se o diametro das particulas e a quantidade
aproximada de atomos a superficie. Para uma concentracdo média de particulas de
cerca de 4 uM, juntou-se 3,1 pl de MDA 0,2M a cada 1 ml de solucdo de pontos
qguanticos CdSe/ZnS. No caso de conjugacdo simultanea com benzofenoxazinas, a
molaridade desta foi igual a de MDA.

De modo a confirmar que os pontos quanticos estavam efectivamente ligados a
benzofenoxazina, tiveram que se conjugar as medidas de absor¢ao com as de emissao,
e, através das diferencas espectrais, detectar as alteracdes apds o procedimento de
conjugacdo. Quando, apds a conjugacdo, a emissdo na zona dos pontos quanticos
deixa de existir, apenas o espectro de absorcdo podera denunciar a sua presenca. A
confirmar-se que esta a ocorrer transferéncia de energia das nanoparticulas para os
fluoréfuros, mesmo ai pode acontecer que estes estejam apenas proximos das
particulas, mas ndo ligados. No caso de a conjugacdo ndo se ter efetivado, uma
lavagem em etanol iria fazer reduzir a emissdo apenas das benzofenoxazinas (mais
soluiveis), ou em maior quantidade que a perda de fluorescéncia das particulas. Entdo,
o método que se utilizou foi a lavagem em etanol seguida de medicdo do espectro de
emissdo. Caso a razdo entre os picos de emissdo se mantivesse, concluia-se que o

sistema estava conjugado.

2.3.4.1. Calculo da concentragao e do diametro dos pontos quanticos
Para o cdlculo da concentracdo e do didmetro médio dos pontos quanticos

utilizou-se o modelo e as relagbes encontradas na referéncia [49]. A equacdo que

> MDA — MercaptoDodecanoic Acid (SHCH, (CH,); COOH)
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permite calcular o diametro dos pontos quanticos, e consequentemente do seu
volume, é a equagao 2.17:
Dcase = (1.6122 x 1072)A* — (2.6575 x 1079)23 +
(1.6242 x 1073)2% — (0.4277)A + 41.57

(2.17)

onde D;4s. € 0 didmetro dos pontos quanticos de seleneto de cddmio e 4 é o
comprimentos de onda do pico de emissdao maxima de fluorescéncia.

Com o modelo referido, a introduc¢do do valor do primeiro pico de absorcdo e
da largura a meia altura da fotoluminescéncia, permitiu determinar a concentracdo de
CdSe resultante das lavagens (equagoes 2.8, 2.18 e 2.19):

£ = 1600 AE(D)?3 (2.18)

A=A, (fwhm)p, /K’ (2.19)

em que &€ é o coeficiente de extingdo molar; AE é a energia de transigao

correspondente ao primeiro pico de absorcdo (em eV); D é o diametro dos pontos

quanticos, calculado pela equag¢ao 2.17; Ae A,, sao a absorvancia calibrada e a

absorvancia medida, respectivamente; (fwhm)p, é a largura a meia altura do

espectro de emissdo de fluorescéncia das particulas para as quais se esta a fazer este

célculo; e K' é a (fwhm)p, média das amostras padrdo calculada no artigo (25 nm).
Para o cdlculo da concentracdo recorre-se a Lei de Beer (equagdo 2.8).

Tomando em consideracdo que a conjugacado se procede apds o crescimento da
camada de ZnS e, por causa disso, em particulas maiores que as determinadas pelo
modelo descrito atras, fez-se um simples calculo do diametro aumentado as particulas
pela mesma quantidade de CdSe, a menos da diferenca entre as constantes de rede
[188]. Chegou-se a conclusdo que para uma particula de 3,5 nm existiriam 157 dtomos

de Sulfureto a superficie, onde se poderiam formar ligaces tiol com outras moléculas.

2.4. Ensaios biolégicos

Todos os ensaios bioldgicos foram realizados com a levedura Saccharomyces
cerevisiae BY4741. O meio de crescimento da levedura foi YPD, preparado em 3agua
desionizada, com a seguinte composicdo (para 1 litro):

a.2% glucose: 20 g

b. 1% peptona: 10 g
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c. 0,5% extracto de levedura: 5 g

d. Para os crescimentos em meio sélido (YPDA) em placas, juntou-se a este
meio: 2% de agar (20g). As leveduras foram repicadas, periodicamente, neste meio
liquido (YPD) em baldes de Erlenmeyer com capacidade de 500 ml, com um volume
total de 200 ml de meio. Os baldes foram colocados numa incubadora orbital a 140
rpm a 302C. O crescimento decorreu durante a noite, até uma densidade 6ptica de 0,5-
0,6, altura em que a cultura se encontrava em fase exponencial de crescimento.
Seguiu-se a recolha das células por centrifugacdo a 7000 rpm durante 2 minutos, e
posterior lavagem destas com agua desionizada. Finalmente as células foram
ressuspensas em PBS (0,14 M NaCl; 0,0027 M KCl; 0,010 M POi‘), para uso nos ensaios

descritos abaixo.

2.4.1. Obtencao dos esferoplastos

Para a obtencado dos esferoplastos usaram-se duas abordagens.

Primeira abordagem: A 100 ul de uma suspensdo de células em PBS, preparada
como descrito acima, juntou-se 1 pl de zymolease (concentrado 50mg/ml, 0.1M
sorbitol) e aguardou-se 30 minutos.

Segunda abordagem [189]: Apds crescimento da cultura de leveduras como
descrito acima, recolheram-se as células por centrifugacdo a 1200 g durante 5
minutos; lavou.se sucessivamente com 20 ml de EDTA 0.1 M, sorbitol 1,2 M e tampdo
SCEM (1,2 M sorbitol; 10 mM EDTA; 100 mM citrato pH 5,8, 30 mM 2-B
mercaptoetanol). Ressuspendeu-se o sedimento de células em 15 ml de tampdo SCEM,
juntou-se 2 pl de lyticase (2 u/pl em 20% glicerol) e incubou-se 30 minutos a 30°C.
Centrifugou-se a suspensdo de esferoplastos 300 g durante 5 minutos e lavou-se com
20 ml de sorbitol 1,2 M e tampdo STC (1.2 M sorbitol,10 mM CaCl,, 10 mM Tris—HClI,

pH 7,5). Ressuspendeu-se em 1 ml de tampao STC.

2.4.2. Incorporagao dos pontos quanticos nas células
Com os esferoplastos preparados pela primeira abordagem e com suspensdes
de células inteiras, usou-se um procedimento simples de adi¢cdo de pontos quanticos,

assim como de benzofenoxazina isolada, directamente as células ou aos esferoplastos,
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aguardando-se 30 minutos antes de se visualizar no microscopio de fluorescéncia. As
guantidades estdo indicadas nos resultados.

Num segundo procedimento foram utilizados os esferoplastos preparados pela
segunda abordagem e suspensodes de células inteiras, como a seguir se descreve: a 100
pl de suspensdo (células ou esferoplastos) adicionou-se 10 pl de pontos quanticos,
geralmente entre 4 e 10 uM (ver resultados), com a adicdo simultanea de 5 pL de BSA
20 mg/ml, de modo a minimizar a adsorgdo nao-especifica as membranas. Depois de
30 minutos a temperatura ambiente adicionou-se 900 uL de tampdo com PEG (20%
W/V PEG8000 (Fluka), 10 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, pH 7,5, filtrado). Apds uma
segunda incubacdo de 30 minutos as suspensdes foram centrifugadas a 300g durante 5
minutos e o sedimento lavado duas vezes com sorbitol 1.2 M. Finalmente as células ou
esferoplastos foram recuperados por centrifugacdo a 200 g durante 4 minutos, para
remover pontos quanticos ndo incorporados. Realizaram-se os controlos sem o passo
em que se adiciona PEG, sem o passo da adicdo de BSA, e sem digestdo mas com PEG e

BSA.

2.5. Monitoriza¢do da transformac¢do de NADH em NAD"

Como ja foi explicado na sec¢ao 1.3.8.1, sistemas baseados em pontos
guanticos podem ser usados para a deteccio de transformacOes biocataliticas

dependentes de NADH.

Tabela 2.5.1 — Férmula molecular e massa molar do NADH

Férmula Molecular do NADH C,1H,7N7014P,

Q
-
o O
0=P-0 N
0

-

OH OH

N—_

=N
o=bo. AL
o O
OH OH
Massa Molar 663.43 g/mol

59


http://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Molar_mass

Na tentativa de produzir um sistema deste tipo, partiu-se de uma solugdo-mae
de pontos quanticos conjugados com benzofenoxazina e MDA, e realizou-se o seguinte
procedimento.

Solugdes preparadas previamente:

1. Solucdo de 1 ml com 50nM de pontos quéanticos conjugados em buffer
fosfato 10mM (pH 8.8)

2. Solugdo de 2 uM de Benzofenoxazina em buffer fosfato 10mM (pH 8.8)

3. Solugcdo de NADH 25mM (16,6 mg em 100ul, ou 8,3mg em 50 ul)

2.5.1. Ensaio com pontos quanticos conjugados
e Fluorescéncia dependente do tempo apods a adicdo de NADH:
e Retirou-se 500ul de 1 para a cuvete de fluorescéncia
o Mediu-se espectro de fluorescéncia de 1
e Juntou-se 10ul de 3 a solucdo 1, de modo a ficar com 0,5mM de NADH
o Mediu-se o espectro de fluorescéncia a cada 3 minutos
e Razao de intensidade de fluorescéncia dependente da concentragao de
NADH:
e Retirou-se 500ul de 1 para a cuvete de fluorescéncia
o Mediu-se o espectro de fluorescéncia de 1
e Juntou-se 1lul de 3 a solucdo 1, de 15 em 15 minutos, aumentando 50uM
de NADH

o Mediu-se o espectro de fluorescéncia antes de cada adicao

2.5.2. Ensaio com benzofenoxazina
e Fluorescéncia dependente do tempo apods a adi¢cdo de NADH:
e Retirou-se 500ul de 2 para a cuvete de fluorescéncia
o Mediu o espectro de fluorescéncia de 2
e Juntou-se 10ul de 3 a solucdo 2, de modo a ficar com 0,5mM de NADH

o Mediu-se o espectro de fluorescéncia a cada 3 minutos
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e Razao de intensidade de fluorescéncia dependente da concentragao de
NADH:
e Retirou-se 500ul de 1 para a cuvete de fluorescéncia
o Mediu-se o espectro de fluorescéncia de 1
e Juntou-se 1ul de 3 a solucdo 1, de 15 em 15 minutos, aumentando 50uM
de NADH

o Mediu-se o espectro de fluorescéncia antes de cada adigao

2.6. Dependéncia da concentragao de lodeto e Acrilamina

Nesta fase do trabalho realizaram-se ensaios de medicdo de fluorescéncia em
funcdo da concentracdo de iodeto e de acrilamina, tanto para pontos quanticos
conjugados, como para a benzofenoxazina. O procedimento é em tudo semelhante ao

anterior para a dependéncia da fluorescéncia na presenga de NADH.
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

No capitulo anterior foram descritos os procedimentos para a sintese,
conjugacdo e caracterizagdo dos nanossistemas baseados em pontos quanticos. De
seguida reuniremos os resultados das diferentes etapas em direcao ao objetivo desta

tese.

3.1. Sintese dos nucleos CdSe

Como referido atrds, depois da etapa inicial de aperfeicoamento do método de
sintese (resultados mais a frente), chegou-se a um procedimento base para sintese de

nucleos CdSe, cujos espetros tipicos se encontram na figura 3.1.1:

100+
80+

., 60 — Emisséo
g Absorcao
40-

20+

: /

) ] 1
300 400 500 600 700
c.d.o.

Figura 3.1.1 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia e de absorgdo de pontos quanticos
CdSe em AOT/Ch, sintetizados pelo procedimento A (sec¢do 2.3.1). Pico de emissdo a 598nm. Largura a
meia altura: 34nm.

Esta figura 3.1.1 revela uma banda de emissdo estreita, simétrica, e com a
auséncia de uma banda para os longos comprimentos de onda, caracteristica de

pontos quanticos com defeitos a superficie.

3.1.1. Efeito da variagdao de alguns parametros
Como descreveremos de seguida, a variacdo de varios fatores parecem
demonstrar a importancia de um estudo cuidadoso e metdédico para chegar a um

procedimento proximo do ideal, de acordo com as caracteristicas pretendidas: pontos
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guanticos nucleo/coroa de CdSe/ZnS com banda de emissdo estreita e simétrica, sem

defeitos, e com pico de emissdo préximo dos 610nm.

3.1.2. Temperatura

Na figura 3.1.2 estdo presentes os espetros de emissao de fluorescéncia
correspondentes a uma variacdo de temperatura aquando da sintese de pontos
quanticos. Nesta fase injetou-se na solugdo de AOT/Ch a quantidade de cadmio
presente em 11.5uL de solugdo aquosa 0.2M (wg = 3), com o tubo encostado no

fundo do erlenmeyer, durante o aquecimento de 60 minutos.

6.0%10°- — =3
— ~80°C
~75°C
4.0x10°-
7]
[=3
[&]
2.0%105-
0 1 ] ] 1
450 500 550 600 650

c.d.o.
Figura 3.1.2 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe, sintetizados
pelo procedimento A com distintas temperaturas.

Como se evidencia, a temperatura de sintese é um parametro fulcral para a
formacdo destas particulas fluorescentes. O aumento da temperatura faz com que a
intensidade de fluorescéncia aumente e a largura da banda de emissdao fique mais
estreita, possivelmente com a diminuicdo de defeitos (ver sec¢do 1.1.3.3.6). Apenas se
comeca a definir uma curva propria de pontos quanticos a partir dos 80°C, onde ainda
se encontram defeitos. Ndo incluimos aqui a temperatura de 90°C pois apenas foi
utilizada com outra conjugac¢do de parametros.

Contudo, cabe salientar que por vezes o conteludo da solucdo fervia,
denunciando algumas bolhas a evaporarem dentro do tubo. Isto indica que, dentro do
frasco, a temperatura chegava a ser maior que 80 °C, a temperatura de ebulicdo do
ciclohexano. Ndo se conseguiu total controlo sobre este fator, que se repetiu algumas

vezes nem sempre conduzindo aos melhores resultados. Mas nao foi possivel
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sistematizar os resultados destas ocorréncias de modo a chegar a qualquer conclusdo

acerca da sua importancia.

3.1.3. Sonificacao

Os dados da figura 3.1.3 sdo referentes a experiéncias que foram feitas para
comparar o efeito da sonificacdo, ou auséncia dela, durante 2 minutos depois da
juncdo do conteudo dos tubos 1 e 2. Todos os outros fatores sdo os mesmos dos

descritos para a variacao da temperatura.

3.0x10°4
6.0x10°
2.0%10°6 4.5%105
g e
o 3.0%10°
1.0x10°
.p 5 6.
— sem sonificagao (s — com sonificaggo
com sonificagdo L —— sem sonificagéo
/_/«./‘_
01— T T 1 0 T T T 1
400 500 600 700 450 500 550 600 650
c.d.o c.d.o.

Figura 3.1.3 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe, sintetizados
pelo procedimento A. A esquerda: temperatura de sintese 80 °C. A direita: temperatura de sintese 85 °C.

Enquanto no caso da temperatura de sintese de 80 °C, a sonificagdo diminuiu a
intensidade do espetro (a esquerda), no caso da temperatura de sintese de 85 °C, a
sonificacdo fez também que o espetro ficasse mais simétrico. Por estes ensaios, e pelo
facto de se conseguir estabilizar a producdo de nanocristais com qualidade suficiente
sem sonificacdo (figura 3.1.4), deduzimos que esse passo prévio ao aquecimento é

desnecessario.

3.1.4. Posicdo do frasco

Com mais este simples ensaio quisemos apenas testar um procedimento que ja
vinha a ser usado no laboratério na producdo de pontos quanticos. Caso a suspensao
do frasco por um suporte durante o aquecimento produzisse resultados positivos, isso
melhoraria a reprodutibilidade das experiéncias.

Como os resultados da figura 3.1.4 indicam esse ndo € o caso, uma vez que se

torna maior a “cauda” na zona de maior comprimento de onda quando o tubo fica
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suspenso, e portanto daqui em diante todos os ensaios foram feitos com o tubo

encostado ao fundo do frasco durante o aguecimento.

9.0%10°

7.5%105
— Tubo enconstado ao fundo

6.
6.0x10 Tubo suspenso

cps

4.5%105
3.0x10%

1.5%108

0 I 1 I L
450 500 550 600 650

c.d.o.
Figura 3.1.4 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe, sintetizados

pelo procedimento A, a 90°C. Comparacdo entre duas posi¢cdes do tubo durante o aquecimento.

Estes resultados sugerem que o contato do tubo com o vidro do erlenmeyer,
por este estar diretamente encostado a placa de aquecimento, cria um microclima
com maior temperatura junto ao fundo, importante para a sintese de pontos quanticos

no interior do tubo.

3.1.5. Tempo de reac¢ao
Para uma temperatura de 90°C, o tubo da reacdo permaneceu 60 minutos em
banho-maria encostado ao fundo do frasco. Os resultados na figura 3.1.5 mostram

uma reducdo acentuada da intensidade de fluorescéncia apds os 60 minutos.

8.0x10°- — 60 min
90 min
g DDy — 120 min
o
©  4.0x10%
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c.d.o.

Figura 3.1.5 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe, sintetizados
pelo procedimento A, a 90°C. Comparacgdo entre trés tempos de reac¢do: 60, 90 e 120 minutos.

Como se verificou uma ligeira assimetria no espetro de emissdao das particulas

resultantes, e na tentativa de o corrigir, decidiu-se reintroduzir parte do contetddo do
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mesmo frasco durante mais 30 minutos a mesma temperatura, o que se repetiu duas
vezes. A reducdo de intensidade talvez se deva a degradacdo da fluorescéncia por
crescimento excessivo, evidenciado pelo desvio para a direita dos espetros. Também
pode estar na origem deste resultado a entrada num estdgio de aglomeracdo de
particulas, tal como esta descrito na ver sec¢do 1.1.3.3.6. Outra causa possivel é a

presenca de oxigénio ter aumentado com a duracdo do aquecimento.

3.1.6. Variag¢do de w,

A variagao de wg faz variar nao sé a quantidade de agua dentro das micelas,
mas foi também causa de diferentes quantidades de cadmio e selénio em reaccao,
sempre estequiométrica para estas substancias. Como esta questao nao foi tratada de
forma suficientemente sistematica, os espetros da figura 3.1.6 que se segue terdao que
ser comparados com a fixagdo dos parametros variaveis, wg e a Ceq (concentragdo de
Cd).

4.0%106

3.0x106
0
6
g 2.0x10

1.0x10°%~

400 560 660 760

c.d.o.
Figura 3.1.6 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe, sintetizados
pelo procedimento A, a 90°C. Comparagdo entre quatro combinagdes dos parametros w, e Cgq. 1:
wy =4.18 e Ccqy = 0.063M; 2: wy = 4.15 e Ccy = 0.058M; 3: wy = 3 e Ccg = 0.05M; 4: wyg = 3 e Ceq =
0.042M.

Os resultados evidenciam uma diferenca da posicdo do pico de emissao,
desviando-se para a direita com 0 aumento de wg e a Ccq. Isto é explicavel pela maior
guantidade de atomos de cadmio e de selénio presentes nas micelas invertidas que
podem ter dado origem a particulas de maior tamanho.

Como ja foi descrito numa secgdo anterior, o tamanho das particulas tem uma
influéncia direta na posicdo do pico de emissao nos espetros de fluorescéncia. A

menor intensidade de emissdo para baixas concentracGes pode dever-se a um
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conjunto de fatores, entre os quais o tempo de reacdo ndo ser o mais adequado para
produzir particulas de tamanho mais reduzido.

Uma menor intensidade espetral, por ter um mdaximo numa zona de menor
comprimento de onda, poderd corresponder a uma quantidade de energia emitida

total semelhante.

3.2. Sintese da coroa de ZnS

3.2.1. Influéncia da razao CdSe:ZnS

Para a este passo foram inicialmente ensaiadas varias razles entre a
guantidade de atomos usada para o nucleo e a usada para a coroa. Experimentaram-se
as razdes de CdSe:ZnS 1:1, 2:1 e 1:2. Com a razdo 1:2 n3o se obtiveram bons
resultados, pelo que apenas se reproduzem aqui os respetivos as outras razdes.

Os resultados ndo foram conclusivos quanto a melhor razdo entre as
guantidades de atomos no nucleo e na coroa, pois a repeticdo dos ensaios nao
mantinha o comportamento de fluorescéncia para as mesmas condi¢des, que por
vezes eram até contrarios (resultados ndo mostrados). O mesmo se passou com a
realizacdo de ensaios para a comparacdo entre ZnCl, ou Zn(NOs),6H,0 como fonte de
zinco.

As figuras 3.2.1 e 3.2.2 mostram resultados tipicos para a fluorescéncia de
pontos quanticos nucleo/coroa comparada com a fluorescéncia dos nucleos. Nesta
fase comecgou por se sintetizar a coroa de ZnS recorrendo a (NH4),S como fonte de

sulfureto. Usou-se também a razdo 2:1 de CdSe:ZnS.

4.0%106 -
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Figura 3.2.1 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe e CdSe/ZnS,
sintetizados pelo procedimento A e B (CdSe:ZnS=2:1). Passagem do pico de emissdo de 598 nm (CdSe)
para 612 nm (CdSe/ZnS). Razdo entre maximos de 4. Fator de diluicdo de 3.
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Figura 3.2.2 - Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe e CdSe/ZnS,
sintetizados pelo procedimento A e B (CdSe:ZnS=2:1). Passagem do pico de emissdo de 598 nm (CdSe)
para 610 nm (CdSe/ZnS). Razdo entre maximos de 3.6. Fator de dilui¢do de 3.

z

E visivel uma reducdo da intensidade de fluorescéncia, esperada devido a
diluicdo tripla que acontece aquando da sintese da coroa. Esta redugdo, porém, foi
maior do que aquela esperada pois, a par do efeito da diluicdo para um terco da
intensidade, parte desta reducdo deveria ser compensada pela passivacdo da coroa
(ver seccdo 1.1.2.4).

Como ja foi referido para os nucleos, os resultados finais das particulas nem
sempre se reproduziam completamente, o que levava algumas amostras a serem
descartadas devido aos seus espetros andmalos. Por isso, para a razao CdSe:ZnS 1:1
houve mais ensaio com bons resultados, decidiu-se continuar os trabalhos com a razao
1:1 e usar ZnCl, como fonte de zinco.

O desvio para a direita é também espectdvel, uma vez que o crescimento da
camada de ZnS faz aumentar o tamanho das particulas. O desvio para a direita
mostrou-se tanto maior quanto maior a camada de ZnS, tal como esperado devido a
dependéncia entre o tamanho e o comprimento de onda de emissdo maximo.
Contudo, este desvio para a direita ndo comprova que a camada de sulfureto de zinco
cresceu em torno dos nucleos de CdSe, uma vez que o mesmo poderia acontecer se 0s
nucleos crescessem devido a &tomos cadmio e selénio que nado tivessem reagido.

Esperar-se-ia portanto uma reducdo da intensidade inferior a um terco.
Acontece que, para os resultados das figuras 3.2.1 e 3.2.2, essa redugao foi de cerca de
4 vezes. Mas, apesar de frequente, este resultado ndao se generalizou, como se pode

ver, por exemplo, pelos espetros da figura 3.2.4.
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A figura 3.2.3 mostra os espetros de excitacdo das amostras antes e depois da
sintese da coroa, nos quais é visivel que os espetros se modificam consideravelmente.

Como se constata na figura 3.2.3, o espetro dos pontos quanticos com coroa é
nitidamente mais acentuado, com maiores intensidades de excitacdo para os

comprimentos de onda mais energéticos.
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Figura 3.2.3 — Espetros de excitagdo de pontos quanticos antes e depois do crescimento da coroa de ZnS
em torno dos nucleos de CdSe. Fator de diluigdo de 3.

Na figura 3.2.4 estdo presentes os resultados mais expressivos de aumento de

rendimento quantico de fluorescéncia pela adicdo da camada de ZnS ao nlcleo de

CdSe.
3.0%106-
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Figura 3.2.4 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe e CdSe/ZnS,
sintetizados pelo procedimento A e B (CdSe:ZnS=1:1). Passagem do pico de emissdo de 582 nm (CdSe)
para 604 nm (CdSe/ZnS). Razdo entre maximos de 1.6. Fator de diluicdo de 3.

Devido a deterioracdo do (NH4),S, esta amostra foi sintetizada recorrendo a
tioureia como fonte de sulfureto. Mas a variacdo dos resultados consoante a fonte de
sulfureto para a camada de ZnS ndo deve ser tomada como conclusiva, uma vez que
também ocorreram outras situacdes em que os resultados obtidos com CH4N,S foram

piores que aqueles obtidos com (NH4),S (resultados ndo mostrados). No entanto, esta
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alteracdo do procedimento fez com que o procedimento de lavagem das particulas, tal
como estd descrito na seccao seguinte, deixasse de ser bem-sucedida. Pode entdo ver-
se, na figura 3.2.4, um desvio para a direita de 22 nm apés o crescimento da coroa, e
uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de apenas 1.6 vezes, o que
corresponde a um aumento de 48% do rendimento quantico por efeito do crescimento

da coroa de ZnS.

3.2.2. Ensaios de fluorescéncia com pontos quanticos de CdSe/ZnS

Depois da sintese, o objetivo foi conjugar os pontos quanticos com
benzo[a]fenoxazinas a superficie, de modo a criar um sistema em que ocorresse
transferéncia de energia. Como vimos na seccdo 2.3.3, para esse fim foi necessdrio
purificar os pontos quanticos, transferindo as particulas para outro solvente e

removendo o AOT.

3.2.2.1. Lavagem e mudanga de solvente

O procedimento de lavagem inicial deixou de ser eficiente quando se passou a
sintetizar a coroa com CH4N,S em vez de (NH4),S (ver na seccdo 2.3.3 a alteragdao do
procedimento que se tornou necessaria). Os espetros das solu¢des de CdSe/ZnS

sintetizados com tioureia sdo apresentados na figura 3.2.5.
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Figura 3.2.5 — Espetros de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia pontos quanticos CdSe/ZnS,
sintetizados pelo procedimento A + B (CdSe:ZnS=1:1). A seta indica o espetro do sobrenadante, quase
inexistente.

Como estes resultados mostram, a mudanca de solvente de ciclohexano para
etanol alterou o espetro de emissao de fluorescéncia das particulas, diminuindo a

intensidade na metade esquerda do espetro, o que lhe deu também maior simetria. O
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ligeiro desvio para o vermelho ocorre pois o etanol é um solvente mais polar. Como o
AOT tem boa solubilidade em etanol e como o AOT ja ndo tem de estar a manter as
micelas invertidas (a dgua é solivel em etanol), uma parte significativa do AOT
dispersa-se em etanol. O AOT, ao dispersar homogeneamente pelo solvente, reduz a
heterogeneidade do meio, minimizando a solvatacdo das particulas, que depende do
balanco das interaccdes AOT-particulas, AOT-etanol e particulas-etanol. Se a afinidade
do AOT pelas particulas fosse muito grande estas poderiam ainda assim manter a sua
camada exterior de AOT. Mas este ndo deverd ser o caso, dada a diminuicdo de
rendimento quantico de fluorescéncia. Assim, uma parte significativa de AOT deve sair
da superficie das particulas sendo substituidas por moléculas de solvente (etanol).

Também se pode constatar a diminuigdo mais acentuada aquando da remogao
do AOT, o que comprova o efeito passivador da camada polimérica em torno das
nanoparticulas, tal como foi descrito na sec¢do 1.1.1.3.1. A auséncia de fluorescéncia
no sobrenadante confirma que todas as particulas precipitaram durante a
centrifugacao.

A figura 3.2.6 demonstra uma menor intensidade para zonas de maior energia

no espetro de excitacdo das particulas em etanol.

8.0x10°+
— CdSe/ZnS em AQOT/Ch. (emi.)
e — CdSe/ZnS em AOT/EL. (emi.)
) — CdSe/ZnS em AOT/EL. (exc.)

- CdSe/ZnS em AOT/Ch. (exc.)
o 4.0x10°%
(&

mwﬁ-/\'sﬂ

0 L) Ll L] 1
400 500 600 700
c.d.o.

Figura 3.2.6 — Espetros de excitagdo (emi. a 630nm) e de emissdo (exc. a 370nm) de fluorescéncia de
pontos quanticos CdSe/ZnS, sintetizados pelo procedimento A + B (CdSe:ZnS=1:1).

3.3. Benzofenoxazina

Os espetros relativos a solugdo inicial de benzofenoxazina usada para a

conjugacao dos pontos quanticos encontram-se na figura 3.3.1.
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Figura 3.3.1 — Espetros normalizados de absor¢cdo e de excitagdo e emissdo de fluorescéncia da
benzofenoxazina. Pico de absor¢do a 630 nm. Pico de emissdo a 645 nm.

Podemos, confirmar que a benzofenoxazina é fotoexcitavel por radiagdo na
zona dos 600 nm, onde os pontos quanticos emitem.

E visivel na figura 3.3.1, entre os 500 e 600 nm, alguma emissdo de
fluorescéncia caracteristica da forma basica destas moléculas. Esta emissao é maior
para comprimentos de onda de excitagdo mais baixos, como os 370 nm com que
realizamos os espetros dos pontos quanticos. Os espetros de emissdo e absorcdo sao
relativamente simétricos.

Na figura 3.3.2 é evidente que a benzofenoxazina tem uma maior emissao
guando excitada a 600 nm, zona de emissdo dos pontos quanticos. No entanto

mantém alguma emissdo mesmo quando excitada a 370 nm.

4.0x10* -
1.2x10°
6
1.0x10 — 50 nM (exc: 600 nm) 3.0x10¢
8.0x105 - 50 nM (exc: 370 nm) 50 M (exc: 370 nm)
» 50 nM (exc: 488 nm) 50 nM (exc: 488 nm)
Gy 6.0x105 - 2.0x10*
4.0x105 -
1.0x104
2.0x10° -
0 T T 0 T T
600 650 700 600 650 700
c.d.o. c.d.o.

Figura 3.3.2 — Espetros de emissdo de fluorescéncia de benzofenoxazina 50 nM, excitada a 3
comprimentos de onda.

A figura 3.3.3 expde a adequabilidade da conjugacdo deste pontos quanticos
com esta benzofenoxazina com vista a fabricacdo de um sistema em que ocorra
transferéncia de energia, uma vez que a energia emitida pelos pontos quanticos ocorre

num comprimento de onda em que a benzofenoxazina absorve.
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Figura 3.3.3 — Sobreposicdo espetral normalizada entre a emissdo dos pontos quanticos e a absor¢do da
benzofenoxazina.

3.4. Conjugacgao dos pontos quanticos

A conjugagdao dos pontos quanticos, tal como descrito na secgao 2.3.4, foi
realizada com MDA e benzofenoxazina, isoladamente ou em simultdneo. De seguida
serdo expostos os resultados referentes a esta fase do trabalho.

A figura 3.4.1 mostra os resultados da tentativa de conjugar os pontos
quanticos a benzofenoxazina, sem lavagem. Apenas se secou o ciclohexano em que as
particulas foram sintetizadas e adicionou-se etanol na mesma quantidade. Apds a
adicdo da benzofenoxazina, a intensidade de fluorescéncia dos pontos quéanticos foi
extremamente reduzida, ficando alguma ainda visivel no espetro. Aqui a
benzofenoxazina foi adicionada propositadamente em excesso, para facilitar e
melhorar a eficiéncia de conjugacdo. Ainda assim, esta quantidade ndo foi suficiente
para inibir a fluorescéncia total dos pontos quanticos nem para que ocorresse a
transferéncia da totalidade de emergia emitida por eles. Como veremos na figura
3.4.2, isto pode dever-se a presenca de AOT, que impede a aproximacdo da
benzofenoxazina as particulas e consequentemente a transferéncia de energia que
depende intensamente da distancia. Aquela perda de intensidade de emissdo dos
pontos quanticos é também, em parte, devida a opacidade com que a solucdo ficou
aquando da adicdo de benzofenoxazina.

Ainda na figura 3.4.1 é visivel que, apds a lavagem, na qual saiu a camada de
AOT e se pretendeu retirar o maximo de benzofenoxazina que nao ficou ligada, a

intensidade de fluorescéncia dos pontos qudanticos foi retomada, apesar de ndo
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completamente, e restou alguma emissdo de fluorescéncia na zona da
benzofenoxazina (650 nm). Como é sempre de esperar, nos processos de lavagem
ocorre a perda de algum material, o que pode ter causado a diminuicdo da
intensidade. Da mesma maneira, como os processos de lavagem ndo sdo perfeitos, é
dificil determinar, neste caso, se a intensidade de fluorescéncia na zona das

benzofenoxazinas é de moléculas ligadas ou ndo.

1.0%107 4
2.0x10°8+
8.0x106+ —_ 1 _—
2 1.5%10% / 2
6.0%10°+ —
a \ \ — 3
o 1.0x10%+ / / \
4,0x106 / \
20x105- JN 5-0’(105-
{) - —— T T 1 0 T T 1
400 500 600 700 800 600 650 700
c.d.o. c.d.o.

Figura 3.4.1 — Os graficos da esquerda e da direita referem-se as mesmas medi¢Ges. Espetros de
emissdao de fluorescéncia do processo de conjugacdo de benzofenoxazina. 1 — Pontos quanticos
CdSe/ZnS em AOT/Et.; 2 — Adigdo de 100 uL de benzofenoxazina 10°M a 300 uL de pontos quanticos =
4 uM (ver secgao 2.3.4); 3 —Solucgdo apds o processo de lavagem das particulas, em etanol.

Como ja foi explicado, a emissdo na zona dos 500 nm deve-se a forma basica da
benzofenoxazina, que desaparece depois das lavagens. A figura 3.4.2 mostra os
resultados de uma segunda tentativa de conjugacdo, usando a mesma amostra da

tentativa anterior, mas que ja ndo tem AOT a revesti-la.

2.0%106-
—
1.5%10° — 4
5
§ 1.0x106-
5.0x10°
0 ] ] ] 1
400 500 600 700 800

c.d.o.
Figura 3.4.2 — Espetros de emissdo de fluorescéncia da conjugacdo de pontos quanticos com
benzofenoxazina. 3 — Solugdo apds o processo de lavagem das particulas, em etanol, que resultou da
tentativa de conjugacdo representada no grafico 3.4.1; 4 — Adigdo de 25 puL de benzofenoxazina; 5 —
Resultado depois da lavagem.
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Estes resultados suportam a conclusdo ensaiada atras, sobre o AOT impedir
uma suficiente aproximacdo da benzofenoxazina as nanoparticulas e assim evitar que
ocorra transferéncia de energia ou outros processos de inibicdo. Tais processos
manifestam-se na figura 3.4.2, onde em 4 ndo é visivel qualquer curva representante
dos pontos quanticos. Por outro lado, em 5, apenas a benzofenoxazina é visivel, o que
suporta a conclusao que ocorre transferéncia de energia. No entanto, como é evidente
na mesma figura 3.4.2, a quantidade de energia emitida é muito menor que a que
ocorria dos pontos quanticos antes da conjugacdo, pelo que devem estar a ocorrer,
simultaneamente, outros processos de inibicdo de fluorescéncia.

Na figura 3.4.3, o espetro de emissdo 5 apenas mostra fluorescéncia na zona da
benzofenoxazina. Mas o espetro de absor¢gdo da mesma amostra 5 inclui a forma de
absorcdo dos pontos quanticos, o que mostra que eles absorvem energia da radiacao
incidente e a transferem para a benzofenoxazina. E preciso ter em consideracdo que

parte da emissdo pode dever-se a fotoexcitacdo direta da benzofenoxazina.

100-
80- 5 - Emissao
— 5 - Absorgao

" 60+ — CdSe/ZnS - Absorgéo
&

40-

20+

0

1 1 L] ] 1
300 400 500 600 700
c.d.o.
Figura 3.4.3 — Espetros de emissdo e de absor¢ao da amostra 5 da figura 3.4.2, sobreposto ao grafico de

absorgdo de pontos quanticos ndo conjugados.

Repetiu-se entao os ensaios, desta vez removendo o AOT antes da conjugacao.
Os espetros da figura 3.4.4, no qual se observa que o resultado da lavagem apds a
conjugacdo, 2, revelam também uma intensidade reduzida, mas desta vez com a

presenca da banda de fluorescéncia dos pontos quanticos.
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Figura 3.4.4 - Espetros de emissdo de fluorescéncia relativos a conjugacao de pontos quanticos com
benzofenoxazina, apds remog¢do do AOT. 1 — CdSe/ZnS sintetizado com o procedimento A e B (nos quais
se utilizou V¢g = 16.1 plL), em etanol; 2 — Nanossistemas conjugados com benzofenoxazina apds o
procedimento de lavagem.

De modo a tentar atenuar a reducdo de intensidade de fluorescéncia, e a evitar
agregados de benzofenoxazina na separac¢do dos pontos quanticos, decidiu-se realizar,
posteriormente, a conjugacdo de benzofenoxazinas em simultdneo com outro ligando,
o MDA, para avaliar se ndo seria a quantidade excessiva de benzofenoxazinas a que
pudesse estar a causar o decréscimo acentuado de fluorescéncia.

Na figura 3.4.5 podem ver-se as alteracdes no espetro de emissdo resultantes
da conjugagao dos pontos quanticos com MDA. A fluorescéncia caiu cerca de 4 vezes,
deslocando-se o espetro 3 nm para a direita. Isto pode resultar de um conjunto de
fatores, entre os quais a passagem do solvente ciclohexano para etanol e a remocao
do AOT (ver figura 3.2.4). Parece ser o processo inverso de uma passivagao. Algo

idéntico ao caso da conjugacdo com benzofenoxazinas pode estar a ocorrer.

4.0x106-
CdSe/ZnS
3.0x10° Cdsz,fz:s + MDA
8 2.0x105
1.0x106
i . : . .
500 550 600 650 700

c.d.o.
Figura 3.4.5 — Espetros de emissdo de fluorescéncia de pontos quanticos CdSe/ZnS antes e depois do

procedimento de conjugagcdo com MDA. A linha vermelha refere-se a ponto quanticos na solugdo em
que foram sintetizados, ou seja, AOT/Ch. A linha a cor de laranja é da solugdo final de pontos quéanticos
coniugados com MDA. em etanol.
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Utilizando a amostra de pontos quanticos cujos espetros estdo na figura 3.4.6,
efetuou-se o procedimento de conjugacdo de pontos quéanticos com MDA +
benzofenoxazina. Depois de remover o AOT pelo processo explicado na seccdo 2.3.3
para o caso de sintetizar com CH;N,S como fonte de sulfureto, procedeu-se a
conjugacao como explicado na secgdo 2.3.4.

100+

80+

W N =

60+ i

40+

204

c 1 T L} 1
400 500 600 700

c.d.o.
Figura 3.4.6 — Espetros normalizados emissdo (1), excitacdo (2) de fluorescéncia e absorgdo (3) de
pontos quanticos CdSe/ZnS antes procedimento de conjugacdo com MDA e benzofenoxazina. Sintese
pelo procedimento A+B, razdo CdSe:ZnS 1:1. Fonte de Sulfureto: CH4N,S.

A figura 3.4.7 mostra que, pelo critério explicado na seccdo 2.3.4, a
benzofenoxazina esta ligada aos pontos quanticos, uma vez que a razao entre os picos
na zona dos pontos quanticos e da benzofenoxazina se mantém com as lavagens.
Apenas se foi perdendo intensidade de fluorescéncia devido a perda de material
associado a cada centrifugacdo. Este resultado revela maior intensidade de
fluorescéncia do que a conjugacdo apenas com benzofenoxazina, aumentando cerca

de duas ordens de grandeza (figura 3.4.3 e 3.4.4 comparadas com figura 3.4.7).

40106+
22 lavagem
3.0x10° a
3? lavagem
42 lavagem

§ 2.0x105-

1.0x106

0 L} L] L}
400 500 600 700

c.d.o.
Figura 3.4.7 — Espetros de emissao de fluorescéncia das lavagens dos nanossistemas apds a conjugacgao

de pontos quanticos com MDA + benzofenoxazina. A razdo entre os picos de emissdo na zona dos
pontos quanticos e da benzofenoxazina mantém-se com as lavagens.

77



3.4.1. Ensaios dos nanossistemas conjugados com NADH

Na tentativa de produzir um nanossistema que funcione como sensor de
transformacgdes biocataliticas, realizaram-se estudos de fluorescéncia dos conjugados
de pontos quanticos na presenca de NADH, iodeto e acrilamida, como explicado na
seccdo 2.5. Expdem-se nesta seccdo os resultados destes ensaios, relativos ao NADH.

Na figura 3.4.8 estdo representados os espetros de emissdo de fluorescéncia
relativos aos conjugados de pontos quanticos com benzofenoxazina e MDA, em fungdo
da concentracdao de NADH. Na parte esquerda da figura parece acontecer uma
diminuigdo geral da intensidade de fluorescéncia, com o aumento da concentragao de
NADH, ao longo de todo o espetro e com especial incidéncia na parte direita da curva
correspondente aos pontos quanticos.

3.0x10%+

2.0x10%4

1.0x104
0.0 T T 1
0 T T 1 550 600 650 700
550 600 650 700

c.d.o.
c.d.o.

Figura 3.4.8 — Variagdo nos espetros de emissdo (exc. 500 nm) de fluorescéncia (a esquerda) e espetros
normalizados pelo pico da benzofenoxazina (a direita), com a adigdo de NADH a conjugados de pontos
quanticos com MDA e benzofenoxazina. ON — Solu¢do de 1 ml com 50nM de pontos quanticos
conjugados em buffer fosfato 10mM (pH 8.8); 1N a 5N — adi¢do consecutiva de NADH, com incrementos
de 50 nM, com 15 minutos de espera entre a adi¢do e a medida do espetro.

Contudo, na parte direita desta figura, outro comportamento é evidenciado por
estarem os espetros normalizados pelo pico da benzofenoxazina, na qual se observa
qgue a intensidade de fluorescéncia aumenta do lado esquerdo da curva de emissao
dos pontos quanticos.

A concentracdo dos pontos quanticos conjugados é aproximada, pois apenas se
pode recorrer a um modelo para o calculo da concentracdo de nucleos, a qual se
acrescentou estimativas para as particulas com coroa e conjugadas, com base no

pressuposto que ndo houve perdas durante os processos de sintese, conjugacdo e
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lavagens. Como, por certo, ocorreram perdas durante todas estas etapas, a

concentracdo de pontos quéanticos conjugados é menor que a indicada na figura 3.4.8.
A figura 3.4.9, relativa ao mesmo ensaio, expde também a diminuicdo de

intensidade dos picos de emissdao, com o aumento da concentracao de NADH, tanto na

zona dos pontos quanticos como na zona de emissao das benzofenoxazinas.

2.5%1044
. \ — Pontos quéanticos
2 2.010%9 Benzofenoxazina
O 1.5x104-
X
g 1.0x10%+
5.0x103 T T T T

T
ON 1N 2N 3N 4N 5N
numero de adigées de NADH

Figura 3.4.9 — Picos de emissdo de fluorescéncia dos conjugados na zona dos pontos quanticos e na zona
da benzofenoxazina em fungao da concentragdo de NADH. ON — Solugdo de 1 ml com 50nM de pontos
guanticos conjugados em buffer fosfato 10mM (pH 8.8); 1N a 5N — adi¢do consecutiva de NADH, com
incrementos de 50 UM, com 15 minutos de espera entre a adi¢do e a medigao.

O decréscimo é similar em ambos os casos. Se a benzofenoxazina fosse
intermediaria da transformacao catalitica do NADH, ficando reduzida, seria de esperar
algum retorno da fluorescéncia para os pontos quanticos (ver seccdo 1.3.8). Ocorreu
gue ambos os picos de emissao diminuiram em intensidade, mas ao mesmo tempo, o
aumento de fluorescéncia de parte da curva dos pontos quanticos em relagdo a curva
da benzofenoxazina parece sustentar tal hipdtese. Na figura 3.4.10 estdo os espetros
do ensaio com a adicdo de NADH, desta vez a solugdes de pontos quanticos sem a

conjugacao com benzofenoxazina.

6.0x10%- ON
5.0%104 ON ‘ 1N 15 min
) 0 min 2N 15 min.
. 4.0x10* 5 min — 3N 15 min.
& 3.0x1044 — 10 min 4N 15 min.
— 15 min
2.0%10°
1.0x104
0

560 580 600 620 640 560 580 600 620 640

c.d.o. c.d.o.
Figura 3.4.10 — Varia¢do da intensidade de fluorescéncia com a adicdo de NADH a pontos quanticos
conjugados com MDA. A esquerda: espetros medidos logo apds a adicdo de NADH (0.5 mM), e
sucessivamente apds um intervalo de 5 minutos. A direita: espetros medidos para vdrias
concentragGes de NADH, apds 15 minutos de cada incremento (ver sec¢do 2.5.1). ON: solucdo de
pontos quanticos sintetizados pelo procedimento A+B, com CH,4N,S; 1N a 4N: sucessivas adicOes de

NADH, com incrementos a sua concentra¢do de 50 uM.
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E visivel que apds a adicdo, pela primeira vez, de NADH, ocorre uma descida da
intensidade de fluorescéncia, descida essa que continua até aos 5 minutos. Contudo, a
fluorescéncia volta a subir apds esse tempo, nos 10 e 15 minutos, estabilizando num
valor proximo do inicial. Isto parece indicar que algum processo dinamico de interacdo
esteja a ocorrer entre o NADH e os pontos quanticos conjugados com MDA.

Do lado direito da figura 3.4.10, as sucessivas adicdes de NADH aos pontos
guanticos, medidas apds 15 minutos para esperar a sua estabilizacdo, mostram
também uma evolucdo ndo-linear, decrescendo em intensidade inicialmente e
voltando a subir para as concentragdes maiores.

O aumento da concentracdo parece levar sempre a um ligeiro desvio para a
esquerda dos espetros (lado direito da figura 3.4.10). Estes resultados, semelhantes ao
que se observa na figura 3.4.8 (lado direito) podem indicar que os pontos quanticos,
no sistema conjugado com MDA e benzofenoxazina, também entram em contato com
o NADH.

Repetindo o mesmo ensaio, agora para a benzofenoxazina, podemos constatar
ndao ocorre qualquer variagdo na intensidade de fluorescéncia com o aumento de
concentracdo da NADH (figura 3.4.11). Isto suporta a indicacdo que a evolugdo nos
espetros dos nanossistemas conjugados (figura 3.4.8) se deve a interacdo entre o
NADH e os pontos quanticos, ou mais especificamente com o MDA, e por esse meio se
altera também a intensidade na zona da benzofenoxazina. Ndo vemos como o MDA
pode interferir nas caracteristicas energéticas e de fluorescéncia, a ndo ser como

intermediario para a cedéncia de protdes, inibindo a emissdo dos pontos quénticos.

4.0x10% -
3.0x104 0B
1B
8.2.0x10% - — 2B
o 3B
— 4B

1.0x10%

0 L] T 1 L] 1
600 620 640 660 680 700

c.d.o.

Figura 3.4.11 — Monitorizagdo da intensidade de fluorescéncia da benzofenoxazina com a variagao da
concentracao de NADH. 0OB: benzofenoxazina 5uM; 1B: NADH 50 nM; 2B: NADH 100 nM; 3B: NADH
200 nM; 4B: 500 nM.
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Estes resultados parecem sugerir conclusdes que vao no sentido oposto ao
esperado. Esperava-se, pelo explicado na seccdo 2.5, que a interac¢do entre o NADH e
a benzofenoxazina diminuisse a sua aceitagao de energia dos pontos quanticos. Isto
manifestar-se-ia no aumento de intensidade na banda dos mesmos a custa da
diminuicdo da banda da benzofenoxazina.

Os resultados apresentados atrds levaram-nos a considerar outras substancias
qgue pudessem inibir a fluorescéncia da benzofenoxazina, e assim possibilitar um
aumento da intensidade da banda dos pontos quanticos. Realizaram-se ensaios

semelhantes com iodeto e acrilamida, cujos resultados sdo apresentados a seguir.

3.4.2. Ensaios dos nanossistemas conjugados com lodeto e Acrilamida

As figuras 3.4.12 e 3.4.13 expdem a evolugao da emissdao de fluorescéncia a
medida que se aumenta a concentracdo de acrilamida e iodeto, respetivamente.
Ambos os resultados evidenciam que o aumento de concentracdo destas substancias
funciona como inibidor da fluorescéncia ao longo de todo o espetro. O mesmo ocorre,

alias, que no caso anterior referente ao NADH.

4.0%10%4 — DA
1A
3.0%10%4 2A
3A
(7]
2 2.0x10*+ 4A
5A
1.0x10% 6A
0 T T T 0.0-1 T T 1
550 600 650 700 550 600 650 700

c.d.o. c.d.o.

Figura 3.4.12 — Monitoriza¢do da fluorescéncia de conjugados de pontos quanticos com MDA e
benzofenoxazina, com o aumento da concentracdo de acrilamida. A direita: espetros normalizados pelo
pico da benzofenoxazina.

No caso da acrilamida (figura 3.4.12), os espetros normalizados pelo pico de
fluorescéncia da benzofenoxazina mostram que o comportamento da curva
correspondente aos pontos quanticos ndo é uniforme com o aumento de acrilamida.
Algo de semelhante acontece para o caso do iodeto (figura 3.4.13), em que a sua
concentracdo parece funcionar como inibidor da fluorescéncia, tanto da curva dos

pontos quanticos como a da benzofenoxazina.
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Figura 3.4.13 — Monitorizagdo da fluorescéncia de conjugados de pontos quanticos com MDA e
benzofenoxazina, com o aumento da concentracdo de iodeto. A direita: espetros normalizados pelo pico
da benzofenoxazina.

Este ensaio tinha como objetivo verificar se seria possivel, com estas
substancias, inibir a fluorescéncia da benzofenoxazina e assim fazer crescer a banda de
emissao dos pontos quanticos. Tal ndo se verificou. Aconteceu que em ambos 0s casos
se assistiu a uma reducdo geral da intensidade de emissdo em todo o espetro. Ao
realizar-se 0 mesmo ensaio para pontos quanticos e benzofenoxazinas
separadamente, obtiveram-se os seguintes resultados, apresentados na figura 3.4.14

os referentes a acrilamida e na figura 3.4.15 os que correspondem ao iodeto.

2.5%10%
2.0%10%+ 6.0%105
= 1.5%x104 4.0%105-
o
o
1.0x10%4
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550 600 650 700 500 550 600 650 700 750
c.d.o. c.d.o.

Figura 3.4.14 — Monitorizagdo da fluorescéncia de benzofenoxazina (a direita) e de pontos quanticos
revestidos com MDA (a esquerda) na presenca de acrilamida. OA: solugGes iniciais respetivas, sem
acrilamida; 1A a 6A: aumento progressivo da concentragdo de acrilamida.

Esta figura 3.4.14 evidencia que as alteracdes visiveis na figura 3.4.12 podem
ter a sua origem em ambas as partes do sistema conjugado, uma vez que a intensidade
de fluorescéncia decresce tanto no caso dos pontos quanticos como na
benzofenoxazina isolada.

Acontece porém que a diminuicao do pico de intensidade maxima dos espetros

dos pontos quanticos (figura 3.4.14 a esquerda), é acompanhada por uma subida de
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intensidade nos limites do grafico. Nesses mesmos espetros, o aumento de
intensidade na zona dos 650 nm deveria acontecer também no caso do sistema
conjugado, o que nao se verifica. Pode isto indicar, como em todos os outros casos de
conjugacdo, que as caracteristicas do sistema conjugado ndo sdao apenas a soma das
caracteristicas dos sistemas isolados.

Na figura 3.4.15, a intensidade de fluorescéncia dos pontos quanticos nao
diminui com o aumento da concentracdo de iodeto, como acontece no caso da
benzofenoxazina. Estas variagdes, apesar de distintas do caso da acrilamida, também
ndo explicam a variacdo do sistema conjugado na presenca de iodeto. No sistema
conjugado, a presenca de iodeto faz decrescer a intensidade de ambos os picos de
emissdao, mas quando estudados em separado, a emissdao dos pontos quanticos nao se
altera mas a benzofenoxazina decresce. Este decréscimo ndo é suficiente para explicar

a descida da curva dos pontos quanticos conjugados (figura 3.4.13).
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Figura 3.4.15 - Monitorizagdo da fluorescéncia de benzofenoxazina (a esquerda) e de pontos quanticos
revestidos com MDA (a direita) na presenca de iodeto. Ol: solugdes iniciais respetivas, sem acrilamida; 11
a 51: aumento progressivo da concentragdo de iodeto.

Recordamos que tal comportamento aconteceu de forma inversa para o caso
da acrilamida, que alterou a fluorescéncia dos pontos quanticos, mas muito pouco a da
benzofenoxazina. Como a acrilamida é neutra, ela ndo é repelida pelos pontos
guanticos conjugados com MDA. Mas como o iodeto é negativo, assim como o MDA,
eles repelem-se e ndo ocorre diminuicdo da intensidade de fluorescéncia.

Enquanto estudados separadamente, ambas as partes do sistema conjugado
interagem de forma diferente para o caso da acrilamida e do iodeto, mas uma vez
conjugado, o nanossistema reage de forma bastante similar na presenca destas
substancias. Estes resultados evidenciam a complexidade de um estudo desta natureza

com vista a produgdo de um sistema que funcione como sensor.
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3.5. Ensaios bioldgicos

Nesta seccdo iremos apresentar os resultados dos ensaios biolégicos realizados
com conjugados de pontos quanticos e benzofenoxazina. Todos os ensaios bioldgicos
foram realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae BY4741, e utilizando
microscopia de fluorescéncia. Para este efeito usaram-se células com e sem parede
celular. Como foi explicado na sec¢do 2.4, usaram-se duas abordagens para a obtencdo
de esferoplastos, uma simplificada e outra de modo a reproduzir ensaios com pontos
guanticos descritos na literatura. Cada uma destas abordagens inclui também uma

forma distinta de incubar os sistemas conjugados, e suas partes isoladamente.

3.5.1. Pontos quanticos nas células inteiras e em esferoplastos em PBS
Como se observa na figura 3.5.1, a incubacdo das células com benzofenoxazina,

origina uma marcac¢ao tanto na zona do verde como na zona do vermelho.

Figura 3.5.1 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
benzofenoxazina. 100 uL de suspensao celular D.O. = 0,38 + 10 uL de benzofenoxazina 5 uM. Em cima:
campo claro a esquerda e fluorescéncia verde a direita. Em baixo: fluorescéncia vermelha a esquerda e
sobreposicdo de todas as outras imagens 4 direita.

A fluorescéncia verde parece localizar-se principalmente em estruturas intracelulares,



enquanto o vermelho se espalha por toda a célula, com especial incidéncia em
algumas zonas de maior intensidade. A emissao verde, como ja foi mostrado atras,
deve-se a existéncia de uma forma bdsica na benzofenoxazina em estado puro.

As figuras 3.5.2 e 3.5.3, referentes a ensaios com pontos quanticos nao

conjugados em diferentes quantidades, mostram imagens com marcacao celular na

zona do vermelho.

Figura 3.5.2 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos ndo conjugados. 100 puL de suspensao celular D.0.= 0,5 + 5 ulL de pontos quanticos
em etanol. Amostra de pontos quanticos sintetizada com tioureia. Imagens de campo claro e de
fluorescéncia sobrepostas.

Figura 3.5.3 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos ndo conjugados. 100 puL de suspensao celular D.O.= 0,5 + 10 pL de pontos quanticos
em etanol. Amostra de pontos quanticos sintetizada com tioureia. Imagens de campo claro e de
fluorescéncia sobrepostas.

Nestas figuras é visivel que nem todas as células estdo marcadas. Observa-se igualmente
um aumento das dimensdes do vacuolo, que ocupa a quase totalidade das células
marcadas, parecendo indicar que os pontos quanticos poderdo ter sido incorporados,

induzindo este efeito. A marcacdo com pontos quéanticos ndo conjugados é distinta da
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marcacao com benzofenoxazina, ndo s6 porque esta emite na zona do verde, mas
também porque, na zona do vermelho, os pontos quanticos ndo tém maior intensidade
de marcacdo em zonas especificas da célula, como no caso da benzofenoxazina.

Na figura 3.5.4, cujo ensaio se realizou com pontos quanticos conjugados com
benzofenoxazina (ver figura 3.4.3), é possivel visualizar a marcacdo celular da levedura
com fluorescéncia na zona do vermelho. De forma a tentar confirmar se a
benzofenoxazina ainda existia em estado livre, com o sistema conjugado, foram
comparados os espetros dos pontos quanticos com os da benzofenoxazina, antes e
apos a realizacdo de lavagens dos pontos quanticos conjugados por centrifugacao
(seccdo 2.3.4). Porém, no caso desta amostra, ndo foi possivel fazer uma comparacao
entre os picos de emissdo, pois os pontos quanticos ndo emitiam, apesar de estarem
presentes. Por esta razao, a marcacao celular visivel na figura 3.5.4 é inconclusiva

guanto a sua origem: se pontos quanticos conjugados ou benzofenoxazina livre.

Figura 3.5.4 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com benzofenoxazina (particulas cujos espetro estdo na figura 3.4.3).
100 pL de suspensdo celular D.0.= 0,38 + 10 L de nanoconjugados.
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Procedeu-se entdo a preparagdo de conjugados de pontos quanticos com
benzofenoxazina e MDA, nos quais s3ao visiveis os picos de emissdao dos pontos
guanticos e da benzofenoxazina, e onde foi possivel concluir que esta ja ndo estava
presente livremente (figura 3.4.7). Assim, utilizaram-se estas particulas seguidamente
para marcacao de suspensdes de células inteiras e esferoplastos. Na figura 3.5.5, é

possivel verificar que ndo ocorreu marcagao em nenhuma das condigdes.

Figura 3.5.5 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com MDA e benzofenoxazina. A esquerda: 100 pL de suspensdo de
células inteiras + 10 uL de nanoconjugados em etanol. A direita: 100 pL de suspensdo de esferoplastos
+ 10 pL de nanoconjugados em etanol (4 uM). Imagens de campo claro e de fluorescéncia sobrepostas.

Como controlo para o ensaio com pontos quanticos conjugados com MDA e
benzofenoxazina apresentado acima, realizou-se um ensaio nas mesmas condigdes
com pontos quanticos apenas conjugados com MDA.

Quando se juntou estes pontos quanticos conjugados com MDA a suspensao
celular, ndo se obteve qualquer marcacdo (figura 3.5.6). Este resultado indica que o
MDA parece interferir com a incorporagdao das nanoparticulas. Tal parece também,
comparando as figuras 3.5.4 e 3.5.5, impedir que pontos quanticos conjugados com
benzofenoxazina e MDA sejam incorporados pelas células.

No entanto, a presenca de benzofenoxazina livre pode também estar na origem
da marcacdo observada nos ensaios com nanoparticulas conjugados apenas com
benzofenoxazina (figura 3.5.4). Neste caso, talvez a superficie de pontos quanticos nao
conjugados, possivelmente mais reativa com as membranas, seja o que permite uma
melhor internalizagdo, o que nao aconteceria com sistemas conjugados, nem com

benzofenoxazina nem com MDA.
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Figura 3.5.6 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com MDA. 100 pL de suspensdo celular D.O. = 0.38 + 10 uL de pontos
quanticos conjugados com MDA. Em cima: campo claro a esquerda e fluorescéncia verde a direita. Em
baixo: fluorescéncia vermelha a esauerda e sobreposicdo de todas as outras imagens a direita.

3.5.2. Influéncia das condicbes de incubagdo e de preparagao de
esferoplastos na incorporagao dos pontos quanticos

Para fundamentar melhor quaisquer conclusdes acerca do processo e dos
fatores que influenciam a internalizacdo, partiu-se para uma abordagem mais
elaborada para os ensaios bioldgicos, como descrito na secgdo 2.4. Nesta fase optou-se
por omitir a imagem referente a fluorescéncia na zona do verde, na qual ndo se
detetou marcag¢do, em qualquer dos casos.

As figuras 3.5.7, 3.5.8, 3.5.9 e 3.5.10, referem-se a ensaios sem a digestdo da
parede celular, com pontos quanticos sem e com conjugacdao com benzofenoxazina e

MDA.
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Figura 3.5.7 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos, sem digestdo. Sem BSA nem PEG. A esquerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A
direita: campo claro.

Figura 3.5.8 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com

pontos quanticos, sem digestdo. Com BSA e PEG. A esquerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A
direita: campo claro.

Em nenhum destes resultados foi visivel qualquer marcacdo. Para o caso de
pontos quanticos nao conjugados, os resultados (figuras 3.5.7 e 3.5.8) diferem
daqueles obtidos pela primeira abordagem, em que simplesmente se adicionou as
nanoparticulas a suspensdo celular, sem qualquer processamento (figuras 3.5.2 e
3.5.3). O uso de PEG e BSA ndo produziu, neste caso, qualquer influéncia. Nesta
segunda abordagem (sem digestdo) ndo se constata internalizacdo dos pontos
quanticos através da parede celular, ao contrdrio da primeira abordagem.

Comparando agora os resultados dos ensaios para pontos quanticos
conjugados com MDA e benzofenoxazina, esta segunda abordagem (figuras 3.5.9 e

3.5.10) repetem os resultados da figura 3.5.5, em que ndo se observou marcacao, e
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suportam uma de duas conclusGes: ou na figura 3.5.4 a marcacdo se deve a
benzofenoxazina livre (o que é improvavel devido a auséncia de marca¢do na zona do
verde), ou entdo a presenca de MDA é impeditiva da endocitose através da parede
celular da levedura, ou seja, que pontos quanticos internalizam melhor quando apenas

conjugados com benzofenoxazina.
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Figura 3.5.9 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com MDA e Benzofenoxazina, sem digestdo. Sem BSA nem PEG. A

esauerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A direita: campo claro.

Figura 3.5.10 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos conjugados com MDA e Benzofenoxazina, sem digestdo. Com BSA e PEG. A esquerda:
fluorescéncia na zona do vermelho. A direita: campo claro.

Passando aos ensaios em que se realizou, por esta segunda abordagem, a
digestao da parede celular antes da adi¢gao dos nanossistemas, a figura 3.5.11 mostra a
marcacao na zona do vermelho de leveduras com pontos quanticos ndo conjugados.
Voltou a ser visivel a fluorescéncia nas células, indicando que a parede celular é, em
alguma medida, impeditiva da internalizacdo das nanoparticulas. A maior intensidade
do lado direito da imagem deve-se a um desalinhamento do microscépio agquando da

captura destas imagens.

90



Figura 3.5.11 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos, com digestdo. Sem BSA nem PEG. A esquerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A
direita: campo claro.

Como foi explicado na secgao de procedimentos experimentais, efetuou-se um
controlo com a adicdo de BSA e PEG ao mesmo tempo dos nanossistemas, para reduzir
a marcagdo por adsorcao nao-especifica. Isto parece ter efetivamente ocorrido, como
mostra a figura 3.5.12. Ou seja, uma vez que a intensidade de marcacdo parece ter
reduzido com o controlo em que se usou BSA e PEG, os resultados da figura 3.5.11
incluem também, pelo menos em parte, alguma emissdo de fluorescéncia de pontos

guanticos que estdo apenas adsorvidos, e ndo internalizados.

Figura 3.5.12 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com

pontos quanticos, com digestdo. Com BSA e PEG. A esquerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A
direita: campo claro.

No que concerne aos ensaios com pontos quanticos conjugados com
benzofenoxazina e MDA, esta segunda abordagem, que inclui a digestdao da parede
celular, levou a que se detetasse marcacao celular por fluorescéncia na zona do

vermelho (figura 3.5.13).
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Figura 3.5.13 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quéanticos conjugados com MDA e Benzofenoxazina, com digestdo. Sem BSA nem PEG. A
esauerda: fluorescéncia na zona do vermelho. A direita: campo claro.

Também aqui se realizou um controlo com BSA e PEG, desta vez tanto
isoladamente como em simultdneo, como se pode ver na figura 3.5.14 (com PEG e

BSA), figura 3.5.15 (com BSA) e figura 3.5.16 (com PEG).

Figura 3.5.14 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com MDA e Benzofenoxazina, com digestdo. Com BSA e PEG.

8 7 : - il
Figura 3.5.15 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos quanticos conjugados com MDA e Benzofenoxazina, com digestdo. Apenas com BSA.
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Figura 3.5.16 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células de Saccharomyces cerevisiae com
pontos auanticos coniugados com MDA e Benzofenoxazina, com digestdo. Apenas com PEG.

O conjunto destes resultados sugere que os pontos quanticos conjugados com
MDA e benzofenoxazina ndo internalizam nas células, e apenas se adsorvem nao
especificamente as células no caso de ter ocorrido a digestdao da parede celular. A
analise fica também prejudicada devido a qualidade insuficiente das imagens para uma
observacdo mais pormenorizada. O fato de ndo se detetar marcacao celular em dois
dos ensaios de pontos quanticos em células, sem digestdao da parede celular (figuras
3.5.6 e 3.5.10), faz com diminuam as possibilidades de sucesso da endocitose de um
sistema deste tipo, com MDA e benzofenoxazina a superficie dos pontos quanticos, em
Saccharomyces cerevisiae.

Existe apenas uma possibilidade de estes ensaios bioldgicos terem sido bem-
sucedidos, que é no caso da figura 3.5.4 a marcacdo ndo se dever a benzofenoxazina
livre. Contudo, como ndo se realizou mais ensaios com esta amostra, com os controlos
adequados, a eliminar a possibilidade de adsor¢do ndo-especifica, esta hipdtese fica

por confirmar.
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Capitulo 4 - Conclusoes

Como ficou explicito no capitulo introdutdrio, os pontos quéanticos sdo uma
nanotecnologia cujas propriedades e versatilidade as tornam promissoras para um
conjunto alargado de aplicacBes, incluindo bioldgicas. A benzofenoxazina usada neste
estudo, cuja emissdo ocorre na zona dos 650 nm, estd apta a funcionar como
aceitadora de energia proveniente de pontos quanticos com cerca de 3,5 nm de
diametro, ou seja, que emitam a cerca de 610 nm, a zona em que a benzofenoxazina
absorve.

Neste trabalho, através do método de microemulsdo, conseguiu-se produzir
pontos quanticos nucleo/coroa de CdSe/ZnS com cerca de 3,5 nm de didmetro, um
espetro de emissdo de fluorescéncia estreito, simétrico e na zona dos 610 nm, tal
como pretendido para posterior conjugagao com benzofenoxazinas. Demonstrou-se
ser possivel conseguir pontos quanticos, em ambientes sem atmosfera controlada, e
com a qualidade pretendida, sem recorrer a métodos de muito elevada temperatura, o
gue torna estes procedimentos simplificados.

Foram testados, ainda que ndo exaustivamente, os efeitos da variacdo de
alguns parametros durante a sintese dos nanocristais, cujos resultados foram ao
encontro do que tinha sido descrito na revisao de literatura. A temperatura de sintese
superior a 90°C mostrou ser a mais adequada. Pormenores como um passo intermédio
de sonificacdo ou a posicao do frasco parecem ter importdncia, o que demonstra o
rigor com que tem que ser conduzido um estudo deste tipo. A variagao dos parametros
temperatura, wg e Ccg também se mostraram importantes para o dominio das
caracteristicas fluorescentes dos pontos quanticos. Os resultados evidenciam uma
diferenca de posicdo do pico de emissao, desviando-se para a direita com o aumento
de wg e a Ccg. Tempos de sintese de uma hora mostraram ser os que obtiveram
melhores resultados.

O crescimento da camada de ZnS em torno dos nucleos de CdSe produz
resultados distintos consoante a largura dessa camada, em geral porque um ponto
guantico maior tem um maximo de fluorescéncia em maiores comprimentos de onda.
Nao se conseguiu concluir com certeza que a coroa funcionasse como boa passivagao,

tal como descrito na introdugdo, uma vez que poucas vezes se obtiveram resultados
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gue o suportassem. Isto pode dever ao método utilizado na sintese das nanoparticulas,
uma vez que ndo foi encontrado nenhum idéntico na literatura revista. A fonte de
sulfureto usada para o crescimento da coroa levou a alteragdes consideraveis no
processo de purificacdo das particulas, o que indica a permanéncia de residuos depois
da sintese, possivelmente a cianamida, que a superficie delas as impede de precipitar
com uma simples centrifugacdo. O crescimento da coroa foi confirmado pela alteracgao
nos espetros de excitagdo, que se manteriam se apenas tivessem crescido os nucleos
devido aos atomos de cadmio e selénio ndo reagidos.

A transferéncia das particulas para outro solvente e a retirada do surfatante
levou a uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, o que mostra o efeito
passivador da camada de AOT. O pico de emissdo desviou-se ligeiramente para a
direita ao trocar o ciclohexano por etanol, efeito acompanhado por uma diminuicdo da
intensidade. De seguida, ao retirar o AOT do etanol, a intensidade decresce para cerca
de metade e a posigao do pico mantém-se. Estes pontos quanticos mostraram-se
insolUveis em agua.

A conjugagao com MDA levou também a uma redugdao da intensidade de
fluorescéncia dos pontos quanticos.

Para a conjugagao dos pontos quanticos com a benzofenoxazina, mostrou-se
necessario retirar previamente o AOT, pois este parecia impedir a benzofenoxazina de
se ligar as particulas. A conjugacdo apenas com benzofenoxazina levou, juntamente a
um acentuado decréscimo da intensidade de fluorescéncia, a que desaparecesse a
fluorescéncia na zona de emissao dos pontos quanticos.

Também se efetuou conjugacdes com MDA e benzofenoxazina em simultaneo,
permanecendo assim as bandas de ambos os fluordforos nos espetros finais.
Confirmou-se a efetividade da ligacdo entre a benzofenoxazina e os pontos quanticos
através de um simples método espetroscépico apds sucessivas lavagens. Os resultados
sugerem que existe transferéncia de energia, juntamente com outros processos
desconhecidos de inibicdo de fluorescéncia.

Uma vez confirmada a conjugacdo, procedeu-se a estudos de fluorescéncia dos
nanossistemas na presenca de NADH, acrilamida e iodeto. Em todos estes casos, a
reacdo do sistema conjugado foi semelhante, ocorrendo uma diminuicdo geral da

fluorescéncia ao longo de todo o espetro com o aumento de concentracdo destas
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substancias. Contudo, quando se estudou o sistema por partes, separando os ensaios
com pontos quanticos e com benzofenoxazinas, os resultados foram todos distintos
entre si. A normalizagdo dos espetros pelo pico de emissdao da benzofenoxazina, no
caso dos ensaios com NADH, sugere que é possivel que esta substancia interaja
diretamente com os pontos quanticos, mesmo nos sistemas conjugados. Isto faria com
gue a intensidade de fluorescéncia observada na curva dos pontos quénticos
aumentasse em relacdo a curva da benzofenoxazina.

A elacdo que se pode tirar, talvez a mais importante deste estudo, é que as
propriedades do sistema conjugado ndo se resumem a soma das propriedades das
partes que o comp&em. Ha aqui efeitos de uma emergéncia de propriedades que ndo
estao presentes antes de ocorrer a conjugagao, o que torna muito mais complexo o
desenvolvimento de sistemas deste tipo, destinados a funcionarem como sensores. A
complexidade aumenta se considerarmos que o meio onde estes sensores poderiam
funcionar seria o meio celular, onde a quantidade de substancias e imprevisibilidade
de reacGes fazem requerer técnicas experimentais avancadas e muito sensiveis.

Os ensaios bioldgicos, com a levedura Saccharomyces cerevisiae, realizaram-se
com benzofenoxazina livre e pontos quanticos isolados, assim como com pontos
guanticos conjugados apenas com MDA ou com MDA e benzofenoxazina em
simultaneo.

A benzofenoxazina marca as células com especial incidéncia em estruturas
intracelulares especificas, e de forma distinta na zona da fluorescéncia verde ou
vermelha. A forma basica da benzofenoxazina estda na origem da emissdo de
fluorescéncia na zona do verde, pelo que os resultados indicam que a carga elétrica da
benzofenoxazina esta a influenciar a sua distribuicdo intracelular.

Pontos quanticos isolados marcaram as células sem qualquer processamento
prévio, o que foi evidenciando pelo crescimento dos vacuolos visivel ao microscépio de
fluorescéncia. Quando as células foram incubadas com BSA e PEG, sem digestdo, os
pontos quanticos ja ndao atravessaram a parede celular, e portanto ndo ocorreu
incorporacdo nem qualquer marcacdo. Nenhuma outra combinacdo de conjugacdes se
incorporou nas células inteiras com este procedimento.

Ainda para a segunda abordagem, aquela em que a incubacdo foi feita com BSA

e PEG, incluir nela a digestdo da parede celular da levedura alterou os resultados.
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Observou-se com este método a marcacao fluorescente tanto para pontos quénticos
nao conjugados como para os conjugados com MDA e benzofenoxazina. No entanto, o
controlo realizado simultaneamente, no qual se adicionaram PEG e BSA para a
lavagem e reducdo de adsorg¢do ndo-especifica, reduziu a intensidade de marcacdo de
pontos quanticos isolados, e eliminou a marcagao por conjugados de MDA e
benzofenoxazina.

O conjunto dos ensaios biolégicos inclina-nos para a conclusdao que
nanossistemas baseados em pontos quanticos conjugados com MDA e
benzofenoxazina, tal como foram produzidos e testados, ndo estdo aptos a internalizar
em Saccharomyces cerevisiae, com ou sem parede celular. No caso de pontos
guanticos conjugados apenas com benzofenoxazina, apesar de resultarem numa
intensidade de fluorescéncia menor que no caso de conjugacao simultdnea com MDA,
parece ter ocorrido internalizacdo. No entanto, a escassez de experiéncias feitas com
tal sistema debilita esta conclusdo. Assim, serd necessario um trabalho continuado, no
futuro, de modo a ensaiar todos os parametros criteriosa e pormenorizadamente.

O trabalho futuro, a nosso ver, tera que ser dividido em partes, e muito
provavelmente por varios investigadores. Sera necessario optimizar o processo de
producdo e purificacdo de pontos quanticos, de modo a criar um lote estavel a partir
do qual se realizar as experiéncias subsequentes. A seguir, as experiéncias de
conjugacao dos pontos quanticos com um recetor de energia, a benzofenoxazina ou
outros fluoréforos, terdao que incluir técnicas avancadas de andlise, como fluorimetria
resolvida no tempo. Também aqui os processos de purificacdo terdo de conduzir 3
certeza que nao permanece fluoréforo em estado livre. Tera que se estudar a distancia
de conjugacdo do fluordforo a superficie dos pontos quanticos, pois é possivel que seja
a sua elevada proximidade a causa do decréscimo acentuado de fluorescéncia, mais
proxima de um inibidor que de um aceitador de energia.

Os ensaios bioldgicos poderdo seguir o modelo usado para este trabalho,
expandindo-se para ensaios de toxicidade e para tentativas de endocitose mediada por
recetores, o que requereria a conjugacao dos sistemas com outras biomoléculas.

Por fim, os estudos com NADH continuam a parecer-nos uma boa aposta, uma
vez que existem na literatura casos de sucesso no desenvolvimento de sistemas deste

género que atuam na sua presenca.
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	Capítulo 1 - Introdução
	As nanociências, também aplicadas à biologia, estão a avançar notavelmente no desenvolvimento de sistemas capazes de integrar um conjunto alargado de aplicações. Num só nanossistema, caminha-se para a conjugação simultânea de múltiplas funções, entre ...
	Uma importante característica do mundo físico está a ser explorada pelas bionanotecnologias, em parte devido à sua versatilidade e ubiquidade: a interação entre a matéria e a luz. A marcação de matéria biológica como aminoácidos, proteínas, células es...
	A imagiologia fluorescente no intervalo entre 600 e 1000 nm do espetro é particularmente interessante (comparada com a UV e a parte visível de altas frequências), uma vez que as biomoléculas se mostram nessa zona com uma menor fluorescência de fundo, ...
	Uma alternativa a moléculas fluorescentes – geralmente chamadas de fluoróforos, que é apenas a parte da molécula responsável pela fluorescência – para o estudo de mecanismos biológicos tem vindo a ser desenvolvida nos últimos anos, graças aos avanços ...
	Os pontos quânticos são estruturas obtidas através um material semicondutor com tamanho de poucos nanómetros, geralmente de 2 a 10 nm (figura 1.1). Esta é a escala de tamanhos em que prevalecem as leis da mecânica quântica e da qual emergem um conjunt...
	As propriedades dos pontos quânticos e as suas possíveis aplicações dependem grandemente do método por que são obtidos, que por sua vez podem ser usados como critério de classificação [3]:
	 Pontos quânticos electrostáticos: fabricados através da restrição de um gás eletrónico bidimensional numa heteroestrutura semicondutora, confinando os eletrões.
	 Pontos quânticos auto-organizados0F : obtidos pelo crescimento heteroepitaxial de materiais com diferentes coeficientes de rede. Durante o crescimento da camada de um material sobre a de outro, formam-se ilhas nanoscópicas que causam um confinamento...
	 Pontos quânticos nanocristalinos: estes são os sistemas de interesse para este trabalho. Constituídos por um núcleo de metais pesados como seleneto de cádmio (CdSe), estas nanopartículas, também chamadas pontos quânticos coloidais, são sintetizadas ...
	Devido ao largo espectro de absorção destas partículas, aliadas à estreita banda de emissão, é possível obterem-se processos eficientes de transferência de energia entre os pontos quânticos (como dadores) e outras moléculas fluorescentes (como aceitad...
	Os bionanossistemas, construídos com capacidade de interação localizada com componentes biológicos, têm contribuído de forma crescente para diferentes áreas da biologia celular. Além das vantagens evidentes em termos biomédicos, a sua aplicação permit...
	Os lipossomas [5, 6], lipoplexos [7, 8], dendrímeros [9, 10], nanopartículas metálicas [11], nanopartículas magnéticas [12], grafeno e nanotubos de carbono [13], além dos pontos quânticos, são algumas classes de nanossistemas com estudos publicados. P...
	• Não tóxicos a componentes celulares ou organismo vivo;
	• Biodegradáveis após o desempenho da sua função;
	• Biocompatíveis;
	• Optimização estrutural aos menores custos: desde a síntese, caracterização e custo ambiental;
	• Possibilidade de integração e funcionalização destes sistemas com moléculas, proteínas, péptidos, ácidos nucleicos, que facilitem ou permitam a interacção nanossistema-componente celular;
	• Encapsulamento e preservação de substâncias (drogas, fármacos, enzimas, material genético);
	• Libertação/atuação controlada no local pretendido.
	Com vista a que no futuro se possam realizar estudos em animais, nomeadamente mamíferos ou mesmo humanos, há um conjunto de fatores que devem ser tomados em conta ainda nesta fase de síntese e caracterização. Quando um bionanossistema é aplicado in vi...
	Uma vez no sistema circulatório, aqueles sistemas têm que se comportar de forma a não serem reconhecidos pelo sistema imunitário como prejudiciais, não devem agregar-se em estruturas maiores e têm que manter a sua estabilidade funcional. Depois, uma v...
	Para a internalização destas partículas em células, in vitro ou in vivo, conjuga-se a superfície do nanossistema com biomoléculas (e.g. proteínas, péptidos), tornando-o “invisível” ao sistema imunitário ou facilitando a endocitose mediada por recetore...
	A endocitose destes bionanossistemas pode ocorrer por duas formas: adsorção e mediada por recetores [16]. O primeiro caso é comum para partículas com diâmetro reduzido, assim como para aquelas que são catiónicas - como geralmente são, por exemplo, os ...
	No transporte mediado por recetores, geralmente mais específico que o anterior, enquadra-se o transporte de vesículas ou nanossistemas funcionalizados adequadamente. Quando um ligando interage com o seu recetor específico na membrana da célula, o proc...
	Uma vez dentro da célula, os bionanossistemas podem cumprir uma ou mais tarefas, como desencadear a morte celular, libertar fármacos ou activar/inibir algum processo biofísico, para dar alguns exemplos.
	O objectivo para esta tese de mestrado foi o de sintetizar nanopartículas deste tipo – pontos quânticos nanocristalinos –, conjugando-as com benzofenoxazinas à superfície, para com estes bionanossistemas realizar estudos de fluorescência e ensaios bio...
	Para a exposição deste trabalho dividiu-se a dissertação em três partes principais: introdução, técnicas experimentais e resultados. No primeiro capítulo estão presentes o estado da arte relativamente aos pontos quânticos e à benzofenoxazina, assim co...
	1.1. Pontos Quânticos
	Um processo de síntese de pontos quânticos de PbS foi desenvolvido há mais de 2000 anos, usando materiais naturais como PbO, Ca(OH)2 e água [18]. Mais recentemente, a primeira aplicação documentada de pontos quânticos remonta a 1932, com a introdução ...
	O desenvolvimento de nanocristais semicondutores biocompatíveis para imagiologia e terapia localizada é uma área que tem beneficiado das notáveis características que a matéria adquire à nanoescala [21]. Na secção seguinte descreve-se alguma da física ...
	1.1.1. Propriedades estruturais: a quântica dos pontos
	Os semicondutores – dos quais são fabricados os pontos quânticos – são materiais cuja condutividade elétrica se situa entre a dos isoladores (maus condutores) e a dos metais (bons condutores).
	Com uma banda de valência totalmente preenchida por eletrões e uma banda de condução vazia, nestes materiais a separação entre estas duas bandas de energia é da ordem de 1eV, ficando o nível de Fermi entre elas. Por isso se podem situar estes sistemas...
	1.1.1.1. Estrutura do núcleo nanocristalino
	Devido às propriedades referidas, quando os semicondutores são nanocristalinos, importantes efeitos físicos tornam-se muito dependentes das suas propriedades intrínsecas, tais como o tamanho, forma, composição, defeitos, impurezas e cristalinidade da ...
	À medida que o tamanho da partícula aumenta, a excitação eletrónica desvia-se para uma menor energia. Por exemplo, o hiato de energia1F  no CdSe pode variar desde o verde (2.4 eV) até ao vermelho longínquo (1.7 eV) aumentando o diâmetro da partícula d...
	O fenómeno associado a este efeito é o confinamento quântico dos electrões, do qual resulta uma modificação da densidade de estados nas bordas das bandas [25]. Isto faz com que os nanocristais semicondutores tenham propriedades que se situam entre um ...
	O confinamento é observado quando o tamanho da partícula é suficientemente pequeno para que o espaçamento energético entre a banda de condução e a de valência exceda kT (onde k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura) [21]. Diferenças de energi...
	Como resultado do confinamento quântico de eletrões e lacunas dentro do semicondutor, as mudanças de densidade de estados eletrónicos causam a sua fluorescência com elevado rendimento quântico.
	A analogia com o modelo de uma “partícula numa caixa”, apesar de não explicar totalmente a complexidade do processo, é útil à sua compreensão. Para uma partícula localizada, como é o caso dos pares eletrão-lacuna dentro do ponto quântico excitado, ap...
	1.1.1.2. Estrutura da superfície
	Outro importante factor é que as propriedades óticas e elétricas de um material semiconductor são influenciadas pela grande quantidade de átomos que se encontram à superfície [27, 29]. Muito frequentemente ocorrem reconstruções na posição atómica supe...
	1.1.1.3. Passivação da superfície
	Como discutido acima, os defeitos à superfície dos pontos quânticos aprisionam os eletrões, as lacunas ou os excitões2F , diminuindo a recombinação radiativa e reduzindo o rendimento quântico. Por essa razão, cobrir ou passivar a superfície é crucial ...
	Então, a modificação da superfície dos pontos quânticos é essencial. Para este fim, o processo de passivação é geralmente levado a cabo pela deposição de uma camada, coroa ou capa – orgânica ou inorgânica – na superfície do nanocristal.
	1.1.1.3.1. Passivação com camada orgânica
	Pontos quânticos são frequentemente fabricados com a introdução de moléculas orgânicas que se adsorvem na superfície e funcionam como capas [32-34]. Algumas vantagens incluem a possibilidade de bioconjugação e a obtenção de suspensões coloidais monodi...
	Geralmente, os ligandos mais usados são os fosfenos (e.g. óxido de tri-n-octilfosfina – TOPO) e os mercaptanos (-SH) [21]. Nestes casos, as ligações das moléculas à superfície da partícula são fracas o suficiente para serem quebradas sob luz ultraviol...
	Com vista à solubilização de pontos quânticos em água, em simultâneo com a passivação, foi já usada albumina do soro bovino (BSA) [35]. Deste modo, melhorou-se a estabilidade química e o rendimento quântico de fotoluminescência das partículas. Também ...
	1.1.1.3.2. Passivação com camada inorgânica
	Como referido na secção 1.1.2., a passivação do ponto quântico é geralmente levada a cabo com uma camada de um material com maior hiato de energia, de modo a que os excitões fiquem confinados no núcleo. Mas além da diferença entre hiatos de energia, t...
	Para este fim, uma das combinações mais usada é entre CdSe e ZnS [4, 31, 37], sendo também comum CdTe [35], CdS e ZnSe [28, 36]. Apesar de ambos os materiais, CdSe e ZnS, terem estruturas tetraedricamente coordenadas, as suas constantes de rede crista...
	A diferença entre o comprimento das ligações interatómicas faz com que o crescimento de uma camada à volta de um núcleo não resulte num crescimento epitaxial sem tensões. Este factor contribui para que seja mais difícil o crescimento de uma coroa de C...
	Para uma melhor passivação, o material da coroa deverá ter um parâmetro de rede com até cerca de 12% de diferença de modo a facilitar a epitaxia e a minimizar os defeitos e tensões [38]. A adaptação das constantes de rede na interface entre os dois ma...
	Outro importante fator a considerar é se a coroa resultará numa superfície hidrofóbica ou hidrofílica. Para aplicações biológicas dos pontos quânticos é recomendável uma cobertura compatível com a água, como a sílica [40], mas a qual pode ser obtida t...
	Apesar da melhoria significativa observada após a passivação com uma camada inorgânica, existem na literatura evidências de que o processo é frequentemente imperfeito. Tais passivações incompletas causam diferentes resultados como (a) menores rendimen...
	1.1.2. Propriedades de luminescência
	Quando a energia do fotão absorvido por um ponto quântico é maior que a menor transição excitónica (pelo menos do tamanho do hiato de energia), os eletrões e lacunas (geralmente, sob a forma de excitões) são gerados com um excesso de energia, ao qual ...
	A emissão de radiação fluorescente ocorre aquando das recombinações de eletrões e lacunas a partir das bordas das respectivas bandas, ou seja, do estado excitado energeticamente mais baixo. Todo este processo, desde a excitação até ao regresso ao esta...
	1.1.2.1. Dependência do tamanho
	A excitação dos pontos quânticos por uma fonte de energia externa cria pares eletrão-lacuna devido à transição do eletrão do estado fundamental para um estado excitado. As energias associadas com estas absorções óticas são diretamente determinadas pel...
	Um nanocristal com menor volume tem um maior hiato de energia entre a banda de valência completamente preenchida – onde se forma a lacuna aquando da excitação – e a banda de condução do eletrão excitado. A recombinação de um eletrão excitado na banda ...
	Também no que concerne ao rendimento quântico de fluorescência, foi descrita uma dependência do mesmo em função do pico de emissão, e consequentemente em função do tamanho. Foram sintetizados pontos quânticos de vários tamanhos através do controlo do ...
	1.1.2.2. Intermitência dos pontos quânticos
	Como já foi mencionado atrás, os pontos quânticos têm um conjunto de vantagens relativamente aos compostos orgânicos, como elevada fotoestabilidade, larga banda de absorção e estreita e controlável banda de emissão. No entanto, frequentemente os ponto...
	1.1.2.3. Emissão dos defeitos
	A radiação emitida pelos pontos quânticos pode também vir de impurezas localizadas ou de estados quânticos ativados no hiato de energia. A estes estados costuma chamar-se defeitos3F  [52]. Os defeitos podem comportar-se como dadores ou aceitadores, de...
	Os estados de superfície aprisionam portadores de cargas e excitões, o que geralmente degrada as propriedades óticas e elétricas das partículas, quer aumentando a quantidade de relaxamento não-radiativo, quer levando a espectros de emissão assimétrico...
	Foram estudados os defeitos em pontos quânticos de vários tamanhos, chegando-se à conclusão que a sua menor incidência ocorre para tamanhos médios (~3.5nm), enquanto que em pontos quânticos menores e maiores que tal tamanho, a influência dos defeitos ...
	Como o crescimento das partículas está directamente ligado ao tempo de reação, as partículas de tamanho médio têm mais tempo para corrigir os defeitos de superfície e de estreitar a distribuição de tamanhos [57]. Por fim, as partículas maiores podem f...
	1.1.2.4. Efeito da passivação
	Centrando-nos no caso de pontos quânticos fabricados com CdSe (núcleo) e ZnS (coroa) – os materiais usados nas experiências laboratoriais desta tese –, foram estudadas as propriedades óticas em função dos tamanhos relativos do núcleo e da coroa [31].
	Foram apresentados os resultados para pontos quânticos CdSe/ZnS núcleo coroa de vários tamanhos, reproduzidos nas figuras 1.1.4 e 1.1.5. O aumento do tamanho dos núcleos fez variar o comprimento de onda do pico de emissão entre os 470nm (nanocristais ...
	1.1.3. Síntese de pontos quânticos
	A síntese de nanocristais é um processo complexo e portanto existe uma vasta gama de técnicas disponíveis para produzir os diferentes tipos de partículas. Por esta razão não se consegue fazer uma generalização que enquadre todas as técnicas utilizadas...
	Inicialmente, os investigadores estudaram nanopartículas homogéneas, de um só material, de modo a descobrir as propriedades que emergem quando a matéria é trabalhada à escala nanoscópica. Depois, no fim dos anos 80, os investigadores perceberam que ma...
	Em seguida, discutiremos brevemente estas abordagens.
	1.1.3.1. Processos top-down de síntese
	Na abordagem top-down, um semicondutor sólido é desbastado para formar pontos quânticos. Litografia de feixe de electrões (EBL5F ), corrosão por iões reactivos (RIE6F ) ou corrosão química em solução (WCE7F ) são frequentemente usados para esta finali...
	A técnica RIE foi usada para fabricar uma matriz de pontos quânticos de InGaN bem localizados, com grande uniformidade e luminescência à temperatura ambiente [70]. Depois do crescimento epitaxial de uma camada de 1.5 µm de GaN sobre um substrato de sa...
	Nos processos de corrosão a seco, como é o caso do RIE, um gás reativo é inserido numa câmara e uma voltagem de radiofrequência é aplicada para criar um plasma que torna o gás mais reativo. Estas espécies com maior energia cinética presentes no gás a...
	Estas abordagens top-down oferecem um alto grau de flexibilidade no design de sistemas nanoestruturados. Qualquer forma de pontos quânticos de zero ou uma dimensões, anéis ou colunas com uma precisa separação e periodicidade podem ser realizadas com e...
	1.1.3.2. Processos botom-up de síntese
	Processos botom-up são também recorrentemente designados por processos de auto-organização de partículas [59]. Estes processos envolvem, geralmente, a precipitação das partículas por nucleação de precursores, seguida de um tempo controlado de crescime...
	Alguns dos métodos químicos de síntese que utilizam soluções são: microemulsões [37, 77, 78]; sol-gel [79, 80]; reações químicas competitivas [81]; assistidos por irradiação de microondas [82, 83]; electroquímicos [84, 85]; ou decomposição em solução ...
	Nos métodos húmidos – ou em solução –, pela variação dos fatores de reação como a temperatura, solventes, estabilizadores ou formação micelar, concentração de precursores ou razões entre espécies aniónicas e catiónicas, podem obter-se pontos quânticos...
	De seguida, faremos algumas referências ao método que foi usado, na parte laboratorial deste trabalho, para a síntese de pontos quânticos.
	1.1.3.3. Síntese de pontos quânticos pelo método de microemulsão
	Na verdade, todos os métodos atrás descritos podem ser transformados ou combinados para a obtenção de pontos quânticos com as características desejadas. O mesmo acontece com o uso de microemulsões. Contudo, podemos circunscrever este método a algumas ...
	São duas as categorias em que podemos dividir este processo: microemulsões (1) normais ou (2) invertidas, caso se trate de um óleo em água ou de água em óleo, respectivamente [21]. De entre este tipo de processos encontra-se o de micelas invertidas, e...
	Ao nível microscópico, as moléculas de surfatante organizam-se em filmes que separam as fases polar e apolar, formando pequenas gotas de água dispersas em soluções de n-alcanos, ou vice-versa, através do uso de surfatantes como AOT11F , CTAB12F  ou SD...
	Além dos procedimentos laboratoriais para o estudo da influência das micelas no crescimento de nanopartículas, e para simplificar a gama de experiências que teriam de ser levadas a cabo para esse fim, também têm vindo a ser desenvolvidos estudos e mod...
	Considera-se a troca intermicelar de reagentes e partículas acabadas de formar numa só ou entre duas microemulsões. Em ambos os casos, o tamanho e a polidispersividade das partículas não dependem apenas do tamanho das micelas ou da concentração de rea...
	1.1.3.3.1. Efeito da razão de água para surfatante
	Quanto à utilização de técnicas que envolvem microemulsões na produção de nanopartículas, foi demonstrado, através do cálculo da energia livre de Gibbs de uma micela invertida, que o seu raio tem uma dispersividade reduzida, ou seja, que a população d...
	,𝛚-𝟎.=,[á𝐠𝐮𝐚]-[𝐬𝐮𝐫𝐟𝐚𝐭𝐚𝐧𝐭𝐞].
	,𝐫-𝐰.,𝐠𝐨𝐭𝐚 𝐝𝐞 á𝐠𝐮𝐚.=𝟎.𝟏𝟕𝟓 ,𝛚-𝟎.
	O raio hidrodinâmico da micela invertida, ,𝒓-𝒎., será então o raio da gota de água, ,𝒓-𝒘., mais o tamanho da molécula de surfatante.
	Podemos aumentar o tamanho das micelas pela simples adição de água, mas isso irá fazer com que se reduza a concentração micelar. Se fizermos aumentar a quantidade de água e de surfatante, de modo a que ,𝝎-𝟎. se mantenha constante, então o número de ...
	Consideremos agora dois agentes reactivos arbitrários, A e B, em duas soluções micelares. Ao misturá-las, por causa de um processo de transferência de conteúdo entre micelas, A e B vão entrar em contacto e reagir [90]. Ao aumentar o tamanho da micela,...
	1.1.3.3.2. Efeito da fase orgânica
	A fase orgânica é um factor importante na síntese de nanopartículas através de técnicas de microemulsões. Nem todos os solventes orgânicos são adequados à formação de emulsões água-em-óleo (w/o).
	A experiência de mudar o solvente de isoctano (viscosidade = 0.32 cP) para ciclohexano (0.85 cP), levou a uma diminuição por um factor de 10 da troca intermicelar, reduzindo assim o tamanho das partículas para metade, apesar do tamanho das micelas per...
	1.1.3.3.3. Efeito dos reagentes
	Durante o processo de redução, normalmente o agente redutor não tem efeito no controlo do tamanho da partícula. No entanto, com agentes redutores fracos, a polidispersividade aumenta por causa dos lentos tempos de reação. Em geral, quando a reação é r...
	1.1.3.3.4. Efeito da concentração de reagentes
	No caso de sistemas de microemulsão, com o aumento da concentração de reagentes, o tamanho das partículas vai diminuir, devido a uma mudança no mecanismo de formação das partículas. De facto, este aumento de concentração leva a um aumento do número de...
	1.1.3.3.5. Efeito da misturação
	A forma como se fazem as misturas na microemulsão é outro factor importante na síntese de nanopartículas. A literatura confirma que a adição de reagentes na forma líquida, ainda que não ocorra separação de fases, aumenta a agregação, enquanto a sonifi...
	1.1.3.3.6. Efeito da temperatura e do tempo de reacção
	A temperatura é um dos parâmetros mais usados para controlar a cinética de reacção na formação das nanopartículas. Geralmente, para reacções exotérmicas, a velocidade de reacção aumenta com o aumento da temperatura. O contrário acontece para reacções ...
	Para a formação de partículas por precipitação, a reação pode ser dividida em três estágios distintos [103]: (i) nucleação, (ii) crescimento, e (iii) aglomeração. Como resultado, o tamanho das partículas depende na velocidade relativa destes três está...
	1.2. Benzofenoxazina
	Fenoxazinas são compostos heterocíclicos tricíclicos consistindo de um anel de oxazina, rodeado por dois núcleos de benzeno. Quando a estes compostos é adicionado um anel benzeno é adicionado às arestas a-c ou h-j são denominadas benzofenoxazinas angu...
	Foi já extensivamente descrita a síntese de benzo[a]fenoxazinas e suas características fotofísicas em diferentes meios, de forma a usá-las como sensores para distinguir diferentes acontecimentos como a micelização e determinação da sua concentração mi...
	1.2.1. Caracterização de benzofenoxazinas
	Ao estudarem-se as propriedades fotofísicas de benzofenoxazinas, verificaram-se desvios nos máximos de absorção e emissão em função da polaridade e de capacidade receptora de protões por parte dos solventes [114].
	1.2.2. Aplicações de benzofenoxazinas
	Tal como das micelas, a compreensão das funções biológicas das membranas está relacionada com as suas propriedades físico-químicas. Parâmetros como a electrostática da membrana, a sua fase, hidratação ou dinâmica dos seus constituintes estabelecem a ...
	Os aminoácidos são pequenas moléculas de extrema importância devido à sua presença ubíqua nos tecidos e fluidos biológicos. Na maioria dos casos, a monitorização destas moléculas é alcançada apenas depois que um cromóforo ou fluoróforo se ligue ao gr...
	A pequena dependência que estas sondas mostram relativamente ao pH [112], apesar de impossibilitarem o uso como sondas de pH, fazem delas úteis para ensaios em que se esperam resultados do ambiente mais próximo da sonda, independentemente do pH, tal ...
	1.3. Conjugação de Pontos Quânticos
	As tendências atuais de encolher as dimensões de novos materiais são conduzidas pelo desejo de aceder às propriedades e performances únicas que emergem na transição para a escala nanométrica. Como vimos na secção 1.1, à medida que o tamanho diminui pa...
	Além dos atributos óticos, eletrónicos e quânticos que são deliberadamente almejados no fabrico destes materiais, também o aumento da área de superfície com o decréscimo do tamanho tido em consideração. Esta última característica faz com que haja actu...
	Contíguo a isto, as nanopartículas são dos nanomateriais mais próximos dos fins comerciais de mercado. Estima-se que o mercado de nanopartículas para biotecnologia, desenvolvimento e entrega de fármacos tenha um valor global de 21,6 mil milhões de dól...
	Nesta secção sobre a conjugação de pontos quânticos, tal como na secção 1.1, debruçar-nos-emos apenas sobre o estudo de pontos quânticos coloidais, aqueles que foram utilizados na parte laboratorial deste trabalho.
	1.3.1. Solubilização de pontos quânticos
	Pontos quânticos produzidos em soluções não-polares são geralmente insolúveis em água, tornando necessária uma modificação da superfície das partículas para a transferência de fase. Após a síntese dos pontos quânticos (ver secção 1.1.3), três estratég...
	1.3.2. Troca de ligandos
	A troca de ligandos tem-se mostrado especialmente adequada para solubilizar pontos quânticos com coroa de ZnS. Para este fim, uma suspensão de pontos quânticos cobertos com TOPO14F  (ou outro tipo de moléculas) é misturada numa solução que contenha um...
	Com este método, pontos quânticos núcleo/coroa de CdSe/ZnS foram revestidos com ácido mercaptoacéptico e (3-mercaptopropil) trimetoxisilano, ambos com grupos alcalinos tiol para se ligaram aos átomos da superfície dos cristais, obtendo-se partículas c...
	Um método alternativo para a solubilização empreende a modificação da superfície com uma cobertura de resíduos de cisteína [131]. Pontos quânticos cobertos com estes resíduos foram usados com sucesso em tecido celular fixado para aplicações biológicas...
	Quase todos os métodos de cobertura envolvem grupos funcionais terminais que providenciam a possibilidade de conjugação posterior, tal como ocorreu com conjugados cisteína-pontos quânticos que foram ligados com sucesso a biotina e usados para marcar p...
	1.3.3. Encapsulação em sílica
	A investigação de P. Alivisatos demonstrou a possibilidade de encapsular pontos quânticos para a sua solubilidade em água [134]. O mesmo grupo elaborou mais tarde protocolos para a funcionalização eficiente destes sistemas e a sua aplicação em imagiol...
	1.3.4. Encapsulação em polímeros
	Vários polímeros têm sido usados em técnicas de solubilização, tomando vantagem das várias composições químicas disponíveis. Tal como foi referido antes, polímeros anfifílicos são uma escolha comum, porque simultaneamente exploram a natureza hidrofóbi...
	A diferença entre a cobertura dos pontos quânticos com polímero siloxano ou com polímero anfifílico é o método de encapsulação: a cobertura de sílica substitui o ligando hidrofóbico na superfície da partícula, enquanto o polímero anfifílico o usa para...
	Ao mesmo tempo que cumprem a função de solubilizar os pontos quânticos, os polímeros podem ser modificados para conter grupos como tiol ou amina, e deste modo permitir uma posterior conjugação [139]. A carga do polímero de cobertura pode ser alterada ...
	Um tipo específico de polímero – micelas fosfolipídicas que contêm PEG – foi usado para encapsular pontos quânticos e deste modo monitorizar uma linhagem celular in vivo [139]. Os nanossistemas permaneceram dentro das células, mantiveram a sua fluores...
	1.3.5. Aplicações de sistemas baseados em pontos quânticos
	A figura 1.3.2 mostra os avanços tecnológicos mais correntemente aplicados em pontos quânticos. Além dos pontos quânticos não-funcionalizados (cuja cobertura é geralmente a necessária durante a sua síntese, ou para solubilização em água), os pontos qu...
	Estruturalmente, partículas a esta escala têm uma superfície onde se podem ligar agentes de diagnóstico (por exemplo, ópticos, radioisotópicos ou magnéticos) [123,126,125] e de terapia (por exemplo, anticancerígenos) [142]. Quando conjugadas com ligan...
	Além destas aplicações, as tecnologias de fluorescência permitem desenhar sondas em que os pontos quânticos funcionam como dadores ou aceitadores de energia, electrões ou protões, e através desta transferência detetar-se a presença de biomoléculas ou ...
	1.4. Purificação de bionanossistemas
	Os pontos quânticos, como já vimos, podem ser sintetizados com uma grande variedade de formas e tamanhos, podem ter várias composições, conjugações e modificações de superfície.
	Independentemente dos métodos de revestimento, funcionalização ou conjugação usados, os bionanossistemas têm que passar por um processo de purificação de ligandos residuais e excesso de moléculas anfifílicas, antes do seu uso em ensaios biológicos, at...
	Convém lembrar que os pontos quânticos muito dificilmente são totalmente monodispersos, o que pode afectar as características das suas funções dependentes do tamanho. Torna-se então necessário que os processos de purificação incluam uma redução da pol...
	Várias técnicas de síntese reduzem a polidispersividade das nanopartículas através do uso de estabilizadores poliméricos ou de micelas invertidas, mas também aí a purificação se torna necessária para os subsequentes processos de conjugação e posterior...
	Dependendo então das propriedades do sistema que queremos isolar, vários processos de purificação podem ser utilizados. Entre estes, encontram-se a separação por campos magnéticos (principalmente para nanocristais magnéticos [151, 152]); cromatografia...
	Descreveremos brevemente alguns destes processos de purificação aplicados a sistemas baseados em pontos quânticos.
	1.4.1. Cromatografia
	A cromatografia é uma técnica de separação dos componentes de uma mistura que os distribui de acordo com o seu comportamento em duas fases, uma móvel e outra estacionária. Estas técnicas envolvem frequentemente uma coluna ou um papel em que um efluent...
	Aplicada à purificação de pontos quânticos solúveis em água, foi usada uma fase líquida composta por 50% de água (com pH ajustado a 12 com NaOH), 45% de metanol e 5% de álcool isopropílico [155]. Esta fase líquida fez-se passar através de uma coluna c...
	1.4.2. Centrifugação por gradiente de densidade
	Os métodos de centrifugação e ultracentrifugação por gradiente de densidade são métodos gerais, não-destrutivos e escaláveis de separação adaptados da biologia molecular, que têm vindo a demonstrar um grande potencial para separar nanopartículas coloi...
	Figura 1.3.4 – Esquema da separação de uma mistura de pontos quânticos de vários tamanhos por cromatografia líquida. [155]
	Nanopartículas de CdSe, envolvidas em ácido oleico e dispersas em solventes não-hidroxílicos, foram separadas e purificadas em simultâneo [156]. Criou-se um gradiente com a mistura de ciclohexano e tetraclorometano, centrifugando-se a 50000 rpm durant...
	1.4.3. Precipitação Seletiva
	Para este método de purificação, simples em procedimento, utilizam-se combinações de solventes de modo a que as nanopartículas precipitem seletivamente segundo as suas propriedades. Tal como no ponto anterior, este método também pode recorrer a centri...
	Descreveremos um exemplo deste tipo de procedimentos. Depois de terem sido sintetizados numa solução aquosa com 2-mercaptoetanol e 1-tioglicerol (e usando os ácidos tioglicólico e tioláctico como estabilizadores), pontos quânticos de CdSe foram purifi...
	1.5. Imagiologia em células vivas
	Diferentes técnicas de imagiologia molecular e celular, tais como visualização óptica, de ressonância magnética, de ultra-sons, tomografia de emissão de positrões, entre outras, são usadas tanto para a visualização in vivo como in vitro.
	Os pontos quânticos, pelas boas propriedades de fluorescência já descritas na secção 1.1 – como a estabilidade fotoquímica e metabólica, o brilho e o espetro de emissão estreito e alterável – incluem-se geralmente nas aplicações de imagiologia óptica....
	Estudos completos das aplicações de pontos quânticos bioconjugados para imagiologia molecular e celular podem ser encontrados nas referências [123, 125]. No entanto estas partículas têm desvantagens – que podem ser circunscritas, pelo menos em parte –...
	Como já foi dito atrás, para direcionar pontos quânticos a um determinado alvo específico, ou mesmo para que surjam novas funcionalidades, a bioconjugação é um passo essencial na fabricação de bionanossistemas. Mas apesar de estes nanossistemas serem ...
	1.5.1. Vias de endocitose
	Foram avaliados 24 inibidores de endocitose que podem ser classificados em sete grupos principais, baseando-se na localização dos seus efeitos na célula [172]: citoesqueleto, rafts lipídicos, clatrina, macropinocitose, receptores acoplados à proteína ...
	Os efeitos destes inibidores na internalização de pontos quânticos foram avaliados por citometria de fluxo para quantificação de inibição e também vistos por microscopia laser confocal. Também se investigou, no mesmo estudo, se a endocitose era mediad...
	Destas descobertas puderam tirar-se conclusões que ajudaram a construir um modelo para a endocitose dos bionanossistemas baseados em pontos quânticos, com todos os processos e vias metabólicas associadas. Um exemplo disso encontra-se na figura 1.3.5, ...
	1.5.2. Pontos quânticos como biossensores
	Os biossensores baseados em pontos quânticos podem ser de vários tipos. Podem usar conjugações que incluam fluoróforos ou biomoléculas próprias para a detecção de um dado analito. Os mecanismos envolvidos podem ser a inibição ou desinibição de fotolum...
	Figura 1.3.5 – Vias de endocitose dos pontos quânticos e inibidores associados. [172]
	A marcação por fluorescência é extensamente usada em biologia celular para determinar estruturas e localizar moléculas. Muitos dos estudos com imagiologia biológica são baseados nas sondas tradicionais, cujas limitações já foram atrás comparadas às pr...
	Como existe uma grande variedade de vias metabólicas que dependem do cofactor NAD(P)+, bioconjugados de pontos quânticos capazes de detetar processos que dependam deste cofator podem tornar-se sondas genéricas muito versáteis para análise de inúmeras ...
	Foram também desenvolvidos sensores de pH baseados em pontos quânticos conjugados. Foi mostrado que, controlando a transferência de energia entre as partículas e um fluoróforo orgânico, se pode chegar a um método geral para o desenvolvimento de um sen...
	1.6. Conjugados de pontos quânticos com benzofenoxazinas
	A síntese de pontos quânticos núcleo/coroa de CdSe/ZnS funcionalizados com Nile Blue foi descrita como sensor óptico, que permitiu imagiologia de fluorescência de transformações biocatalíticas dependentes de NAD(P)+, assim como a monitorização do meta...
	De acordo com isto, a figura 1.3.6 mostra o método de análise do NAD(P)H através sistemas baseados em pontos quânticos conjugados. A fluorescência dos pontos quânticos é inibida pelo Nile Blue por FRET (pico de emissão dos nanocristais a 635 nm e pico...
	Apesar de o Nile Blue efetivamente inibir a fluorescência dos pontos quânticos por FRET, ele não é emissivo. Uma vez na presença de NADH, as sondas associadas aos pontos quânticos ficam reduzidas, deixando de absorver no visível e, portanto, já não f...
	2.2. Espetroscopia eletrónica molecular
	A absorção da radiação por um meio material é uma interação quantificada, que depende da estrutura das espécies atómicas ou moleculares envolvidas. Quando um feixe de radiação atravessa um meio material (sólido, líquido ou gasoso), certas frequências ...
	∆𝑬= ,𝑬-𝟏.− ,𝑬-𝟎.=𝒉 𝛎= ,𝒉 𝒄-𝝀.,         (2.3)
	onde 𝒄 é a velocidade da luz no vácuo, 𝒉 é a constante de Planck, 𝛎 é a frequência e 𝝀 é o comprimento de onda da radiação absorvida.
	A energia total de uma molécula compreende três tipos diferentes de energia: rotacional, vibracional e eletrónica [184]. A energia rotacional está associada à rotação da molécula em torno do seu centro de gravidade. A energia vibracional está relacion...
	2.2.1. Absorção no UV-Visível
	A intensidade dum feixe luminoso diminui, ao atravessar qualquer meio absorvente, de acordo com uma lei exponencial geral
	𝐈,𝛌.=,𝐈-𝐨.,𝐞-−,𝛂-𝛌.𝐛.,         (2.4)
	em que I0 e I são, respetivamente, as intensidades do feixe incidente e do feixe transmitido, ,𝜶-𝝀. é o coeficiente de absorção (cm-1), e b é a espessura do meio absorvente (cm).
	Define-se transmitância ,𝑻-𝝀. como
	,𝑻-𝝀.= ,,𝑰-𝝀.-,𝑰-𝟎..,     (2.5)
	e absorvância, ,𝑨-𝝀. , ou densidade óptica (D.O.), como
	,𝑨-𝝀.= ,−𝒍𝒐𝒈-𝟏𝟎. ,𝑻-𝝀.,                             (2.6)
	Quando o meio absorvente é uma solução, com uma dada concentração C, de espécies absorventes, interessa relacionar ,𝜶-𝝀. com a concentração, sendo
	,𝜶-𝝀.=𝟐.𝟑𝟎𝟑,𝜺-𝝀.𝑪 ,              (2.7)
	em que ,𝜺-𝝀. é o coeficiente de extinção molar ou absortividade molar, que é uma medida da intensidade da banda de absorção. Se a concentração for expressa em M (mol L-1), ,𝜺-𝝀. virá em M-1 cm-1. Usando as relações anteriores, pode então escrever-se
	,𝑨-𝝀.= ,𝜺-𝝀. 𝒃 𝑪,                     (2.8)
	que é a forma habitual da lei de Beer. Esta lei prevê uma proporcionalidade directa entre a absorvância e a concentração, para soluções diluídas e em que exista apenas uma espécie absorvente. Para concentrações superiores a 0,01 M, verificam-se desvio...
	O processo de absorção resulta na transição de um eletrão para um estado de energia mais elevado, ficando a molécula no estado excitado. Para que as moléculas percam esse excesso de energia, voltando o eletrão ao estado fundamental, existem essencialm...
	2.2.1.1. Espetrofotómetro
	Um espetrofotómetro (figura 2.2.3) de UV-Vis consiste essencialmente em quatro elementos: a fonte de luz UV-visível, o monocromador, o porta-amostras e o detector. Os espetrofotómetros de UV-Vis podem operar com feixe único ou duplo, sendo que o últim...
	A obtenção do espetro baseia-se na detecção da luz transmitida pela amostra. As amostras líquidas são colocadas em células com dimensões muito precisas. As células de vidro não podem ser usadas para UV porque este material absorve nesta gama, ao passo...
	Os espetros de absorção para este trabalho foram determinados num espetrofotómetro UV-Vis-NIR Shimadzu, modelo UV-3101PC.
	2.2.2. Fluorescência e transferência de energia
	Existem vários processos intermoleculares de desexcitação (figura 2.2.4). Além da fluorescência, podem ocorrer vários processos de inibição (“quenching”) de fluorescência, devido à presença de oxigénio, átomos pesados ou outros inibidores presentes na...
	Os processos fotofísicos de transferência de energia eletrónica e transferência electrónica também contribuem para inibir ou suprimir a emissão de fluorescência. As espécies inibidoras são conhecidas como quenchers e podem inibir total ou parcialmente...
	2.2.3. Microscopia de Fluorescência
	Um microscópio de fluorescência, para além da luz refletida e absorvida, trabalha também com a luminescência da amostra em estudo (fluorescência ou fosforescência). Para isso é normal o uso de cubos de filtros, os quais filtram a luz que excita a amos...
	Com esta tecnologia é possível obter imagens de alta resolução além do limite de resolução de um microscópio óptico [186].
	As imagens obtidas para este trabalho foram capturadas pela câmara de um microscópio de fluorescência Leica DM 5000B. Neste equipamento existe a possibilidade de escolher entre três cubos de filtros: os cubos A, GFP e N2, cujas características estão r...
	Pelos dados da tabela 2.2.1, apenas o cubo N2 está apto a que se detecte fluorescência da zona do espectro em que os pontos quânticos e as benzofenoxazinas emitem, ou seja, acima dos 590nm. Isto acontece porque os filtros LP apenas impõe um limite inf...
	2.3. Procedimento experimental na síntese dos nanossistemas
	2.3.4. Conjugação dos pontos quânticos
	O sal benzofenoxazínico usado para o desenvolvimento de conjugados baseados em pontos quânticos é da seguinte forma:
	Devido à ligação S – S na molécula, ela teve de ser quebrada para que se proporcionasse a ligação tiol às nanopartículas. Para isso juntou-se à solução de benzofenoxazinas do esquema 2.3.1, com concentração 1x10-3 M em etanol, uma outra solução de igu...
	Para determinar a quantidade de benzofenoxazina a adicionar aos pontos quânticos para conjugação, calculou-se o diâmetro das partículas e a quantidade aproximada de átomos à superfície. Para uma concentração média de partículas de cerca de 4 µM, junto...
	De modo a confirmar que os pontos quânticos estavam efectivamente ligados à benzofenoxazina, tiveram que se conjugar as medidas de absorção com as de emissão, e, através das diferenças espectrais, detectar as alterações após o procedimento de conjugaç...
	2.3.4.1. Cálculo da concentração e do diâmetro dos pontos quânticos
	Para o cálculo da concentração e do diâmetro médio dos pontos quânticos utilizou-se o modelo e as relações encontradas na referência [49]. A equação que permite calcular o diâmetro dos pontos quânticos, e consequentemente do seu volume, é a equação 2.17:
	,𝐷-𝐶𝑑𝑆𝑒.=,1.6122×,10-−9..,𝜆-4.−,2.6575×,10-−6..,𝜆-3.+
	,1.6242×,10-−3..,𝜆-2.−,0.4277.𝜆+41.57
	onde ,𝐷-𝐶𝑑𝑆𝑒. é o diâmetro dos pontos quânticos de seleneto de cádmio e 𝜆 é o comprimentos de onda do pico de emissão máxima de fluorescência.
	Com o modelo referido, a introdução do valor do primeiro pico de absorção e da largura a meia altura da fotoluminescência, permitiu determinar a concentração de CdSe resultante das lavagens (equações 2.8, 2.18 e 2.19):
	𝜀=1600 ∆𝐸(𝐷,)-3.
	𝐴=,𝐴-𝑚.(𝑓𝑤ℎ𝑚,)-𝑃𝐿./𝐾′
	em que 𝜀 é o coeficiente de extinção molar; ∆𝐸 é a energia de transição correspondente ao primeiro pico de absorção (em eV); D é o diâmetro dos pontos quânticos, calculado pela equação 2.17; 𝐴 𝑒 ,𝐴-𝑚. são a absorvância calibrada e a absorvância ...
	Tomando em consideração que a conjugação se procede após o crescimento da camada de ZnS e, por causa disso, em partículas maiores que as determinadas pelo modelo descrito atrás, fez-se um simples cálculo do diâmetro aumentado às partículas pela mesma ...
	2.4. Ensaios biológicos
	Todos os ensaios biológicos foram realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae BY4741. O meio de crescimento da levedura foi YPD, preparado em água desionizada, com a seguinte composição (para 1 litro):
	a. 2% glucose: 20 g
	b. 1% peptona: 10 g
	c. 0,5% extracto de levedura: 5 g
	d. Para os crescimentos em meio sólido (YPDA) em placas, juntou-se a este meio: 2% de agar (20g). As leveduras foram repicadas, periodicamente, neste meio líquido (YPD) em balões de Erlenmeyer com capacidade de 500 ml, com um volume total de 200 ml de...
	2.4.1. Obtenção dos esferoplastos
	Para a obtenção dos esferoplastos usaram-se duas abordagens.
	Primeira abordagem: A 100 µl de uma suspensão de células em PBS, preparada como descrito acima, juntou-se 1 µl de zymolease (concentrado 50mg/ml, 0.1M sorbitol) e aguardou-se 30 minutos.
	Segunda abordagem [189]: Após crescimento da cultura de leveduras como descrito acima, recolheram-se as células por centrifugação a 1200 g durante 5 minutos; lavou.se sucessivamente com 20 ml de EDTA 0.1 M, sorbitol 1,2 M e tampão SCEM (1,2 M sorbitol...
	2.4.2. Incorporação dos pontos quânticos nas células
	Com os esferoplastos preparados pela primeira abordagem e com suspensões de células inteiras, usou-se um procedimento simples de adição de pontos quânticos, assim como de benzofenoxazina isolada, directamente às células ou aos esferoplastos, aguardand...
	Num segundo procedimento foram utilizados os esferoplastos preparados pela segunda abordagem e suspensões de células inteiras, como a seguir se descreve: a 100 µl de suspensão (células ou esferoplastos) adicionou-se 10 µl de pontos quânticos, geralmen...
	2.5. Monitorização da transformação de NADH em NAD+
	Como já foi explicado na secção 1.3.8.1, sistemas baseados em pontos quânticos podem ser usados para a detecção de transformações biocatalíticas dependentes de NADH.
	2.6. Dependência da concentração de Iodeto e Acrilamina
	Nesta fase do trabalho realizaram-se ensaios de medição de fluorescência em função da concentração de iodeto e de acrilamina, tanto para pontos quânticos conjugados, como para a benzofenoxazina. O procedimento é em tudo semelhante ao anterior para a d...
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	Capítulo 3 – Resultados e Discussão
	Os espetros relativos à solução inicial de benzofenoxazina usada para a conjugação dos pontos quânticos encontram-se na figura 3.3.1.
	Podemos, confirmar que a benzofenoxazina é fotoexcitável por radiação na zona dos 600 nm, onde os pontos quânticos emitem.
	E visível na figura 3.3.1, entre os 500 e 600 nm, alguma emissão de fluorescência característica da forma básica destas moléculas. Esta emissão é maior para comprimentos de onda de excitação mais baixos, como os 370 nm com que realizamos os espetros d...
	Na figura 3.3.2 é evidente que a benzofenoxazina tem uma maior emissão quando excitada a 600 nm, zona de emissão dos pontos quânticos. No entanto mantêm alguma emissão mesmo quando excitada a 370 nm.
	A figura 3.3.3 expõe a adequabilidade da conjugação deste pontos quânticos com esta benzofenoxazina com vista à fabricação de um sistema em que ocorra transferência de energia, uma vez que a energia emitida pelos pontos quânticos ocorre num compriment...
	3.4. Conjugação dos pontos quânticos
	A conjugação dos pontos quânticos, tal como descrito na secção 2.3.4, foi realizada com MDA e benzofenoxazina, isoladamente ou em simultâneo. De seguida serão expostos os resultados referentes a esta fase do trabalho.
	A figura 3.4.1 mostra os resultados da tentativa de conjugar os pontos quânticos à benzofenoxazina, sem lavagem. Apenas se secou o ciclohexano em que as partículas foram sintetizadas e adicionou-se etanol na mesma quantidade. Após a adição da benzofen...
	Ainda na figura 3.4.1 é visível que, após a lavagem, na qual saiu a camada de AOT e se pretendeu retirar o máximo de benzofenoxazina que não ficou ligada, a intensidade de fluorescência dos pontos quânticos foi retomada, apesar de não completamente, e...
	Como já foi explicado, a emissão na zona dos 500 nm deve-se à forma básica da benzofenoxazina, que desaparece depois das lavagens. A figura 3.4.2 mostra os resultados de uma segunda tentativa de conjugação, usando a mesma amostra da tentativa anterior...
	Estes resultados suportam a conclusão ensaiada atrás, sobre o AOT impedir uma suficiente aproximação da benzofenoxazina às nanopartículas e assim evitar que ocorra transferência de energia ou outros processos de inibição. Tais processos manifestam-se ...
	Na figura 3.4.3, o espetro de emissão 5 apenas mostra fluorescência na zona da benzofenoxazina. Mas o espetro de absorção da mesma amostra 5 inclui a forma de absorção dos pontos quânticos, o que mostra que eles absorvem energia da radiação incidente ...
	Repetiu-se então os ensaios, desta vez removendo o AOT antes da conjugação. Os espetros da figura 3.4.4, no qual se observa que o resultado da lavagem após a conjugação, 2, revelam também uma intensidade reduzida, mas desta vez com a presença da banda...
	De modo a tentar atenuar a redução de intensidade de fluorescência, e a evitar agregados de benzofenoxazina na separação dos pontos quânticos, decidiu-se realizar, posteriormente, a conjugação de benzofenoxazinas em simultâneo com outro ligando, o MDA...
	Na figura 3.4.5 podem ver-se as alterações no espetro de emissão resultantes da conjugação dos pontos quânticos com MDA. A fluorescência caiu cerca de 4 vezes, deslocando-se o espetro 3 nm para a direita. Isto pode resultar de um conjunto de fatores, ...
	Utilizando a amostra de pontos quânticos cujos espetros estão na figura 3.4.6, efetuou-se o procedimento de conjugação de pontos quânticos com MDA + benzofenoxazina. Depois de remover o AOT pelo processo explicado na secção 2.3.3 para o caso de sintet...
	A figura 3.4.7 mostra que, pelo critério explicado na secção 2.3.4, a benzofenoxazina está ligada aos pontos quânticos, uma vez que a razão entre os picos na zona dos pontos quânticos e da benzofenoxazina se mantém com as lavagens. Apenas se foi per...
	3.4.1. Ensaios dos nanossistemas conjugados com NADH
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