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RESUMO
As nanoparticulas de ouro (AuNp) tem atraido um interesse consideravel nos

ultimos anos para aplicacdo potencial em areas biologicas e médicas, tais como
biossensor, entrega de drogas e construcdo de novos modelos moleculares devido
as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas dependentes da forma e sua
interessante propriedade tamanho-dependente. Os procedimentos mais usados
extensivamente em solucdes aquosas para preparar AuUNp para a pesquisa biolégica
e médica sdo variacdes do Turkevich-Frens rota classica de reducédo do citrato. A
modificagdo da superficie da AuNp foi realizada através da adicdo de &acido
tioglicdlico (AuNp-TGA). Berberina € um alcaloide que tem uma longa historia na
medicina tradicional chinesa. Varias acdes farmacologicas foram descritas para
Berberina. A agédo hipotensiva da Berberina tem sido atribuida a sua capacidade
para aumentar o efeito hipotensor da acetilcolina. Neste trabalho, a Berberina foi
utilizada como uma droga modelo para estudar a sua interacdo com a superficie
modificada AuNp-TGA. A modificacdo da superficie de AuNp com acido tioglicdlico,
impede a agregacdo das nanoparticulas e permite uma maior interacdo com a
Berberina a sua superficie. Este resultado pode ser observado através do aumento

em 383% de adsorcao de Berberina em comparacdo com AUNP ndo modificado.

Palavras-chaves:
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ABSTRACT

Gold nanoparticles have attracted considerable interest in the past few years for
potential application in biological and medical fields, such as biosensor, drug delivery
and molecular imaging due to their unique physical, their interesting shape-
dependent and size-dependent physical and chemical properties. The most
extensively used procedures in aqueous solutions to prepare AuNp for biological and
medical research are variations of the classic Turkevich—Frens citrate reduction
route. The surface modification of AuNp was performed adding thioglicolic acid
(AuNp-TGA). Berberine, an alkaloid has a long history in traditional chinese
medicine. Various pharmacological actions have been described for berberine.
However, only limited information has been published on the possible beneficial
effects of berberine and related compounds in the cardiovascular system. The
hypotensive action of berberine has been attributed to its ability to enhance the
hypotensive effect of acetylcholine. In this work, berberine was used as a model drug
to study the its interaction to surface modified AuNp-TGA. The modification on the
surface of AuNp with thioglycolic acid prevents the nanoparticle aggregation and
allowed a greater interaction with berberine to its surface. This result can be
observed by the increase in 383% adsorption of berberine compared to AuNp not

modified.
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Introduc&o com Revisédo Bibliografica

O advento da nanotecnologia fomentou a ciéncia com diversas pesquisas e
técnicas. Para tanto, faz-se necessario identificar o real sentido da palavra
nanotecnologia. O termo foi introduzido pelo engenheiro japonés Norio Taniguchi
(1974), designando uma nova tecnologia, que ia além do controle de materiais e da
engenharia em microescala. Entretanto, o significado do termo atualmente se
aproxima mais da formulacdo de Eric Drexler (1992), que corresponde a
metodologia de processamento envolvendo a manipulacdo atomo a atomo. A
nanociéncia se refere ao estudo do fendmeno e da manipulagéo de sistemas fisicos
gue produzam informagOes significativas, em uma escala conhecida como
nanométrica (10° m). (DREXLER, 1992) Assim, como relata Alencar (2008) a
Nanotecnologia € um termo genérico para um conjunto de tecnologias, técnicas e
processos para a preparacao, caracterizacdo, manipulacao e controle de atomos ou
moléculas para construir novos materiais em escala de nandémetros, com novas
propriedades inerentes as suas dimensoes.

Com o surgimento da nanotecnologia, um novo foco foi conferido a dimenséo
dos materiais utilizados. O fundamento desta area é a existéncia de dependéncia
entre a escala de tamanho e as propriedades da matéria (ALENCAR; BOCHNER,;
DIAS, 2013). Tais caracteristicas induzem ao crescimento dos estudos nesta area.
Segundo Alencar, Bochner e Dias (2013) existem hoje no Brasil um total de 878
grupos de pesquisa na area da nanociéncia, sendo 85 em Ciéncias da Saude, com
forte predominancia da subarea de Farmacia. A Farmacia lidera as pesquisas no
Brasil, com 73% dos grupos de pesquisa, seguida pelas subareas de Medicina e
Odontologia com 9,5% cada e pela de Saude Coletiva com 8%. Esta predominancia
pode ser explicada pelo envolvimento no estudo de nanoparticulas e nanoestruturas
para o desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos.

O presente trabalho estd inserido nessa pesquisa e tem como foco a
preparacao e caracterizacdo de nanoparticulas metélicas. Recentemente, dentro da
area de nanotecnologia, a preparacdo de nanoparticulas metélicas ganhou grande
interesse devido as particularidades de suas propriedades oOticas, magnéticas,
elétricas e cataliticas. Muitas dessas propriedades e suas possiveis aplicacfes séo
fortemente influenciadas pelo tamanho e pelas suas formas; esferas, varetas,
discos, prismas, particulas. (ROLDAN et al., 2005)



A nanoparticula de ouro (AuNp) estd inserida no grupo das nanoparticulas
metalicas. As aplicagcbes de ouro coloidal ou nanoparticulas de ouro tém se
expandido recentemente gracas a geracdo de novos dispositivos Opticos e
eletronicos, bem como possibilitado a manufatura de sondas com habilidade para
deteccdo e/ou reconhecimento de biomoléculas de interesse da clinica médica.
(PEREIRA et al., 2007) A utlizacdo do ouro em sistemas nanoestruturados é
indicada, pois, 0 ouro passa por alteragdes em suas propriedades fundamentais ao
ser nanoparticulado e isso 0 torna promissor para 0 uso em sistemas liberadores de
drogas. Entretanto, uma das importantes caracteristicas dessas nanoparticulas é a
elevada superficie em relagdo ao volume, o que lhes confere propriedades Unicas,
especialmente reatividade. (FERREIRA; RANGEL, 2009)

As nanoparticulas de ouro sao utlizadas em diversos produtos para
administracdo topica, oral ou intravenosa, mostrando alta eficiéncia e baixa
toxicidade. Caballero e colaboradores (2005) obtiveram a patente namero
P10502657-1 descreve nanoparticulas de ouro modificada superficialmente por um
derivado ditiol cuja extremidade oposta a superficie metalica esta associada a um
derivado de ciclodextrina, sendo capaz de encapsular farmacos para liberacdo de
drogas.

Outras fungbes sao conferidas as nanoparticulas de ouro e sdo produtos de
patentes. Algumas descrevem a producdo de agua compreendendo nanoparticulas
de ouro e de alimentos e bebidas, ambos derivados de tal composicdo. Tais
nanoparticulas atuam suprimindo a liberacdo de espécies reativas de oxigénio por
neutrofilos celulares. Outras descrevem uma composicao inotropica ou antiarritmica
usando drogas antimuscarinica, sem toxicidade cardiaca compreendendo
nanoparticulas de ouro associadas a colina.

Tais patentes comprovam a propriedade da nanoparticula de ouro de
funcionar como sistema de liberacdo controlada (drug delivery). A tecnologia de
liberacdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da ciéncia, a qual
envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o avancgo
da saude humana. Os sistemas de liberagdo de drogas oferecem inumeras
vantagens quando comparados a outros de administracdo convencional, como a
liberacdo progressiva e controlada do farmaco, diminuicdo significativa da

toxicidade, e maior tempo de permanéncia na circulagdo sanguinea e uma
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administracdo segura; o que evita reacdes inflamatorias locais, permite o uso de
doses menores com direcionamento a alvos especificos e ainda a possibilidade de
incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas. (DURAN;
AZEVEDO, 2002)

Existem diversas técnicas para obtencdo do ouro nanoparticulado. Tais
técnicas sao classificadas em métodos Fisicos e Quimicos. Dentre os métodos
Fisicos estdo incluidos o processo de condensacdo do ouro, a irradiacdo de placas
de ouro metélico com laser em 532 nm e o0 uso de gradiente de temperaturas. Ja 0s
métodos Quimicos sdo aqueles que permitem a formacdo de particulas menos
dispersas e de tamanho controlado. Faraday em 1857 realizou uma reacdo que
envolve a reducdo de um sal de metal na presenca de um agente estabilizante. J.
Turkevich e colaboradores, aléem de Brust et al. pesquisaram uma variedade de
métodos para a sintese de nanoparticulas metalicas, seguidos por G. Frens, que
desenvolveu métodos para controlar o diametro das nanoparticulas de ouro mediado
pela concentracgéo do citrato. (BONIFACIO, 2005)

Um dos meétodos para produzir nanoparticula de ouro foi desenvolvido por
Brust et al. e somou-se ao elenco dos trabalhos que alavancaram o desenvolvimento
dos estudos experimentais das AuNp, por permitir a obtencdo de nanoparticulas
com um tamanho reduzido e uma estreita distribuicdo de tamanhos. Tal método foi
inspirado na sintese de Faraday, utilizando NaBH4 como agente redutor e alcanotiois
de cadeia longa como agentes passivantes em um meio bifasico de tolueno e agua
(BRUST et al., 1994). Mas o principal método para a sintese de nanoparticulas de
ouro foi o desenvolvido por Turkevitch et al. que baseia-se na reducdo e
estabilizacdo das nanoparticulas pelo ion citrato. (Fig. 1) Para que as AuNp se
mantenham estaveis e dispersas em uma suspensao é essencial a presenca de uma
camada estabilizante, que evite a aglomeracéo, seja por repulsdo eletrostatica ou
por impedimento estérico. (TURKEVICH; GARTON; STEVENSON; 1954.)
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Figura 1- Representagdo esquematica da AuNp produzida pelo método de Turkevitch

FONTE: TURKEVICH; GARTON; STEVENSON; 1954

A agregacao e taciimente reconhecida pelo deslocamento da banda de
plasmons para regides de menor energia (Fig. 2). Plasmons séo oscila¢des coletivas
de elétrons livres, isto €, pacotes de energia que flutuam sobre a superficie de um
metal, neste caso o ouro, e interferem em propriedades eletronicas e Opticas
(BONIFACIO, 2005). Sendo assim, esse processo interfere na cor que as
nanoparticulas de ouro apresentam. A energia de transi¢ao eletrénica, ou seja, a cor
das nanoparticulas depende da densidade de estados eletronicos e do tamanho das
nanoparticulas. Com dimensfes entre 2 e 40 nm, as nanoparticulas de ouro
apresentam intensa coloracdo vermelha (Fig. 3), devido a transicdes entre as
bandas eletrbnicas que acomodam os elétrons superficiais (bandas de plasmons
superficiais). Entretanto, em tamanhos maiores as nanoparticulas passam a exibir
uma coloracdo tendendo ao violeta (Fig. 3), devido ao aumento na densidade de
estados eletrbnicos e consequente diminuicdo da energia de transicdo entre as
bandas. (TOMA; BONIFACIO, 2005)
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Figura 2 - a) Espectro eletrénico de AuNps b) Espectro de agregados de AuNps em suspenséo, mostrando

uma nova banda em 650 nm.

FONTE: (BONIFACIO, 2005)

Figura 3 - Mudanca na colora¢@o de uma suspensao de nanoparticulas de ouro em agua devido ao processo

de agregacdo. As imagens mostradas foram obtidas por fotografia digital
FONTE: TOMA; BONIFACIO, 2005

Dentre estes métodos o de Turkevitch com algumas modificacfes foi aplicado
na realizacdo deste trabalho de conclusdo de curso. Este método consiste na
reducdo de fons AuCI* por citrato em meio aquoso. Essencialmente sendo um
processo apresentado como uma mistura de ouro e citrato, em meio aquoso, sob

agquecimento e agitagdo. Alguns procedimentos no preparo tornam-se importantes
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uma vez que influenciam na distribuicdo do tamanho das nanoparticulas. Sao estes:
a taxa de agitacao, a temperatura, a razdo entre o0 ouro e o citrato e a ordem de
agitacdo dos reagentes. O citrato além de promover a reducdo também atua como
um estabilizante por meio da repulsao eletrostatica (KIMLING et al., 2006)

Entretanto, o citrato ndo é tao eficaz nessa estabilizacdo. Ele é um fraco
agente passivante. Para nanoparticulas feitas através da reducdo de borohidreto de
sédio utiliza-se tetradecano, octadecano ou dodecano tidis. Outro fator importante é
gue a resposta bioldgica pode ser alterada usando agentes de protecdo, tal como
polietilenoglicol (PEG), acido mercaptoderivado, varias proteinas, ou outras
biomoléculas. Tal funcionalizagdo levou a um grande esfor¢o de investigacdo das
AuNp como transportadores para uma gama de biomoléculas e drogas. (MANSON
et al., 2011) Alem disso, devido a seu carater acido mole o ouro é capaz de ligar-se
a grupamentos tiois, permitindo o desenvolvimento de sistemas metalorgénicos de
alta complexidade. Aliando tal propriedade a suas caracteristicas optoeletrénicas,
abre-se um amplo leque de possibilidades de aplicacdo em nanotecnologia
molecular, principalmente em sensores quimicos e bioldgicos. (TOMA; BONIFACIO,
2005)

Os mercaptoderivados passiveis de utilizagcdo no processo de obtencdo do
complexo apresentado sdo quaisquer compostos organicos que contém ao menos
uma funcdo mercapto (-SH) ou um grupo tiocarbonila (C=S). Tais derivados sao
responsaveis pela modificacdo superficial da nanoparticula a partir da interacdo do

atomo de enxofre presente na substancia com a superficie do ouro nanoparticulado
(Fig.4).
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Figura 4 - Esquema de (a) uma nanoparticula de ouro recoberta por uma monocamada

de moléculas estabilizantes (tioladas) e (b) disperséo de nanoparticulas.
FONTE: OTUBO, 2009
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A relativa simplicidade processual oculta a complexidade das intera¢des
intermoleculares (tiol-substrato) cujo balanco global determina a formacdo das
monocamadas, quer cineticamente quer a nivel estrutural. Existe assim, a
possibilidade de estabilizar AuNp com tidis o que permite a obtencéo de estruturas
complexas funcionalizadas com interesse e aplicabilidade no dominio das
nanociéncias e nanotecnologias. A acao de um passivante na solucdo de sintese é
fator importante tanto na protecédo, prevenindo a agregacéo, como no controle das
propriedades das nanoparticulas. A interacao estabilizador/AuNp, pode ser diversa,
desde simples adsorc¢éao fisica a interacbes quimicas mais fortes, como a adsorcao
guimica. (FERREIRA; SILVA; ABRANTES, 2008)

Essa facilidade na interacdo entre 0 ouro e o0 enxofre permite algumas
aplicacdes especificas, por exemplo, a utilizacdo das nanoparticulas de ouro na
identificacdo de aminotiois presente na amostra de sangue/plasma. Alguns destes
aminotidis sado importantes marcadores de doencas causadas por desordem
metabolicas seja adquirida ou herdadas. Por exemplo, a deficiéncia em cisteina esta
envolvida em muitas sindromes como baixo crescimento, edema, doencas no figado
e lesdes na pele. A homocisteina é outro marcador que pode ser identificado no
plasma através de nanoparticulas de ouro. O aumento desse marcador esta
relacionado a um fator de risco independente para a doenca oclusiva prematura nas
artérias coronarias, cerebral e periférica, e trombose venosa. Hoje em dia, para a
analise destes fatores sdo utilizados a quimica redox, derivacdo com cromoforos e
fluoréforos e métodos de fluorescéncia. Sendo que as nanoparticulas de ouro com
um indicador especifico, como o vermelho neutro, apresentam tais resultados com
mais precisdo. (CHEN; CHANG, 2004)

Para o presente complexo o mercaptoderivado escolhido como passivante
das AuNp foi o acido tioglicélico (TGA). Essa substancia € um composto organico,
liquido, com férmula quimica HSCH,COOH (Fig.5), apresentando um &cido

carboxilico e um grupamento tiol (mercaptano).
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Figura 5 - Acido Tioglicolico utilizado como passivante das AuNp
FONTE: MERCK KGAA, 2013

Essa formulacdo tem a pretensdo de manter o tamanho reduzido das
nanoparticulas e impedir ou diminuir a aglomeracgéo entre as particulas metalicas.

O acido tioglicolico foi utilizado em nanoparticulas de prata esféricas com um
diametro de cerca de 17 nm preparados por uma reacao simples. As nanoparticulas
de prata obtidas foram uniformes e mostrou pouca variagdo em seus tamanhos. Este
coldide de prata pode manter-se estavel durante varias semanas, 0 que €
conveniente para utilizacao clinica (LI et al., 2003)

Ja existem muitos estudos que apresentam as nanoparticulas de ouro
modificadas superficialmente com mercaptoderivados (CHEN et al., (2007) e
MURUGADOSS; KHAN; CHATTOPADHYAY, (2010)

A essas AuNp passivadas com mercaptoderivados séo inseridas substancias
para uma acao pré-definida. Dentre as opcdes este presente trabalho desenvolveu
um estudo com a berberina.

A Medicina alternativa chinesa e indiana utiliza um composto encontrado em
raizes, rizomas e caule de plantas com acdo antihipertensiva. Este composto é
chamado Berberina, um sal de amoénio quaterndrio do grupo dos alcaloides
isoquinolinas. Seus derivados podem ser encontrados em plantas como: Coptis
chiensis, Rhizoma coptidis, Hydrastis canadensis, Berberis aquifolium, Berberis
vulgaris, Berberis aristata, Tinospora cordifolia, Copthidis rhizome, Arcangelisia flava
e Cortex rhellodendri (CICERO; ERTEK, 2009). A figura 6 mostra o cation organico

gue caracteriza a berberina.

14



o\

X
N+
H4CO =
OCHs

Figura 6 - Cation organico que caracteriza a Berberina
FONTE: SIGMA-ALDRICH CO. LLC., 2013

A substancia possui coloracdo amarelada e, sob luz ultravioleta, produz uma
forte fluorescéncia na regido da cor amarela. Ela apresenta uma baixa
biodisponibilidade e ma absorcdo na parede do intestino. A glicoproteina P do
intestino pode contribuir para a ma absorcdo ja que ela expulsa o alcaloide das
células da mucosa do lumen do intestino. Em um modelo com ratos, a berberina
nao ligada é transportada para a bile através de transporte ativo e metabolizada pela
enzima p450 no figado. (CICERO; ERTEK, 2009).

Este composto é usualmente utilizado para diversas acdes, tais como: o
tratamento de doencas metabdlicas associadas a risco elevado de doenca
cardiovascular, como hiperlipidemia mista, resisténcia a insulina, sindrome
metabolica e diabetes tipo 2. Além disso, a berberina e seus derivados também
exercem uma acao anti-inflamatéria (CICERO; ERTEK, 2009).

Estudos mostram que a berberina e seus derivados apresentam propriedades
inotrOpica positiva, cronotrépica negativa, antiarritmica e vasodilatadora. As
propriedades inotrépica positiva, cronotropica negativa e antiarritmica podem ser
atribuidas ao blogueio de canais de K* e a estimulacdo de canais de Na* e Ca*". A
berberina atua seletivamente aumentando o potencial de ac¢do dos midcitos
cardiacos e isso promove a ampliacdo da duracdo do influxo de Calcio
transmembrana através dos canais de Calcio e por ter mais Ca®" no interior da célula

h& um aumento da contratibilidade cardiaca. Outro campo de atuacdo sera através
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da inibicho da fosfodiesterase cardiaca. J4 para os efeitos vasodilatadores e
hipotensores os mecanismos envolvem o melhoramento do efeito hipotensor da
acetilcolina. Este melhoramento é atribuido a inibicdo da aceltilcolinesterase e em
musculo liso ndo vascular a efeitos antimuscarinicos. Ainda existem estudos que
sugerem que a berberina é um antagonista a adrenérgico. (LAU et al., 2001).

Ja é de conhecimento que a berberina em baixas concentracbes promove
uma ac¢do vasorrelaxante que depende do endotélio, diferente da administracdo em
grandes concentragdes. Assim, é provavel que a berberina atue tanto em células
musculares lisas, quanto no endotélio. Outros mecanismos também sao propostos e
estes dizem que a berberina aumenta a expressdo do RNA mensageiro da enzima
oxido nitrico sintase (eNOS). (KO et al. 2000).

Portanto, com base nos dados apresentados acima e tendo em vista a reviséo
bibliografica para preparacdo deste trabalho de conclusdo de curso as AuNp
passivadas com TGA e adsorvidas a Berberina formam um complexo promissor para
o desenvolvimento de novos farmacos anti-hipertensivos. Outra questao importante
€ gue estamos diante de um complexo inédito. Fato este que ocasionou o depdsito
de pedido de Patente de Invencao “Composicao a Base de Berberina e/ou ao Menos
um de Seus Derivados, em Associacdo a Nanoparticulas de Ouro, Seu Processo de
Obtencao e Suas Aplicacdes”, de titularidade da Fundag¢ao Universidade de Brasilia
- FUB e da Universidade de S&o Paulo - USP, sob o n°® BR 10 2012 019716 2.

A presenca da berberina associada ao ouro nanoparticulado traz beneficios
para o tratamento terapéutico. Um deles é a capacidade de carrear mais farmaco,
além de diminuir a toxicidade e promover uma liberacdo gradual e direcionada da
droga. Outra vantagem desse complexo AuNp-TGA-Berberina é a facilidade de
observar e caracterizar através de métodos indiretos, como a espectofotometria UV-
Vis, determinacéo do diametro hidrodinamico e potencial zeta.

Por meio da espectrofotometria, componentes desconhecidos de uma
substancia podem ser identificados por seus espectros caracteristicos ao
ultravioleta, visivel, ou infravermelho. Quando um feixe de luz monocromatica
atravessa uma substancia, parte da luz é absorvida e o restante € transmitido. A
absorcao de luz depende basicamente da concentracdo das moléculas absorventes
e da espessura do material analisado (caminho Optico). A espectroscopia de

absorcéo na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) utiliza radiacdo eletromagnética
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cujos comprimentos variam entre 200 a 780 nm. A um nivel fundamental, os
espectros de absorcao 6ticos fornecem informacdes sobre a densidade de elétrons,
do tamanho e da estrutura. Assim, para essas nanoparticulas metalicas, a
espectroscopia UV-VIS é uma ferramenta indispensavel para iniciar a sua
caracterizacdo. (CUADROS, 2012) Os valores da absorbancia de qualquer
substancia ainda tém a capacidade de fornecer dados importantes, como a sua
concentragdo. Para calcular a concentragéo das substancias analisadas foi utilizada

a seguinte equacéo:

log |

Onde:

A= Absorbancia, calculada em 529 nm;

lo=intensidade de energia radiante que incide na amostra;
I= é a intensidade de radiacdo emergente da amostra;

& = absorbitividade molar em unidades de L mol™* cm™;

b= caminho 6tico da amostra, cm;

c= concentracdo da amostra, expressa em mol L™

Esta relacdo também é conhecida como lei de Lambert-Beer.

As nanoparticulas foram caracterizadas em termos de suas dimensdes
utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series. Todas as solucdes de
nanoparticulas foram avaliadas na auséncia e presenca de berberina. As medidas
de distribuicdo do diametro hidrodindmico das nanoparticulas foram feitas pela
medida do espalhamento dinamico da luz das suspensdes coloidais das
nanoparticulas. A técnica utiliza a passagem de um feixe de luz por uma amostra de
suspensao coloidal adicionada a uma cubeta de plastico e posicionada no
equipamento Zetasizer. O calculo é baseado no espalhamento da luz laser, quando
as particulas passam através de um movimento aleatdrio de forma frontal a fonte de
luz. O espalhamento da luz devido a esta sobreposicdo de particulas confere o
tamanho médio das particulas. Essa medida se refere como a particula se difunde

numa determinada solugéo e o tempo levado nessa difusdo. Nao € apenas a medida
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do tamanho, mas avalia-se também o efeito da camada de cobertura adsorvida na
superficie da particula.

As medidas foram realizadas num angulo fixo de 173° e a posicado da medida
na cubeta foi automaticamente determinada pelo software do equipamento,
utilizando 25 L da solugdo em estudo em 1 mL de H,0.

O espalhamento dindmico de luz (do inglés Dispersion Light Dynamic, DLS) é
uma ferramenta importante para a caracterizacdo de nanoparticulas e outras
solucBes coloidais. DLS mede a luz dispersa a partir de um laser que passa através
de uma solucéo coloidal. Ao analisar a modulac&o da intensidade da luz dispersa em
funcdo do tempo, a informacdo pode ser obtida com o tamanho da particula em
solucdo. Na medida sdo utilizados parametros como a funcdo de autocorrelacao
DLS, que significa o atraso de tempo no qual a fungcédo diminui correspondente a taxa
de difusdo de nanoparticulas. A andlise baseia-se no movimento difusivo de
particulas em solugcdo (movimento Browniano), em que as particulas maiores se
movera mais lentamente e dispersara mais luz do que as particulas menores. O
diametro hidrodindmico pode ser calculado a partir da dependéncia do tempo nas
medicdes da intensidade de espalhamento.

Tendo posse de todas essas informagcbes, da nanoparticula de ouro
passivada com acido tioglicolico ou néo, pode-se estimar o nimero de moléculas de
berberina que ficam ao redor do ouro. Este calculo € baseado no artigo de ZHANG
et al. (2008) e TOM; PRADEEP,(2005) que desenvolveram uma equacao para
estimar as moléculas que ficam associadas as nanoparticulas e, assim, ter
parametro para avaliar a eficacia da modificacdo superficial.

Nestes célculos foram utilizadas medidas de espectroscopia UV-Vis, tamanho
e concentracdes das solugdes. A partir da sintese das AuNps com e sem TGA foram
realizadas os célculos das concentracdes e obtencdes dos parametros listados nas
equacdes (Tabela 1), como Vp=volume das nanoparticulas obtido a partir do célculo
do raio utilizando o tamanho via size. Com os valores de absorbéncia das
nanoparticulas de ouro contendo TGA/ndo e na presenca de Berberina (Au, AtA).
Assim, foi possivel utilizando a equacdo Nt, calcularmos o niumero de moléculas
adicionadas na cubeta contendo a solu¢do de AuNP, e na sequéncia calcularmos
os parametros de Wau e Wnp que dizem respeito a massa formada de

nanoparticulas de Au (teorico) e sua relagdo com seu tamanho (Wnp) associando
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os dados de size. Assim, finalmente apo0s estes calculos foi possivel utilizando a
equacdo 5 (Na) estimar o numero de moléculas associadas as nanoparticulas

revestidas ou ndo com TGA.

Tabela 1 - Equacbes e Simbolos dos calculos para a determinacdo do nimero de moléculas associadas as AuNps.

Concentracao de Adsorvido (Ca)= Total da concentragéo utilizada para a
realizacdo da reacao (Ct) — concentracao ndo adsorvida (Cu).

Fracdo da Molécula de VN adsorvida sobre a superficie das
nanoparticulas= Ca/Ct

Numero de nanoparticulas adsorvidas sobre a superficie das
nanoparticulas

(Na)= Nt X (Ca/ Ct).......... (1)

Concentracao (C) é diretamente proporcional a absorbancia da banda em
520 nm (A) no UV-vis

Espectro, Ct a At (A absorbancia da solugéo de VN)

Similarmente, Ca a Aa (A absorbancia da adsorgéo de VN)

Assim, (Ca/Ct) = (Aa/ At)........ (2)

A partir de (1) e (2) (Na)= Nt X (Aa/ At).......... (3)
Aa=At—Au .......... 4)
A partir de (3) e (4) (Na)= Nt X ((At — Au/ At)........... (5)

FONTE: ADAPTADO DE ZHANG ET AL. (2008) E TOM; PRADEEP,(2005)

O estudo das nanoparticulas de ouro tem grande relevancia para o meio
académico, por tratar-se de um assunto com diversas técnicas a ser aprimoradas.
Desde a década passada cresceu no meio cientifico este interesse em analisar as
mudancas nas propriedades fisicas de determinados sélidos quando estdo em
escala nanométrica. O fascinio por pesquisas nesta area sO aumenta com a
diversidade de aplicacbes que as AuNp pode apresentar, como: construcdo de
sensores, microeletrbnica, catalise, acdo bactericida, células fotovoltaicas, drug
delivery, sistema de liberacédo controlada de farmacos, entre outras. (MELO JR, ET
AL, 2012)

Neste sentido, o presente trabalho de conclusao de curso traz uma importante

contribuicdo para o meio cientifico, quando intensifica os estudos para melhor
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caracterizar as nanoparticulas e permitir, que apos outros estudos, ela tenha

aplicabilidade na terapéutica de doencas cronicas e agudas.

Justificativa
As doencas cardiovasculares estdo entre as mais prevalentes como a

principal causa de mortalidade tanto no Brasil, como no mundo. Este grupo de
doencas além de promover a incapacitacdo, leva ao 6bito, e, como resultado, um
custo associado alarmante para os paises. Quando ha o envolvimento de custos, a
sociedade passa a conceder um devido valor a tal problema. Portanto, as doencas
cardiovasculares sdo extremamente estudadas a fim de conseguir um plano
terapéutico eficaz (MURRAY; LOPEZ, 1996). Os tratamentos ja existentes para
doencgas cardiovasculares mostram se eficazes em diversas situagdes, mas podem
trazer efeitos colaterais indesejados ja que ndo sédo tdo especificos, como 0s
sistemas nanoparticulados.

Sendo assim, este trabalho buscou, mesmo que inicialmente, contribuir para o

desenvolvimento de tratamentos mais especificos e eficientes.

Objetivos geral e especificos
A Nanotecnologia € um tema que esta em foco no momento. Muitas

novidades vém surgindo e é preciso o aluno de Farmacia se atualizar, ja que este
assunto tem sido utilizado para melhorar as propriedades dos farmacos, por
exemplo.

O principal objetivo foi a preparacdo de nanoparticulas de ouro (AuNp)
revestidas com acido tioglicolico (AuNp-TGA) que funcionam como carreador da
Berberina. Esta técnica foi desenvolvida com a finalidade de comecar as pesquisas
visando desenvolver uma o6tima alternativa na preparacdo de medicamentos para
tratamento de doencas. Além de permitir a diminuicdo da insolubilidade e toxicidade
dos farmacos integrados em meios bioldgicos pela associacdo a superficie metalica
modificada e ndo ocorréncia de aglomeracéao das moléculas do farmaco.

Dentre os objetivos especificos esta a possibilidade de permitir ao aluno a
préatica laboratorial que inclui o aprendizado em diversos equipamentos de Ultimas
geracdo como: NanoZetasizer da Marven Instruments e espectrofotdmetro de feixe
duplo da HITACHI U-3900H.

Tendo em vista o que ja foi realizado nota-se que este trabalho de

caracterizacdo de nanoparticulas de ouro é apenas o comeco de uma busca pelo
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aprimoramento dessas nanoparticulas a fim de melhorar a terapéutica das doencas

cronicas, como a hipertensao até as agudas, referindo-se ao cancer.

Metodologia
As matérias primas utilizadas foram: solugdo de acido tetracloroaurico

HAuCl,.3H,0 (Dinamica, P.A.); citrato de sédio (Sigma), acido tiogicdlico (Merck) e
sulfato de Berberina (Sigma). Esses reagentes foram usados, sem tratamento
prévio. Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com &gua ultrapura obtida
através de filtragem pelo sistema Purelab Classic D, da Elga- Labwater.

O ouro nanoparticulado foi sintetizado a partir de 60 mL agua ultrapura em um
recipiente num equipamento que permita agitacdo e aquecimento simultaneamente.
Ao recipiente contendo a solucdo aquecida e submetida a agitacdo, foram
acrescentados 700uL uma solugéo de HAuCl,; 0,1% além de 2000uL uma solucéo de
citrato de sodio 1%. A mistura foi agitada por um periodo variavel, pois € necessario
avaliar a coloracao obtida na amostra. Esta coloracdo deve ser de um vermelho-rubi.
A sintese utiliza um método adaptado de preparacdo baseado em métodos ja
conhecidos (KIMLING et al., 2006).

A incorporacdo do passivante foi feita através de agitacdo magnética
acrescentando &cido tioglicélico na forma de solugdo com a concentracdo de 5
mmol.L-1 (a porcéo utilizada foi de 5 mL de solucdo de nanoparticulas de ouro 2 % e
100 pL de acido tioglicdlico). na forma de solucéo. Depois foram realizados métodos
de caracterizacdo que incluem espectofotometria UV-Vis, determinacédo do diametro
hidrodinamico e potencial zeta.

Apoés a obtencéo das nanoparticulas de ouro modificadas superficialmente, foi
realizada uma purificacdo destas. As nanoparticulas de ouro foram centrifugadas
durante 35 minutos a uma rotacdo de 14000 RPM. Um aglomerado de coloragéo
vermelho-rubi foi formado ao fundo do recipiente tratando-se das nanoparticulas de
ouro. Apoés a retirada do sobrenadante, as nanoparticulas podem ser ressuspensas,
até o volume inicial (60 mL), em agua, solucdo de NaCl a 0,9 % ou PBS (tampéo
fosfato-salino), dependendo da aplicacdo a qual a solucao final for submetida. Apds
este preparo as nanoparticulas estdo prontas para a adicdo da solucdo contendo
sulfato de berberina.

A incorporacao de sufato de berberina as nanoparticulas de ouro foi realizado

com peqguenos volumes, sendo assim, 3 mL de nanoparticulas de ouro foram
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adicionadas a 60 pL de sulfato de berberina na concentragdo de 1 mmol.L-1. A
solucdo final AuNp-TGA-Berberina foi submetida a agitado constante e, apos a
agitacao.

Para a caracterizacdo da AuNp e AuNp-TGA foi utilizado o mesmo
espectrofotometro de feixe duplo HITACHI modelo U-3900H. A caracterizacéo
espectrofotométrica por UV-vis foi realizada para as diferentes formulacdes, que
compreendiam: berberina; nanoestrutura de ouro; nanoestrutura de ouro associado
a berberina; nanoestrutura de ouro com superficie modificada; e, nanoestrutura de
ouro, com superficie modificada, associada a berberina. As medidas foram
realizadas em meio aquoso com leitura entre 200-800 nm.

A analise da distribuicdo do tamanho das particulas foi realizada utilizando um
equipamento de espalhamento dinamico de luz NanoZetasizer da Marven
Instruments, onde a fonte de luz (laser de 10 mW, He-Ne com comprimento de onda
de 633 nm) foi posicionada em um angulo fixo de 172°. A medida do potencial zeta
foi realizada empregando o mesmo aparelho supracitado, onde, no interior da célula
eletroforética, foram injetados 1 mL da suspensao coloidal. nanoestrutura de ouro
(AuNP); nanoestrutura de ouro associado a berberina (AuNP-berberina);
nanoestrutura de ouro com superficie modificada (AUNP-TGA) e nanoestrutura de

ouro com superficie modificada associado a berberina (AuNP-TGA — berberina.

Resultados
As nanoparticulas de ouro uma vez preparadas, conforme o método de

Turkevitch modificado (Fig. 7), foram caracterizadas utilizando espectroscopia no
UV-Vis, tamanho size e potencial zeta. Esses resultados foram obtidos em situacfes
de conservacao em geladeira e a temperatura ambiente.

O ouro quando esta nanoparticulado apresenta a coloracdo avermelhada para
tamanhos entre 2 nm e 40 nm. (Fig. 8) Este tamanho foi obtido por intermédio do
aparelho ZetaSizer Nano Series e o resultado € apresentado no gréafico do proprio

aparelho. (Fig. 9)
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Figura 7 - Método de Turkevitch modificado para preparacéo das AuNp's
FONTE: AUTORA 2013

Figura 8 - Ouro nanoparticulado com 32,22 nm
FONTE: AUTORA 2013
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Figura 9 - Gréfico do tamanho obtido através do aparelho Zetasizer Nano Series
FONTE: AUTORA, 2013

Antes da incorporacdo do passivante ha a possibilidade de realizar estudos
de estabilidade em alguns meios dispersantes. A agua, o cloreto de sédio a uma
concentragéo de 0,85% e PBS um tamp&o fosfato salino foram os meios utilizados
para este estudo. Depois de centrifugado durante 35 minutos as nanoparticulas de
ouro formam um precipitado. Este precipitado foi ressuspenso nos devidos meios.

A esta amostra foi adicionado o0 acido tioglicélico, como agente passivante.
Depois foram realizadas medidas espectofotométricas que caracterizaram a
presenca do ouro com a banda de absorcdo em 527 nm. Com a adicdo do acido
tioglicdlico o comprimento de onda caracterizador ndo muda. A diferenca se
encontra na intensidade da absorbancia que diminui.

Para melhor compreender a interagdo entre 0 ouro nanoparticulado e a droga
de escolha, berberina, espectros em UV-Vis foram obtidos e os resultados estdo na
figura 10. O perfil espectral observado mostra que as nanoparticulas de ouro (AuNP)
possuem banda espectral caracteristica na regido de 500-700nm, sendo observado
um deslocamento batocrémico com alargamento desta banda na agregacao entre as
particulas, isto €, na interacdo entre AuNp-Berberina sem a presenca de passivante.
Fato este, que ndo ocorre quando o acido tioglicolico funciona como passivante do

ouro.

24



=
=]
1

=]
.
L

Abasorbancia

0.0 T

:
v 4 5
' *
- Y Y
) .
0.2+ = Y %
I & LY
A LY
I'I
.

— Wasodilatador
AuNp

=== AuNp + vasodilatador
AuNp-TGA

=== AuNp-TGA + vasodilatador

e L

400

T T T o= ‘I‘“"_'I
500 600 700 800
comprimento de onda, nm

Figura 10 - Espectro UV-Vis onde o vasodilatador é a Berberina

FONTE: AUTORA 2013

Em busca de um melhor entendimento da dinamica de interacdes entre as

substancias envolvidas, desenvolveu-se uma representacdo esquematica das

nanoparticulas de ouro passivadas com &acido tioglicolico interagindo com a

berberina. (Fig. 11)

ol a0

Figura 11 - Representacao esquemética das AuNp-TGA-Berberina

FONTE: AUTORA 2013 o5



As nanoparticulas de ouro podem ser caracterizadas afim de encontrar a
melhor maneira de armazenamento para o complexo desenvolvido. Durante 2
meses e 19 dias as AuNp preparadas foram armazenadas na geladeira (4°C) e a

temperatura ambiente (21°C — 30°C).

— Primeiro dia
--- 79 dias4°C
- 79 dias Temperatura Ambiente

Absorbancla

Comprimento de onda (nm)

Figura 12 - Estabilidade das AuNPs em diferentes temperaturas por 79 dias de estocagem
FONTE: AUTORA 2013

A analise da distribuicdo do tamanho das particulas de nanoestrutura de ouro
(AuNP); nanoestrutura de ouro associado a berberina (AuNP-berberina);
nanoestrutura de ouro com superficie modificada (AuNP-TGA) e nanoestrutura de
ouro com superficie modificada associado a berberina (AuNP-TGA - berberina). A
distribuicdo de tamanho (DLS) mostrou valores médios distintos: AuNP = 60,3 £+ 13
nm, AuNP-berberina = 1672 £51 nm , AuNP-TGA = 116 + 1,6 nm e, AuUNP-TGA-
berberina = 604,5 £ 19 nm.

Por fim, tendo posse de todas essas informacdes foi desenvolvido o calculo
proposto por ZHANG et al. (2008) e TOM; PRADEEP,(2005) para calcular o nimero
de moléculas de berberina associadas as nanoparticulas de ouro modificadas ou

nao (Tab. 2)
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Tabela 2 - Célculos para avaliar o nimero de moléculas de Berberina ao redor das nanoparticulas de ouro (AuNp e
AuNp-TGA)

Concentracao molar berberina (Ct): 4,00e-05 M

Numero de moléculas (Nt): 3,76e+16

Concentracdo da absorbancia da Berberina (Ca) = total da concentracéo
utilizada na reacéo (Ct) — concentracéo néo adsorvida (Cu)

Fracdo de Berberina que adsorve na superficie da nanoparticula = Ca/Ct

Numero de nanoparticulas absorvidas na superficie de nanoparticulas

Na = Nt x (Ca/CH)............ (1)
Ca/Ct = Aa/AL.......oeeee.... @)
Na = Nt X (AQ/Ab).............. 3)
Aa=At—AU....c.ccvevene.. (4)

Na = Nt x [(At-Au)/At]......(5)
At = absorbancia da Berberina
Au = absorbancia do Ouro

Para AuNp

A concentracdo do HAuCl, usado na sintese € 2,90e-03 M

Assumindo completa reducdo, o massa do ouro presente em 30 mL (0.03 L)
de ouro coloidal é: WAu =1,71e-02 g

Densidade do ouro, p = 19.3 g.cm™

Massa atomica do Au = 197 Da

Volume nanoparticula com 70 nm de tamanho, vnp = (411r3/3), onde 1,87e-16
cm

Massa da nanoparticula, Wnp = Vnp x p = 3,62e-15 g

Numero de nanoparticulas = 4,74e+12

At = 0,3586

a) AuNp — Berberina, Au = 0,2171 Pela equacéo 5, Na = 1,48e+16

Numero de moléculas de Berberina por nanoparticula = 3313
AuNp-TGA-Berberina

b) Numero de moléculas de Berberina por nanoparticula = 12700

FONTE: ADAPTADO DE ZHANG ET AL. (2008) E TOM; PRADEEP,(2005)
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Discussao
Estudos revelam que o tamanho do ouro nanoparticulado interfere na cor do

produto. (BONIFACIO, 2005) Quando o diametro esta em torno de 20nm, a cor que
caracteriza a amostra € vermelho rubi (Fig. 7 e 8) e com o aumento do tamanho a
coloracdo da suspensao passa pelo roxo e azul. Esta interagdo da luz com as
particulas pode ser explicada através dos plasmons que estdo na superficie das
particulas.

Uma vez sintetizadas, as nanoparticulas destinadas a aplicacdes biomédicas
precisam ser funcionalizadas para o aumento da sua eficacia. Isto envolve
geralmente a adicdo de uma superficie de revestimento para as particulas,
composta por uma biomolécula ou com polimeros. O ouro coloidal sintetizado em
solugdo aquosa pode ser diretamente modificado para fornecer funcionalidade. Isto
envolve a troca do agente estabilizante presente na superficie por alguma outra
porcdo, isso porque a superficie e os seus ligantes definem as interacbes do
material com as moléculas-alvo, células e tecidos (TOMA ET AL, 2010).

A qualidade e o sucesso do revestimento da superficie geram uma série de
impactos na interacdo das AuNp. No presente estudo, a modificacdo foi realizada
pela adicdo do mercapto acido tioglicolico (TGA).

As propriedades eletronicas das AuNp pode ser realizada por espectroscopia
de absorcao UV-Vis, pelo fato de metais como o Au, Ag e Cu apresentarem a banda
plasmon em seu tamanho nanométrico. A banda de plasmon gera espectros com
comprimento de onda caracteristico que auxilia na caracterizacdo das substancias. O
comprimento de onda de oscilacéo € dependente de varios fatores como o tamanho,
forma da particula, o0 meio dissolvido e a distancia interparticulas.

As nanoparticulas de ouro obtidas pelo método da reducdo do cloreto de ouro
através do citrato forma uma camada passivante de facil substituichio em meio
aquoso (BONIFACIO, 2005). A figura 10 apresenta o espectro de absorcdo na
regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) da Berberina, das AuNp sem modificacao
superficial com e sem Berberina e das AuNp-TGA com e sem Berberina. As AuNp
tanto sem modificacdo quanto com TGA apresentaram o espectro caracteristico de
nanoparticulas de ouro em torno de 520 nm. A diferenca se encontra na diminuicédo
da intensidade de absorcédo que as AuNp-TGA possuem. Isso ocorre, pois, a adicado
do passivante TGA alterou a interacdo particula — particula, j& que aumentou a

distancia entre elas, tornando-a menos intensa fazendo com que a absorbéancia
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diminuisse. Com a incorporacdo das moléculas de Berberina a acao foi distinta entre
os dois complexos (AuNp e AuNp-TGA). Com a modificagéo superficial ndo houve a
agregacdo que foi apresentada nas AuNp sem modificagdo gerando um
deslocamento da banda em 650 nm.

Desta maneira, verificamos que a passivagdo com o TGA se mostrou mais
eficiente que a de citrato, pois o0 carreamento da Berberina nas mesmas
concentragOes utilizadas nas AuNp néao foram suficientes para ocorrer o processo de
agregacao das moléculas.

A estabilidade das nanoparticulas de ouro pode ser monitorada por
Espectroscopia UV-vis, pois modificagbes nos processos, precipitagdo e
decomposicéo levam a mudancas distintas no espectro UV-vis.(ZHOU ET AL, 2009),
como descrito anteriormente esse efeito provoca um deslocamento da banda
plasmon para maiores ou menores comprimentos de onda. Foi analisado o tempo de
estabilidade das nanoparticulas de ouro em diferentes temperaturas de estocagem.
Em baixas temperaturas, em torno de 4°C, as AuNPs apresentaram maior
estabilidade do que quando armazenadas em vidros de cor ambar a temperatura
ambiente, estas mesmo protegidas da luz se agregaram facilmente e perderam a
coloracédo caracteristica vermelho rubi, tornando-se transparentes. O tempo maximo
analisado foi de 79 dias. Os resultados podem ser observados na Fig. 12.

Em um estudo semelhante de estabilidade de nanoparticulas de ouro,
também formuladas pelo método de Turkevich (FERREIRA, 2011) mostra que o
espectro da suspensdo coloidal de AuNPs apresentou uma banda de absorcéo
pouco intensa, imediatamente apds a preparacdo. Quando armazenadas nas
mesmas condi¢cdes do presente trabalho, ou seja, a 4° C e protegidas da luz. A
banda de absorcdo nesse estudo aumentou de intensidade nas duas semanas
subsequentes, mantendo se constante depois. Cerca de 5 semanas apds a sua
preparacdo a intensidade da banda diminuiu, embora sem sofrer deslocamento
significativo no valor do comprimento de onda. Uma explicacdo proposta, € que
houve possivelmente a formacdo de agregados que se depositaram por gravidade
nas 4-5 semanas seguintes, podendo este fato ter contribuido para a diminuicdo da
concentracdo de AuNPs em suspensdo e consequentemente da intensidade da

banda de absorcao neste periodo.
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No nosso caso, ndo observamos o aumento da banda de absor¢éo logo apés
a preparacao, o espectro se manteve basicamente constante ao longo do periodo
observado para as nanoparticulas conservadas a 4° C, jA as conservadas em
temperatura ambiente apresentaram diminuicdo do espectro e mudancas nas
caracteristicas fisicas como a cor.

Concluimos assim, que a marcante diminui¢do da intensidade de absorcao da
banda de plasmon ocorre pela precipitacdo das nanoparticulas de ouro quando
armazenadas em temperatura ambiente por questdes de cinética e 0 mesmo
fendmeno com variagbes menos expressivas ocorre quando armazenadas por
longos periodos, mesmo estando 4°C e protegida da luz.

As AuNP e AuNp-TGA com e sem berberina foram caracterizadas frente a
distribuicdo de tamanho médio e potencial zeta.

Essa formulagéo teve a pretensdo de manter o tamanho reduzido das
nanoparticulas e impedir ou diminuir a aglomeracéo entre as particulas metélicas.
Para tanto, as AuNp foram passivadas com acido tioglicolico. A adicao do passivante
TGA alterou a interacdo particula — particula, jA que aumentou a distancia entre elas.
Isso pode-se comprovar através dos dados de distribuicdo do tamanho (DLS). A
nanoparticula de ouro apresentou o tamanho médio de 60,3 £ 13 nm em
contrapartida as nanoparticulas modificadas superficialmente apresentaram 116 *
1,6 nm. Tao fato € previsivel, jA que uma molécula foi adicionada ao complexo
AuNp. Entretanto, a grande diferenca se encontra no tamanho das nanoparticulas
nao modificadas com adicdo de Berberina em comparacdo com as modificadas por
TGA. Aguelas que foram modificadas apresentam um diametro 276,6% maior. I1Sso
permite uma maior agregacdo das nanoparticulas. Sendo assim, os graficos
apresentados na figura 10 sdo comprovados também pelo DLS.

Na Tabela 3 sdo apresentados os parametros e os valores utilizados para o
célculo da associacao de Berberina as AuNp e AuNp-TGA.

Na tabela é perceptivel a diferenca no carreamento das moléculas de
Berberina demonstrando que o TGA aumentou em quase 383% a eficiéncia de
adsorcao.

Um grande esforco tem sido realizado para elucidar a superficie da cobertura
das estruturas de eletrodos e as superficies metalicas imobilizados por tidis,

principalmente por causa de suas implicagbes cruciais para o projeto de novos
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materiais funcionalizados. Nos estudos de LEE et al (2007) foram investigadas as
interagbes entre uma variedade de tidis e nanoparticulas com o corante Vermelho
Nilo (C20H1sN20,) adsorvidas nas nanoparticulas de ouro e demonstraram que o
grau de agregacdo das AuNp depende da hidrofilia e da estrutura adsorvida dos
tidis. Nesse estudo também foi calculado a quantidade de corante adsorvida na
superficie da AuNp. Descobriram que o tamanho delas € um fator importante na
determinacdo da quantidade total do corante adsorvido nas moléculas de tiol sobre
cada AuNp, sendo que quanto menor, menor a quantidade de moléculas adsorvidas.
Os valores encontrados de Vermelho Nilo carreados na superficie das
nanoparticulas de ouro revestidas por N-(2-Mercaptopropionyl)glycine (MPG) foram
igual 366, 3300 e 7836 moléculas/ nanoparticulas com tamanhos de 14, 32 e 56 nm
respectivamente.

O calculo realizado no nosso estudo teve o mesmo principio desse trabalho
(ZHANG ET AL. 2008), com base no trabalho de Pradeep (TOM; PRADEEP,2005).
Como observado nos dados, o revestimento pelo TGA proporcionou um namero
bem mais expressivo da Berberina na superficie, enquanto as AuNp carream em
torno de 3313 moléculas da Berberina a AuNp-TGA carreou 12700

moléculas.(Tabela 2).

Consideracg®es finais
Em conclusdo, uma variedade extraordinaria de estruturas, propriedades e

aplicacoes estdo disponiveis para AuNp e motivam estudos fundamentais e
aplicacbes em conexdo com os de outros componentes moleculares, inorganicos,
biologicos e nanomateriais em pesquisa interdisciplinar envolvendo a quimica, fisica,
biologia e medicina. Uma das vantagens das nanoparticulas de ouro encontra-se na
facilidade do método e suas diversas finalidades. As técnicas que caracterizam o

ouro nanoparticulado utilizam a luz como referéncia e a excitacao que ela apresenta.

Os resultados expostos neste trabalho permitiram concluir que foram
desenvolvidas de forma satisfatéria as AuNPs pelo método de Turkevich com as
alteracdoes propostas. O revestimento através do acido tioglicdlico nas AuNPs
apresentou maior eficiéncia no carreamento da Berberina conforme mostrado no

espectro da Figura 10.
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As AuNp passivadas com TGA e adsorvidas a Berberina formam um
complexo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos anti-hipertensivos e
estamos diante de um complexo inédito. Fato este que ocasionou o depdsito de
pedido de Patente de Invengao “Composicao a Base de Berberina e/ou ao Menos
um de Seus Derivados, em Associacao a Nanoparticulas de Ouro, Seu Processo de
Obtencao e Suas Aplicagdes”, de titularidade da Fundacdo Universidade de Brasilia
- FUB e da Universidade de S&o Paulo - USP, sob o n°® BR 10 2012 019716 2.

Entretanto, este trabalho compde, analogicamente, “a ponta do iceberg”, isto
€, apenas uma parte de uma pesquisa muito mais profunda. Portanto, este tema tem
ampla disponibilidade de novos estudos que deverédo ser desenvolvidos em novos

projetos de pesquisa.
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