CONGRESSO
A5 ABM INTERMATIONAL CONGRESS N ‘:k .

SINTESE E CARACTERIZACAO DE I\[ANOPARTiCULAS DE
OURO BIOCOMPATIVEIS?
Anayive Pérez-Rebolledo”

Pryscila Rodrigues da Costa®
Milena Murucci Janeti’
Andréa Vidal Ferreira®

Raquel Gouvéa dos Santos”

ANAIS
PROCEEDINGS

Resumo

A nanotecnologia é uma area ampla e interdisciplinar de investigagdo que vem
crescendo de forma importante nos ultimos anos. Dentre os diversos tipos de
nanomateriais estudados destacam-se, em particular, as nanoparticulas de ouro
(AuNPs) as quais possuem variados campos de aplicacdo em biotecnologia e
biomedicina. O interesse pelo desenvolvimento de AuNPs deve-se a suas
extraordinarias propriedades fisicas e quimicas resultantes do efeito do tamanho
nano. Nesse trabalho foi desenvolvido um novo processo de obtencdo de AuNPs
biocompativeis, cuja superficie foi modificada para permitir sua posterior ligacdo a
farmacos com atividade antitumoral. Foram obtidas AuNPs modificadas com tiois, os
quais permitiram a conjugacao do polimero polietilenoglicol (PEG). Os resultados
indicam a formacdo de AuNPs estabilizadas pelo ion citrato, com tamanhos entre
5-10 nm e forte absor¢do em 520 nm. As nanoparticulas modificadas com tiol e PEG
mostraram tamanhos de 62 nm e 644 nm, respectivamente, e apresentaram facil
redispersdo em meio aquoso. A concentracdo de nanoparticulas em cada solugéo
foi determinada por ativacdo neutronica.

Palavras-chave : Sintese; Nanoparticulas de ouro; Biocompatibilidade; Modificagéo
da superficie.

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF BIOCOMPATIBLE GOLD
NANOPARTICLES

Abstract

Nanotechnology is a broad and interdisciplinary area of research that has been an
important increase in recent years. Among the various types of nanomaterials
studied stand out in particular the gold nanoparticles (AuNPs) which can be applied
in several fields such as biotechnology and biomedicine. The interest in development
of AUNPs is due to its extraordinary physical and chemical properties resulting from
the nanoscale. In this work it was developed a new process to obtain biocompatible
AuNPs, whose surface was modified to allow its subsequent association to drugs
with antitumor activity. Were obtained AuNPs modified with thiols, which allowed
conjugation of the polymer polyethylene glycol (PEG). The results indicate the
formation of AUNPs stabilized by citrate ion, with sizes ranging 5-10 nm and strong
absorption at 520 nm. Nanoparticles modified with thiol and PEG showed sizes of 62
nm and 644 nm, respectively, and had easy redispersion in water. The concentration
of nanoparticles in each solution was determined by neutron activation analysis.

Key words: Synthesis; Gold nanopatrticles; Biocompatibility; Surface modification.
! Contribuicéo técnica ao 65° Congresso Anual da ABM, 26 a 30 de julho de 2010, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil.

PhD, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, CDTN, Belo Horizonte, MG, Brasil
Mestranda, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, CDTN, Belo Horizonte, MG, Brasil
PhD, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, CDTN, Belo Horizonte, MG, Brasil
Iniciacdo cientifica, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, CDTN, Belo Horizonte,
MG, Brasil

a A W N

3149

|SSN 1516-392



CONGRESSO
ABMI RMACIONA . .
550 ABM INTERMATIONAL CONGRESS i ‘x\ - =

1 INTRODUCAO
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O desenvolvimento de novas tecnologias e processos exige cada vez mais a
fabricagcdo de materiais com propriedades preestabelecidas, e que séo dificiilmente
encontradas em  materiais convencionais. Neste contexto, sistemas
nanoestruturados tém atraido grande interesse ja que a reducdo de tamanho (em
dimensdes da ordem de alguns nanémetros) pode ocasionar mudancas importantes
nas propriedades quimicas e fisicas de um sélido.®

Os avancos em nanotecnologia tém gerado candidatos promissores para muitas
aplicacOes. Estas diferentes aplicagbes criam a necessidade de novos métodos
preparativos 0s quais possam ser capazes de controlar tamanho de particula,
dispersibilidade, solubilidade e funcionalidade.”” Em particular, as nanoparticulas de
ouro (AuNPs) tém mostrado grande potencial em uma variedade de aplicacbes
bioldgicas,® incluindo a utilizacdo de testes de diagnéstico altamente sensiveis,
ablacao térmica,® radioterapia, bem como transportadores para a entrega de drogas
diretamente no local de ac&o.® O raciocinio basico é que quando nanoparticulas de
ouro sdo conjugadas com anticorpos monoclonais, peptideos ou moléculas
pequenas, essas podem ser direcionadas ao alvo de agéo, com alta especificidade e
afinidade, podendo assim, ser usadas como sondas biolégicas no diagnostico por
imagem e/ou terapia.®” As nanoparticulas de ouro, no entanto, sofrem perda ou
reducdo da sensibilidade e seletividade, devido a agregacéo sob a alta forca iGnica
de fluidos biologicos e a interagdo ndo-especifica com biomoléculas, como proteinas
ou DNA. Trabalhos recentes indicam que as nanoparticulas de ouro revestidas com
uma camada protetora de polietiienoglicol ou PEG apresentam excelente
estabilidade e biocompatibilidade.® A finalidade deste trabalho foi a obtencéo de
nanoparticulas de ouro biocompativeis, funcionalizadas para permitir a posterior
ligacdo de farmacos com atividade antitumoral. A estratégia utilizada foi a de
conjugar um polimero hidrofilico como PEG a nanoparticulas de ouro, promovendo
a ligacado quimica com moléculas contendo os grupos tiol e acido carboxilico, atraves
de uma nova metodologia. Técnicas de Espalhamento de luz dinamico (DLS),
Microscopia Eletronica de transmissdo (MET), Microscopia de Forca Atdmica (AFM)
e Espectroscopia de absor¢do UV-Visivel, foram empregadas para caracterizar o
tamanho e geometria das nanoparticulas, além de confirmar sua ligacao a PEG.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e Materiais

Todos os reagentes usados na sintese foram obtidos da Sigma Aldrich. Os solventes
foram usados sem prévia purificacdo. Em todas as etapas do experimento foi
utilizada agua Milli-Q (18.2 MQ). As solucdes tampédo foram preparadas de acordo
com os procedimentos padrbes do laboratério. Foram usadas membranas de
celulose para dialise, modelo D9652-100 FT, Sigma Aldrich ( Saint. Louis, EUA).

2.2 Sintese de AuNPs —citrato e AuNPs —Tiol
Solugbes aquosas de AuNPs—citrato e AuNPs modificadas com &cido
3-mercaptopropioénico (MPA) foram preparadas mediante reducdo de solucdes

aguosas de acido tetraclorodurico(lll) trihidrato (HAuCl,.3H,0) Brevemente, 10,0 mL
da solucéo de acido tetracloroaurico(lll) 1,0 mM foi dissolvida em agua milli-q a baixa
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temperatura. Seguidamente foram adicionados 30,0 mL de uma solugcédo de citrato
de sbédio com agitagdo continua por 5 min.® Y Posteriormente a solugéo de ouro foi
reduzida mediante a adicdo de 1,0 mL de Borohidreto de s6dio 100 mM mantendo a
agitacao por cerca de 20 minutos. A solucdo mudou de incolor a vermelho tendo um
pH de 7,0. A suspenséo foi armazenada a 4C. Para a preparacao das AuNPs—TiIol
foi seguido 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, mas na etapa final o pH
de 55,0 mL da solucdo vermelha (AuNPs—citrato) diluidos em 45,0 mL de agua
milli-q foi modificado gotejando uma solucdo de hidroxido de sédio até pH 11,0 e
seguidamente foram adicionados 5,0 mL de solucdo etandlica do acido 3-
mercaptopropiénico (MPA) 10,0 mM, com agitacao constante a baixa temperatura. A
solucéo roxa resultante foi colocada em dialise por 48 horas trocando por 3 vezes a
agua de dialise. O pH final foi de 8,0.
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2.3 Sintese de AuNPs —Tiol-PEG

A solucdo de AuNPs—Tiol obtida na etapa anterior foi diluida com tamp&o de acido
2- N-morfolino etanossulfonico (MES) (50 mM, a pH 6,5) e seguidamente foram
adicionados 0,035 mmol de hidrocloreto de. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) e 0,0875 mmol de N-hidroxisuccinimida (NHS), mantendo-se a
mistura sob agitacdo por cerca de 45 minutos. Posteriormente, foram adicionados
0,045 mmol de polietilenoglicol bis (3,3-aminopropil) (MW 2000) e a solucdo
resultante foi agitada por 24 h, e finalmente dialisada contra agua milli-q por 3 dias.
100 mL da disperséo resultante foi protegida da luz e armazenada a 4.

2.4 Caracterizacdo das Nanoparticulas Sintetizadas

A etapa de sintese e todas as fases de tratamento da superficie das nanoparticulas
foram avaliadas através de espectros de absor¢do na regido UV-Visivel, obtidos a
temperatura ambiente utilizando-se uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho
otico, no Espectrofotdmetro HP8453— Hewlett Packard; o tamanho das particulas e o
indice de polidispersividade foram obtidos a 25 °C pelo método de “light scattering”
(DLS), realizado em aparelho Zetasizer 3000 HSA (Malvern Instruments); imagens
de Microscopia de Forca Atdmica (MFA) foram obtidas a temperatura ambiente no
aparelno modelo NTegra Aura marca NT-MDT e as imagens de Microscopia
Eletronica de transmissdo (MET) no aparelho Tecnai-G2-20-FEl/Tecnai G2-Spirit-
FEI/Quanta 200-FEG-FEI/Quanta 3D FEG-FEI microscope. As amostras para TEM
foram preparados colocando uma gota da solugédo de AuNPs sobre uma grade de
cobre revestida com filme de carbono amorfo (400 mesh, Emsdiasum)

2.5 Ativacao Neutrénica

Ativacao neutrbnica foi desenvolvida em um reator nuclear TRIGA MARK | IPR-R1
do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear CDTN/CNEN, Belo Horizonte.
Aliguotas de 400,0 pL de solucdo de AuNPs, por duplicata, foram ativadas durante
1 hora. O conteudo de ouro foi estimado em um Espectrébmetro Gama com detector
Nal.
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3 RESULTADOS
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Neste trabalho foram obtidas nanoparticulas de ouro (AuNPs) mediante a reducéo a
baixa temperatura, de HAuCl;.3H,O com NaBH,; e posterior modificacdo da
superficie através da ligacdo de moléculas com grupos Tiol e/ou PEG, empregando
uma metodologia alternativa baseada em protocolos reportados na literatura.®*" A
Figura 1 mostra uma imagem das cores caracteristicas das solucées obtidas de
AuNPs—citrato, AuNPs—Tiol e AuNPs—Tiol-PEG. Os espectros na regido do
UV-visivel para estas solucdes sdo apresentados na Figura 2.

Figura 1. Cores caracteristicas das solugcbes de nanoparticulas de ouro AuNPs—citrato (A)
AuNPs—Tiol (B) AuNPs—Tiol-PEG (C).
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Figura 2. Espectro de absorcao para as dispersfes de nanoparticulas de ouro funcionalizadas.

Os resultados das microscopias MET, MFA (Figuras 3 a 5) e da técnica de DLS,
confirmaram a formacdo de AuNPs—-citrato monodispersas com um diametro médio
de 10,3 £ 0,6 nm, a solucao foi estavel apés um més de preparada. Os resultados de
alta resolucdo de TEM indicam a cristalinidade da particula de ouro com rede de
planos atdmicos (111) para a estrutura cristalina fcc do ouro como mostrado na
Figura 3B.*%'Y Para as nanoparticulas passivadas com grupos tiol (Figura 4) as
analises mostram incipiente aglomeracdo das nanoparticulas, desse modo, o
tamanho das AuNPs—Tiol e AuNPs—Tiol-PEG, aumenta aproximadamente a 62 nm
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e 644 nm, respectivamente. Os trés tipos de solucdes de nanoparticulas formam
aglomerados quando dissolvidos em agua ou solucdo tampéo de PBS, mas quando
homogenizadas séo redispersas.

A ativacao neutrénica permitiu a determinacdo da concentracdo de ouro em cada
solugcédo. A concentracdo da solucdo AuNPs—s-citrato foi de 36,0 pg/mL (esperada
38,0 pg/mL), para AuNPs—Tiol foi de 15,0 pg/mL (esperada 18,0 pg/mL), e para
AuNPs—Tiol-PEG foi de 0,75 pg/mL (esperada 11,7 pug/mL). Foi observada a perda
de material na etapa de obtengcéo de AuUNPs—Tiol-PEG.
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Figura 3. Iages de Microscopia Eletrénica de Transmisséo (A e B) e Microscopia de Forca
Atdmica (C) da monodisperséo de AuNPs—citrato.
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Figura 5. Imagens de Microscopia Eletrdnica de Transmisséo da dispersédo de AuNPs—Tiol-PEG.

4 DISCUSSAO

As AuNPs estabilizadas pelo ion citrato, sintetizadas pelo método descrito acima,
foram modificadas com ti6is, os quais permitiram a conjugacgdo de polietileno glicol
(PEG) através de ligacbes amidicas entre o grupo carboxilato do acido
3-mercaptopropionico e um grupo amino no PEG modificado, levando a formacéo de
AuNPs—Tiol-PEG (Figura 1). Desse modo as moléculas de citrato
eletrostaticamente unidas as nanoparticulas, foram substituidas por ligacdes
covalentes mais estaveis fornecidas pela superficie funcionalizada com tiéis,* os
quais se ligam covalentemente ao PEG. Os produtos com tiol e PEG foram
purificados através de etapas de didlise contra agua milli-Q, removendo
efetivamente contaminantes de pequeno peso molecular. Estas etapas levaram a
diminuicdo da concentracdo da solucdo pela perda de nanoparticulas, mas
atenuaram a formacao de grandes aglomerados, em comparagcdo com processos
centrifugacdo. As nanoparticulas obtidas foram facilmente redispersas em meio
aquoso. Os dados de quantificacdo do ouro mostraram grande perda de material na
etapa de obtencdo de AuNPs—Tiol-PEG. Essas perdas foram atribuidas a
processos de didlise e dispersdo das nanoparticulas, indicando que € necessaria a
otimizacdo destes processos para melhorar a recuperacdo do nanomaterial nesta
etapa da sintese.

A solucdo de AuNPs—citrato com tamanhos de particula em torno de 5 nm - 10 nm,
apresentou uma forte absorcao em 520 nm, devido a ressonancia dos plasmons de
superficie caracteristicos de colbéides de ouro, a qual € dependente do tamanho e
forma das nanoparticulas? (Figura 2). As dispersdes AuNPs—Tiol e AuNPs—Tiol-
PEG apresentaram absorcdo em 548 nm e 550 nm respectivamente. Esse
deslocamento da absorcdo para maiores comprimentos de onda deve-se a mudanca
da superficie das nanoparticulas de ouro, confirmando sua ligacdo a moléculas de
tiol ou de PEG, sugerindo também, possiveis processos de fusdo pela formacéo de
ligagcbes de hidrogénio inter-particulas, devidas a funcionalizagdo com grupos
terminais -COOH (Tiois) e -NH, (PEG). A monodispersdo das solucdes recém
preparadas foi confirmada pela auséncia de bandas na regido entre 600 e 700 nm
caracteristicas de fortes processos de agregacado.™

Os resultados das andlises de TEM e MFA mostraram que as nanoparticulas
passivadas com grupos tiol (Figura 4) sofreram incipiente aglomeracdo, devido a
diminuicdo da estabilizacdo eletrostatica e aumento da estabilizacdo estérica
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ocorridas pelas variacdes de pH durante o processo, afetando a etapa posterior de
conjugacao a moléculas PEG (Figura 5), o que se confirmou pelas analises de DLS.
Visto que, o PEG fornece uma camada protetora biologica para melhorar a
estabilidade impedindo a aglomeragcdo de particulas e adsorcdo de proteinas,
aumentando consequentemente a eficiéncia da internalizacdo das particulas pelas
células-alvo e que nanoparticulas recobertas com PEG tem-se mostrado
biocompativeis através de diferentes testes bioldgicos; ¥ o revestimento das AuNPs
com PEG desenvolvido nesse trabalho aparece como mais uma ferramenta util para
obtencdo de nanomateriais funcionalizados e adequados para posterior ligacdo a
farmacos contendo atividade antitumoral ou para uso como agentes de contraste em
diagnéstico.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvida com sucesso uma nova metodologia para obtencdo de
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com polietilenoglicol modificado. As
nanoparticulas estabilizadas com citrato apresentaram diametros médios de 10,3 nm
e foram estaveis por mais de 30 dias. Na funcionalizacdo com moléculas de tiol e
PEG foram observados processos de fusdo, aglomeragéo e aumento no tamanho de
particula. As nanoparticulas funcionalizadas foram facilmente redispersas em meio
aquoso. Os produtos mostraram-se apropriados para posterior funcionalizacdo com
farmacos.

Agradecimentos

Agradecemos a todos os membros da equipe do Centro de Microscopia da UFMG,
do Laboratério de Microscopia de Forca Atdmica e do Reator Nuclear do CDTN pelo
suporte técnico. Ao CDTN e as agéncias de fomento CAPES, CNPq.

REFERENCIAS

1 Muhammed, M., NATO Science Series: Nanostructures: Synthesis, Functional
Properties and Applications. Kluwer Academic Publishers: Dordrecht, The Netherlands.,
v. 128, p. 37-79, 2003.

2 Rucareanu, S., Gandubert, V.J., Lennox, R. B., 4-(N,N-Dimethylamino)pyridine-
Protected Au Nanoparticles: Versatile Precursors for Water- and Organic-Soluble Gold
Nanoparticles, Chem. Mater.,v 18, p. 4674-4680, 2006.

3 Jiwen Zheng, Jeffrey D. Clogston, Scott E. McNeil, Anil K. Patri, Stability Examination of
PEG Bound to Gold Nanoparticles. Disponivel em:
<http://www.mrs.org/s_mrs/sec_subscribe.asp?CID=8759&DID=197604&action=detail>
Acesso em: 18 fev. 2010.

4 O'Neal, D.P., Hirsch, L.R., Halas, N.J., Payne, J.D., West, J.L., Photo-thermal tumor
ablation in mice using near infrared-absorbing nanoparticles. Cancer Lett. v. 209,
p.171-176, 2004.

5 Gibson, J.D., Khanal, B.P., Zubarev, E.R., 2007. Paclitaxel-functionalized gold
nanoparticles. J. Am. Chem. Soc. v. 129, p.11653-11661, 2003.

6 Gao, X., Cui, Y.Y., Levenson, R.M., Chung, L.W.K. & Nie, S.M. In vivo cancer targeting
and imaging with semiconductor quantum dots. Nat. Biotechnol. v. 22, p. 969-976,
2004.

7 Lee, E.S., Na, K. & Bae, Y.H. Polymeric micelle for tumor pH and folate-mediated
targeting. J. Control. Release v. 91, p.103-113, 2003.

3155

|SSN 1516-392



CONGRESSO
ABM NTERMACIONA

A5 BT INTERMATIORAL CONGRESS Mo -
— L.._ —_

8 Qian, X., Peng, X.H., Ansari, D.O., Yin-Goen, Q., Chen, G.Z., Shin, D.M., Yang, L.,
Young,A.N.,Wang, M.D., Nie, S., In vivo tumor targeting and spectroscopic detection
with surface-enhanced Raman nanoparticle tags. Nat. Biotechnol. v. 26, p. 83-89,
2008.

9 Andrea Majzik, Rita Patakfalvi, Viktéria Hornok, Imre Dékany., Growing and stability of
gold functionalization by cysteine. Gold Bulletin. v. 42, n 2, p. 113, 2009.

10 Kihyun Kwon, Kang Yeol Lee, Young Wook Lee, Minjung Kim, Jinhwa Heo Sang Jung
Ahn, Sang Woo Han., Controlled Synthesis of Icosahedral Gold Nanoparticles and
Their Surface-Enhanced Raman Scattering Property. J. Phys. Chem. C, v. 111, p.1161-
1165, 2007.

11 Yan-Juan Gu, Jinping Cheng, Chun-Chi Lin, Yun Wah Lam, Shuk Han Cheng, Wing-
Tak Wong., Nuclear penetration of surface functionalized gold nanoparticles. Toxicology
and Applied Pharmacology. v. 237, issue 2, p. 196-204, 2009.

12 Michael R. Ivanov, Heidi R. Bednar, Amanda J. Haes., Investigations of the mechanism
of gold nanoparticle stability and surface funcionalization in capillary eletroforesis.
ACSNANO., v. 3, n 2, p 386-394, 2009.

13 Zhang G, Yang Z, Lu W, Zhang R, Huang Q, Tian M, Li L, Liang D, Li C., Influence of
anchoring ligands and particle size on the colloidal stability and in vivo biodistribution of
polyethylene glycol-coated gold nanoparticles in tumor-xenografted mice. Biomaterials.,
v30, p 1928-1936, 2009.

ANAIS
PROCEEDINGS

ISSN 1516-392X

o

3156





