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RESUMO

Entre os nanomateriais de carbono, os pontos de carbono (PCs) estdo entre 0s mais atraentes devido as suas
interessantes propriedades fotoluminescentes. Os PCs apresentam processo de sintese facil, possibilidade de
funcionalizacdo da superficie, baixa toxicidade, alta solubilidade em &gua e biocompatibilidade. Devido a
isso, suas aplicacfes na area biomédica e de bioimagem tem se destacado na literatura. Neste trabalho, PCs
foram sintetizados por dois métodos diferentes a partir da ovalbumina, o qual € um precursor ndo téxico e
composto predominantemente por aminoacidos de cadeia curta. Os PCs foram caracterizados por espectros-
copias de absorcdo (UV-Vis), de emissdo (fluorescéncia) e infravermelho (IVTF), além de anélise termogra-
vimétrica (ATG). Os PCs foram utilizados como sondas fluorescentes para uma imagem colorida (azul e ver-
de) de células HEK293 e ndo induziram a morte celular, o que indica que 0os mesmos sdo biocompativeis e
ndo tdxicos para este tipo de células. Dessa forma, os resultados aqui apresentados demonstram que o0s PCs
podem ser considerados potenciais substitutos para corantes comerciais em marcagdo bioldgica.
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ABSTRACT

Among the carbon nanomaterials, carbon dots (CDs) are among the most attractive ones due to their interest-
ing photoluminescent properties. PCs feature easy synthesis process, possibility of surface functionalization,
low toxicity, high water solubility and biocompatibility. Because of this, their applications in the biomedical
and bioimaging areas has been highlighted in literature. In this work, CDs were synthesized by two different
methods using ovalbumin as precursor, which is a nontoxic reactant composed predominantly of short chain
amino acids. The CDs were characterized by absorption (UV-Vis), emission (fluorescence), infrared (IRFT)
spectroscopies, and thermogravimetric analysis (TGA). The CDs were used as fluorescent probes for multi-
color (blue and green) imaging of HEK293 cells and did not induce to cell death, which indicates that the
CDs are biocompatible and nontoxic to this type of cells. Therefore, the results presented here demonstrated
that CDs can be considered as a potential substitute for commercial dyes in biological images.
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1. INTRODUCAO

O carbono é um material geralmente encontrado na coloragéo preta e, antes da expansdo da nanotecnologia,
acreditava-se que ele era insolivel em agua e ndo apresentava luminescéncia. Além de ser um dos elementos
mais abundantes presentes na crosta terrestre, o carbono chama a atengéo por sua versatilidade quimica, que
Ihe proporciona organizagdo e propriedades que séo Unicas. Os nanomateriais de carbono, marcam os avan-
¢os na nanotecnologia e representam grande parte desse crescimento tecnologico. Dentre esses nanomateriais,
devido as suas propriedades Opticas, fisicas e quimicas peculiares, os pontos de carbono (PCs) ganham a cada
dia mais destaque na literatura [1-3].

Os PCs sdo nanomateriais fotoluminescentes de morfologia quase esférica, com didmetros inferiores a 10
nm, que foram descobertos acidentalmente em 2004 pela purificacdo de nanotubos de carbono de parede Uni-
ca por eletroforese [1, 4]. S&o nanoparticulas de natureza ndo-cristalina, formadas por carbonos sp%/sp® e gru-
pos contendo oxigénio [5]. A principal razdo dos PCs atrairem grande interesse para aplicacdes tecnoldgicas
é devido as suas propriedades excepcionais, tais como: elevada solubilidade em &gua, inércia quimica, possi-
bilidade de funcionalizacdo, resisténcia a fotodegradacao, baixa toxicidade, biocompatibilidade e intensa flio-
rescéncia, geralmente na regido do azul do espectro eletromagnético. Essas propriedades os tornam excelen-
tes para aplicagfes em diversas areas: como 0 uso em optoeletronica, dispositivos fotovoltaicos, fotocatélise,
uso na biotecnologia, sensores, dentre outros [6, 7].

Os PCs que contém apenas oxigénio, carbono e hidrogénio em sua composic¢do geralmente, apresentam
baixa luminescéncia o que pode limitar suas aplicagdes. Os grupos de superficie influenciam muito nas pro-
priedades fluorescentes, e esses parametros podem ser otimizados a partir de estratégias de funcionalizacdo: a
dopagem com heterodtomos e a passivacao de superficie com grupos funcionais especificos. A dopagem com
heterodtomos pode ser feita utilizando precursores que apresentem tais elementos em sua composi¢do. A adi-
¢do de heterodtomos afeta as propriedades fluorescentes pois, mudam a distribuicdo dos elétrons e, conse-
quentemente, variam o bandgap do material. Os elementos mais utilizados para a dopagem séo o nitrogénio
(a dopagem mais relatada na literatura), seguida por enxofre, boro e fésforo [7]. A passivagdo da superficie é
um processo mais oneroso e necessita de duas ou mais etapas para a realizacdo. Normalmente, o ligante utili-
zado para a modificagdo se liga aos grupos de superficie dos PCs atraves de interacfes eletrostaticas e coor-
denacdo. Os ligantes funcionais mais relatados na literatura séo: polimeros, DNA, ions e proteinas [5, 7, 8].

Frente as limitagBes dos tradicionais pontos quanticos semicondutores, como a alta toxicidade associada
a presenca de metais toxicos, os PCs apresentam propriedades dpticas ajustaveis e ainda apresentam biocom-
patibilidade. Assim, estudos utilizando PCs em aplica¢Bes bioldgicas, vem crescendo exponencialmente ao
longo dos Gltimos anos. Existem estudos relatados na literatura da utilizagdo tanto em bioimagem quanto na
nanomedicina em entrega controlada de farmacos [9-11]. DENG et al., por exemplo, utilizaram pontos de
carbono para desenvolver uma nanoplaca para fornecimento de 6xido nitrico. Esse dispositivo tem a capaci-
dade de direcionar o alvo, rastrear a fluorescéncia e fornecer a entrega do medicamento de forma controlada
através da luz [12]. HU et al. sintetizaram PCs, em temperatura ambiente a partir de albumina pelo método
micro-ondas, para utilizagdo em imagens bioldgicas. Obtiveram boa biocompatibilidade e os resultados mos-
traram-se adequados na utilizacdo de PCs em imagiologia celular [13].

Em bioimagem os PCs sdo utilizados em substituicdo a materiais consolidados na literatura como: complexos de
porfirina, rodamina e pontos quanticos (por exemplo: CdTe, CdSe e ZnS). Novamente, os PCs séo utilizados devido a
baixa toxicidade, capacidade de rastreamento em tempo real de células vivas, emissao de luz em diferentes comprimentos
de onda somente com a variagdo do comprimento de onda de excitagdo e luminescéncia estavel em longos intervalos de
tempo. Em geral os PCs se movem para dentro das células provavelmente por endocitose (processo no qual uma substan-
cia entra em uma célula por meio da membrana celular). Os PCs podem ser absorvidos por alguns peptideos e ter o trans-
porte facilitado para a membrana plasmética. [14-16]

As células HEK293, linha celular do rim embrionario humano, séo utilizadas devido a sua alta reprodutibilidade,
facilidade de cultivo e transfecgdo, sendo utilizadas na producao de proteinas e drogas e, por isso, sdo largamente utiliza-
das em estudos cientificos [17]. Assim, este trabalho teve como objetivo sintetizar PCs por duas rotas distintas, utilizando
ovalbumina como precursor, para utiliza-los como sondas fluorescentes para marcacéo de células HEK293.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
Foram utilizados para as sinteses dos PCs ovalbumina (Sigma Aldrich, 99%) e agua ultrapura, com resistivi-

dade elétrica menor que 18,2 MQ/cm, a 25°C. As células do rim embrionario humano 293 (HEK 293) foram
obtidas, descongeladas e cultivadas de acordo com as instru¢des do fornecedor HEK293.2sus (ATCC®
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CRL1573.3™ Virginia, EUA). Também foram utilizados solugdo salina tamponada com solvente — PBS
(fosfato salino) (Ingamed, PR, Brasil), tamp&o Formalina (Sigma Aldrich — 10%) e TRITON X-100 (Sigma
Aldrich - 10%). Além disso, foi utilizado o marcador nuclear DAPI (Sigma Aldrich), também de acordo com
as instrucées do fornecedor.

2.2 Metodologia

Tomando a ovalbumina como fonte de carbono, os PCs foram preparados utilizando os métodos de pirdlise e sinte-
se hidrotérmica. Na sintese via pirdlise, 1,0 g de ovalbumina foi pesada e levada a um forno do tipo tubular a diferentes
temperaturas (200, 300, 400, 500 e 600°C), por 120 min em atmosfera inerte. A atmosfera inerte foi mantida por meio de
um fluxo (150mL/min) de gés argdnio (99,995% de pureza) no forno tubular usado. Ap6s a carbonizagdo, realizou-se o
processo de trituragdo para a obtencdo de um pé finamente dividido que, na sequéncia, foi transferido para um béquer
contendo 100 mL de agua ultrapura. Logo apds, com o intuito de extrair nanoparticulas que ainda estavam adsorvidas no
carvdo, a solucdo foi levada a um banho de ultrassom por 30 min. Em seguida, a mesma foi condicionada a agitagdo e
aquecimento, a uma temperatura de 100°C, por 60 min. Por fim, a solucéo foi centrifugada a 3600 rpm por 15 min e fil-
trada a vacuo, descartando-se o precipitado. No método hidrotérmico, a mesma quantidade do precursor foi pesada e
adicionada a um recipiente de Teflon, juntamente com 50 mL de &gua ultrapura. O recipiente foi colocado no interior de
um Reator Autoclave em uma temperatura fixada em 150°C, variando-se o tempo de sintese em 2, 5, 10 e 20 h. Neste
caso, a suspensdo dos PCs foi obtida apds um processo de centrifugacdo (3600 rpm, 15 min) e filtragem a vacuo.

Para a analise da marcagéo celular, as células foram fixadas utilizando tamp&o neutro de Formalina
por 20 min. Depois disso, essas células foram divididas em dois grupos: a) permeabilizadas com 1% de Tri-
ton X-100 em PBS (concentracdo de 0,10 molL™) pH 7,5 por 20 min e b) néo permeabilizadas. Estas células
foram incubadas com PCs 0,10 mg mL™ durante 12 h e lavados trés vezes com PBS. Como controle negati-
vo, algumas células foram incubadas com PBS. Essas analises foram realizadas usando o microscopio ZEISS
Axio Scope.Al com HBO 50, e as imagens foram capturadas usando o software ZEISS AxioCam MRc e
AxioVision LE 4.8.1 no DAPI (BP 420-480 nm), FITC (BP 505-530 nm), e filtros de emissdo de rodamina
(Meta 560-615 nm). Também foi realizado o teste de in vitro de toxicidade, utilizando PCs nas concentracfes
de 0 (controle); 0,05; 0,10 e 0,20 mg mL-1. As células HEK293 foram incubadas por 6, 12, 24 e 48 h e em
seguida, através do teste de exclusdo com o corante azul de Tripan, foi obtido o percentual de células vivas e
mortas, e esses dados foram testados através de ANOVA. Todos os ensaios bioldgicos foram realizados con-
forme descrito por Rocha et al. (2017).

As amostras de PCs foram caracterizadas por diferentes técnicas a fim de se obter informagdes sobre composicéo,
estrutura e propriedades. A termogravimetria foi realizada em um equipamento DTG-60H da SHIMADZU e as amostras
foram submetidas a um tratamento térmico de até 1000°C em atmosfera inerte. As informagdes sobre os grupos funcio-
nais foram identificadas a partir da espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (IVTF). As anélises foram
realizadas a partir do espectrdmetro Spectrum GX da Perkin-Elmer. Foram registrados espectros na regido de 4000 a 400
cm?, usando resolucéio de 4 cm™ e acimulo de 32 espectros. As amostras foram dispersas em KBr e pastilhadas com
auxilio de uma prensa hidraulica usando-se 10 toneladas de pressdo de compactacdo. Os espectros de absor¢do foram
obtidos a partir de um espectrofotdmetro com arranjo de diodos UV- 2550 SHIMADZU. As medidas foram realizadas em
amostras na temperatura ambiente na regido de 200 a 900 nm, utilizando-se 4gua como solvente e células de quartzo de 1
cm de caminho 6ptico. Os Espectros de Fotoluminescéncia foram monitorados com o espectrofluorimetro RF- 5301PC
SHIMADZU. As medidas de emissdo foram realizadas na regido entre 350 e 750 nm, com variagdo do comprimento de
onda de excitacdo entre 330 a 420 nm. As medidas foram conduzidas em células de quartzo de 1 cm de caminho O6ptico.
Uma lampada de xendnio de 150 W foi empregada como fonte de excitagdo, sendo utilizadas fendas de 3 nm para excita-
¢do e emissdo. As medidas do tempo de vida do estado excitado foram obtidas utilizando um espectrofluorimetro (Fluo-
rolog-3, Horiba Jbin Yvon), equipado com um nanoled como fonte de excitagdo pulsada com comprimento de onda de
340 nm, e duracdo de pico menor que 1.0 ns. A taxa de repeti¢do foi de 1.00 MHz e a faixa de medida de 100 ns, com
3850 canais com resolucéo de 2,74 x 10-2 ns/Chanel.

Para determinagdo do rendimento quantico de fotoluminescéncia foi utilizado um método comparativo entre uma
solu¢do padrao de um corante com ®f conhecido e uma suspensdo de PCs. Ambas as solucBes foram preparadas e excita-
das em 355 nm (kexc). Foram realizados espectros de absor¢do das amostras, anotando o valor da intensidade de absor-
¢do no comprimento de onda de excita¢cdo. Concomitantemente, foram registrados espectros de emissdo das amostras,
coletando os valores da area integrada do espectro de fotoluminescéncia. Com os valores registrados, um grafico de area
integrada de fotoluminescéncia em relagao a intensidade de fluorescéncia foi obtido. O médulo do coeficiente angular da
reta obtida em cada grafico foi utilizado para o calculo dos valores de rendimentos quanticos de acordo com a Equacéo 1.

d=dst (My/Mgsr )((Tlxz)/ (ﬂ5T2 )
(1)
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Os subscritos x e ST sdo referentes a amostra teste, no caso 0s PCs, e a solu¢do padréo, no caso o sulfato de quinino.
O termo m ¢ o coeficiente angular obtido pelo grafico descrito anteriormente e 1 ¢ o indice de refracdo do solvente da
amostra e da solugdo padrdo. O sulfato de quinino (¢;=54 %) foi escolhido pois, a substancia padrdo deve apresentar
emissdo e absor¢do em uma regido similar da amostra a ser estudada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise termogravimétrica do precursor ovalbumina foi realizada com o intuito de verificar a estabilidade térmica
do mesmo e assim selecionar as faixas de temperaturas ideais para as sinteses dos PCs. A Figura 1 apresenta o termogra-
ma da decomposicao térmica do precursor ovalbumina. E possivel observar um evento de perda de massa que se estende
da temperatura ambiente até ~120 °C, atribuido a perda de agua fisicamente absorvida [18]. Estudos sugerem que eventos
entre 200 e 600 °C caracterizam o intervalo da degradacédo do precursor, com perda de massa que esta diretamente relaci-
onada com a quebra das cadeias proteicas e na ruptura das ligagdes peptidicas [19, 20]. As temperaturas selecionadas para
a sintese via pirdlise e suas respectivas massas (%) estdo representadas na Tabela 1, ressaltando que & medida que a tem-
peratura aumenta uma grande quantidade em massa do material é perdida.

% Massa

T T T
200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 1: Curva termogravimétrica do precursor ovalbumina, até 1000°C (10°C/min) em atmosfera inerte.

Tabela 1: Valores de temperatura selecionados para sintese e suas respectivas massas resultantes do tratamento térmico.

TEMPERATURA (°C) MASSA (%)
200 90,94
300 69,25
400 40,50
500 29,69
600 6,96

Além disso, com o intuito de obter informag6es sobre os grupos funcionais presentes nos PCs, foram registrados
espectros infravermelho das amostras preparadas. Ao se observar os espectros infravermelho dos PCs apresentados na
Figura 2, foi possivel averiguar inicialmente que cada método de sintese gerou amostras com comportamentos diferentes,
0 que pode ser devidamente comprovado ao se comparar os perfis espectrais, assim como o deslocamento das bandas dos
grupos funcionais, em ambas as rotas de sintese.
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Figura 2: Espectros IVTF das amostras de PCs: a) via pir6lise b) via rota hidrotérmica. As letras de identificacdo das
bandas estdo identificadas na Tabela 2 e 3, respectivamente.

Foram identificadas absorc@es caracteristicas na regi&o de 3500 - 3100 cm™ de banda larga atribuida ao estiramento
O-H, indicando a presenga de grupos hidroxilas; estiramento assimétrico e dobramento assimétrico das ligagdes N-H em
~3233 e 1560 cm™, respectivamente, indicando a presenca de grupos funcionais amina. E possivel observar absorcées
normalmente atribufdas as ligacdes C-H de grupos CH3 ~2965 cm, vibragdes de estiramento C=0 em ~1677 cm?, indi-
cando a presenca de 4cido carboxilico além de outros grupos contendo oxigénio e os estiramentos CH, de alcanos ~1450
cm® e C-C em 1142 cm™. Para os PCs obtidos via pirélise (Figura 2a), foi possivel observar que os estiramentos O-H e
C=0 estéo bem definidos no espectro de 200 °C [21, 22], porém, a medida que a temperatura aumenta, em especifico a
400 e 500 °C, estes grupos funcionais se degradam, ndo podendo ser mais visualizados nos espectros. As frequéncias e
atribuicdes estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Principais vibragdes caracteristicas dos grupos moleculares de PCs obtidos a partir da ovalbumina via pir6lise.

IDENTIFICACAO POSICAO DAS BANDAS (CM?Y) ATRIBUICAO

A 3500 v O-H

B ~ 3233 V ass N-H
C ~ 2965 Vass C-H
D ~ 1677 v C=0

E ~ 1560 Oass N-H
F ~ 1450 v CH,

G ~ 1142 v C-C

v: estiramento; v . : estiramento assimétrico; 8. dobramento assimétrico

No caso do método hidrotérmico, ndo foi possivel observar quaisquer mudancas significativa nos perfis dos espec-
tros, quando comparados entre si. Acredita-se que 0s grupos presentes nos PCs estdo localizados em sua superficie com
excecdo da vibragdo C=C aromatica que além de estar na superficie é caracteristica do ndcleo dos PCs [23]. A Tabela 3
apresenta as vibragBes presentes nas amostras sintetizadas por esse método.
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Tabela 3: Principais vibragdes caracteristicas dos grupos moleculares de PCs obtidos a partir da ovalbumina via rota
hidrotérmica.

IDENTIFICACAO POSICAO DAS BANDAS (CM™) ATRIBUICAO

A ~ 3280 v O-H

B ~ 3074 Vass N-H
C ~ 2937 v C-H

D ~ 1653 v C=0

E ~ 1530 Bass N-H
F ~1377 v C sp?
G ~ 1240 v C-C

v: estiramento; v .5 : estiramento assimétrico; 8,: dobramento assimétrico

Como visto nos espectros de infravermelho, os PCs sdo compostos majoritariamente por elementos como carbono,
hidrogénio, nitrogénio e oxigénio. Dessa forma, as transicoes eletrdnicas das nanoparticulas estdo diretamente ligadas as
de moléculas organicas. As transi¢des mais comuns para materiais organicos sdo: n-n*, n-n*, 6-0*, 6-n* ¢ n-6*. As tran-
sicOes do tipo o-0* e n-o* sdo raramente observadas em espectros de materiais de carbono, devido a alta energia necessa-
ria para a ocorréncia da transigdo. Ja as transi¢des m-n* e n-m*, sdo as mais encontradas, pois, as energias de transigdes
nesses casos sdo mais baixas e, portanto, mais facilmente acessiveis [21]. A Figura 3 apresenta os espectros UV-Vis dos
PCs preparados via pir6lise em diferentes temperaturas.

10 — _
! ! = PC's Ovalbumina 200" C
"_? L ; = PC's Ovalbumina 300°C
0,84 i i PC's Ovalbumina 400°C
: : —— PC's Ovalbumina 500°C
o i i
2 06- Co
«© i
2 :
o]
b 0,4
o]
< 1
0,24 i
i
O!O - T T T
200 300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 3: Espectros de absor¢do das amostras de PCs derivados da ovalbumina obtidos em diferentes temperaturas via
pirolise.

De acordo com os espectros apresentados na Figura 3, nota-se que as nanoparticulas sintetizadas a 200°C e 300 °C
possuem uma banda larga devido a transigdo n- n* e outra devido a transi¢do m-n* (entre 250 e 300 nm). As transi¢des de
n-n* sdo caracteristicas de grupos de superficie do tipo C-O e C=0, os quais foram observados nos espectros de infra-
vermelho. J4 as transi¢des m-n* correspondem a duplas ligagdes do atomo de carbono [21]. Analisando o comportamento
da absorcéo, percebe-se que com o aumento da temperatura de pirélise a intensidade de absor¢do diminui, pois, o0 materi-
al se aproxima de uma carbonizacdo completa. Isso é confirmado pelos materiais preparados a 400°C e 500 °C, os PCs
apresentam apenas uma leve banda de absorgdo n-n*. A ndo identifica¢@o da transi¢do n-n* para estas temperaturas tam-
bém pode ser explicado pelo aumento da temperatura de sintese, provocando a degradagdo dos grupos funcionais que se
encontram presentes na superficie dos PCs [24]. Ja nos espectros das amostras preparadas via hidrotérmica, apresentados
na Figura 4, é possivel perceber uma banda de absor¢do na regido entre 250 e 300 nm e uma leve inflexao na regido mais
a frente. Esta banda, que se torna mais intensa a cada varia¢do do tempo de sintese, indica a transigdo n-n*, o que corres-
ponde, portanto, a transi¢bes de duplas ligacdes [21]. O aumento da intensidade de absor¢do com 0 aumento do tempo de
sintese, pode estar relacionado com a melhor formagéo das nanoparticulas, ou seja, para esse precursor utilizado, quanto
maior o tempo de sintese do material a 150°C, melhor para a formagéo dos PCs.
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Figura 4: Espectros de absorcéo das amostras de PCs derivados da ovalbumina obtidos em diferentes tempos de sintese
hidrotérmica a 150°C.

A espectroscopia de fotoluminescéncia foi empregada para a caracterizagdo dptica dos PCs, a fim de se obter in-
formagBes sobre os processos de emissdo das nanoparticulas de carbono. A Figura 5 apresenta os espectros de fotolumi-
nescéncia dos PCs sintetizados via pirélise. Os espectros apresentaram emissao tipica dos PCs na regido do azul e varia-
¢Bes de acordo com comprimento de onda de excitacgdo, isso se deve ao fato da presenca de diversos grupos de superficie,
0 que é caracteristica do precursor utilizado.
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Figura 5: Espectros de fotoluminescéncia das amostras de PCs obtidos em diferentes temperaturas via pirdélise, em fun-
¢do dos diferentes comprimentos de onda de excitacéo.

Para a amostra de 500 °C, nenhuma emissdo foi observada. I1sso pode ser explicado por uma possivel degradacao
dos grupos funcionais presentes no precursor, devido a temperatura considerada extrema para este tipo de material, ou
seja, essa temperatura ndo é favoravel para a formacdo das nanoparticulas. Nas amostras sintetizadas via hidrotérmica, o
comportamento dos espectros é semelhante aos da pirélise, apresentando um deslocamento para a regido do vermelho
com a mudanga do comprimento de onda de excitagdo. A Figura 6 apresenta 0s espectros de fotoluminescéncia dessas
amostras.
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Figura 6: Espectros de fotoluminescéncia das amostras de PCs obtidos em diferentes tempos via hidrotérmica (150°C),
em func¢do dos diferentes comprimentos de onda de excitacgao.

Para saber a probabilidade do estado excitado ser desativado pelo fendmeno da fluorescéncia, foram realizados os
calculos do rendimento quéntico (®f) das amostras. Esse calculo é a razdo do nimero de fétons emitidos pelo ndmero de
fétons absorvidos. Além disso foram realizadas medidas de tempo de decaimento do estado excitado, com o intuito de
avaliar o mecanismo do processo de decaimento radiativo dos nanomateriais. As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores de
®; e tempo de vida para os PCs obtidos via pirdlise e via hidrotérmica, respectivamente. E possivel observar que os PCs
via pirolise, sintetizados na temperatura mais elevada néo obtiveram valor de ®; devido a sua baixa ou quase inexistente
fluorescéncia, o que é comprovado pelo tempo de vida ndo ser possivel de calcular. Essas informagdes corroboram com a
teoria de que temperaturas mais brandas, nesse método de sintese, favorece uma melhor formacdo dos PCs, ocorrendo
neste caso uma carbonizagdo incompleta.

Tabela 4: Valores de tempo de vida e ®; dos PCs obtidos via pirolise.

AMOSTRA TEMPO DE VIDA (ns) D; (%)
PC 200°C 3,39 9,0
PC 300°C 3,23 6,7
PC 400°C 3,38 6,3
PC 500°C - -

Nas amostras sintetizadas via hidrotérmica, os PCs preparados em menores tempos de sintese apresentaram meno-
res valores de @¢. Como o ®¢¢é uma relagéo de fotons emitidos por fotons absorvidos, as amostras que apresentaram mai-
ores intensidades de absorc¢do, apresentaram os menores valores de ®; uma vez que neste caso todos os PCs exibiram
emissdes semelhantes.

Tabela 5: Valores de tempo de vida e ®; dos PCs obtidos via hidrotérmica a 150°C.

AMOSTRA TEMPO DE VIDA (ns) D; (%)
PC 2h 3,39 54
PC 5h 3,78 4,0

PC10h 3,34 39

PC20h 3,42 3,1
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Analisando as informaces obtidas, as duas amostras com maiores valores de ®; (uma de cada método de sintese)
foram escolhidas para serem utilizadas como marcadores celulares (pirélise PC 200°C e hidrotérmica PC 2h). A Figura 7
mostra que os PCs obtidos via hidrotérmica foram capazes de interagir com as células HEK293 permeabilizadas e nao
permeabilizadas e apresentam intensa fluorescéncia no verde (filtro FITC), ndo sendo observada emissdo no vermelho.
Essa boa interacdo se deve a natureza dos PCs, aos seus muitos grupos funcionais ativos, além de também demonstrar
que esse material é capaz de atravessar a membrana plasmatica das células HEK293, indicando o potencial promissor
desses materiais na area bioldgica. No entanto, ndo houve a mesma interagdo das células entre essas células e os PCs
obtidos via pirdlise (Figura 8).

Campo Claro FITC DAPI Rodamina Mesclado

Figura 7: Imagens de fluorescéncia de células HEK293 contendo 0,1 mg mL™ de PCs obtidos via hidrotérmica a 150°C
por 2 h. a) sem permeabilizacéo b) permeabilizadas.

Apesar de um maior valor de @y, valor usado como parametro para a utilizagdo como sondas de outros materiais
[16], os PCs nédo conseguiram a interagdo satisfatoria para a obtencdo de boas imagens e isso pode estar relacionado com
0 método de sintese utilizado e a presenga de grupos funcionais na superficie. As amostras preparadas pela rota de piroli-
se sdo submetidas a temperatura de 200°C por 2 h, e, assim essa etapa pode decompor alguns grupos funcionais, os quais
poderiam interagir melhor com as células HEK293 estudadas, neste caso. Ao se comparar 0s espectros de IVTF, o méto-
do hidrotérmico apresenta mais bandas vibracionais, se assemelhando mais aqueles de moléculas organicas. No método
hidrotérmico, a temperatura utilizada na sintese é 150°C e tempo de patamar, que para essa amostra foi de 2 h, a amostra
passa por um processo mais simples de purificacdo que aquela preparada pelo método de pirélise. Essa etapa de purifica-
¢ao e a utilizagdo de uma temperatura mais baixa, também pode interferir na melhor interagdo das nanoparticulas com as
células.

Campo Claro FITC DAPI Rodamina Mesclado

Figura 8: Imagens de fluorescéncia de células HEK293 contendo 0,1 mg mL™ de PCs obtidos via pirélise a 200°C. a)
sem permeabilizacdo b) permeabilizadas.
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Para avaliar a biocompatibilidade o teste de viabilidade foi realizado. Como demonstrado na Figura 9, o indice de
viabilidade das células n&o apresenta alteracdes significativas até concentragdes de 0,20 mg mL™. Ao se analisar os resul-
tados para as duas amostras, percebe-se que ambas as nanoparticulas sintetizadas apresentam valores de viabilidade em
torno de 60% seja ao longo do tempo de analise ou do aumento de concentracéo. Estes resultados podem ser atribuidos a
baixa citotoxicidade dos PCs promovendo uma interagdo que ndo induz a morte celular, confirmando que o material é
promissor para a utilizagdo na marcacéo celular.
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Figura 9: Indice de viabilidade das células HEK293 incubadas com a) PCs obtidos via pirélise b) PCs obtidos via hidro-
térmica.

4. CONCLUSOES

Os métodos de sintese utilizados foram adequados para a produgdo dos materiais, que apresentaram luminescéncia na
regido do azul e emissdo dependente do comprimento de onda de excitagdo. Para os PCs obtidos via pirélise e via hidro-
térmica a 150°C, observou-se que temperaturas mais altas ndo favorecem a formagéo das nanoparticulas pela rota de piré-
lise e, maiores tempos de sintese, no caso da via hidrotérmica, tornaram o material um bom absorvedor, porém com me-
nor emissdo. Apesar de apresentar o menor valor de rendimento quéntico, a amostra obtida via hidrotérmica exibiu me-
Ihor interagdo com células estudadas, apresentando luminescéncia intensa na regido do verde. Essa melhor interacdo mos-
tra que os grupos de superficie podem influenciar na interacdo com as células, ja que essas amostras apresentaram espec-
tros de infravermelho com perfis diferentes dos PCs sintetizados via pir6lise. O mecanismo de imagem entre os PCs e
células animais ainda estdo em debate e estudos precisam ser aprofundados para melhor entendimento. Neste trabalho foi
possivel demostrar que amostras de PCs preparadas via rota hidrotérmica apresentaram melhor perfil de interagdo com
células HEK?293. Além disso, foi possivel observar que as nanoparticulas de carbono preparadas sdo promissoras na utili-
zagd0 em bioimagem e ndo induziram a morte das células, mostrando assim potencial para as aplicagdes apresentadas
neste trabalho.
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