Universidade Federal de Uberlandia

Instituto de Fisica

_GUFU

el Programa de Pos-Graduagiio em Fisica

Pontos Quanticos Semicondutores Sintetizados via Solugdes Coloidais
Aquosas: Estudos e AplicacGes Nanobiotecnologicas

Anielle Christine Almeida Silva

Uberlandia
30 de abril de 2014



Anielle Christine Almeida Silva

Pontos Quanticos Semicondutores Sintetizados via Solucdes Coloidais
Aquosas: Estudos e AplicacGes Nanobiotecnologicas

Uberlandia
30 de abril de 2014



Anielle Christine Almeida Silva

Pontos Quanticos Semicondutores Sintetizados via Solugdes Coloidais
Aquosas: Estudos e AplicacGes Nanobiotecnologicas

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Fisica da Universidade Federal
de Uberlandia, como requisito para obtencao
do Titulo de Doutor em Fisica, sob orientacdo
do Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas.

Uberlandia
30 de abril de 2014

Anielle Christine Almeida Silva



SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO r
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA }
INSTITUTO DE FiSICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FiSICA

ANIELLE CHRISTINE ALMEIDA SILVA

Tese apresentada a coordenagdo do
Programa de Pés-graduagdo em fisica,
do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Uberlandia, para obtengdo do
titulo de Doutor em Fisica.

Uberléndia, 30 de Abril de 2014.
BANCA EXAMINADORA

e~

Pfof. Dr. Noelio Oliveira Dantas
Universidade Federal de Uberlandia — UFU

Préf. Dr. Addris Figueiroa Bakuzis
niversidade Federal de Goias - UFG

&

Piof. Dr. Sérgio Carlos Zilio
Universidade Federal de sd3o Carlos — USP-SC

71[&//&/)/

Prof. Dr. Augusto Miguel Alcalde Milla
Universidade Federal de Uberlandia — UFU

-
Yo s
Profa. Dra.ﬁggj/(ugusta da Silva Zadra Armond
Universidade Federal de Uberlandia - UFU

Universidade Federal de Uberlandia - Avenida Jodo Naves de Avila, n° 2121, Bairro Santa Mdnica - 38.400 902 - Uberlandia — MG
Tef. Fax: +55— 34 — 3239-4309 cpgfisica@ufu.br http:/mww.infis.ufu.br



Agradecimentos

Agradeco a Deus pela vida, pelas varias oportunidades, por colocar em meu caminho
pessoas que me ajudaram e acreditaram em mim, aos meus Pais por terem investido na minha
formacéo pessoal e académica desde o meu primeiro dia de vida, pelo apoio e incentivo ao longo
de todas as minhas etapas. Ao meu orientador, Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas, minha eterna
gratiddo, por ele me mostrar a beleza da pesquisa em nanomateriais, pela oportunidade em
trabalhar nesta nova linha, ao mesmo tempo interessante e desafiadora, que me possibilitar
trabalhar paralelo com outras linhas de pesquisa no grupo, assim como, pelo grande apoio e
confianca ao longo desses sete anos, pelos ensinamentos, tanto profissionais como para a vida.
Além disso, 0 agradeco por sempre acreditar em minha capacidade e me indicar como primeira
aluna para realizar o doutorado direto. S&o tantos os motivos para agradecer ao meu orientador
que ndo caberia nesta tese. Meus agradecimentos se estendem ao Prof. Dr. Sebastido William da
Silva, do Instituto de Fisica da UnB, em Brasilia, pelo apoio nas medidas de Espectroscopia
Raman; ao Prof. Dr. Paulo César de Morais do Instituto de Fisica da UnB em Brasilia, pela
disponibilidade do equipamento para as medidas de Espectroscopia Raman; pela confianca e
amizade de ambos os professores.

Ao Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, do Laboratério de Biotecnologia do Instituto de
Genetica e Bioguimica, da UFU, agradeco pelo convide em participar da REDE NANOBIOTEC-
CAPES, pela colaboracdo cientifica que originou os resultados que estdo em fase de submissao,
mostrados nas secGes I11.4. e 111.5.; ao Prof. Dr. Marcelo José Barbosa Silva, do Laboratério de
Imunoparasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, pela colaboracéo cientifica que resultou no
primeiro artigo de nanobiotecnologia publicado na Sensors and Actuators (sec¢do Ill. 2) e os
resultados que estdo em fase de submissdo, mostrados na secéo I11.5; ao Prof. Dr. Adriano Mota
Loyola, da Faculdade de Odontologia da UFU, pela colaboracéo cientifica com a qual realizei a
sintese, caracterizacdo e analise de nanocristais de ZnO e TiO,, porém os resultados e publicacao
ndo sdo incorporados nesta tese; ao Prof. Dr. Céssio José Alves de Sousa da Faculdade de
Odontologia da UFU, também pela colaboracdo cientifica da qual resultou a sintese,
caracterizacdo e andlise de nanocristais de ZnO e TiO,, resultados e publicacdo também néo
foram incorporados nesta tese.

Ao Prof. Dr. Acéacio Aparecido de Castro Andrade e Prof.2 Dra.Viviane Pilla, do
Instituto de Fisica da UFU, sou grata pela colaboracdo cientifica que resultou em um artigo
(Fluorescence Quantum Efficiency of CdSe/CdS Magic-Sized Quantum Dots Functionalized with

Carboxyl or Hydroxyl Groups. Chemical Physics Letters, v. 580, p. 130-134, 2013) e capitulo de



livro (Photothermal Spectroscopic Characterization in CdSe/ZnS and CdSe/CdS Quantum Dots: a
Review and new Applications. Quantum Dots/Book 2. 1ed.Ameenah Al-Ahmadi: Intech, 2012, v.
2, p. 1-30) publicados, mas que ndo foram adicionados nesta tese.

Meu sincero reconhecimento pelas colaboragfes cientificas em que os resultados e
publicagbes ndo foram adicionados nesta tese dos professores: Dr. Sidney Alves Lourengo, do
Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand; Dr.
José R. Siqueira do Grupo de Nanomateriais e Sensores (GNMS) do Instituto de Ciéncias Exatas,
Naturais e Educacdo da Universidade Federal do Triangulo Mineiro; Dr. Luiz H. S. Gasparotto,
do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Enfim, agradeco a
todos os Professores mencionados e a todos 0s que pertencem ao Instituto de Fisica da UFU pelos
ensinamentos e amizade.

Agradeco aos alunos, amigos, funcionarios e instituicdes: Dra. Ana Paula Peres
Freschi, do Laboratorio de Biotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU, pelos
ensinamentos bioldgicos, ajuda no desenvolvimento dos processos de acoplamento e
bioconjugacdo; Samantha Luara Vieira de Deus, aluna do curso de Biotecnologia da UFU e aluna
de iniciacdo do Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas, co-orientada pelo Prof. Dr. Marcelo José
Barbosa Silva, pela amizade e realizacdo dos ensaios bioldgicos que gerou o primeiro artigo de
nanobiotecnologia desta tese que foi publicado na Sensors and Actuators; Claudia Mendonga
Rodrigues; Bruna Franca Matias e Larissa Prado Maia, do Laboratério de Biotecnologia do
Instituto de Genetica e Bioquimica da UFU, pela amizade e realizacdo dos testes de
citotoxicidade, imunogenicidade e as imagens de confocal mostrados nas se¢des 111.4. e 111.5;;
Rayla C. Gabriel, aluna do curso de Quimica da UFTM e orientanda do Prof. Dr. José R. Siqueira,
pela amizade e colaboragdo cientifica desenvolvida; ao tecndlogo Guilherme de Lima Fernandes,
do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Uberlandia, pelas medidas de AFM; aos meus
amigos desde o inicio da graduacéo Fisica de Materiais até a Pds Graduacdo: Augusto, Fernando e
Gustavo; aos amigos do LNMIS, Alessandra, Elisson, Guilherme de Lima, Marlon, Valdeir,
Ernesto (Professor Efetivo em Universidade Federal de Itajubd), Elias (Professor Efetivo em
Universidade Federal do Triangulo Mineiro), Ricardo (Professor Efetivo em Universidade Federal
do Triangulo Mineiro), Fabiana, Franciellen, Jodo Paulo, Rodrigo, Fernando, Luismar e
Guilherme Augusto; aos funcionarios do Instituto de Fisica da UFU, Tassiana, Jussara, Flavia,
Fernanda, Euzébio, Rosalia, Andre, Rui e Edimar; ao CNPg, CAPES e a FAPEMIG quanto a
aprovacao dos projetos de pesquisa para o LNMIS e apoio a P6s Graduagdo em Fisica da UFU; e
por fim a REDE NANOBIOTEC pela concessdo da minha bolsa de doutorado e recursos

financeiros para o desenvolvimento desta tese.



Lista de Figuras

Figura I. 1 Regido de controle do gap de energia de varios semicondutores em fungdo do tamanho do ponto
quantico. Em e o gap do bulk, em A o gap de pontos quanticos com raio de 10 nm e em V¥ gap de pontos
quanticos com raio de 3 nm. As retas tracejadas horizontais compreendem a regido de comunicagdo Optica.
(HARRISON et al., 2000). Os materiais destacados pelos retangulos na cor vermelha so os que serdo abordados
nessa pesquisa e 0s na cor azul sdo comentados em outras dissertacdes/ teses do grupo. .......cccvvvees cevverveereerennns 3

Figura I. 2 Variacdo da energia do éxciton em funcdo do tamanho para nanocristais com propriedades de
confinamento QUANTICO € A8 DUIK. .......ueiueieeiee et e et e st e e sresreaneene e e enre e oe 4

Figura I. 3 Comparacdo da fotoestabilidade entre PQ 630-estreptavidina e Alexa 488 (fluor6foro). A marcacao
em verde representa Alexa 488 e a em vermelho o PQs 630- estreptavidina. A iluminagdo foi mantida continua
por 3 min a partir de uma lampada de mercurio (100 W). Utilizou-se um filtro de excitacdo de 485 + 20 nm para
ambos, de emissdo 535 +10 nm e 635 + 10 nm, para monitorar os sinais do Alexa 488 e PQ 630, respectivamente
(WU EL AL, 2002).....cueiteeeiiite ettt ettt b e ekt b e et b e bbbt e e bbb e bt e b e e b e e b b e bt e b b e bt e b et e bt e b e b e st et bene b 5

Figura I. 4 Modelo de LaMer que descreve a nucleacdo e crescimento de nanocristais como fungdo do tempo de
reacdo e concentracdo de &tomos precursores (SUN, 2013). . .c.cciiiiiirciieneese et 7

Figura I. 5 Modelo cléssico de nucleagdo mostrando o diagrama de energia livre de Gibbs para a nucleagao
18 LN T2 ) RO OSSOSO 8

Figura 1. 6 Diagrama esquemdtico do processo de nucleacdo e crescimento contendo cinco etapas e a
dependéncia da energia livre de Gibbs (G) com o tamanho do nanocristal. r é o raio critico e 0s processos
reversivel e irreversivel ocorrem quandor < r er>r, respectivamente (LEITEL; RIBEIRO, 2012)................ 10

Figura I. 7 Esquema representativo de diferentes tipos de estabilizantes na superficie dos PQs com diferentes
tipos de grupamentos externo (SPERLING; PARAK, 2010). .....couuiiiiiiriiiierieeeie et 14

Figura I. 8 Processos de acoplamento de PQs com diferentes tipos de proteinas (XING et al., 2007) ................. 16
Figura 1. 9 Evolucdo temporal dos espectros absor¢do no UV-Vis das amostras contendo PQs de CdSe com
tamanhos magicos e ultra pequenos. As setas indicam as bandas de absorcdo de PQs de CdSe ultra pequenos

(ZOU L AL, 2007). ..eeitieiieiteiteeet ettt bbb bbbt b skt b s bt b s bbb bbbt b e bbbttt 19

Figura 1. 10 Evolugdo temporal da emissdo de PQs de CdSe de tamanhos magicos e ultra pequenos. As setas
indicam as bandas de emissdo de PQs de CdSe ultra pequenos (ZOU et al., 2007)........cccccvevvevveieiiiesieeseeseene 19

Figura I. 11 Evolugdo temporal de espectros UV-Vis de nanocristais de CdTe de tamanhos magico crescidos a
190 °C em 4cido oléico, concentracéo de 0,1 mol kg™*. O inset mostra a emissdo dos nanocristais de CdTe (ZOU

BE AL, 2007). ..ttt bbb bbb R bR R bR R R bR bbbt e bbb bRt b bbb e 20
Figura Il. 1 Esquema representativo utilizado em todas as metodologias de sinteses desta pesquisa................... 32
Figura Il. 2 Diagrama esquematico de uma medida de espectro de absor¢do (CHUI, 2011)................... 35

Figura Il. 3 Esquema representativo da intensidade e detalhes experimentais em uma medida de espectro de
0o o7 T TSP 35

Figura Il. 4 Esquema representativo do processo de absor¢éo (AO) € emisSE0 (PL)......ccovveervvcrnennas 38
Figura Il. 5 Espectros de absorcdo e emissdo de PQs de CdSe com tamanhos diferentes (MICHALET et al.,

Figura Il. 6 Esquema representativo da emissdo excitonica e de niveis metaestaveis originados de defeitos de
superficie (Esp,) e defeitos de divacancias, por eXemplo, (Evi€ Evz)..coveereiiiierieiiiienieiesesieesese s 39



Figura 1. 7 Representacdo esquematica de um artefato da imagem AFM que é causado por efeitos de convolugdo
entre a ponta de sondagem e o nanocristal (NC). No painel (a), uma parte do NC esférico esta inserida dentro da
superficie vitrea, em que sua altura é equivalente ao raio R. No painel (b), o NC esférico esta depositado sobre a
superficie de um substrato, de maneira que sua altura corresponde ao diametro D = 2 R (DANTAS et al., 2012)
............................................................................................................................................................................... 41

Figura 1. 8 Esquema representativo (a) da interacdo de uma molécula diatdmica com o campo elétrico da onda
eletromagnética (b) niveis de energia de um oscilador ndo harménico e o processo de absorcdo no
LN\ T=] oo TSRS 43

Figura Il. 9 Esquema representativo do processo de difracdo de raios-x em um material cristalino. O pardmetro d
¢ distancia entre os planos, A comprimento da radiagao INCIAENTE. ......cceerviiiiiiiiiieiieie e 44

Figura I1. 10 llustracdo de um espectro Raman tipico de um material. A componente Stokes corresponde ao
espalhamento onde a freqiiéncia espalhada apresenta energia menor que a incidente. A componente Anti-Stokes
corresponde ao espalhamento onde a freqiiéncia espalhada apresenta energia maior que a incidente. A freqiéncia
absoluta é relacionada ao espalhamento e a relativa corresponde a energias elementares do material. O pico mais
intenso refere-se ao espalhamento Rayleigh (PEREIRA, 2009). .......ccoeiiiiiiiiiece e 46

Figura I1. 11 A funcdo circunferéncia y = (r> —x*)"? ¢ representada pelos circulos abertos no topo do painel;

as linhas azuis correspondem a fungdo peso de fonons W (r) = e f2d?) (a) o=d /2 proposto por Richter et

al. (2010), e representado pela linha tracejada; (b) o=d /20 ; (c) o=d/4x proposto por Campbell e
Fauchet (1986) e representado pela linha pontilhada e tracejada. ..........ccccevvveveevi e 54

Figura Il. 12 Esquema representativo da funcao peso da casca €STENICA. ......c.ccvvvvrerieiiieneisiieese s 56

Figura I11. 1 Espectros de AO das amostras SO (MSPQs de CdSe com raio médio R = 0,68 nm); S1 e S2 (MSPQs
de CdSe/CdS onde a correspondente espessura da casca de CdS (t) é indicada em cada espectro). .................... 62

Figura 1ll. 2 Imagens de AFM a temperatura ambiente dos MSPQs de CdSe e CdSe/CdS depositados no
substrato de mica: (a) amostra SO; (b) amostra S1; (C) AMOSLIA S2. ....c..ovvvivieeieeeierere e 64

Figura I11. 3 PadrBes de DRX a temperatura ambiente de nanocristais presentes nas amostras: (S0) MSPQs CdSe,
(S1) e (S2) MSPQs de CdSe/CdS. PadrBes do CdS (topo) e CdSe (inferior) com estruturas wurtzita (W) e
zinchlende (ZB) Para COMPAIAGAD. .......eeiveriereiterteteste ettt ettt sttt bttt b ettt sbe bbb bbbt et e b et e st abe s b e st et b ene b 66

Figura I11. 4 Espectros Raman a temperatura ambiente (circulos) dos MSPQs: (a) CdSe; (b) e (c) CdSe/CdS. A
frequéncia de cada modo vibracional (SO1, LO1, HFS, SO2, ou LO2) foi indicada por nimeros. O ajuste do
espectro Raman foi mostrado pela linha solida vermelha, com as subcomponentes nomeadas como: linha verde
vibragdes do nucleo, linha azul vibragBes da casca, linha preta para 0 modo HFS apenas na amostra SO (painel
(a)). S3 e S4 foram espectros Raman simulados pelo modelo modificado de confinamento de fénons proposto
NIESSA PESTUISA -+t veteteeteeeestesteetesteeseeseeeesbeseesbeebeeseese e s e beseeebeebeeb e eheeme e s b e oEeeb e e b e eh e eR e em s e sbeeh e e b e ebeeRe e R e enbenbenbenbeebeebeenes 69

Figura I11. 5 Esquema ilustrativo de um nanocristal de CdSe/CdS esférico com estrutura wurtzita hexagonal. As
esferas vermelhas, amarelas e azuis representam, respectivamente, os fons de Se”, S* e Cd**. O R é o raio do
nacleo do CdSe, t é a espessura da casca de CdS, que estdo destacadas, além da liga interfacial de CdS,Se; . .. 73

Figura Ill. 6 (@) Modelo simplificado dos MSPQs de CdSe-OH (b) evolugdo temporal dos espectros de AO dos
MSPQs de CdSe na solucdo coloidal aquosa. A curva azul e verde sdo 0s espectros obtidos apds a sintese (a) e
apos 6 meses (b). As setas pretas representam as linhas de excitacdo e a transi¢do exciténica dos PQs............... 77

Figura I11. 7 Evolucdo temporal dos espectros de fotoluminescéncia (a) e fluorescéncia (b) dos MSPQs de CdSe
na solucdo coloidal aquosa utilizando duas linhas de excitagdo. As curvas azul e verde sdo 0s espectros obtidos
apos a SiNtese (2) € APOS 6 MESES (). ...vereiverieiieieietesie sttt e et e et st e e s be st esesbe st eresbe st etesbesbenesbesbenentns 79

Figura IlIl. 8 Imagem de AFM dos MSPQs de CdSe ap6s 6 meses depositados sobre a mica imagem
bidimensional, tridimensional € 0 hiStograma de altUra. ............coiiiiiiiii i s 80



Figura Ill. 9 Padrfes de DRX a temperatura ambiente dos MSPQs de CdSe ap6s 6 meses. Os padrdes do CdSe
na fase wurtzita (acima) e zinchlende (INFEITOT). ..o 80

Figura I1l. 10 Caracterizacdo morfoldgica usando microscopia de contraste de fase das células HelLa (A) sem
nada incubado e (B) incubado com os MSPQs de CdSe. Irregularidade na forma e descolamento celular (células
redondas), (C) em células tratadas de Etoposide como controle positivo de citotoxicidade. Setas pretas indicam a
formacédo de bolhas na superficie das células resultantes do processo de morte final. As setas azuis indicam a
ruptura das células da membrana. Barra de Escala = 200 LM, .....cooviiiiiiiieninieniceeseie e 82

Figura I11. 11 Imagens de fluorescéncia (A) ap6s 24 h de incubacdo com 0.05 uM of MSPQs de CdSe. (B) Apos
36 h, a fluorescéncia ainda é visivel. As setas brancas indicam MSPQs interagindo com a membrana celular.
Cabeca de setas indicam os MSPQs de CdSe no interior das células. Barra de Escala =200 pm. .........c.ccceeveeee. 83

Figura I11. 12 Espectros de AO e FL normalizado dos USPQs de CdSe com concentragdo crescente de 1-
L0 | 1Y o=T (o | OSSR 86

Figura I11. 13 Espectros de fluorescéncia de USPQs de CdSe com o aumento da concentragdo de 1-tioglycerol. O
inset mostra a intensidade da fluorescéncia como funcdo da concentracéo de 1-tioglycerol. .........cccoovvvvvvinnnns 88

Figura 111. 14 Padrdes de DRX dos USPQs de CdSe com concentracGes crescentes de 1-tioglycerol. Os cartdes
padrdes das fases de zincblende e wurtzita do CdS (superior) e CdSe (inferior) foramcolocados para comparagéo.
Os ajustes de cada banda de DRX em torno de 20-35° foirepresentada pelas linha branca pontilhada, e as linhas

azuis sélidas e pontilhadas correspondiam as bandas de DRX do CdSe e CdS, respectivamente........... 90
Figura I11. 15 Espectros de FT-IR do 1-thiogycerol, das amostras de USPQs de CdSe e CdS bulk. .................... 92
Figura Ill. 16 Espectros Raman a temperatura ambiente (circulos) dos USPQs de CdSe sintetizados com

concentragdes crescentes de 1-tioglycerol (a) CdSe:1T; (b) CdSe:3T; (c) CdSe:5T; (d) CdSe:7T; (e) CdSe:9T; (f)
CdSe:11T. A frequiéncia de cada modo vibracional (SO1, LO1, SO2, ou LO2) ¢ indicada por nimeros. O ajuste
do espectro Raman é mostrado pela linha sélida vermelha, com as subcomponentes nomeadas como: linha azul
vibragdes do nlcleo, linha verde VIibraghes da CASCA. ..........eiviiieiiiiieieee ettt 94

Figura I11. 17 Espectros de AO e FL e imagem de AFM (inset) dos MSPQs-CS de CdSe/CdS. A regido destacada
do espectro eletromagnético demonstra 0 comprimento de onda de excitagdo na regido do UV, e a ampla largura
de banda de emissdo de 450-750 nm, com maior emissao €m 560 NM. ........cccevvvierierereniene e 99

Figura I11. 18 Espectros de FT-IR dos MSPQs-CS de CdSe/CdS antes e pds bioconjugacdo com o anticorpo Fab.
............................................................................................................................................................................. 100

Figura I11. 19 Viabilidade Celular de células do tipo macrdfagos J774A-1 e PBMCs de individuos saudaveis para
0 ensaio colorimétrico MTT ap6s incubagdo com MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;,/CdS. Os resultados sao
expressos como médias + SD (desvio padrao) de trés experiéncias independentes.* Significancia estatistica foi
considerada quando p < 0,05 em relagdo ao controle de culturas (ANOVA com pos-teste de Bonferroni)........ 101

Figura I11. 20 Citocinas de efeito (a) anti-inflamatério (IL-4, IL-10 e TGF-beta) ou (b) pré-inflamatorio (IL-2,
IL-6, IL-8, TNF-alpha, IFN-gamma e IL-17A). Células PBMCs de humano incubadas com 50 ng/mL de
MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se1,/CdS por 6, 24, 72 € 120 NOKAS. ....ccveevererrieeeeeeiese e sieste e see e e sreeneens 102

Figura I1l. 21 Imagens de Microscopia Confocal de células de macrofagos J774A-1 adquiridas 4 h ap6s a
exposicao in vitro ao MSPQs-CS. a) células J774A-1 (controle); b) 1 g/ mL de; ¢) 10 g / mL; d) 50g / mL; e)
100 g / mL de MSPQs-CS. As imagens foram obtidas em Microscdpio Confocal Meta LSM 510 Zeiss com
emissao laser em ~ 700 NM (Canal VEIMEIN0)........ooviiiiiiiiieise e 104

Figura I11. 22 Representacdo esquematica das reacdes para bioconjugar MSPQs-CS CdSe/CdS,Se;.,/CdS a um
anticorpo especifico para cancer de mama. Os MSPQs-CSforam funcionalizados com o complexo NTA « Ni?*
que interagiu com a cauda de histidina do anticorpo Fab. ..........cooiiiiiiiiiii s 105

Figura Ill. 23 Marcagdo especifica ao cancer de mama (BC) de células de linhagem de MDA-MB-231 dos
MSPQs-CS (NTA « Ni?*) bioconjugados com um anticorpo especifico Fab, analisadas por microscopia confocal.
As células foram incubadas com MSPQD durante 1h. a) células MDA-MB (controle); b) células MDA-MB



incubadas MSPQs-CS; c) MSPQs-CS bioconjugados com anticorpo Fab. As imagens foram obtidas em
Microscopio Confocal Meta LSM 510 Zeiss com emisséo laser ~ 530 nm (canal verde)...........cocooeevvrererinnnee. 107

Figura I11. 24 Esquema representativo dos MSPQs-CS CdSe/CdS,Se;.,/CdS a um anticorpo especifico no interior
de CEIUIAS B CANCET & MEIMAL.......iiitiiiirietiitiei e bbbt b ettt b et r e st e n et 108

Figura I11. 25 A evolucdo temporal dos espectros de AO e FL dos MSPQs de CdSe em solu¢des aquosas. ...... 110
Figura I11. 26 A imagem de AFM (450 x 450 nm) dos MSPQs de CdSe ap0s 18 MESES. ........ccevververrerrerresrernnans 111

Figura Ill. 27. (a) Avaliacdo da atividade metabdlica celular de macrdéfagos da linhagem celular J774.1 sob
diferentes concentragdes ( 1, 10, 50, 100 ng/mL e 1, 10, 50, 100 pg /ml ) de MSPQs de CdSe/CdS. (b) Imagens
de confocal dos MSPQs de CdSe/CdS com macréfagos. (c) Imagens de confocal tridimensional. (d)
Administracdo dos MSPQs de CdSe/CdS em mouse tipo Balb/ C.......ccoevviiiiiiiiiniie e, 112

Figura I11. 28 Espectros de absor¢do Optica dos MSPQs de CdSe com concentragdo crescente de Se em solucbes
COIOTAAIS BQUOSES. ...tttk ettt bbb bbb skt b s b b h bt b h bt bt e kbbbt e bt e bt e bt et b en et 114

Figura I11. 29 Espectros de fluorescéncia (FL) dos MSPQs de CdSe com o aumento da concentracéo de selénio
€M SOIUGOES COIOTUAIS AQUOSAS. .....eueivireiritiitesietirt etttk bbbttt bbb bbb et st b e ne e 116

Figura Ill. 30 A citotoxicidade ao longo de diferentes concentraces de Se de MSPQs de CdySe expostos a
células Hela, durante 24 h. A viabilidade celular foi calculada como uma porcentagem da viabilidade das
células (ndo tratadas) de controle. A viabilidade das células de controle foi considerada como sendo 100% (linha
pontilhada). Os resultados foram expressos como média + SE de dois experimentos independentes................. 116

Figura I11. 31 Esquema simplificado dos MSPQs de CdySe com o aumento da concentracdo de selénio (Se).
............................................................................................................................................................................. 117



Lista de Tabelas

Tabela Ill. 1 Dimens6es médias (todas em nm) dos MSPQs (amostras SO, S1 e S2) calculadas pelas técnicas de
Raman e AFM: diametro do nicleo (D), espessura da casca (t) e diametro total (Do = Deoret ). A Ultima
coluna mostra a dispersao de tamanho (&) obtida a partir das imagens de AFM. As dimensdes mostradas para S3
e S4 (simulacgdes) foram calculadas a partir do modelo de confinamento de fOnoN. ..........cccccvvveceveccie e, 65

Tabela I11. 2 ParAmetros (todos em cm™) obtidos a partir dos ajustes dos espectros Raman das amostras S0, S1 e
S2. Todos os parametros mostrados nas simulacbes S3 e S4 foram baseados no modelo modificado de
CONFINAMENTO G FONONS. ...viiiiiiiti et et e ettt st e bt e st et st st ebe bt ene et 70

Tabela I1l. 3 Razdo das Intensidades dos modos SO com relagdo ao LO (SO/LO) para CdSe-nucleo e CdS-casca.
............................................................................................................................................................................... 74

Tabela Ill. 4 Pardmetros obtidos a partir do ajuste dos dados de DRX dos USPQs de CdSe com o aumento da
CONCENLrAGAD e L-TIOGIVCRTOL. ...ttt bbbttt bbbt 91

Tabela I11. 5 Parametros (todos em cm™) obtidos a partir dos ajustes dos espectros Raman dos USPQs de CdSe
com concentragio crescente de L-tIOGIYCEIOL. .......cv it 96

Tabela I11. 6 Dimensdes médias (todas em nm) do nucleo do USPQs de CdSe e a espessura da casca de CdS
calculados com base nos resultados de RAMaN € AD. ......co.iiiiiiiiiiieie et et 97



Lista de Simbolos

AFM: Microscopia de Forca Atébmica

AO: Absorcio Optica

CK-10: Citoqueratina 10

DRX: Difracdo de Raios-X

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

FL: Fluorescéncia

FT-IR: Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
FWHM: Largura a Meia Altura

HFS: Ombro de alta Freqiiéncia

J774A.1: Linhagem de Células de Macré6fagos

LNMIS: Laboratdrio de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores
LO: Optico Longitudinal

MBE: Epitaxia por Feixe Molecular

MDA-MB-231 BC: Células de Linhagem de Cancer de Mama Humano
MSPQs: Pontos Quéanticos de Tamanhos Magicos

MSPQs-CS: Pontos Quanticos de Tamanhos Magicos de Estrutura tipo Nucleo e Casca
NCs: Nanocristais

NTA: Acido Nitriloacético

PBMCs: Células Mononucleares de Sangue Periférico

PL: Fotoluminescéncia

PQs: Pontos Quanticos

RS: Espectroscopia Raman

SO: Optico de Superficie

USPQs: Pontos Quanticos Ultrapequenos



Lista de Termos Técnicos

Bandgap: Regido proibida para elétrons em semicondutores e isolantes.
Bulk: Material que ndo apresenta propriedades de confinamento quéantico.
Strain: Deformacao.

HeLa: Esta é a linhagem celular humana mais antiga e mais utilizada. Essa linhagem foi
derivada a partir de células obtidas de um céncer cervical coletadas em 8 de fevereiro de
1951.

Uptake celular: Entrada dos pontos quanticos nas células.


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer_cervical

Resumo

Nesta pesquisa sintetizou-se pontos quanticos de CdSe e CdSe/CdS,Se;.x/CdS de tamanhos
magicos, além de CdSe e CdSe/CdS,Se;/CdS de tamanhos ultra pequenos em solugdes
aquosas. As propriedades fisicas dos pontos quéanticos foram investigadas através de varias
técnicas experimentais e modelos tedricos. Foram realizadas modificagdes no modelo de
confinamento de fénons Gaussiano a fim de realizar uma descricdo mais real da casca e
efeitos da liga em pontos quanticos de CdSe/CdSySe;,/CdS nos espectros Raman. Duas
metodologias foram desenvolvidas, uma que sintetiza pontos quanticos de tamanhos méagicos
MSPQs, a qual permite controlar a espessura da casca de CdS ao redor dos MSPQs em funcéo
da temperatura de sintese, e a outra obtida através dos pontos quéanticos de tamanhos ultra
pequenos, em que a espessura da casca de CdS foi controlada em funcdo da concentracao de
estabilizante. Além destes resultados, foram funcionalizados os MSPQs com grupamentos
quimicos para a bioconjugacdo. Demonstrou-se que 0s MSPQs apresentam baixa
citotoxicidade e nenhuma resposta imunogénica. Dessa forma, foram acoplados
covalentemente os MSPQs a um anticorpo especifico de cancer de mama visando a sua
utilizagdo com uma sonda luminescente.

Palavras-Chave
Pontos Quanticos; Modelo Modificado de Confinamento de Fénons; Espectroscopia Raman;

Absorcdo Optica; Fluorescéncia; Microscopia de Forca Atémica; Bioconjugacdo; Sondas
Luminescentes.



Abstract

This work is based on the synthesis of CdSe e CdSe/CdS,Se;./CdS magic sized quantum
dots, as well as CdSe e CdSe/CdSSe;.x/CdS ultrasmall quantum dots in aqueous solutions.
The physics properties of quantum dots were investigated using various experimental
techniques and theoretical models. The modifications in the phonon confinement Gaussian
model were done to perform a more realistic description of the shell and the alloy effects in
quantum dots CdSe/CdS,Se;1«/CdS in the Raman Spectra. Two methods were developed, one
synthesized a quantum dot magic size (MSPQs) and it was able to control the shell thickness
CdS around the MSPQs depending on the synthesis temperature, and the second was obtained
through the quantum dots ultrasmall, which the thickness of the shell CdS was monitored as a
function of the stabilizer concentration. In addition, the results the MSPQs were
functionalized with chemicals groups that may be bioconjugated. It was demonstrated that the
MSPQs were not immunogenic and did not exhibit cytotoxic effects. Thus, the MSPQs were
covalently bond to aspecificantibody for breast cancer targeting its use with a luminescent
probe.

Keywords

Quantum Dots; Modified Model of Confinement of Phonons; Raman Spectroscopy; Optical
Absorption; Fluorescence; Atomic Force Microscopy; Bioconjugation; Luminescent probes.
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Capitulo |

I. 1. Breve Historico da Pesquisa Cientifica no LNMIS sobre Pontos Quéanticos

A pesquisa cientifica sobre pontos quénticos semicondutores e/ou semimagnéticos
crescidos em sistemas vitreos comegou em 2000, no Laboratorio de Novos Materiais Isolantes
e Semicondutores (LNMIS). As pesquisas iniciais foram uma alternativa ao objetivo principal
da implantacio do LNMIS em 1994, o qual era realizar caracterizacdes Opticas de
heteroestruturas semicondutoras (po¢os quanticos) crescidos por Epitaxia por Feixe Molecular
(MBE), tanto no Intituto de Fisica da USP (S&o Paulo — IFUSP) como na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

No periodo de 2000 a 2002, foram desenvolvidos os trés primeiros projetos de
pesquisas em niveis de iniciacdo cientifica sobre estudos e otimiza¢Ges de metodologias de
crescimentos de nanocristais semicondutores, com propriedades de confinamento quantico em
vidros sintetizados pelo método de fusdo, ap6s submeté-los a tratamentos térmicos pré-
determinados. (JUNIOR, 2002, 2004b; SILVA, 2002)

No periodo de 2002 a 2004 foram desenvolvidos trés projetos de pesquisas junto
ao Programa de Pds-Graduagdo em Fisica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
resultando nas primeiras dissertacbes, duas experimentais e uma tedrica sobre pontos
quanticos semicondutores (JUNIOR, 2004a, 2004b; SILVA, 2004). Além dessas dissertacoes,
o0 desenvolvimento desses primeiros projetos de pesquisas em niveis de iniciacdo cientifica e
de mestrado resultou nos primeiros artigos publicados em revistas internacionais sobre pontos
quanticos crescidos em vidros (DANTAS; SILVA; QU, 2002; DANTAS et al., 2002, 2004,
2012; MENDES JUNIOR et al., 2003; QU; SILVA; DANTAS, 2002). Dentre esses artigos o
primeiro foi publicado na Journal Chemistry Physics B (DANTAS et al., 2002) e até abril de
2014 possuia 46 citagdes.

Doravante, apds 2004, varios outros projetos de iniciagdo cientifica, mestrado,
doutorado e p6s-doutorado foram desenvolvidos no &mbito do LNMIS. Em 2005, implantou-
se outra linha de pesquisa sobre pontos quanticos em forma de nanopés sintetizados pelo
método de co-precipitacdo, resultando em quatro artigos publicados em revistas
internacionais, um deles sobre nanocristais semicondutores magnéticos diluidos (NCs DMS)
Zn;xMn,O (DANTAS et al., 2005, 2008b, 2008c; QU et al., 2004).


https://www.google.com/search?q=Journal+Chemistry+Physics&spell=1&sa=X&ei=fKtBU6_cJIaK0AHIiICABQ&ved=0CCgQBSgA

Em 2007, provavelmente, pela primeira vez, cresceu-se nanocristais
semicondutores magnéticos diluidos, sintetizados em vidros pelo método de fusdo, apos
submeté-los a energias térmicas favoraveis ao crescimento dessas nanoestruturas, resultando
em um artigo publicado na Applied Physics Letters (SILVA et al., 2007). Nos anos de 2007,
2008, e 2009 foram publicados cinco artigos sobre NCs DMS em vidros (DANTAS et al.,
2008a; SILVA; MORAIS, 2007; SILVA et al., 2007, 2008, 2009). ). Implantou-se, também
no LNMIS ,durante o ano de 2007, uma linha de pesquisa sobre pontos quanticos crescidos
em solucdes aquosas, a qual foi intensificada no LNMIS, em 2010, mediante o projeto de
doutorado desta tese, e da grande demanda da Rede NANOBIOTEC-CAPES-Brasil por
sondas fluorescentes na faixa do espectro eletromagnético visivel e biocompativeis. De 2010 a
2012 publicaram-se quatro capitulos de livros internacionais a convite de editoras (DANTAS;
NETO; SILVA, 2010; DANTAS; NETO, 2012; DANTAS et al., 2012; SILVA; NETO;
DANTAS, 2012).

Esta tese de doutorado € um dos resultados da linha de pesquisa sobre pontos
quanticos crescidos em solucdes aquosas, e acrescenta referenciais aos estudos apresentados
em quatro artigos publicados. O primeiro artigo foi baseado na proposicdo de modificar o
modelo de confinamento de fénons, considerando a casca (CdS) como esférica, e 0s
resultados obtidos foram publicados na revista Journal of Physical Chemistry C (SILVA et
al., 2013). O segundo artigo abordava as aplicacdes nanobiotecnoldgicas, e foi publicado
Sensors and Actuators B: Chemical (SILVA et al., 2014b). O terceiro artigo reunia sinteses de
pontos quanticos ultra pequenos (USPQs) de CdSe/CdS,Se;«/CdS e aplicacdo do modelo
modificado de confinamento de fénons para determinar diferentes espessuras de casca de
CdS, além do tamanho do nucleo de CdSe, e foi publicado na revsita ACS Nano (SILVA et
al., 2014a). Inicialmente, o enfoque principal desta tese era em sinteses, funcionalizagdes,
acoplamentos, caracterizacdes fisicas e aplicagdes nanobiotecnoldgicas de pontos quanticos
de CdSe sintetizados via solugdesaquosas. Porem, durante o desenvolvimento das pesquisas,
resultados surpreendentes foram observados, como, por exemplo, a formacdo de pontos
guéanticos de CdSe/CdS (ndcleo/casca) de tamanhos extremamente pequenos.

Assim, esta tese complementa as pesquisas anteriores, publicadas nos quatro
artigos mencionados anteriormente, assim como 0s outros resultados de pontos quanticos de
CdSe/CdSxSe;x € CdSe/CdS,Se;»/CdS como sondas luminescentes nas areas bioldgicas e
biomédicas. Diante dos resultados cientificos considerados promissores para a pesquisa basica
e aplicada, o LNMIS ird intensificar e ampliar colaboracBes nacionais e internacionais,

visando as aplicacGes tecnoldgicas e nanobiotecnologicas.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09254005

I. 2. Pontos Quanticos Semicondutores

Pontos quanticos (PQs) semicondutores sdo nanocristais (NCs) que apresentam
confinamento quéntico em trés dimensfes. Essas dimensdes devem ser maiores que 0
parametro de rede e menores ou iguais ao raio de Bohr do éxciton do correspondente material
bulk. O raio de Bohr do éxciton (rgexc) € a distdncia do par elétron-buraco, a qual é
inversamente proporcional a massa efetiva dos portadores (elétrons e buracos). A massa
efetiva leva em conta a massa do portador (elétron ou buraco) mais as interacGes entre ele e 0s
ions da rede cristalina do material (KITTEL, 1968). Cada material apresenta uma massa
efetiva dos seus portadores e conseqientemente um dado raio de Bohra, assim, a depender do
material tém-se diferentes faixas de tamanhos de nanocristais que apresentam propriedades de
confinamento quantico, como mostra a Figura I. 1. Observa-se que o antimoneto de indio
(InSb) apresenta a maior variacdo no tamanho dos pontos quanticos em comparacdo aos
outros semicondutores. Isto ocorre, uma vez que ele tem o maior raio de Bohr (ag = 65 nm)
(LAI, 2011). Os semicondutores CdS e CdSe (ag = 3,1 nm e ag = 6,1 nm (GRAHN, 1999))
absorvem e emitem na faixa do espectro eletromagnético visivel, sendo ferramentas de grande
de grande interesse na area de marcacdo bioldgica. Portanto, é possivel sintonizar os espectros
de absorcdo e emissdo em uma faixa predeterminada do espectro eletromagnético em funcéo
do tamanho dos pontos quanticos (ADAMS; SWEENEY; JAEGER, 2010; BRUS, 1984)
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Figura I. 1 Regido de controle do gap de energia de varios semicondutores em funcdo do tamanho do
ponto quantico. Em e o gap do bulk, em A o gap de pontos quanticos com raio de 10 nm e em V¥ gap
de pontos quanticos com raio de 3 nm. As retas tracejadas horizontais compreendem a regido de
comunicacdo Optica. (HARRISON et al., 2000). Os materiais destacados pelos retdngulos na cor
vermelha séo os que serdo abordados nessa pesquisa e 0s na cor azul sdo comentados em outras
dissertagdes/ teses do grupo.



A Figura I. 2 mostra uma representacdo esquematica de nanocristais esféricos que
apresentam propriedades de confinamento quantico (pontos quanticos) e de bulk, bem como,
a variacdo da energia do éxciton com o tamanho do nanocristal. A partir de um determinado
raio, maior do que o de Bohr do éxciton (reexc), 0 nanocristal ndo apresenta propriedade de
confinamento quantico e sim de bulk. Em nanocristais com propriedades de bulk, os niveis de
energia sdo proximos uns dos outros formando bandas. J&, em pontos quénticos os niveis de
energia sdo quantizados, o que asemelha-se a um atomo artificial. Assim, nos PQs a energia
do gap é alterada com o tamanho, permitindo sintonizar as suas propriedades opticas. Quanto

menor o tamanho do PQ maior serd a energia de ligacdo de éxciton.

Nanocristais com Propriedades de Bulk
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Figura I. 2 Variagdo da energia do éxciton em fungdo do tamanho para nanocristais com propriedades
de confinamento quantico e de bulk.

I. 3. Vantagens dos Pontos Quénticos em Relacdo aos Corantes Organicos em Aplicacoes

Bioldgicas e Biomédicas.

Pontos gquanticos semicondutores de calcogenetos de cadmio (CdSe, CdS e CdTe)
absorvem e emitem no espectro eletromagnético visivel e por isso sdo utilizados em diversas
aplicacdes de marcacao bioldgica e biomédicas, tais como, sondas fluorescentes, biosensores,
e outros (JENNINGS et al., 2011; ZHANG; YEE; WANG, 2008; ZHANG; GUO; CUI,
2009). Na éarea de marcacdo bioldgica, a grande aplicabilidade dos PQs ocorre por
apresentarem diversas vantagens em relacdo aos fluoréforos organicos tradicionais, tais como,
longo tempo de vida de fluorescéncia, ~100 vezes maior, 0 que permite distingui-lo do sinal

de fundo, visto que a autofluorescéncia tem tempo de vida de fluorescéncia bem mais curto



(ALIVISATOS, 2004; RESCH-GENGER et al., 2008); espectros de absorcdo e emissao
sintonizaveis; alta resisténcia a foto e quimo-degradacao; e alta intensidade de fluorescéncia
(DEERINCK, 2008; RESCH-GENGER et al., 2008). Entretanto, essa comparacdo da
intensidade de fluorescéncia dos PQs foi realizada em solventes ndo aquosos, com PQs nao
conjugados e em meios ndo bioldgicos, uma vez que a intensidade da fluorescéncia pode ser
menor quando os PQs sdo conjugados e utilizados em experiéncias de marcagdo bioldgica
(WU et al., 2002). Wu et al. (2002) realizaram estudos da intensidade de fluorescéncia de PQs
de CdSe, quando bioconjugados e utilizados em aplica¢fes de marcacéo, e verificaram que a
sensibilidade de deteccdo era determinada pela intensidade de emissédo dos PQs em contato
com o0 meio bioldgico e ndo isolados. A fim de realizar a comparacdo da intensidade de
fluorescéncia foi realizado, simultaneamente, 0 monitoramento das mudancas na intensidade
de fluorescéncia de PQs bioconjugados com estreptavidina e do corante organico Alexa Fluor
488 durante 3 minutos (WU et al., 2002). A intensidade dos PQs bioconjugados com
estreptavidina (PQ 535, PQ 560, e PQ 630) embora diferentes, foram duas a quatro vezes
maiores do que a do Alexa 488. O corante organico Alexa 488 foi utilizado no experimento
por ser mais fotoestavel em comparacdo aos demais corantes (PANCHUK-VOLOSHINA et
al., 1999). Ainda de acordo com os estudos de Wu et al. (2002) verificou-se, também, a
fotoestabilidade do PQ 630 bioconjugado com estreptavidina em comparacdo ao Alexa 488,
mostrado na Figura I. 3, confirmando que a intensidade do PQ 630- estreptavidina foi mais
estavel contra a fotodegradacdo do que Alexa 488, que ndo foi mais observada ap6s 120

minutos.

~ ..-

Figura I. 3 Comparagdo da fotoestabilidade entre PQ 630-estreptavidina e Alexa 488
(fluordforo). A marcacdo em verde representa Alexa 488 e a em vermelho o PQs 630- estreptavidina.
A iluminagdo foi mantida continua por 3 min a partir de uma Iampada de mercdrio (100 W). Utilizou-
se um filtro de excitacdo de 485 + 20 nm para ambos, de emisséo 535 £10 nm e 635 + 10 nm, para
monitorar os sinais do Alexa 488 e PQ 630, respectivamente (WU et al., 2002).




I. 4. Cinética de Nucleag&o e Crescimento de Cristais em Solucéo

As duas Ultimas décadas apresentaram um progresso impressionante do estudo e
desenvolvimento de nanomateriais, particularmente a respeito da sintese quimica de
nanocristais inorganicos através do processo coloidal, uma vez que esses nanocristais sdo
freqlientemente utilizados em aplicacGes biotecnoldgicas (YIN; ALIVISATOS, 2005). A
teoria da formac&o de cristais em solugdo ndo é um assunto muito simples e envolve anélises
de diversos parametros utilizados no processo de sintese. Esta se¢do prop6s uma visao geral
de processos de nucleacdo e crescimento de cristais, com base nos principais aspectos da
teoria classicada formacdo de cristais em solugdo, na relevancia e na aplicabilidade para
nanocristais.

As reacOes quimicas usadas para representar a precipitacdo em solucdo
apresentam varias formas. Por ilustracdo, consideramos o0 caso de uma reacdo de adicdo
simples para a formag&o de um sélido A,By (CUSHING; KOLESNICHENKO; O’CONNOR,
2004).

XA

(o) T YBgy &——=A,B (1.4.1)

x —y(sol.)"

A relacédo de equilibrio entre o produto e 0s reagentes é expressa pela constante de
produto de solubilidade Ksp:

Ky =(@2)"(@s)", (1.4.2)

onde aa e ag sdo as atividades do cation A e do anion B em solucéo aquosa. Os valores de Kgp,
tendem sere muito baixos para varios hidroxidos, carbonatos, oxalatos e calcogenetos em
solugéo aquosa.

O pré-requisito para a precipitagdo de todo o solido a partir de uma solucgdo
homogénea é a ocorréncia de supersaturagdo (CUSHING; KOLESNICHENKO;
O’CONNOR, 2004). Supersaturacéo (S) é definida como:

s=2% - ~ (1.4.3)

onde C e Cgq sdo as concentragdes de soluto na saturagéo e no equilibrio, respectivamente. O
soluto sera denominado como mondmero que € gerado pelos precursores da reagéo,

correspondendo a menor unidade crescida do cristal.



LaMer e Dinegar (1950) propuseram uma descri¢do da cinética de nucleacdo e
crescimento de cristais em solugdo com base na formacdo de sois (particulas solidas muito
pequenas presentes na solucdo) de enxofre a partir da decomposicéo de tiosulfato de s6dio em
acido cloridrico(LAMER; DINEGAR, 1950). O diagrama de LaMer é dividido em trés fases:
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Figura I. 4 Modelo de LaMer que descreve a nucleacdo e crescimento de nanocristais como funcéo do
tempo de reacdo e concentracdo de atomos precursores (SUN, 2013).

Na fase | a concentracdo de mondmeros foi constantemente aumentada, mas nao
houve formacdo de NCs. Quando uma concentracéo critica Cei;. € atingida, na fase Il, ocorre
uma explosdo de ndcleos, diminuindo a supersaturacdo. A supersaturacdo tem um limite
natural, em que a concentracdo de mondmeros atingiu 0 seu valor maximo e a posterior

adicdo de mondémeros sé conduz a um aumento na taxa de nucleacdo. Quando a concentracéo
de mondmeros, constantemente consumida pela nucleago, cai abaixo de C.. ndo forma

mais nucleos e os NCs comegam a se formar na fase I1l. A taxa de crescimento chega a zero
quando se esgotam 0s precursores e a concentracdo de mondmeros se aproxima do produto de
solubilidade (Ceq.= Cs), correspondendo a S = 1. O crescimento moderado dos NCs durante a

supersaturacdo é controlado principalmente pela reacdo de precursores, uma vez que uma



concentragdo alta de mondmeros limita a taxa de crescimento pela difusdo de mondmeros
para a superficie do NCs. No entanto, a concentracdo de monémeros ndo pode exceder Sy, a
fim de evitar uma segunda nucleacdo, porque a separacdo rapida e eficaz dos processos de
nucleacdo e crescimento € uma etapa chave na sintese de NCs dispersos. Portanto, as
condices iniciais, tais como temperatura e concentracao influenciam fortemente no equilibrio
entre a nucleacdo e o crescimento, sendo parametros importantes para controlar a distribuicdo
e o tamanho dos nanocristais.

A verdadeira dindmica de nucleacdo e crescimento envolve taxas complicadas
entre embrides (monémeros agregados) de varios tamanhos, bem como possiveis processos de
reestruturacdo interna, os quais sdo poucos estudados experimentalmente e teoricamente
(ROBB; PRIVMAN, 2008). A energia de formacdo de um nanocristal esférico de raio r pode
ser descrita pela seguinte formula da energia livre de Gibbs (AG )(DONEGA; LILJEROTH;
VANMAEKELBERGH, 2005; PARK et al., 2007):

_ 4rr®

AG AG, +4rr’AG,, (1.4.4)

onde AG, (< 0) é a diminuicéo da energia livre de Gibbs por unidade de volume devido a
formagéo do nanocristal, e AG, (> 0) € a energia livre de Gibbs por unidade de area de

superficie. A equacdo (1.4.4) representa 0 modelo de nucleacdo classica, que pode ser

representada de acordo com a Figura I. 5.
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Figura 1. 5 Modelo classico de nucleacdo mostrando o diagrama de energia livre de Gibbs para a
nucleacdo (SUN, 2013).



A energia de formacdo dos NCs (AG ) é mostrada na Figura I. 5. Para NCs muito
pequenos a energia de formacao é positiva e aumenta com o tamanho até atingir um méaximo.
Para NCs maiores que o raio critico (R"), a energia livre de Gibbs diminui com o tamanho. Os
NCs com energia livre de Gibbs maxima correspondem a um “estado de transicdo” em
linguagem quimica. Assim, o raio critico do ndcleo possui uma variacao igual para decompor

reagentes ou para o crescimento de nanocristais. O raio critico é obtido a partir do calculo do

ponto de maximo, ou seja, dAG/dr =0:

. _ 246,
© T AG

v

: (1.4.5)

onde AG, esta correlacionado com a supersaturagdo S de acordo com a equagéo (1.4.6), € Vi

representa 0 volume molar do nanocristal, R é a constante universal dos gases e T é a

temperatura absoluta.

(RTInS)
T

m

AG, = (1.4.6)

Ao substituir equacéo (1.4.6) na equacéo (1.4.5) obtém-se o raio critico em funcéo

da supersaturacéo S:

2V, AG,

r=—=o_—s 1.4.7
° RTInS (147

Assim, a cristalizacdo em solugfes homogéneas s6 ocorre com a supersaturacao,
(equacdo (1.4.7)) quando S > 1. Com o aumento da supersaturagdo diminui a formacdo de
nacleos de tamanho critico e conseqlientemente ocorrera a diminuicdo da concentra¢do dos
mondmeros, 0S quais sdo constantemente consumidos pela nucleagdo e crescimento de
nanocristais. Como consequéncia, nanocristais com raio menor que 0 raio critico séo
dissolvidos, enquanto que nanocristais com r > r. crescem devido a incorporacdo de mais
monémeros (maturacdo de Ostwald). No processo de sintese via solucdo utilizam-se
estabilizantes para limitar o crescimento dos nanocristais. Assim, 0 processo de crescimento e

nucleacdo de nanocristais € exemplificado com base na Figura I. 6.
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Figura I. 6 Diagrama esquematico do processo de nucleacdo e crescimento contendo cinco etapas e a
dependéncia da energia livre de Gibbs (G) com o tamanho do nanocristal. r” é o raio critico e os
processos reversivel e irreversivel ocorrem quando r < " e r > r’, respectivamente (LEITEL;
RIBEIRO, 2012).

O mecanismo de crescimento que favorece ao aumento do embrido ndo é estabelecido
nas etapas | e Il, 0s processos sao reversiveis. Quando um conjunto de mondmeros atinge um
tamanho critico (etapa 1) o processo torna-se irreversivel e o tamanho dos nanocristais é
controlado com o auxilio de estabilizantes (etapa 1V). Os estabilizantes se ligam na superficie
dos NCs, o que dificulta o crescimento e permiti a sua dispersdo na solu¢cdo. Em uma primeira
aproximacdo, a forma do nanocristal é controlada por processos energéticos. De fato, o
nanocristal cresce em um arranjo geométrico que minimiza a energia de superficie. O
estabilizante adsorve de forma preferencial na superficie dos nanocristais, 0 que resulta em
um nanocristal anisotropico (ALIVISATOS, 2004). Entdo, a forma e o tamanho dos
nanocristais sdo controlados através de combinac¢des adequadas de estabilizantes e solventes.
A Ultima etapa (etapa V) consiste na interacdo dos nanocristais formados na etapa IV, e
produzindo nanoestruturas maiores. O processo acima descrito é ideal, pois um dos principais
obstaculos para alcancar um bom controle da sintese coloidal de nanocristais constitui em
separar o evento de nucleacdo do de crescimento (LEITEL; RIBEIRO, 2012).

Diversos modelos vém sendo utilizados para descrever a cinética de crescimento e
nucleacdo de nanocristais em solugdo. O modelo de Lifshitz-Slyozov-Wagner descreve muito
bem a evolugédo da distribuicdo e do tamanho de nanocristais de CdSe maiores que 20 nm,
mas falha para raios menores que 10 nm (LIFSHITZ; SLYOZQOV, 1961). Portanto, modelos
mais sofisticados que descrevem a cinética de nucleacédo e crescimento de NCs com diametros

menores que 10 nm foram desenvolvidos, considerando efeitos diversos, tais como, 0s de



11

dependéncia dos estabilizantes, energia de ativacdo dependente do tamanho e a energia de
ativagcdo da conversdo do precursor para mondmero. (PUZDER et al., 2004; SIY; BARTL,
2010; TALAPIN et al., 2001b; VAN EMBDEN et al., 2009; XIE; LI; PENG, 2009). Além
disso, sabe-se que NCs com tamanhos menores que o raio critico podem ser bem estabilizados
na solucdo e ndo necessariamente se dissolvem. Essa observagdo contradiz a teoria cléssica de
cristalizacdo. (PENG; WICKHAM; ALIVISATOS, 1998; QU; PENG, 2002; XIE; LI; PENG,
2009)

Donega, Liljeroth; Vanmaekelbergh (2005) afirmam que a teoria classica de
nucleacdo € um modelo duvidoso a ser aplicado na formacdo de nanocristais via solucdo
(DONEGA,; LILJEROTH; VANMAEKELBERGH, 2005). Existe razdes para isso, primeiro,

o tamanho dos embrides de (CdSe) ntoro € bem pequeno, e assim AG, ndo pode ser

considerado como constante, mas pode variar consideravelmente com o tamanho e a estrutura
do nanocristal. Os NCs de tamanhos magicos (veja a secdo |. 9) sdo extremamente estaveis

mesmo ultra pequenos. Segundo, a tensdo superficial AG, depende do arranjo dos atomos na

superficie e da ligacdo com os estabilizantes, isto &, a priori, ndo € independente do tamanho

do nanocristal. A interagdo entre as moléculas do estabilizante deve ser adicionada na AG;

(DONEGA; LILJEROTH; VANMAEKELBERGH, 2005). Portanto, o processo de nucleacio
e crescimento dos NCs de tamanhos magicos é tema relevante para pesquisas. (BOWERS;
MCBRIDE; ROSENTHAL, 2005; DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; KUDERA et
al., 2007; NGUYEN; DAY; PACHTER, 2010; OUYANG, 2008; RIEHLE et al., 2009; YU;
LIU, 2009)

I. 5. Metodologias de Sinteses de Pontos Quanticos em Solucao

Diversos métodos de sintese de PQs (HAN; SHENG; LIANG, 2006; LIU; WANG,; LI,
2009; QU; PENG; PENG, 2001; YANG et al., 2009) sao utilizados para controlar tanto o
intervalo de luminescéncia como a biocompatibilidade, o que os tornam ferramentas
interessantes em diversas aplica¢fes bioldgicas, tais como em imagem celular (JIN Z, 2012),
no diagnostico de cancer de prostata (SANNA V, 2012), a deteccdo inicial de cancer cervical
(NIDA et al., 2005), o estudo de migracao de células tumorais in vivo (SUKHANOVA et al.,
2012), e outras aplicaces (CHU et al., 2012; SHAO et al., 2012; YUKAWA et al., 2012). O
foco principal desta pesquisa é em pontos quénticos sintetizados via rotas quimicas de
solucdo, que se tornaram mais populares devido a utilizagdo de PQs na area bioldgica e

biomédicas. Além disso, existem varios meétodos de sintese utilizados para formar
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nanocristais. O método de sintese coloidal € um processo em que as particulas sdo formadas a
partir de compostos precursores dissolvidos em solugdes, contendo basicamente trés
componentes no sistema: precursores, surfactantes organicos (estabilizantes) e solventes. Os
surfactantes organicos sdo utilizados a fim de manter as particulas dispersas, evitando
aglomeracdo. Para a formacdo de PQs s&o utilizadas diversas metodologias como a
organometalica e a solugdo aquosa, sendo a primeira a mais utilizada.

Na metodologia organometéalica os PQs sdo formados em uma mistura quente de tri-n-
octilfosfina (TOP) e 6xido tri-n-octilfosfina (TOPO) (MURRAY; KAGAN; BAWENDI,
2000). Essa mistura funciona tanto como solvente quanto como ligante de estabilizag&o.
Inicialmente, certa quantidade de TOPO é mantida sob atmosfera de nitrogénio ou argénio e
aquecida a 200°C ~ 300°C. A alta temperatura é utilizada para decompor os reagentes
formando uma supersaturacdo de solutos na solugdo, que ser usados na nucleacdo dos PQs.
Em seguida, solucdes de estoque de dimetil-cadmio (Me,Cd) e seleneto de tri-n-octilfosfina
(TOPSe) sdo adicionados no baldo de trés bocas e misturados sob agitacdo. Durante os
primeiros segundos apds a injecdo, as particulas de nucleacdo homogénea esgotam o0s
reagentes e ocorre o crescimento dos PQs (maturacdo de Ostwald) e saturacdo da solucdo.
Esse procedimento foi o primeiro a resultar em PQs com elevada eficiéncia quantica, entre 10
e 20%, e com estreita distribuicdo de tamanhos (ANGELL, 2011). Outros procedimentos
baseado na metodologia organometalica foram utilizados, os solventes e precursores foram
alterados com o objetivo de aumentar a eficiéncia quantica, obter a dispersdo, bem como um
maior controle no processo. No entanto, essa metodologia é prejudicial tanto para o0 ambiente,
quanto para a salde humana, pois as matérias-primas, especialmente 0s precursores
organometalicos sdo extremamente toxicos, caros, instaveis, explosivos, e/ou piroféricos
(entram em igni¢do quando em contato com a umidade do ar). Além disso, para que 0s PQs
sintetizados pela metodologiaorganometalica sejam utilizados em aplicagcdes biologicas e
biomédicas é necessario a modificacdo da superficie para torna-los dispersos em meios
biocompativeis.

Existem, em geral, dois métodos para tornar os PQs dispersos em agua. O primeiro é
trocar a monocamada hidrofébica de ligantes na superficie de PQs por ligantes hidrofilicos.
Porém, essa estratégia pode provocar agregacdo das particulas e diminuicdo da eficiéncia
qguantica (CHAN; NIE, 1998) Aléem disso, a possivel dessor¢do (oposto a adsorcdo) de
ligantes instaveis na superficie dos PQs pode aumentar a toxicidade devido & exposicdo de
elementos toxicos (PQs de calcogenetos de caddmio séo os ions de cadmio, veja a se¢éo I. 8.).

O segundo método é manter os ligantes hidrofébicos, na superficie dos PQs, dispersos em
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agua através de adsorcdo de polimeros anfifilicos com segmentos hidrofébicos. Existem
varios polimeros que s&o utilizados, como o acido poliacrilico modificado-octilamina (WU et
al., 2002) e PEG (DUBERTRET et al., 2002). Dessa forma, este processo envolve varias
etapas para alterar o solvente organico para o aquoso (LI, 2008). A complexidade da sintese
organica faz com que o prego dos PQs comerciais seja extremamente alto.

Na sintese de PQs, diretamente em solugdo aquosa, ndo é necessario a modificacéo de
superficie, pois 0s PQs ja estdo dispersos em um meio biocompativel (dgua ultra-pura). Os
PQs sdo formados via reacdo entre os fons de cadmio (Cd*®) e NaHX (X = Se e Te)
juntamente com o estabilizante. Essa metodologia é muito interessante, uma vez que 0s PQs
obtidos sdo monodispersos em &gua ultra-pura, 0 que evita processos de modificacdo de
superficie. Nos PQs extremamente pequenos (USPQs), devido a alta razdo superficie volume
a maioria dos atomos estdo localizados na superficie e modificacGes interferem tanto nas
propriedades dpticas, como na estabilidade dos USPQs.

Na metodologia de sintese, dos PQs via solucdo, parametros como, por exemplo,
temperatura de sintese, tempo de reacdo, concentracdo de precursores, pH, tipo de gas inerte,
ordem das solucbes precursoras e tipo de estabilizante sdo fatores que influenciam no
tamanho, estabilidade e forma dos nanocristais. Durante o crescimento dos nanocristais 0S
surfactantes (ou estabilizantes) na solucdo podem ser adsorvidos na superficie dos
nanocristais, proporcionando cascas organicas (também chamada como camada de
revestimento). Essa camada de revestimento pode estabilizar os nanocristais na solucao e
controlar o seu crescimento. Assim, os surfactantes que se ligam na superficie do ndcleo
podem retardar a taxa de crescimento, resultando em nanocristais de tamanhos, relativamente,
menores (WANG, 2009). Nessa pesquisa, as sec¢Oes I11.1 e 111.3 descrevem duas metodologias
de sintese de PQs de CdSe/CdS via solugdo aquosa, a primeira controlou a espessura da casca
de CdS em fungéo da temperatura de reacdo e a segunda em funcdo da concentragdo do
estabilizante 1-tioglycerol, que apresentou resultados surpreendentes e ndo existentes na

literatura.
I. 6. Processos de Funcionalizacdo

Para que PQs possam ser acoplados a moléculas bioldgicas sdo realizados
processos de funcionalizagcdo. O processo de funcionalizagdo de PQs consiste em revestir a
sua superficie por moléculas organicas que apresentam grupamentos quimicos especificos,
tais como 4cido carboxilico, tiol, amina, maleimida, aldeido, epoOxi, dentre outros
(MAZUMDER et al., 2009; SPERLING; PARAK, 2010). A superficie de PQs contém
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grupamentos quimicos especificos utilizados ndo sé para permitir a sua dispersdo em fluidos
bioldgicos, como também, para facilitar a sua conjugagdo com moléculas bioldgicas, visando
a sua utilizacdo como sondas luminescentes, de acordo com a Figura I. 7. Em geral, 0s pontos
quanticos séo funcionalizados com grupamentos quimicos do tipo carboxila (-COOH), tiol (-
SH) e amina (-NHs3) que estdo prontos para se conjugar a biomoléculas sem muitas
modificac¢fes adicionais. Dada a grande diversidade de ligantes disponiveis, utilizou-se nessa
pesquisa o 1-tioglycerol (que contém dois grupamentos hidroxila e um tiol), uma vez que é
pouco investigado na literatura e apresenta grupamento hidroxila raramente utilizado em

bioaplicagdes.
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Figura |. 7 Esquema representativo de diferentes tipos de estabilizantes na superficie dos PQs com
diferentes tipos de grupamentos externo (SPERLING; PARAK, 2010).

I. 7. Processos de Purificagédo

O processo de purificacdo da solucdo de PQs é extremamente necessario quando se
utiliza PQs em aplicacgdes bioldgicas e biomédicas, uma vez que excesso de ions ou moléculas
organicas na solugdo influencia nos resultados de citotoxicidade ou imunogenicidade. O
processo de purificacdo da solucdo coloidal consiste em retirar excesso de ions, sais e
moléculas orgénicas presentes na solucdo dos PQs apds a sintese. Além disso, esse
procedimento é utilizado também para diminuir a dispersdo de tamanho dos PQs formados. A

depender do tipo de solvente utilizado no processo de sintese utiliza-se um solvente
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especifico, como, por exemplo, alcool metilico (sinteses TOP), etilico (sinteses em agua ultra-
pura ou em TOP), isopropilico (sinteses em agua ultra-pura) e acetona (sintese em agua ultra-
pura). Goteja-se na solugdo dos PQs o solvente especifico até que a solucéo turve. A solucao
turavada é centrifugada e o sobrenadante € descartado. Esse processo pode ser realizado
varias vezes, dependendo da qualidade da passivacdo (revestimento) dos PQs. Apds este
processo, 0 precipitado é separado em duas partes, uma para as caracterizagbes que utilizam
po, e a outra é dispersa em agua ultra-pura (ou em outro tipo de solvente) em uma
concentracdo especifica. Entretanto, caso o processo de purificacdo seja realizado em excesso
0s PQs podem ndo dispersar novamente. Assim, nessa pesquisa diversos parametros foram
variados (velocidade de rotacdo, tempo de rotacdo, tipo de solvente especifico, vezes de

purificacdo) para se descobrir os que melhor se aplicariam a metodologia proposta.
I. 8. Processos de Bioconjugacao

Para permitir o uso dos PQs como sondas especificas em aplica¢Bes bioldgicas e
biomédicas diversas metodologias de funcionalizagdo vém sendo utilizadas. A depender do
tipo de grupamento externo a superficie dos PQs € possivel permitir a fixacdo de uma
diversidade de biomoléculas, incluindo &cidos nucléicos, proteinas (avidina / estreptavidina,
albumina e anticorpos), polissacarideos, e peptideos. Assim, apds a funcionalizacdo sao
realizados processos de bioconjugacdo que visam por ligagdes quimicas ou interacGes acoplar
0s pontos quanticos a moléculas bioldgicas.

Diversos métodos de bioconjugacdo vém sendo utilizados, contudo deve-se ter
conhecimento sobre as caracteristicas da molécula bioldgica que pretende acoplar, vejam
alguns destes tipos na Figura I. 8. As biomoléculas sdo geralmente conjugadas na superficie
dos PQs através das seguintes metodologias de bioconjugacao: 1) ligacdo covalente cruzada:
liga os grupos carboxilicos na superficie dos PQs aos grupamentos amina presente na
biomolécula ao utilizar 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) (WU et al.,
2002) ou N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) (HAN et al., 2008); 2) adsor¢do ou auto-
montagem ndo covalente, utilizando engenharia de proteinas (polihistidina (His) (HAINFELD
et al., 1999; MATTOUSSI et al., 2000; SLOCIK; MOORE; WRIGHT, 2002). Além disso,
devido a alta razdo superficie volume é possivel acoplar varias biomoléculas de diferentes
tipos em um unico PQ, onde cada uma delas apresenta uma funcgéo especifica que garante a
multi-funcionalidade do PQ (MICHALET et al., 2005).

No nosso recente trabalho acoplamos com sucesso 0s nossos MSPQs de
CdSe/CdS4Se; «/CdS-COOH a um anticorpo especifico de cancer de mama visando a sua



16

utilizacdo como sonda bioldgica. Além disso, verificamos que 0s nossos MSPQs de
CdSe/CdS apresentaram baixa citotoxicidade e nenhuma resposta imunoldgica, o0 que

possibilita 0 seu uso em aplicacdes in vivo. Este assunto serd comentado em detalhes no

Capitulo I11. 4.
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Figura I. 8 Processos de acoplamento de PQs com diferentes tipos de proteinas (XING et al.,
2007)
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I. 9. Toxicidade dos Pontos Quanticos

No estudo de processos biologicos, os PQs devem ser dispersos em meio celular,
terem baixa toxicidade, com alta estabilidade e ter alta eficiéncia quantica. No entanto, cada
tipo de PQ tem suas propriedades fisico-quimicas que determina a sua citotoxicidade.
Tamanho, concentragdo, ligantes de revestimento e estabilidade (oxidacdo, interacdo e
mecanica) tem sido fatores que mostram ser determinantes na toxicidade de PQs.
(HARDMAN, 2006). Além disso, os PQs podem interagir com as componentes intracelulares
levando a uma perda das funcionalidades intracelulares essenciais (TEKLE et al., 2008).
Tendo em mente estas diversas aplicagdes bioldgicas, varios pesquisadores observaram que a
citotoxicidade de PQs de calcogenetos cadmio estd associada com a oxidacéo intracelular.
Este processo de oxidacdo é devido & presenca de fons de cadmio (Cd*?) adsorvidos na
superficie de pontos quanticos que interagem com moléculas de oxigénio nas células. Para
superar esses problemas, materiais inertes, tais como a silica pode ser usada para revestir 0s
PQs e prevenir a oxidacdo (SHIOHARA et al., 2004).

A sintese de PQs com baixa toxicidade é de extrema importancia para diversas
aplicacdes biologicas e biomédicas. A toxicidade dos PQs é associada com a inibicdo da
atividade metabdlica celular que conduz a apoptose, interferindo com as suas aplicagdes in
vivo como sondas luminescentes (CHEN et al., 2012). Assim, as alteracdes quimicas de
superficie dos PQs sdo de fundamental importancia e deve ser realizadas a fim de eliminar a
citotoxicidade e atingir a estabilidade fisico-quimica (GUO et al., 2007). Além disso,
modificagdes nos PQs como composi¢cdo do ndcleo e/ou casca, tamanho, moléculas de
revestimento, métodos de sinteses, podem diminuir os efeitos nocivos devido a adsor¢do de
Cd*.

A citotoxicidade ndo esta apenas associada a presenca de ions de cadmio, podendo
ser relacionada também a moléculas de revestimento e ao tamanho dos PQs. A modificacdo
da superficie dos PQs é uma prética largamente usada para solubilizacdo em &gua e evitar a
liberacdo de ions tdxicos, tornando-os citocompativeis. O tipo de grupamento quimico que
estas nanoparticulas apresentam externamente na superficie pode aumentar ou diminuir os
efeitos toxicos. Por exemplo, recentes estudos verificaram que o grupamento carboxilico
apresenta taxas de citotoxicidade relativamente altas em comparacdo a outros tipos de
grupamentos (HOSHINO et al., 2004; RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE; MONTEIRO-
RIVIERE, 2007). O tamanho dos PQs também influenciar na citotoxicidade, quanto menor o

PQ maior a citotoxicidade. Isto pode ocorrer pelo fato de particulas menores podem entrar nas
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celulas mais rapidamente interferindo, assim, a um grau mais elevado na maquinaria celular
(PRASAD et al., 2012; RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE; MONTEIRO-RIVIERE, 2007),
ou ainda, pelas diferencas entre as areas de superficie, particulas menores, com mesma
composicado quimica, apresentam maiores areas de superficie podendo aumentar a quantidade
de substancias toxicas reativas, incluindo fons Cd** ou outros estabilizantes, o que aumenta a
toxicidade. Entretanto, nesta tese sintetizamos PQs extremamente pequenos que apresentaram
baixa citotoxicidade e nenhuma resposta imunoldgica. Este assunto serd comentado

detalhadamente no Capitulo I11.

I. 10. Pontos Quanticos Ultra pequenos e de Tamanhos Méagicos

Os PQs ultra pequenos (USPQs) sdo nanocristais com tamanhos extremamente
pequenos, apresentando fortes efeitos de confinamento quéantico, em que a maioria dos seus
atomos estdo localizados na superficie (WISE, 2000; ZOU et al., 2007). A grande quantidade
de &omos na superficie e a presencga de varias ligacdes pendentes originam mudancas nas
propriedades dos nanocristais, podendo ser observado nos espectros de fluorescéncia
(MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000). Os pontos quanticos de tamanhos magicos
(MSPQs) séo nanocristais com tamanhos extremamente pequenos (< 2 nm) e que apresentam
propriedades fisicas completamente diferentes dos PQs tradicionais (CHEN et al., 2005).
Embora os MSPQs apresentem propriedades semelhantes aos USPQs incluindo a composi¢ao
e tamanho, algumas propriedades fundamentais colocam esses PQs em classes diferentes.

As  propriedades  caracteristicas dos MSPQs sdo as:  estruturas
termodinamicamente estaveis, o amplo intervalo de luminescéncia, a alta estabilidade do
tamanho com o tempo, os espectros de absorcdo relativamente estreitos e/ou crescimento
heterogénico (descontinuo) (CHEN et al., 2005; DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010;
NGUYEN; DAY; PACHTER, 2010; RIEHLE et al., 2009; XIA; ZHU, 2008b). As estruturas
termodinamicamente estaveis sdo formadas a partir do arranjo de um determinado nimero de
atomos, que lhe confere uma alta estabilidade. Nguyen, Day e Pachter (2010) realizaram
predi¢cOes teodricas de diversos tipos de estruturas de MSPQs de CdSe que estdo de acordo
com os resultados experimentais na literatura(NGUYEN; DAY; PACHTER, 2010). O termo
tamanho magico esta relacionado a um nimero (magico) de atomos na estrutura que faz com
que os PQs sejam extremamente estaveis (NGUYEN; DAY; PACHTER, 2010). O espectro
de luminescéncia largo ocorre devido aos MSPQs terem defeitos atdbmicos internos (auséncia
ou presenca extra de dtomos) (DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; NGUYEN; DAY;
PACHTER, 2010; RIEHLE et al., 2009).
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As Figura 1. 9 e Figura I. 10 mostram, respectivamente, os espectros de absorgéo e
luminescéncia de PQs e MSPQs de CdSe. Observa-se na Figura I. 9 que as bandas de
absorcéo representadas pelas setas deslocam-se para maiores comprimentos de onda com o
aumento no tempo, exemplificando os PQs de CdSe. As bandas estreitas e que praticamente
ndo se deslocam com o tempo sdo caracteristicas de MSPQs (ZOU et al., 2007). Nos
espectros de luminescéncia (Figura I. 10) observa-se que as bandas largas sdo relacionadas

aos MSPQs e as estreitas aos PQs.

(©)

[CA]=0.3 molkg

®) [OA]=0.1 mol/kg

ABsordance (a. u.)

Absorbance (a. u.)

20 w0 50 300 400 500

Wavelenath (nm) Wavelength (nm)
Figura I. 9 Evolugéo temporal dos espectros absor¢do no UV-Vis das amostras contendo PQs de CdSe
com tamanhos magicos e ultra pequenos. As setas indicam as bandas de absorcdo de PQs de CdSe
ultra pequenos (ZOU et al., 2007).

Emission (a. u.)

400 500
Wavelength (nm)

Figura I. 10 Evolucéo temporal da emisséo de PQs de CdSe de tamanhos méagicos e ultra pequenos. As
setas indicam as bandas de emissdo de PQs de CdSe ultra pequenos (ZOU et al., 2007).
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A Figura I. 11 exemplifica os espectros de absorcdo de luminescéncia (inset) de
nanocristais de CdTe de tamanhos méagico em funcdo do tempo. Todas essas amostras
apresentam espectros de absor¢do e luminescéncia relativamente estreitos e largos,

respectivamente, os quais sdo caracteristicos de MSPQs.

Absorbance (a. u.)

% 40 w0 e
Wavelength (nm)

Figura I. 11 Evolugdo temporal de espectros UV-Vis de nanocristais de CdTe de tamanhos magico
crescidos a 190 “C em é&cido oléico, concentragdo de 0,1 mol kg™. O inset mostra a emissdo dos
nanocristais de CdTe (ZOU et al., 2007).

Os pontos quanticos ultra pequenos e os de tamanhos magicos sdo em grande
maioria sintetizados via protocolos de sintese, utilizam percussores organometalicos, meios
ndo agquosos, altas temperaturas, e reagentes extremamente caros (QU; PENG; PENG, 2001).
Entretanto, para que possa se utilizar esses pontos quanticos em aplicacdes biologicas, é
necessaria a modificacdo da sua superficie, a fim de tornd-los dispersos em meio
biocompativeis, como, por exemplo, agua ultra-pura. Contudo, essas modificacGes afetam a
estabilidade fisico-quimica e as propriedades Opticas de USPQs e MSPQs (ODA et al., 2007).
Entdo, a fim de evitar a manipulacdo da superficie dos PQs e métodos onerosos, eles sdo
sintetizados diretamente em solugdes aquosas, ainda ha poucos relatos da sintese de USPQs e
MSPQs via solugéo coloidal aquosa (PARK et al., 2010).

A nova classe de PQs de CdSe denominados como pontos quanticos de tamanhos
magicos (MSPQs) tem destaque em varias pesquisas cientificas, por apresentar tamanhos

extremamente pequenos, alta estabilidade com o tempo, amplo espectro de emissédo e alta
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eficiéncia quéntica em comparacdo com os tradicionais. (CHEN et al., 2005; XIA; ZHU,
2008a; ZHANPEISQV, JOSE et al., 2006)

Nos resultados dessa pesquisa observou-se que 0s MSPQs sdo materiais
excelentes para aplicacGes biologicas, pois apresentam alta estabilidade de luminescéncia com
0 tempo, em meio biol6gico, e amplo espectro de emissdo. O amplo espectro de emissdo
permite a visualizagdo dos MSPQs em varios canais de deteccdo, facilitando o
acompanhamento de estudos de processos bioldgicos. Essas propriedades foram confirmadas
no artigo publicado na Sensors and Actuators B 2013, comentado na sec¢do 111.2. Os tamanhos
extremamente pequenos dos MSPQs Ihes conferem a habilidade de atravessar facilmente
diversos tipos de membranas celulares, o que ndo podem ser alcancado com corantes
convencionais (PRASAD et al., 2012). Isso confirma que os MSPQs podem ser excelentes
ferramentas para o estudo de migracdo de tumores in vivo, trafego intracelular de proteinas e
sondas estaveis para monitorar varios processos celulares.

Os estudos in vivo e ex vivo, com PQs dependem de mecanismos de absorcédo
celular, que podem ocorrer por meio de endocitose ou por translocacdo direta através de
membranas. O Gltimo é o mais vantajoso, porque PQs estdo disponiveis para ligacdo imediata
com os seus alvos sem estar confinado em vesiculas endossomais (REVON et al., 2013).
Portanto, os MSPQs de CdSe podem ser extremamente preferidos para aplicages gerais
biolégicas e biomédicas, devido a sua difusdo passiva em células e dispersdo répida;
recentemente, foi demosntrado que os MSPQs de CdSe podem ser incorporados em células
HelLa, mantendo a sua fluorescéncia mesmo ap6s 36 horas; maiores detalhes sobre a
incorporacdo de MSPQs de CdSe sdo comentados na se¢éo 111.2.

As nanoestruturas nucleo/casca os melhores nanomateriais para utilizagdo em um
amplo intervalo de aplica¢Ges bioldgicas, porque as suas propriedades podem ser moduladas
em funcdo da composicao nucleo/casca e espessura da casca. Essas nanoestruturas apresentam
diferentes propriedades Opticas, a depender do tipo de nanoestrutura semicondutora que se
utiliza tanto no ndcleo como na casca, modificando as posicdes relativas dos niveis de energia
do elétron e buraco. Basicamente trés tipos de alinhamentos de bandas podem ser
distinguiveis, denominados como tipo I, tipo | reverso e tipo Il (REISS; PROTIERE; LI,
2009). Pontos quanticos de CdSe revestidos com cascas de ZnS (DABBOUSI et al., 1997;
TALAPIN et al., 2001a) CdS (GREYTAK et al., 2012; TALAPIN et al., 2007) sdo chamadas
de estruturas de alinhamento tipo I. Essa configuracdo melhora a eficiéncia da luminescéncia
e a estabilidade quimica e fotoquimica (HINES; GUYOT-SIONNEST, 1996). A diferenca de

rede entre o CdSe e CdS (~3.9%), é muito pequena quando comparada com o CdSe e ZnS
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(~12%) , o que facilita o crescimento epitaxial da casca de CdS ao redor do nucleo de CdSe e
melhora a acessibilidade eletronica (PENG et al., 1997).

Os pontos quanticos nucleo/casca sdo usualmente produzidos através de duas
metodologias, uma que se envolve “dois passos” e outra de apenas “um passo”. Na
metodologia de “dois passos”, inicialmente, sintetizam-se os nucleos, depois se realiza 0
processo de purificacdo desses nicleos e em seguida adiciona-se a solucao de ions do material
em que se forme a casca (REISS; PROTIERE; LI, 2009). A metodologia de “um passo”
ocorre a formacdo das nanoestruturas nucleo/ casca em apenas uma sintese (MEKIS et al.,
2003). Recentemente, Deng et al (2010) sintetizaram MSPQs CdTe/CdS, variaram a
composi¢do do nucleo e a composicao da casca, e providenciaram uma ampla possibilidade
de propriedades de modulagédo. A luminescéncia pode ser sintonizada do visivel (480 nm) até
o infravermelho proximo (820 nm) pelo revestimento de nanocristais de CdTe de tamanhos
magico com diferentes espessuras de casca de CdS (DENG et al., 2010). Nessa pesquisa as
metodologias de sintese desenvolvidas permitem formar uma casca de CdS ao redor de PQs
de CdSe a partir do estabilizante tiol no processo de sintese. A primeira sintese controlou a
espessura da casca de CdS ao redor de MSPQs de CdSe em funcdo da temperatura de sintese
em solucdo aquosa (Journal Physical Chemistry C) (SILVA et al., 2013). Outra metodologia
cresceu USPQs de CdSe/CdS em solucdo aquosa com espessuras de casca de CdS controlada
em funcdo da concentracdo de 1-tioglycerol (ACS Nano) (SILVA et al., 2014a). Essas
metodologias possibilitaram a diminuicdo de Cd*® na superficie, minimizando a
citotoxicidade e os tornando sondas fluorescentes extremamente interessantes em aplicacdes
bioldgicas e biomédicas, comentado no Capitulo I11.

Nesse trabalho, sintetizou-se diferentes MSPQs e USPQs de apenas nucleo,
nacleo/liga e nucleo/liga/casca, avaliou-se os seus efeitos bioldgicos em contato com
macrofagos, células cancerigenas, e in vivo e foram utilizados como sondas bioldgicas

especificas.
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I. 11. Objetivos dessa Pesquisa

Os objetivos gerais da pesquisa sdo: (i) sintetizar pontos quanticos semicondutores e
nanoestruturas nucleo/casca de alta estabilidade quanto ao tamanho, de estreita dispersdo de
tamanho, eficiéncia quéntica relativamente alta e biocompativeis via solu¢des aquosas; (ii)
funcionalizar os pontos quéanticos a depender do tipo de aplicacdo com grupamentos
especificos, como hidroxila e acido carboxilico; (iii) acoplar estes pontos quanticos a
moléculas bioldgicas, visando a sua utilizacdo como sondas fluorescentes; (iv) estudar estes
pontos quanticos com a utilizacdo de diversas técnicas experimentais, visando obter um

entendimento compreensivo das suas propriedades fundamentais.
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Capitulo 11

I1. 1. Sintese de Pontos Quanticos de Tamanhos Mégicos e Ultrapequenos de CdSe/CdS,Se;-

«/CdS

A Figura Il. 1 mostra o0 esquema representativo utilizado em todas as
metodologias de sinteses dessa pesquisa. Nas etapas (a) a (c) utilizou-se um baldo de trés
bocas conectado a fluxos continuos de &gua gelada e gés argénio ultra-puro. Na etapa (a)
ocorreu a redugdo de selénio metalico ao adicionar o redutor borohidreto de sddio (NaBHy).
Na etapa (b), apos a reducdo do selénio no baldo de trés bocas, injetou-se uma solucéo aquosa
contendo fons de cadmio (Cd™®) e o estabilizante 1-tioglycerol. Na etapa (c),
instantaneamente, logo apés a injecdo de Cd*2 + 1-tioglycerol ocorreu & mudanca de coloragéo

da solucédo dando indicios da formacao dos nanocristais de CdSe.

(a)

Agua gelada - Agua gelada

(b) Cd™2 + 1-tioglycerol (c)

Agua gelada

Varandojatemperamra Variando a concentracio deestabilizante

Journal of Physical Chemistry. C,2013 ACS Nano., 2014
s

Purificacao

Figura Il. 1 Esquema representativo utilizado em todas as metodologias de sinteses desta pesquisa



33

Duas metodologias de sinteses foram adotadas nessa pesquisa, uma em funcédo da
temperatura e outra em funcdo da concentracdo de 1-tioglycerol, descritas com maiores

detalhes a sequir.

- Metodologia para formacdo de MSPQs de CdSe e CdSe/CdS (J. Phys. Chem. C 2013, 117,
1904-1914).

Inicialmente preparou-se a solugcdo de NaHSe em um baldo de trés bocas sob
atmosfera de argénio adicionou-se 1 mmol de selénio metalico (Se, 99.999%) mais 2 mmol de
borohidreto de sddio (NaBH,, 98%) em 60 ml de &gua ultra-pura a 0°C sob agitacéo
magnética; em seguida mais 4 mmol de perclorato de cddmio (Cd(ClO4),, 99.999%) e 2 mmol
de 1-tioglycerol (>97%) em 20 ml de agua ultra-pura; ajustou-se o pH para 4 (LM de NaOH
foi utilizado) a 0°C. Injetou-se a segunda solucdo (Cd*? + 1-thioglicerol) na primeira
(NaHSe), a qual foi mantida sob agitacdo por 30 min e 30 ml de uma aliquota foi retirada
(amostra S0). Adicionou-se a solucdo formada do baldo 4 mmol de 1-tioglycerol em 20 mol
de &gua ultra-pura, a qual permaneceu sob agitacdo por 30 minutos e retirou-se uma outra
aliquota (amostra S1). Em sequiéncia, a temperatura da solucdo do baldo foi aquecida para
80°C e mantida sob agitacdo por 30 minutos, novamente uma aliquota de 30 ml (amostra S2)
foi obtida. As solugbes foram purificadas com etanol e centrifugadas, realizou-se esse mesmo
procedimento trés vezes. Os precipitados foram dispersos em 50 ml de agua ultra-pura.

- Metodologia para formagao de MSPQs de CdSe (Sensors and Actuators B 2014, 191, 108 —
114).

Os MSPQs de CdSe foram sintetizados a 60 °C. Primeiro, preparou-se uma
solugdo com 1 mmol de selénio (Se, 99.999%) e 2 mmol de borohidreto de sodio (NaBHa,
98%) em 40 mol de &gua ultra pura e em atmosfera de argénio. Uma segunda solucédo foi
preparada contendo 2 mmol de perclorato de cadmio (Cd(ClOy),-6H,0, 99.999%) e 3 mmol
de 1-tioglycerol (>97%) e 10 ml de &gua ultra-pura. A segunda solugdo foi injetada na
primeira da qual os MSPQs de CdSe foram produzidos instantaneamente. Esse processo de
sintese formou somente os MSPQs de CdSe com a liga de CdS«Se;x. A solugdo foi

armazenada a temperatura ambiente durante as caracterizagdes.
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- Metodologia para formagdo de USPQs de CdSe e CdSe/CdS (ACS Nano 2014, 8, 1913-
1922).

Os nanocristais foram crescidos em solucBes aquosas a temperatura ambiente de
acordo com os seguintes passos: 1 mmol de selénio metalico (Se, 99.999%) e 2 mmol de
borohidreto de sédio (NaBH,, 98%) foram dispersos em 20 ml de &gua ultra-pura em um
baldo de trés bocas, sob atmosfera de argbnio. Posteriormente, preparou-se um solugéo
contendo 2 mmol de perclorato de cddmio (Cd(ClO,),-6H,0, 99.999%) e x mmol de 1-
tioglycerol (>97%) em 40 ml de &gua ultra-pura, o pH foi ajustado para 11 pela adi¢édo de 0.1
M de NaOH. As concentracOes x de 1-tioglicocerol foram 1, 3, 5, 7, 9 e 11 mmol. A solugéo
dos ions de cadmio foi injetada na solugcdo de ions de selénio sob agitacdo magnética,
ocorrendo a formacdo instantanea dos nanocristais. A solucdo foi mantida por agitacdo
magnética por 30 min. As solucbes foram precipitadas com etanol e centrifugadas quatro
vezes a 6.000 rpm por 10 min. Os nanopds foram secos a vacuo, temperatura ambiente e
dispersos em &gua ultra-pura com concentracdo de 1.4 mg/ml. As amostras foram nomeadas
como CdSe:1T, CdSe:3T, CdSe:5T, CdSe: 7T, CdSe:9T e CdSe:11T.

I1.2. Técnicas de Caracterizagdes

As técnicas de caracterizacdo utilizadas nesse trabalho,visaram investigar as
propriedades Opticas, morfoldgicas, estruturais e vibracionais dos PQs sintetizados via

solucdo aquosa.

I1.2.1. Transicdes Eletronicas de Absorcao e Emissao

A absorcéo da radiacéo na faixa do visivel (VIS) e ultravioleta (UV) € associada a
excitacdo dos elétrons, em atomos ou moléculas, que partem do do estado fundamental para
um estado excitado. Em materiais isolantes ou semicondutores a excitagdo ocorre entre a
banda de valéncia e de condugdo. Nesse processo ocorre a criacdo de um elétron na banda de
conducdo e um buraco, com carga oposta a carga do elétron, na banda de valéncia. Esse par
elétron-buraco é conhecido como éxciton, no qual existe uma interacdo colombiana mutua
entre estas particulas (CHEMISTRY, 2009). A Figura Il. 2. mostra um diagrama
esquematico de uma medida de absorcéo, e é possivel observar que quando o comprimento de
onda da radiacdo incidente coincide com a diferenca de energia entre o estado fundamental e

0 excitado, ocorre 0 processo de absorcdo. A fim de detectar o processo de absor¢do os
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espectrdmetros sdo baseados no principio de transmisséo de luz. Apés a detecgdo é gerado um
espectro que relaciona os fotons absorvidos/transmitidos em funcdo do comprimento de onda

de excitacdo.

Diagrama de Nivel de Energia Espectros
o | % P2 M l\\i.'./ g VEspec;rc;de
g’ | g e 2 v Transmissdo
LE] B\ = s gy A’\J ' Espectro de
A 4 e O Absorcdo
N &\'{V < =
g n i —_ 8 ) Comprimento de Ond?x
Fonte de Luz — / — i " /
/ adiacdo Incidente adiagdo Trasmiti —
— -
& = ransmissao 3
Excitag¢io Amostra Deteccao
Absorcao

Figura Il. 2 Diagrama esquematico de uma medida de espectro de absor¢do (CHUI, 2011).

Para melhor compreensédo da medida de absorgdo instrumental foi realizada a
deducdo da lei de Beer — Lambert (SKOOG et al., 2013). Considera-se um feixe de luz
monocromatica paralelo com intensidade |, incidindo na superficie de uma amostra, como
exemplificado na Figura Il. 3 de forma perpendicular a superficie. Depois de atravessar a

amostra de comprimento b, contendo N moléculas/cm®, a intensidade da luz reduz a I+.

Area da Seciio Transversal das

Area Total (S) / Particulas Absorvedoras (o)
A
P o

0

14

Q
oo |y (| | —

Q

-»| | edz

Comprimento da Amostra (b)

w 4

Figura Il. 3 Esquema representativo da intensidade e detalhes experimentais em uma medida de
espectro de absorgé&o.

Se cada molécula apresentar uma area de secédo transversal (o), na qual os fotons

de luz sdo absorvidos, entdo, devido a cada particula absorvedora a fracdo da area total onde a

luz for absorvida é o/S. Assim, a area total fracionaria para todas as particulas absorvedoras

da amostra, onde a luz ¢é absorvida, serd (NSdz) x (o /' S) = oNdz.
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Se I, € a luz que penetra na amostra infinitesimal e a luz absorvida devido as
particulas absorvedoras é dl; a luz que sai da amostra sera I, - dl. Portanto, a fracdo de luz
absorvida é dli/lz.

A probabilidade de absor¢do na amostra de espessura dz é igual a area total
fracionéria para todas as particulas absorvedoras da amostra, onde a luz é absorvida, € obtida

por dl / 1z = - 6 N dz. Se realizar o processo de integracdo em todo o comprimento da amostra
(z=0ez=bh):

If?-':—TaNdz, (11.2.1)
In(1,)-In(1,) =-oNb, (11.2.2)
In(1; /1,) =-oNb. (11.2.3)

Pode-se correlacionar o nimero de particulas/cm® da amostra com a concentragéo
(mols/ litro) utilizando a relacdo ¢ = N x 1000/ (6,023 x 10%%), isolando o N e o substituindo
na equacdo (11.2.3) (SKOOG et al., 2013):

In(l; /1,) =-56.023x10%cb. (11.2.4)

Para simplificar essa equacdo é possivel converter In para logi, da seguinte

maneira: 2.303 log (x) = In (x). Portanto, tem-se:

—log(l, /1,) = (c'6.023x10°ch) / 2.303, (11.2.5)

log(1,/1,) = (6.023x10% / 2.303) o-cb. (11.2.6)

A absorbancia A (ou densidade oOptica) tem como definicdo: A=log(l,/lI;)
(MENDES; BENFATO, 2009). O termo dentro dos parénteses € uma constante chamada de
absortividade molar &=(6.023x10*/2.303)c (SKOOG et al., 2013). Assim, pode-se

reescrever a equacao (11.2.6) como (YU et al., 2003):

A= eh. (11.2.7)
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A relagéo do coeficiente de absorcéo linear & com o coeficiente da absortividade molar
é dada por (GARRETT, 2008):

a = &C. (11.2.8)

Ao reescrever a equacao (11.2.6) em funcdo do coeficiente de absorcéo linear «, se
obtem:

log(l, /1,) = ab. (11.2.9)

Dessa forma, verificou-se que a intensidade de um feixe incidente diminui ao
atravessar um meio absorvente, de acordo com a seguinte equacdo exponencial, conhecida
como lei de Beer — Lambert (LAKOWICZ, 2006):

| =1, (11.2.10)

Em que I, e I séo, respectivamente, as intensidades do feixe incidente e do feixe transmitido,

a é o coeficiente de absorcdo (cm™), e x é a espessura do meio absorvente (cm). A energia
esta relacionada com o comprimento de onda pela seguinte expresséo E(eV) =1239,8/A(nm).

A linearidade da Lei de Beer — Lambert é limitada por fatores quimicos e
instrumentais (BEER-LAMBERT, 2002; PATNAIK, 2004):

« desvios nos coeficientes de absortividade em elevadas concentracdes (> 0,01M),

devido as interacdes eletrostaticas entre moléculas causadas pela proximidade.

» mudancas no indice de refracdo a alta concentracéo.

» mudangas de equilibrios quimicos, que sdo causados por variagdes no pH e a
forca idnica do sistema.

« radiacdo ndo monocromatica

Os atomos, moléculas ou materiais semicondutores e isolantes podem emitir luz
de forma esponténea quando o elétron realiza a transicdo da banda de conducéo para a banda
de valéncia (materiais isolantes e semicondutores) ou do estado excitado para o fundamental
(&tomos ou moléculas). Este processo € conhecido como transicao interbanda.

O processo de luminescéncia é constituido de trés passos: excitagdo (criagdo do
par elétron-buraco por uma fonte externa), termalizacdo (elétrons e buracos relaxam para o
fundo da banda de conducdo e de valéncia, respectivamente) e recombinacdo (elétrons e

buracos se recombinam produzindo a emissédo de fotons).
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A Figura Il. 4 ilustra o processo de absorcdo de fétons, para a criacdo do par
elétron-buraco, seguido da termalizacdo, que posiciona os portadores nas extremidades das
bandas e da recombinacdo radiativa, na qual ocorre a emissdo de fétons em nanocristais com
propriedades de bulk e de confinamento quantico. Observa-se, também, na Figura Il. 4 que a

diminuicdo no tamanho dos pontos quanticos aumenta a energia de transi¢ao entre as bandas

de energia.
. l
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" | |
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Figura 1. 4 Esquema representativo do processo de absor¢do (AO) e emissdo (PL).

As propriedades de confinamento quantico presente nos pontos quanticos podem
ser observadas nos espectros de absorcdo e emissdo, mostrado na Figura Il. 5. Se a banda de
absorcéo estiver localizada em comprimentos de onda menores que o correspondente material
bulk (CdSe = 708 nm) indica a formagdo de PQs. O deslocamento para maiores
comprimentos de onda das bandas de absor¢do e emissédo ocorre devido a diminuigcdo da
energia de gap causada pelo aumento no tamanho dos PQs. Portanto, com base nos espectros
de absorcdo e emissdo € possivel confirmar se os PQs cresceram e acompanhar a cinética
desse crescimento. Além disso, de acordo com o que foi descrito no Capitulo | sobre a
diferenca dos USPQs e MSPQs, confirma-se que crescidos USPQs e MSPQs com base nos

espectros de AO e PL.
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Figura Il. 5 Espectros de absorcéo e emissdo de PQs de CdSe com tamanhos diferentes (MICHALET
et al., 2005).
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Na Figura Il. 4 o esquema representativo dos processos de AO e PL em NCs nédo tem a
presenca de defeitos intrinsecos ou de superficie no material. Esses defeitos criam niveis
metaestaveis dentro do gap, que diminuem a intensidade da emissdo excitbnica, veja a Figura
Il. 6. A presenca desses niveis de defeitos é confirmada nos espectros de PL. Além disso,
medidas de luminescéncia em fungdo da temperatura confirmam se as observadas nos
espectros sdo realmente de defeitos, uma vez que em baixas temperaturas as transicdes nao

radiativas diminuem, favorecendo a transicao excitonica.

\
j\/\/ ! \T};\ :

ho z 2 4 .
1@, =t = Banda de Valéncia

-;‘3” Banda de Conducio
Ne
1

Figura Il. 6 Esquema representativo da emissdo excitbnica e de niveis metaestaveis originados de
defeitos de superficie (Esp.) e defeitos de divacancias, por exemplo, (Ey; € Eyy»).

Yu et al. (2003) obtiveram expressdes empiricas baseadas em resultados de
imagens de microscopia de transmissao, que relacionam o tamanho de nanocristais de CdSe,
CdS e CdTe com a banda de absorcdo excitonica (YU et al., 2003). Essas expressoes
empiricas sdo utilizadas em diversos trabalhos para obter o tamanho de nanocristais de CdSe,
CdS e CdTe, uma vez que apresentam valores mais préximos aos resultados experimentais
para nanocristais extremamente pequenos e de tamanhos méagicos (PU et al., 2006; RIEHLE
et al., 2009; ZOU et al., 2007).

As equacdes abaixo foram obtidas a partir de ajustes polinomiais no grafico do
tamanho em funcdo da posicdo de méximo da banda exciténica dos nanocristais de CdTe,

CdSe e CdS, respectivamente.
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D =(9.8127x107")A* — (1.7147x10) A% + (1.0064) 1 — (194.84) (11.2.11)
D=(1.6122x107°)A" —(2.6575x107°) A% +(1.6242 x10°) A* —(0.4277) A +(41.57) (11.2.12)
D = (—6.6521x10®) A% + (1.9557x10™) A% —(9.2352x107%) A+ (13.29)  (11.2.13)

Nessas equacdes, D (nm) é o tamanho do nanocristal, 4(nm) é o comprimento de

onda do primeiro pico da absorcdo excitdnica correspondente da amostra. E importante
comentar que essas fungdes sdo ajustes polinomiais dos dados experimentais, assim, as
equacOes se tornam invalidas nos intervalos de tamanhos que ndo séo registrados (YU et al.,
2003).

Os espectros de absorgdo Optica, obtidos nessa pesquisa, foram registrados através
de um Espectrofotdmetro UV-VIS-NIR (Shimadzu, UV-3600), que opera de 190 a 3300 nm,
com resolucdo de 1 nm. Essas medidas foram realizadas no Laboratério de Novos Materiais
Isolantes e Semicondutores, do Instituto de Fisica, da Universidade Federal e Uberlandia. Os
espectros de fluorescéncia foram registrados utilizando um Espectrofluorimetro (Cary
Eclipse) também localizado no Laboratério de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores,
do Instituto de Fisica, da Universidade Federal de Uberlandia disponibilizado pelo Prof. Dr.
Luiz Ricardo Goulart coordenador do Laboratorio de Biotecnologia, do Instituto de Genética

e Bioquimica, da Universidade Federal e Uberlandia.

11.2.2. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A Microscopia de Forga Atdmica é uma técnica fundamental para a analise da
estrutura de superficies com alta resolugdo e precisdo. A partir dessa técnica é possivel
determinar em uma determinada area nanométrica o tamanho médio de nanocristais crescidos
em matrizes vitreas ou depositados em um substrato (mica). O principio fundamental da
microscopia de forca atdbmica (AFM) é a medida das deflexdes de um braco (cantilever: de
100 a 200 pum de comprimento) cuja extremidade livre estd montada uma sonda
extremamente fina (~ 100 A de diametro) que varre a superficie da amostra. Essas deflexdes
séo causadas pelas forcas atrativas e repulsivas que agem entre sonda e amostra. Usualmente,
as medidas AFM sdo realizadas em conjuntos (ensembles) de nanoparticulas,
aproximadamente esféricas, de maneira que a partir da distribuicdo de altura na imagem é

possivel avaliar o tamanho médio dos NCs: (i) raio medio R dos NCs inseridos dentro da
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superficie vitrea, como mostrado na Figura Il. 7 (a) ou (ii) didmetro médio D dos NCs
depositados sobre a superficie do substrato, como ilustrado na Figura Il. 7 (b).

()

artefato da imagem

matriz vitrea

(b)

artefato da imagem

) ‘ A 4
é—'y substrato substrato

Figura Il. 7 Representacdo esquematica de um artefato da imagem AFM que é causado por efeitos de
convolucdo entre a ponta de sondagem e o nanocristal (NC). No painel (a), uma parte do NC esférico
esta inserida dentro da superficie vitrea, em que sua altura é equivalente ao raio R. No painel (b), o NC
esférico esta depositado sobre a superficie de um substrato, de maneira que sua altura corresponde ao
didmetro D =2 R (DANTAS et al., 2012)

As imagens de AFM foram realizadas utilizando um microscopio de forca atdmica
(Shimadzu, SPM-9600) no modo contato, para obter a topografia da superficie da amostra,
confirmando a formacdo dos PQs ultra pequenos. As medidas foram realizadas no
equipamento multiusuario no Instituto de Fisica (INFIS), da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU) suportado pelo projeto Pré-equipamento da CAPES.

11.2.3. Transi¢des de Absorcdo no Infravermelho

Em uma molécula poliatbmica genérica contendo N atomos, nem todos os modos
normais de vibracdo daréo origem a transi¢Oes vibracionais no espectro infravermelho (IR).
Para que uma molécula absorva radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho é
necessario que ela tenha momento de dipolo elétrico intrinseco e que este momento mude
durante a vibracdo com a radiacdo incidente, sendo esta a regra de selecdo para a
espectroscopia no infravermelho. Portanto, a molécula pode absorver a radiacdo apenas
quando tem a mesma frequéncia dos seus modos de vibragdo fundamentais, ou seja, a
amplitude de vibracdo de uma pequena parte da molécula é aumentada (OSWALDO SALA,
2008).
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O pardmetro responsavel pela intensidade das transi¢Ges espectroscopicas, tanto
eletronicas como vibracionais (IR), € o momento de dipolo elétrico de transi¢do. O momento
de transicdo pode ser interpretado como a medida do dipolo associado com 0 movimento dos

elétrons durante a transicdo entre os dois estados envolvidos. Esse momento é causado pela

perturbacdo do operador hamiltoniano pelo campo da radiagdo incidente. O campo elétrico E

atua no momento de dipolo  produzindo uma variagéo, Ey, que € adicionada a energia do

sistema. Entdo, os grupamentos que apresentam ligacdes bastante polarizadas dardo origem a
valores apreciaveis na variagdo do momento de dipolo (0u/0Qi, em que Qi € a coordenada
normal) cujo quadrado é diretamente proporcional a intensidade da correspondente banda de
absorcédo (IR) (STUART, 2004).

O alargamento das bandas de IR ocorre devido as colisbes entre moléculas e a
limitacdo do tempo de vida dos estados envolvidos na transicdo (HOLLAS, 2002). Na
mecanica quantica, quando a equacdo Schrddinger é resolvida por um sistema que esta
mudando com o tempo, os estados de energia do sistema ndo séo definidos com precisao e
isso leva a ampliacéo no tempo de vida dos estados. Existe uma relagédo entre o tempo de vida
de um estado excitado e da largura da banda de absor¢do associado a transicdo para o estado
excitado, ou seja, &€ uma consequéncia do principio da incerteza de Heisenberg ( AEAt > 7).
Essa relacdo mostra que quanto menor o tempo de vida de um estado ndo se pode conhecer a
sua energia (HOLLAS, 2002).

A Figura 11.8 mostra um esquema representativo (a) da interacdo de uma molécula
diatbmica com o campo elétrico da onda eletromagnética (b) dos niveis de energia de um
oscilador ndo harmbnico e o processo de absor¢cdo no infravermelho. A regido do
infravermelho é dividida em trés sub-regifes: infravermelho proximo, médio e distante. O
infravermelho proximo é localizado aproximadamente 13000 — 4000 cm™' (0.76 — 2.5 um
comprimento de onda), sendo possivel excitar vibracées harménicas. O infravermelho médio,
a aproximadamente 4000 — 400 cm™' (2.5 — 25 um) ¢ utilizado para estudar vibracdes
fundamentais e associadas a vibracional-rotacional. O infravermelho distante 400 — 100 cm'
(25 — 10 pum), proximo a regido do microondas, tem baixa energia e € utilizado para estudar
espectroscopia rotacional (STUART, 2004).


http://en.wikipedia.org/wiki/Wavenumber
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Figura Il. 8 Esquema representativo (a) da interagdo de uma molécula diatbmica com o campo elétrico
da onda eletromagnética (b) niveis de energia de um oscilador ndo harmdnico e o processo de
absorcdo no infravermelho.

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada nessa pesquisa para confirmar a
funcionalizacdo e o tipo de grupamento quimico do estabilizante que se ligou na superficie do
PQs, e qual estd externo a ela; assim como, a formacao da casca de CdS ao redor de PQs de
CdSe e a bioconjugacéo realizada entre os PQs e o0 anticorpo Fab (cancer de mama), o que é
melhor detalhado no Capitulo IlI.

Os espectros de infravermelho foram obtidos por um espectrofotdmetro FT-IR
(Prestige-21, Shimadzu), operando na faixa de 450 a 4600 cm ™, com resolucdo de 4 cm?,
suportado pela Shimadzu Brasil, localizado no Laboratorio de Novos Materiais Isolantes e

Semicondutores, do Instituto de Fisica, da Universidade Federal e Uberlandia.
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I1.2.4. Difracdo de Raios-X

Os efeitos de difragdo sdo observados quando a radiacdo eletromagnética que
incide nas estruturas periodicas tem a mesma escala de comprimento que a distancia
interatdbmicas dos materiais. As distancias interatdmicas em cristais e moléculas estdo na faixa
de 0.15 — 0.4 nm, que corresponde no espectro eletromagnético ao comprimento de onda de
raios-X. Consequientemente, fendmenos como interferéncia construtiva e destrutiva tornam-se
observaveis quando as estruturas cristalinas e moleculares sdo expostas aos raios-X
(BIRKHOLZ, 2006).

A Figura Il. 9 mostra o esquema representativo do processo de difracdo de raios-
X em um material cristalino. O primeiro zoom (linha preta) na estrutura apresenta 0 processo
de difracdo da radiacdo, na qual o angulo de incidéncia (0) ¢ igual ao de reflexdo. O segundo
zoom (linha vermelha) demonstra a diferenca de caminho entre os feixes, apds a reflexéo,
uma vez que a interferéncia construtiva ocorre quando a diferenca de caminho € um numero

inteiro do comprimento de onda da radiacdo incidente (Lei de Bragg).

Difratograma

Interferéncia Construtiva
nA=AB+BC

n A =2dsend
@ Lei de Bragg
Figura Il. 9 Esquema representativo do processo de difracdo de raios-x em um material cristalino. O
parametro d ¢ distancia entre os planos, A comprimento da radiagdo incidente.
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A difragdo de raios-X foi utilizada para verificar o tipo de estrutura cristalina,
além de dar indicios do tipo de material formado. Os difratogramas de raios — X foram
obtidos a partir de um difratdmetro de raios - X (XRD-6000 Shimadzu), com radiacdo
monocromatica Cu-K,; (A = 1,54056 A), no modo fixo e passo angular de 0.02°. Os
difratogramas refor¢aram os indicios do aumento da espessura da casca de CdS ao redor dos
USPQs de CdSe e dos MSPQs de CdSe (secéo I11.3).

11.2.5. Processos de Espalhamento

O processo em que a luz espalhada tem a mesma frequéncia que a radiacédo
eletromagnética incidente (processo elastico) é denominado como espalhamento Rayleigh. O
processo inelastico pode ser classificado de duas formas: Stokes e Anti-Stokes. O primeiro
ocorre quando a freqiiéncia da radiacdo espalhada tiver freqiiéncia menor que a radiacao
incidente; o segundo quando, quando a frequéncia da radiacdo espalhada tiver freqiiéncia
maior que a radiacdo incidente. E interessante comentar que, diferente da espectroscopia de
IR (dipolo elétrico intrinseco), o espalhamento Raman gera um momento de dipolo induzido
observado quando ocorre varia¢do na polarizabilidade.

O espalhamento Rayleigh foi proposto em 1871 por Lord Rayleigh, que
apresentou uma formulacdo classica do espalhamento elastico de luz, ou seja, sem alteracdo
da freqiiéncia da radiacdo incidente. Esse modelo foi capaz de elucidar uma série de
fendmenos, como, por exemplo, a cor azul do céu (CARDOSO, 2001).

O efeito Raman foi previsto teoricamente por Adolf Gustav Stephan Smekal
(1923) e comprovado experimentalmente por Chandrasekhara Venkata Raman (1928). Os
trabalhos experimentais dessa época se limitavam a obtencdo de espectros Raman. Nos anos
sessenta, com a descoberta do laser, a utilizacdo da espectroscopia Raman comecgou a ser mais
interessante. Destacando-se a participacdo do fisico brasileiro Dr. Sergio Pereira da Silva
Porto, pioneiro no uso do laser como fonte de radiacdo na realizagdo de experimentos de
Espectroscopia Raman. Mas, nas décadas de setenta e oitenta que ocorreram 0S maiores
desenvolvimentos na utilizacdo da Espectroscopia Raman (COUTO, 1981; GUIMARAES,
2011).

A Figura I1. 10 mostra um exemplo de um espectro Raman de uma determinada
amostra. O espectro Raman é geralmente um gréfico da intensidade da luz espalhada pela
amostra em funcdo da diferenca entre as freqiiéncias da radiacdo incidente e da radiacao

espalhada. Essa diferenca € chamada de frequéncia (ou deslocamento) Raman, e seu valor é
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geralmente obtido em unidades de nimero de onda (cm™). A freqiiéncia Raman pode entdo
ser relacionada diretamente as frequéncias das excitacdes elementares no material que deu
origem ao espalhamento. O pico central € o espalhamento Rayleigh, no qual a diferenca da
frequéncia da radiacdo incidente e espalhada (freqliéncia relativa) é nula. As frequéncias
relativas maiores (componentes Anti-Stokes) e menores (componentes Stokes) sdo do

espalhamento Raman.

Espalhamento Elastico
Stokes (Rayleigh)

Anti-Stokes

Intensidade

o~ o,

j » O, +

OO O O +0, OO

q2 ql 1 q3

Freqiiéncia absoluta
18] (£}

{ Oq Q2 ¢ <*=Freqiiéncia relativa

"".Ii q2 i

Figura Il. 10 llustracdo de um espectro Raman tipico de um material. A componente Stokes
corresponde ao espalhamento onde a freqliéncia espalhada apresenta energia menor que a incidente. A
componente Anti-Stokes corresponde ao espalhamento onde a freqiiéncia espalhada apresenta energia
maior que a incidente. A freqliéncia absoluta € relacionada ao espalhamento e a relativa corresponde a
energias elementares do material. O pico mais intenso refere-se ao espalhamento Rayleigh (PEREIRA,
2009).

A espectroscopia Raman foi utilizada para confirmar o tipo de material presente
na amostra, uma vez que é possivel detectar os modos vibracionais caracteristicos de cada
material. Utilizamos essa técnica para verificar o tipo de material formado, ou seja, se
realmente foi formado PQs de CdSe. Interessantemente, observou-se a presenca de dois
modos vibracionais, um caracteristico a nanocristais de CdSe com propriedades de
confinamento quantico, e outro a casca de CdS, confirmando que através da metodologia
proposta nessa pesquisa foram formadas nanoestruturas do tipo CdSe/CdS,Se;/CdS. A fim
de calcular o tamanho do nucleo e a espessura da casca dessas nanoestruturas foram estudados
diversos modelos teoricos, comentados a seguir.

Os espectros Raman foram obtidos a temperatura ambiente e registrados no
espectrémetro micro-Raman JY-T64000, com um laser de Ar* (Secédo I11.1. linha 488 nm —
Secdo I11.3. linha 514 nm) na geometria backscattering. Utilizou-se uma objetiva de 50 x para
focalizar o laser com spot de 1.5 um em didmetro. Assim, a poténcia e a densidade de
poténcia foram de 5 mW e 3 x 10° W/cm?, respectivamente. Portanto, qualquer efeito de

aquecimento no espectro vibracional das amostras foi negligenciado.
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11.2.6. Espalhamento Raman de Primeira Ordem em Nanocristais

Para sistemas perfeitamente ordenados, os estados dos elétrons na presenca de um

potencial periddico sdo dados pelas equacdes de Schroedinger, na qual U(F) é o potencial

periddico que atua sobre um elétron na posicéo r:
2 —_
(——vz +U (r)j(// = Ey. (11.2.14)
2m

Os atomos estdo organizados periodicamente, o que implica uma periodicidade do

potencial U (F) , assim, escreve-se a relacdo: U (F +ﬁ) =U (F) . Além disso, todos os pontos da

rede de Bravais sdo equivalentes, sendo intuitivo pensar que as fun¢des de onda s6 diferem do

fator de fase global, e entdo se escreve-se:
v, (r+R) =e*Ry. (). (11.2.15)

Essa equacdo é o Teorema de Bloch, em geral escrita com y, (r) =U, (r). Esse
teorema demonstra a simetria de translagdo refletiva na funcdo de onda y do cristal, que
apresenta uma dinamica regular e periddica, logo seu Hamiltoniano é invariante sob
translacéo.

E importante mencionar que materiais reais sempre apresentam certo grau de
desordem, devido a presenca de defeitos, ou atomos diferentes na rede e até mesmo
distor¢bes. Essa desordem sempre quebra alguma simetria, uma vez que a ordem de longo
alcance é destruida. Assim, os autoestados do fonon ndo sdo mais ondas planas devido a
localizagdo, o que resulta na quebra da regra de selecdao do espalhamento Raman (qph =0). A

relaxacdo da regra de selecdo pode ser expressa como uma funcéo de correlagdo gaussiana (

exp(—ZrZ/Lz)), a qual sido utilizada com sucesso para estimar desordem estrutural. Portanto,

para dph #0 a transicdo torna-se parcialmente permitida o que contribui para o alargamento

dos espectros Raman devido a dispersdo de fonons (NETO, 2010).
Anderson (1958) apresentou uma explicagdo dos efeitos de desordem para
diversas estruturas solidas (ANDERSON, 1958). Ele demonstrou que, na presenca de

desordem em cristais, a natureza das funcGes de onda pode mudar de estendidas, como os
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estados de Bloch, para razoavelmente localizadas, centradas nos pontos da rede. Esse modelo
é bastante utilizado em sistemas desordenados. Shuker e Gammon (1970) explicaram que o
efeito da quebra de selecdo estaria relacionado com a invariancia translacional do cristal,
independente da natureza (fronteiras de um grdo, defeitos, dentre outros) (SHUKER;
GAMMON, 1970).

Richter, Wang e Ley (1981) propuseram um modelo que leva em conta o
deslocamento e o alargamento do espectro Raman de microcristais de silicio(RICHTER,;
WANG; LEY, 1981). Nesse modelo, eles supdem a relaxacao da conservacdo do momento do
cristal e decaimentos de fonons em microcristais.

A funcdo de onda de um fonon (quase-particula) com vetor de onda ¢, em um

cristal infinito é:
#(0,,1) =u(q,, e, (11.2.16)

e u(q,,r) tem a periodicidade da rede. Eles consideram cristais esféricos com diametro L,
sendo o fénon restrito ao volume do cristal, impondo a localizacdo em uma maneira mais

simples, que € reescrever ¢ por uma nova funcéo ¥ :

w(d,,1) =W (0, ru(,.r), (11.2.17)
v (0, T) = Ae T2 2eiTy(q ), (11.2.18)

tendo amplitude de:
\maof)\ — A2 /W20, (11.2.19)

Sendo que ¥ esta localizado a ‘F‘ ~ L na forma de distribui¢do gaussiana.

A fungdo W pode ser escrita como:
W(q,,r) = [d*qC(q,,a)e", (11.2.20)

em que os coeficientes de Fourier sdo dados por:

1
(27)’

C(q,,q) = j dqW (q,,r)e " (11.2.21)
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Substituindo W (q,, r) da equacéo (11.2.18):

C@,,a)= ﬁ [dPqe /2 gar, (11.2.22)

C(q,,0)=—— (11.2.23)

A forma da linha Raman é construida por uma superposicdo de lorentzianas
centradas em @(q), ponderada pela a incerteza do vetor de onda causado pelo confinamento

(AGER; VEIRS; ROSENBLATT, 1991):

2

N c(0.4,)
(@)= ] (- (@) + (T, /2

d*qg, (11.2.24)

onde a ¢ o vetor de onda expresso em unidades de 2m/a, no qual a € o pardmetro de rede e I',
a largura a meia altura (FWHM) da banda Raman.

Todas as informacBes de confinamento das excitacfes coletivas na rede direta
estdo contidas na funcao peso W(F), na qual o tipo de decaimento que melhor se adapta é o

gaussiano (RICHTER; WANG; LEY, 1981). As frequéncias adicionais que contribuem para o
espectro Raman tém suas frequéncias definidas pela relacdo de dispersao do fonon LO a qual

se baseia no modelo da cadeia linear unidimensional:
@ (q) = A+{A? — B[1—cos(zq)]}"*. (11.2.25)

Campbell e Fauchet (1986) estenderam o modelo de Richter para outras formas,
como, por exemplo, filmes finos e cilindros (CAMPBELL; FAUCHET, 1986). Eles

realizaram o0 mesmo procedimento do modelo de Richter, mas modificaram a funcao peso por

2 2 . 2 . . age
e /240 3 amplitude para e** para esfera. Em um filme fino e um cilindro eles

mantiveram a fungdo peso inalterada e modificaram as condi¢des de contorno, obtendo os

1—erf ( 19,1 j
32z

seguintes coeficientes de Fourier.

|C(0,q1,q2)|2;e‘qlsz/l‘a”ze“‘lng/m”2 , cilindro  (11.2.26)
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|C(O,q1)|2 ~ g U/167" . filme fino (11.2.27)

_erf [ 1AL
1 erf[ '_327rj

Portanto, Richter (1981), Campbell e Fauchet (1986) obtiveram um modelo tedrico que
descreve o deslocamento do pico e a forma espectral, além de obterem o tamanho do
nanocristal. Este modelo é conhecido como modelo de correlacdo espacial, no qual o
pardmetro L é o comprimento de correlagdo das vibrages de um material, sendo relacionado
diretamente com o tamanho do nanocristal.

Em cristais muito pequenos, considerando que sejam esféricos, foi analizada a

razdo superficie-volume ( Z ), definida como: Z =éarea da superficie/volume . Substituiu-se a

area da superficie e o volume de uma esfera: Z = 47R?/(47R%/3), e obteve-se Z=3/R. Em

nanocristais, a razdo superficie-volume é relativamente muito grande e depende do tamanho.
Os efeitos de confinamento quantico sdo fortemente dependentes do tamanho e afetam as
propriedades Opticas dos materiais, principalmente devido ao aparecimento de polarizacdo na
superficie do nanocristal e formacdo de estados de superficie (BANYAI, L. AND KOCH,
1993).

A fungéo peso de fonons W(r) é usada para descrever um fénon 6ptico em um

nanocristal com tamanho finito e pode ser reescrita da seguinte forma (ROODENKO et al.,
2010):

W (r) = 772, (11.2.28)

em que o desvio padrdo o € uma constante relacionada a um padrdo de medicédo particular e
ao material de acordo com as dimensGes da amostra. A funcdo peso também pode ser
entendida como uma funcdo de confinamento, localizando o fénon na regido limitada pelo
confinamento do nanocristal. A escolha do parametro o na fungdo peso gaussiana define a
amplitude do fénon confinado nos contornos do material. Dois exemplos, tradicionais, S&o
encontrados para nanocristais esféricos com diametro d:

(i) Richter, Wang e Ley (1981) escolheram o =d/2resultando em uma amplitude de

fonon e™ no contorno do nanocristal (RICHTER; WANG; LEY, 1981).

(if) Campbell e Fauchet (1986) escolheram o =d /4 resultando em uma amplitude de

fonon dee™" no contorno do nanocristal (CAMPBELL; FAUCHET, 1986).
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Roodenko et al. (2010) demonstraram que o modelo de confinamento gaussiano
pode fitar qualquer resultado se o pardmetro o é variado (ADU et al., 2005). Eles
intuitivamente propuseram uma funcéo de onda quadrada para ser usada como fungéo peso de
fonon a fim de representar um nanofio no sistema de coordenadas cartesianas. Assim como,
demonstraram que para a funcdo de onda quadrada ser ajustada a uma funcdo gaussiana (em
especial depois de uma transformada de Fourier) o desvio padrdo o deve ser igual a distancia
de todos os pontos na onda quadrada a partir do centro, normalizada para um numero de
pontos.

Semicondutores, normalmente, apresentam disperséo de fonons negativa, proximo
ao centro da zona de Brillouin (ZB), ou seja, a freqiiéncia do fénon diminui em funcdo do
namero de onda, o que conduz a um deslocamento da banda Raman para menores freqiéncias
com o aumento do nanocristal. Chamberlain, Trallero-Giner e Cardona (1995) desenvolveram
uma descricdo completa da freqliéncia dos modos normais de vibracdo de estruturas esféricas

crescidas em um material hospedeiro com dispersdo negativa em funcdo do tamanho, sendo
2 12
expressa como:a)(R)z(a)ﬂﬂf(ynp/R) ) , ha qual o, é a frequéncia de fénon dptico

longitudinal (LO) do material bulk, S, é o pardmetro que descreve a dispersédo do fonon
(assumida como sendo parabdlica); th, € a ny-ésima raiz da equacéo tanu = ;e R €oraio

do microcristal ou de um ponto quantico (CHAMBERLAIN; TRALLERO-GINER;
CARDONA, 1995). Essa equagdo comprova que o red shift da banda Raman em relacdo ao
material bulk esta relacionado com a diminuicdo do raio do ponto quantico.

Diversos autores utilizam o modelo do filme fino proposto por Campbell e
Fauchet (1986) para descrever fonons confinados dentro de materiais de casca em nanocristais
core/shell de forma esferica, assumindo a similaridade entre um filme fino bidimensional e a
casca de forma esférica (LU et al., 2007; SINGHA et al., 2005).

Entretanto, enfatiza-se que o confinamento de fénons descrito pela aproximacéo é
mais realista para nanocristais maiores. Em outras palavras, a curvatura pronunciada da
superficie da casca em um nanocristal pequeno com grande razdo superficie-volume limita o

uso da aproximacéo.

11.2.6.1. Modelo Modificado de Confinamento de Fonons

Vérias propriedades dos materiais semicondutores podem ser amplamente
compreendidas a partir da analise do seu espectro vibracional empregando espectroscopia
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Raman. Assim, por causa da simplicidade e eficiéncia desta técnica, em muitos casos, a
espectroscopia Raman € utilizada para investigar nanoestruturas semicondutoras, como
nanofios (ADU et al., 2005; LOPEZ et al., 2011), pontos quanticos (KAMBHAMPATI,
2011; ROGACH, 2008; SAGAR et al., 2008). No que diz respeito a materiais bulk, ha uma
forte alteracdo no espectro de Raman de uma nanoestrutura com grande razdo superficie-
volume, devido a localizagdo dos fonons na regido limitada pela dimensdo de tamanho que
pode ser convenientemente descrito por um modelo gaussiano confinamento fenomenoldgico
(ARORA et al., 2007). Esse modelo de confinamento Gaussiano tem sido amplamente
utilizado para ajustar espectros Raman, a fim de avaliar as dimensdes de tamanho de sistemas
de baixa dimensionalidade (ADU et al., 2005; CAMPBELL; FAUCHET, 1986; RICHTER,;
WANG,; LEY, 1981; ROODENKO et al., 2010), incluindo nanocristais nucleo/casca, onde a
espessura da casca ndo pode ser avaliada por difracdo de raios-X , fotoluminescéncia, e
microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo (para tamanhos de nucleo
desconhecido (LU et al., 2007; SINGHA et al., 2005). Além disso, 0 espectro de Raman é
também alterado pela formacdo de liga na interface ndcleo-casca (DZHAGAN et al., 2007,
2009; TSCHIRNER et al., 2012) e a influéncia desse efeito adicional sobre o modelo
gaussiano de confinamento ndo foi considerado ainda.

O espectro Raman de um nanocristal mostra diferencas em relacdo ao seu
correspondente bulk, que sdo geralmente intensificadas quando a razdo superficie-volume
aumenta. No modo LO um ombro largo caracteristico que contribui para a cauda de
frequiéncia mais baixa, é atribuida a efeitos de confinamento quantico (KASUYA et al., 2004;
SOLOVIEV et al., 2000) e fénons dpticos de superficie de nanocristais esféricos (COMAS;
TRALLERO-GINER, 2003)

Nessa pesquisa realizou-se modificacdes no modelo de confinamento de fonons
gaussiano para descrever melhor os fonons confinados dentro de materiais de casca em
nanocristais nucleo/casca de forma esférica. Conforme mencionado anteriormente, Roodenko
et al. (2010) demonstraram que a fungdo gaussiana pode ser ajustada pela funcdo de onda
guadrada para descrever os fénons confinados em nanofios (ROODENKO et al., 2010).
Assim, para descrever os fonons confinados em nanocristais esfeéricos sugeriu-se que a fungéo

gaussiana fosse ajustada por uma circunferéncia de raio r e descrita por:

y=(r*-x*)"?, (11.2.29)
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em que o plano x-y foi arbitrariamente orientado no espaco, mas posicionado através do
centro da esfera, como mostrado na Figura Il. 11.
- ~ ~ - — _42 2 -
O desvio padrio oda funcdo gaussiana W(r)=e™ foe) deve ser igual as
distancias de todos os pontos da circunferéncia ao centro, normalizado pelo ndimero de
pontos. Em outras palavras, 0 o para qualquer forma confinada com tamanho caracteristico €

dado por (ROODENKO et al., 2010):

o= M (11.2.30)

Realizaram-se os calculos:

<x>2—[df(d7r2x2} x(dT:—sz J—O; (11.2.31)

di2 [ 42 12 ) 12 5
<x2>= J [d——xzj xz(d——XZ] :d—; (11.2.32)
3o\ 4 4 120
di2 [ 42 V2 oo 2 3
(N)= [ [d——xzj [d——xzj _4 (11.2.33)
AN 4 6

(11.2.34)

O painel superior da Figura Il. 11 mostra a circunferéncia ajustada pela funcéo

peso de fénons W(F)ze‘(Fz/zaz) com desvio padrdo calculado pela equacdo (I1.2.35),

o =d /20 e uma comparacdo com outras funcdes gaussianas propostas para nanocristais
esféricos (CAMPBELL; FAUCHET, 1986; RICHTER; WANG; LEY, 1981). No contorno

dos nanocristais esfericos a funcdo peso gaussiana proposta (o =d/ J20 ), tem amplitude de

A 2 _ ok N .
fonon de W(r=d/2)["=e™, um valor préximo a zero. Portanto, a fim de descrever o
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confinamento de fénons em nanocristais esféricos em bom acordo com resultados

experimentais utilizou-se a funcéo peso gaussiana com o =d /+/20.

A

Fungdo Peso W(r)

T

Figura I1. 11 A funcéo circunferéncia y=(r>— x*)"? & representada pelos circulos abertos no topo do
painel; as linhas azuis correspondem a fungéo peso de fonons W (r)=e ™" J2at) (@) o=d /2 proposto

por Richter et al. (2010), e representado pela linha tracejada; (b) o=d /\/ﬁ calculado na equacéo

(11.2.34); (c) o=d/4x proposto por Campbell e Fauchet (1986) e representado pela linha pontilhada
e tracejada.

O espectro Ramam LO de primeira ordem € obtido pela seguinte expressao.

2

c(0,q,)
(0-o(@))° +(,/2)°

l' (@) = | d’q, (11.2.36)

na qual os coeficientes para a fungdo gaussiana sio dados por ‘C(O, 0| ~e e d°q~qdq,

devido aos nanocristais serem esféricos. O indice i € util quando esse modelo de confinamento
de fonons for aplicado a heteromateriais contendo diferentes nanocritais tipo ndcleo. Entéo,

cada i-ésimo material pode ser representado pelo nimero inteiro i.
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No modelo de confinamento de fonons assumiu-se que a disperséo de fonons LO
a)i(a) em nanoestruturas foi a mesma que o correspondente material bulk. Assim, as
dimensGes de tamanho dos pontos quanticos dots esféricos foram equivalentes em todas as
dimensGes, uma media de a),(a) foi certamente uma boa aproximacdo para materiais com
dispersdo de fénons LO quase isotropica. Portanto, para materiais isotropicos, a dispersdo de
fonons média a),(a) no cristal bulk pode ser expressa como a)(i)(a) = Wy —Aa)q(zi), na qual
@, e A foram, respectivamente, a freqiiéncia de fonons LO no ponto I" (q=0), e a largura da
banda relacionada ao Ramo LO. O vetor de onda de fonons ¢;, foi representado em unidades
de Zﬂlam isto € 0, E(q(i)/(Zﬂ/a(i))), e que % foi o parametro de rede médio do i-th
material bulk. I'; € a largura a meia altura (FWHM) do centro da zona do fénon optico
(ARORA et al., 2007; ROCA; TRALLERO-GINER; CARDONA, 1994; SINGHA et al.,
2005; THOMSEN, 2009). E importante comentar que a largura de linha Iy pode também
sofrer um novo alargamento quando as medi¢des de Raman forem realizadas em conjuntos de
nanocristais por causa da sua dispersao de tamanho.

A representacdo da dispersdo de fébnons para materiais anisotropicos deve ser

realizada em trés dimensbes da fungdo de fonon @(q,,q,,q,), como recentemente

demonstrado por Roodenko et al. (2010). Como os correspondentes materiais bulk dos pontos
quéanticos de CdSe/CdS, de tamanhos extremamente pequenos, apresentam uma dispersdo de
fonons LO quase isotropica ndo utiliza-se a representacdo tridimensional da funcdo de fénon.
A cauda de baixa freqtiéncia do modo LO apresenta também contribui¢Bes de
fonons de superficie, como comentado anteriormente, que sao levados em conta no espectro

Raman pelo uso de uma funcéo lorentziana (SINGHA et al., 2005):

B(i) 1—‘SO(i)

(0~ Wso i )2 + (Fsoa))2 ’

'y, (0) = (11.2.37)

em que B(i),l“so(i)ea)so(i) sdo, respectivamente, uma constante arbitraria, a FWHM e a

frequiéncia do fonon dpticos de superficie (SO). Dessa forma, a intensidade | (w) associada
com os fonons opticos de nanocristais de forma esférica pode ser ajustada adequadamente

pela combinago de duas funcdes: |'(w) = IiLO () + Iiso () . Essa relagdo foi estendida para
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estruturas de formas ndo esféricas, tais como, nanofios (ROODENKO et al., 2010) e filmes
finos (CAMPBELL; FAUCHET, 1986). Portanto, 0 modelo modificado descrito pode ser
utilizado para determinar o tamanho de nanocristais com uma melhor descri¢cdo do contorno
da forma esférica do que 0s outros propostos anteriormente.

A fim de resolver a questdo da aproximacéo de supor a casca como um filme fino,
foi considerada a casca como sendo uma esfera, o que é mais realista. O nosso modelo foi
expandido para j cascas. Foi suposto que a funcdo peso para a casca esférica seria semelhante
a proposta para o nanocristal esférico, contudo, deslocada em relacdo ao centro da esfera, e
escrita como:

~((r—1)* /20%)

W;(r)=e (11.2.38)

em que I;definiu o centro de todas as cascas esféricas. Por exemplo, o centro da parede da

primeira casca (F; com j=1) com espessura t ao redor no nucleo de diametro d foi dado por

r, = ((d +t)/2) , como mostrado na Figura Il. 12.

Figura Il. 12 Esquema representativo da funcdo peso da casca esférica.
. . " 2 - .
Assumi-se, razoavelmente que a amplitude de fénons [\Nj(r)‘ no limite de cada j-

, . . -5 p . o
ésima asca com espessura t; deve decair para € ~, o qual € o mesmo valor obtido pela funcéo

gaussiana com o =d /+/20 para nanocristais de ntcleo esférico. Para que ndo ocorra confuséo
entre as funcdes peso do nucleo e da casca, adotou-se j=2 para a primeira casca com espessura

t, e a amplitude foi calculada por:

(- 2/,2
W, (n)f = @D, (11.2.39)
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A amplitude da funcdo peso devera decair para €° no contorno interno da

primeira casca (r = d /2), assim:

~(r=(d+t/2))*/o%) -
e + /0'2 _ e 5’

—((d/2)—(d+t/2 o
(( ) ( ))/ 2) 5.

Dessa forma, encontrou-se o, :t/ V20 para a primeira casca, que pode ser

generalizada para qualquer j-ésima casca com espessura t; , nomeada como o; = tj/a\/ZO .

Os coeficientes de Fourier para a j-ésima casca sao dados por:

1
(27)°

C(0,q) =~ [d°qae P e, (11.2.41)

2
‘Cm(o’ Q)‘ ~ {2”0(21') [‘7(21) + r(21>] =207, 0" +207; 1, A" + 0 q“}exp(—a(zj) ). (11.2.42)

Observa-se que na posigao [y, para uma m-th casca (j = m) depende do diametro

i - m
do ndcleo, bem como da espessura das cascas internas, dadas porr,_,, =[(d +Zk:1t(k)) /2],

onde k € um nimero inteiro associado a todas as cascas. Portanto, houve uma boa descrigdo
dos espectros Raman para estruturas extremamente pequenas do tipo nucleo / casca, nucleo/

multi-cascas.

Os valores do tamanho do ndcleo e da espessura da casca foram obtidos através

das relacoes:

o, =(d/20)(27/ aces), (11.2.43)
d = aces 0,/20 / 272 (11.2.44)
o, = (U 20)(27 / acs), (11.2.45)
t = aceso;/20 /272, (11.2.46)

em que a, .4, =0.608 Nm € &, ., =0.582 nmpara a estrutura wurtzita (SINGHA et al.,

2005).
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Capitulo 111

I1l. 1. Resultados e Discussoes

Neste capitulo foram apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o
doutorado. Esses resultados foram organizados em diferentes subsec¢des, contendo os diversos
estudos realizados sobre os pontos quanticos semicondutores ultra pequenos (USPQs) e de
tamanhos magicos (MSPQs) de CdSe e nanoestruturas nucleo/casca do tipo CdSe/CdS,Se;.x €
CdSe/CdS,Se1x/CdS.

I11.1. Modelo Modificado de Confinamento de Fénons e sua Aplicacdo a Pontos Quanticos

de CdSe/CdS de Tamanhos Mégico por uma Nova Rota em Solucdo Aquosa.
(Journal of Physical Chemistry C, 2013, 117, 1904 - 1914)

Nesse estudo foram apresentadas modificagdes em um modelo de confinamento
de fénons a fim de obter uma melhor descricdo do espectro Raman de nanocristais esféricos,
denominados: nucleo, nicleo/casca e ncleo/multicascas. As novas interpretagdes permitiram
investigar as influéncias da liga interfacial e efeitos de strain nos modos vibracionais dos
nanocristais nucleo/casca. A robustez do modelo modificado de fénons foi confirmado pela
descricdo precisa dos espectros Raman de pontos quanticos de CdSe/CdS nucleo/casca
sintetizados diretamente em solugdes aquosas por uma nova rota. A espessura da casca de
CdS nos MSPQs de CdSe/CdS foi controlada em funcdo da temperatura e utilizou-se o
modelo modificado para ajustar os espectros Raman das amostras, visando obter as dimensdes
de tamanho do MSPQs nucleo/casca (diametro do nlcleo e espessura da casca). Esses valores
se apresentaram em excelente acordo com os resultados obtidos por microscopia de forga
atdmica, e confirmou que a mudanca na temperatura de sintese foi uma maneira simples e
eficiente para controlar a espessura da casca de CdS durante o processo de crescimento. Além
disso, se confirmou a formagdo de uma camada de liga (CdSSe;.x) na interface dos MSPQs
de CdSe/CdS nucleo/casca, e que os efeitos de strain podem ser negligenciados na estrutura
wurtzita.

Os detalhes das modificagbes no modelo de confinamento de fénons foram

descritas na segéo 11.2.6.1.
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Os espectros de absorcao éptica (AO) das solucbes coloidais contendo os MSPQs
(SO = MSPQs CdSe, S1= MSPQs CdSe/CdS e S2 = MSPQs CdSe/CdS) sintetizados por uma
nova rota sdo apresentados na Figura I1l. 1. As energias dos bandgap dos MSPQs foram (i)
3,28 eV para a amostra SO; (ii) 3,26 eV para a amostra S1 e (iii) 3,11 eV para a amostra S2.
Esses valores de energia foram obtidos a partir de um ajuste gaussiano da banda de absorcéo.
O intervalo dessas energias de bandgap confirmam que as nanoestruturas crescidas foram
extremamente pequenas e pertencentes a classe de NCs de tamanho magico (DUKES;
MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; KUDERA et al., 2007; MCBRIDE et al., 2010; NGUYEN;
DAY; PACHTER, 2010; SOLOVIEV et al., 2000).

Energia (eV)
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Figura I11. 1 Espectros de AO das amostras SO (MSPQs de CdSe com raio médio R = 0,68 nm); S1 e
S2 (MSPQs de CdSe/CdS onde a correspondente espessura da casca de CdS (t) é indicada em cada
espectro).
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A partir da energia do bandgap de E; = 3,28 eV para a amostra SO obtive-se 0
didmetro de 1,35 nm ao utilizar a equagdo empirica (equacao (11.2.47)). Notou-se que este
valor obtido foi bem préximo ao D = 1,39 nm obtido através do modelo modificado de
confinamento de fénons para descrever os espectros Raman. A abordagem para avaliar o
espectro de Raman de MSPQs também revelou um aumento controlavel na espessura casca de
CdS (t) a partir da amostra SO para S2, como mostrado na Tabela I1l. 1 (primeiras trés linhas).
Em adi¢do, o mesmo valor do didmetro médio do nucleo (D = 1,39 nm) foi, também,
confirmado para os MSPQs CdSe/CdS identificados pelas amostras S1 e S2, uma vez que a
casca de CdS foi crescida ao redor nos MSPQs de CdSe. Assim, na Figura Ill. 1, o
deslocamento da banda de AO, para o vermelho de 3,28 e V para 3,11 da amostra SO a S2,
pode ser atribuido ao aumento na espessura da casca de CdS. Esses deslocamentos da banda
de AO, também, foram observados em nanocristais de CdSe/CdS (LI et al., 2003) e CdS/ZnS
(PROTIERE; REISS, 2006), e foi associado com a delocalizacdo das funcdes de onda de
elétrons e buracos ao longo de toda a nanoestrutura nlcleo/casca. Além disso, observou-se um
alargamento da banda de absorcédo, que foi atribuido a um aumento na dispersdo de tamanho
dos MSPQs causado pelo aumento na dispersdo da espessura da casca de CdS.

A Figura IlIl. 2 mostra as imagens de microscopia de forca atbmica (AFM)
(100x100 nm) das amostras SO (imagem (a)); S1 (imagem (b)) e S2 (imagem (c)). As
correspondentes imagens bidimensionais e tridimensionais sdo mostrado ao lado esquerdo e
direito de cada imagem, respectivamente. Visto que qualquer efeito de convolucdo ndo
influencia na medida da direcdo z (vertical) da imagem de AFM (ABDELHADY et al., 2005;
VALLIERES et al., 2007), foi possivel avaliar o didmetro médio de PQs pela distribuicio de
altura da imagem, mostrado ao lado direito da imagem bidimensional, em cada painel. A
Tabela I11. 1 resumi os valores obtidos para o diametro total de cada amostra, bem como a
técnica utilizada. Foi interessante notar que os diametros médios obtidos a partir das imagens
de AFM estavam em excelente acordo com aqueles obtidos pelos ajustes nos espectros Raman
utilizados no modelo de confinamento de fénons modificado. Pequenas e negligenciaveis
diferengas entre os valores foram atribuidas a formacdo de agregados de MSPQs, como
observado nas imagens de AFM (BERRETTINI et al., 2004; MCBRIDE et al., 2010;
NURBOSYN et al., 2006).

A Tabela I11. 1 mostra os valores obtidos para a espessura da casca de CdS (t), a
partir dos dados de AFM quando subtraidos do didametro do nucleo (D = 1,44 nm) dos MSPQs
de CdSe (amostra S0). Dessa forma, para cada amostra de MSPQs nucleo/casca (amostras S1

e S2) existiu um acordo entre os valores da casca de CdS obtidos por AFM e os calculados
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com base nos espectros Raman. Todos esses resultados demonstraram que a espessura da
casca de CdS pode ser efetivamente controlada modificando a temperatura de sintese de 0°C
(amostra S1) para 80°C (amostra S2). Em conexdo com o alargamento da banda de AO
(Figura 111. 1) quando a espessura da casca aumenta, um aumento na dispersdo de tamanho
dos MSPQs CdSe/CdS foi observado a partir da distribuicdo de altura. Esse efeito foi
relacionado com o aumento da espessura da disperséo da casca de CdS em MSPQs de
CdSe/CdS, uma vez que o tamanho do nucleo permaneceu fixo para todas as amostras. As
distribuicbes de altura mostradas nas imagens de AFM foram ajustadas por uma funcédo log-
normal e, portanto, se confirmou a dispersdo crescente de tamanho (&) de MSPQs com o
aumento da espessura da casca de CdS. Comportamento semelhante também foi relatado para
nanocristais de CdSe/CdS sintetizados via metodologia organometalica (ZHANG; ZHANG,;
ZHANG, 2010).
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Figura I11. 2 Imagens de AFM a temperatura ambiente dos MSPQs de CdSe e CdSe/CdS depositados
no substrato de mica: (a) amostra S0; (b) amostra S1; (c) amostra S2.
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Tabela I1l. 1 Dimens6es medias (todas em nm) dos MSPQs (amostras SO, S1 e S2) calculadas
pelas técnicas de Raman e AFM: didmetro do nucleo (D¢ore), €Spessura da casca (t) e diametro
total (Drotat = Deoret t). A Ultima coluna mostra a dispersao de tamanho (&) obtida a partir das
imagens de AFM. As dimensdes mostradas para S3 e S4 (simulag¢6es) foram calculadas a
partir do modelo de confinamento de fénon.

t t

DCOTE & (%)

DTotaI DTotaI

1,39 0,00 1,39 1,44 0 12
1,39 0,41 1,80 1,82 0,38 13
1,39 1,29 2,68 2,70 1,26 15
15,15 1,29 16,44 Hi# HH HHH
15,15 5,60 20,75 Ht HitH HiH#

Os padroes de DRX dos MSPQs de CdSe (amostra SO) e CdSe/CdS (amostras S1
e S2) sdo mostrados na Figura Ill. 3. Esses padrdes foram comparados com os valores dos
difratogramas padrdes de cada calcogeneto, dado por: (i) CdSe (zincblende JCPDS no. 19-
0191; wurtzita JCPDS no. 77-2307) e (ii) CdS (zincblende JCPDS no. 42-1411; wurtzita
ICSD no. 620319). Embora uma porcentagem da fase dos MSPQs fosse mista, vericou-se que
a fase predominante foi wurtzita. Resultados similares foram reportados de nanocristais de
CdSe sintetizados tanto por solucdo coloidal aquosa (HAN; SHENG; LIANG, 2006;
SINGHA et al., 2005) quanto por método organometalico (LU et al., 2007). Para as amostras
S1 e S2 as bandas dos MSPQs de CdSe/CdS foram levemente deslocadas para maiores
angulos e mais alargadas do que os MSPQs de CdSe, o que evidenciou o crescimento da
espessura da casca de CdS e confirmou a presenga da fase wurtzita como dominante. Esse
resultado foi também fortemente suportado pelos picos de difracdo (1 1 0) e (1 1 2) atribuido a
estrutura wurtzita de CdS. Em adicdo, a maior intensidade do pico de difracdo (1 0 1) da fase
wurtzita do CdS na amostra S2 com relagdo a amostra S1 foi atribuido a uma espessura maior
da casca de CdS, em acordo com o deslocamento para o vermelho das bandas de AO (Figura
[l 1).
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Figura Ill. 3 Padr6es de DRX a temperatura ambiente de nanocristais presentes nas amostras: (SO)
MSPQs CdSe, (S1) e (S2) MSPQs de CdSe/CdS. Padrées do CdS (topo) e CdSe (inferior) com
estruturas wurtzita (W) e zincblende (ZB) para comparacéo.

A Figura Ill. 4. (a) mostra os espectros Raman a temperatura ambiente dos
MSPQs de CdSe, em que a banda associada ao modo Optico longitudinal (LO) pdde ser
observada. A cauda de baixa freqiiéncia do modo 6ptico longitudinal (LO), como mencionado
anteriormente apresenta contribui¢es de fonons LO confinados bem como de modos dpticos
de superficie (SO), de acordo com o esperado em nanocristais esfericos (CAMPBELL,;
FAUCHET, 1986; COMAS; TRALLERO-GINER, 2003; RICHTER; WANG; LEY, 1981).
Além dessas duas freqliéncias caracteristicas (LO e SO) dos MSPQs de CdSe, um ombro de
alta freqiiéncia (HFS) em torno de ~ 226,8 cm™ foi visualizado no espectro. A origem desse
modo HFS se deu devido a participacdo de fonons acusticos no processo de espalhamento
(isto é LO + fénons acusticos) como inicialmente proposto por Dzhagan et al. (2009), que
observaram o modo HFS em nanocristais de CdSe bem pequenos (DZHAGAN et al., 2009a).

Em suporte a essa explicacdo, Tschirner et al. (2012), também, observaram a presenca do



67

modo HFS (em torno de =~ 234 cm™) no espectro Raman de nanocristais de CdSe
(TSCHIRNER et al., 2012). Entretanto, apds o revestimento dos MSPQs de CdSe com uma
casca de CdS (amostras S1 e S2), o modo HFS desapareceu no espectros Raman. Esse
fendmeno estava, também, em excelente acordo com os resultados reportado por Tschirner et
al. (2012) e Dzhagan et al. (2009) (DZHAGAN et al., 2009a; TSCHIRNER et al., 2012). O
modelo modificado de confinamento de fénons proposto nessa pesquisa foi utilizado para
descrever os espectros Raman das amostras S0, S1 e S2. Assim, a intensidade relacionada ao
espectro Raman experimental dos MSPQs de CdSe foi ajustado pelas equacdes ((11.2.36) e
(11.2.37)) mais uma fungédo Lorentziana adicional que leva em conta 0 modo HFS (226.8 cm’

1, sendo 1(w) =19 () + 18 () + 12 (w). Para a intensidade LO 18 (w) (veja equagio

(11.2.36)) foi utilizado os seguintes valores (SINGHA et al., 2005): @, =213 cm? e
Aw,, =118 cm® a fim de descrever a dispersio de fénons no CdSe bulk,
@) (0) = @y — Ay q(zl) , Ndo existindo a formacao de qualquer liga interfacial nos MSPQs de

CdSe. O vetor de onda ,, foi representado em unidades de 27/a,, isto & =[q,, /(27/a)],

com o parametro de rede médio da estrutura wurtzita dado por Singha et al. (SINGHA et al.,
2005). Assim, a dispersdo de fénons média é descrita por uma funcdo ndo periddica na

equacdo (11.2.36) para equacédo de 1% (w) na primeira zona de Brillouin. Na Figura Ill. 4 (a) a

qualidade dos ajustes tedricos (linha sélida vermelha) com os dados experimentais (circulos)
foi excelente, a partir do qual se determinou o diametro médio de D = 1,39 para os MSPQs de
CdSe, em excelente acordo com os valores obtidos a partir dos espectros de AO (D = 1,35
nm) e as imagens de AFM (D =1,44 nm).

As Figura Ill. 4 (b) e (c) mostram o0s espectros das amostras de MSPQs de
CdSe/CdS (amostras S1 e S2). Além da banda Raman em ~ 204 cm™ apareceu uma banda
adicional em ~ 275,5 cm™ para a amostra SI e em ~ 280,7 cm™ para a amostra S2, 0 que
confirmou o crescimento da casca de CdS ao redor dos MSPQs de CdSe. Os dados mostraram
um excelente acordo com os espectros Raman experimental (circulos abertos) e as curvas de

ajustes (linhas vermelha sélida), 1V (@) =1% (w)+1{ (w), para cada uma das bandas Raman.

Nesse caso definiram-se os valores inteiros como: (i) i = 1 para as vibragdes em torno do
modo LO do CdSe e (ii) i = 2 para as vibra¢Ges em torno do modo LO da casca de CdS. Os

coeficientes de Fourier usados para calcular a intensidade 1 (@) (equacdo (11.2.36)) séo

dados por ‘C(l) (O, q)‘2 zexp(—qfl)a(zl)). Os coeficientes de Fourier da casca de CdS (equacgéo
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(11.2.42)) foram definidos para j = 2, material da casca. Em acordo com as novas

interpretacOes os parametros w,;, € A, que descrevem a curva de dispersdo do fonon LO

do material bulk (ay,(q)=a,; —Awy, q(zi)) foram obtidos a partir de procedimentos de
ajustes, a fim de avaliar a possivel existéncia da liga interfacial, bem como os efeitos de strain

nos MSPQs de CdSe/CdS. O vetor de onda (;, foi representado em unidades de Zﬂ/é(i), ou
seja, Qg =[d, /(27[/5)], com pardmetro de rede médio da estrutura wurtzita dado por

(SINGHA et al., 2005): &,, =0.608 nm para o CdSe e &,, =0.582 nm para o CdS.
A integracdo da equagdo, para | (w), foi realizada na primeira zona de Brillouin

devido a ndo periodicidade da dispersdo de fénon média. A partir dos procedimentos de
ajustes realizados nos espectros Raman dos MSPQs (amostras SO, S1 e S2) calculou-se os
valores médios associados com o didmetro do nlcleo e a espessura da casca como mostrado
na Tabela Ill. 1, em comparacdo com os dados de AFM. A excelente concordancia entre 0s
dois conjuntos de resultados (Raman e AFM) em relacdo ao tamanho dos PQs, confirmou-se a
robustez do modelo modificado de confinamento de fonons proposto nessa pesquisa. A Tabela
1. 2 (primeiras trés linhas) mostra os parametros (todos em cm™) obtidos a partir dos ajustes

nos dados dos espectros Raman.
Foi observadoque a freqiiéncia de fonon @,,, associada com o nucleo de CdSe

n&o foi alterada com o crescimento da casca de CdS nas amostras S1 e S2, demonstrando que
qualquer efeito possivel strain que ocorresse no ndcleo poderia ser negligenciado. Efeitos
semelhantes foram relatados para nanocristais de CdSe/CdS também com estrutura wurtzita,
em que confirmou-se que o efeito de strain relacionado com a incompatibilidade de rede entre
0 CdSe-nucleo e o CdS-casca € muito pequeno para ser detectado através de medidas Raman
(LU et al., 2007; SINGHA et al., 2005). Ao contrério, para nanocristais de CdSe/CdS com

estrutura zincblende os efeitos de strain induzido pela incompatibilidade de rede foram
confirmados devido ao deslocamento para o azul da freqténcia de fonon do @, do CdSe-

nucleo, com o aumento da casca de CdS (TSCHIRNER et al., 2012; ZHANG; ZHANG;
ZHANG, 2010). Adicionalmente, é importante mencionar que os nanocristais de CdSe/CdS
com estrutura cubica apresentaram efeitos opostos de strain para o nucleo e casca como
relatado por Tschirner et al. (2012), em que a diferenca das constantes de rede originou um
strain compressivo e tensivo no ndcleo e na casca, respectivamente (Tschirner et al., 2012).

Portanto, os efeitos de strain que foram negligencidveis nos nanocristais de CdSe/CdS de
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estrutura wurtzita, e considerados quando 0s nanocristais apresentaram estrutura zincblende.
Assim, nenhum efeito de strain induzido no deslocamento da frequéncia de CdS-casca®,,
foi observado nos espectros Raman dos nanocristais de CdSe/CdS com estrutura wurtzita.
Observou-se que o deslocamento para o azul da fregiiéncia @y, de 275,5 cm™ (amostra S1)

para 280,7 cm™ (amostra S2) foi diretamente resultado do enfraquecimento no confinamento
do fonon LO2, o qual foi causado pelo aumento da espessura da casca de 0.41 nm para 1.29

nm.

(c) ' ll)ll'u-l' S Sz
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Figura Ill. 4 Espectros Raman a temperatura ambiente (circulos) dos MSPQs: (a) CdSe; (b) e (c)
CdSe/CdS. A frequéncia de cada modo vibracional (SO1, LO1, HFS, SO2, ou LO2) foi indicada por
nameros. O ajuste do espectro Raman foi mostrado pela linha solida vermelha, com as
subcomponentes nomeadas como: linha verde vibra¢es do nucleo, linha azul vibragfes da casca,
linha preta para 0 modo HFS apenas na amostra SO (painel (a)). S3 e S4 foram espectros Raman
simulados pelo modelo modificado de confinamento de fénons proposto nessa pesquisa.
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Na equacédo (11.2.36) o T, esta associado a vibracdo em torno do modo LO

LO()
confinado do CdSe-nucleo com i = 1, ou CdS-casca com i = 2, e é também influenciado pela
formacdo da liga na interface dos MSPQs de CdSe/CdS. Esse efeito é causado pela
proximidade (e até mesmo uma sobreposicdo parcial) entre modos LO a partir do material
homogéneo (nicleo e casca) e a liga interfacial (camada de mistura). Nas amostras, a
estimativa da espessura da liga interfacial é de 1-2 monocamadas de acordo com Dzhagan et
al. (2009) (DZHAGAN et al., 2009b). Dantas et al. (2011) verificaram que devido as
vibragdes da liga as frequéncias do modo LO do CdSe deslocam-se para o vermelho em
relacdo ao valor do material bulk. (NETO et al., 2011). Naturalmente, um comportamento
similar era esperado para as vibragdes da liga CdScSe;x (com x ~ 0,5), da qual esta localizada
na interface dos MSPQs de CdSe/CdS. Entretanto, essa fina camada de liga interfacial é
também influenciada pelo confinamento de fénons, do qual provoca um deslocamento
adicional para o vermelho de ambas as freqiiéncias da liga do modo do CdSe e do CdS
(NETO et al., 2011).

Tabela I11. 2 Parametros (todos em cm™) obtidos a partir dos ajustes dos espectros Raman das
amostras SO, S1 e S2. Todos os parametros mostrados nas simulacdes S3 e S4 foram baseados
no modelo modificado de confinamento de fonons.

Doy Ay

Ay,

0o T Doy Lot @) Do, Do Os0,  Tsop

213 118 204 8,0 1850 25  #Ht  #HH  #HH #HE ##HE #HH#
2095 67 204 140 1910 26 2765 10 2755 28 2412 38
208 55 204 169 1894 26 2829 30 280,7 40 2420 37
213 118 213 16,9  ###  ### 2829 30 280,7 40 2420 37
213 118 213 16,9 ###  ### 302 102 302 40 HEHE HHH

Os efeitos da liga também foram explicados pela alteracdo de I'\o; e I'\o,

induzido pelo crescimento da casca de CdS. ', aumentou de 8,0 cm™ no MSPQs de CdSe
(amostra SO0) para os seguintes valores: 14.0 cm™ e 16,9 cm™ para as amostras S1 e S2,
respectivamente. No entanto, para os MSPQs de CdSe/CdS I'\,, ampliou de 28 cm™

(amostra S1) para 40 cm™ (amostra S2), o que também ocorreu devido a influéncia do
aumento da dispersdo de tamanho da casca de CdS, como confirmado pelos dados de AO e
AFM. Além disso, a camada mista de CdS4Se;.x com x = 0,5 (liga interfacial) nos MSPQs de
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CdSe/CdS causou alteragdes na curva de dispersdo de fénon LO do material bulk, que foi

. - N A ~ -1
confirmado pelas variagGes dos parametros a,;, € Aw, que para o bulk sdo @,, =213 cm

e Ay, =118 cm™para o CdSe bulk e @y, =302 cm™ e A, =102 cm™para o CdS bulk
(SINGHA et al., 2005). Mesmo para as mais finas cascas de CdS (amostra S1) se obteve os

valores de @y, =209,5cm™ e Aw,=67cm® para o nicleo e @y, =276,5cm™e

Ay =10 cm™ para a casca. Essas alteracdes mostraram a forte influéncia da liga interfacial

na dispersdo de fonons LO, o qual é mais intensificado na casca mais fina (t = 0,41 nm).

Quando a casca de CdS aumentou para t = 1.19 nm (amostra S2) um leve deslocamento foi
observado tanto para o nucleo (@, =208 cm™) quanto para a casca (@ =282,9 cm™).

Além disso, comportamentos opostos entre as larguras de banda A, relacionadas aos
materiais do nucleo e da casca foram confirmados: Aw,, diminuiu (A®,, =55 cm™)

enquanto Aew,, aumentou (A@,, =30 cm™). Em outras palavras, a variacdo de Ay, com

relacdo ao valor do material bulk homogéneo foi levemente aumentada para o nicleo e
diminuida para a casca. Novamente, esses resultados confirmaram a forte influéncia no ndcleo
induzida pelo pequeno crescimento da liga interfacial, a qual foi desconsiderada para a casca
devido o aumento relativo da fragdo de material de CdS homogéneo.

A partir dos parametros w,;, € Aam; Obtidos para as amostras S1 e S2 poOde-se

)
intuitivamente esperar que a influéncia da liga interfacial na dispersdo de fénons do ndcleo e
da casca fosse negligenciada para nanocristais com grandes dimensdes (diametro do ndcleo e
espessura de casca). Assim, a fim de calcular esses efeitos foi utilizado o0 modelo modificado
de confinamento de fénons, apresentado nessa pesquisa, para simular os dois espectros (S3 e

S4). Na Figura Ill. 4 (d), a simulagdo S3 foi obtida por extrapolagdo do didmetro do nucleo
para um valor, do qual a freqiiéncia @, foi a mesma que o do correspondente bulk para o
CdSe (@, =213 cm™), considerando a espessura da casca fixa no valor da amostra S2 (t =

1.29 nm) e mantendo os parametros de dispersdo 0s mesmos (@, =282.9 cm? e

A@, =30 cm™). Os dados obtidos a partir das simulagdes foram adicionados nas duas

ultimas linhas da Tabela I11. 2. Na simulagdo S3 é interessante notar que o valor obtido para o
tamanho do ndcleo (D = 15.15 nm) o nanocristal ndo apresenta efeitos de confinamento

quantico, e ainda o da freqiiéncia o, foi 0 mesmo valor da amostra S2 (@,,, =280.7 cm™).
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Esse resultado estava em excelente acordo, uma vez que utilizando a aproximagdo da massa
efetiva verificou-se que nanocristais de CdSe maiores que 14 nm ndo apresentam mais efeitos
de confinamento quéantico, podendo ser chamados de nanocristais com propriedades de bulk.
A Figura Il1. 4 (e) mostra a simulacdo S4, na qual os parametros do nucleo foram mantidos os

mesmos da simulacdo S3, mas com uma espessura de casca extrapolada para o valor da
frequéncia @,q, igual ao do bulk de CdSe (w_,, =302 cm™). Assim, a dispersdo de fonons

LO do correspondente material bulk (CdSe ou CdS) foi obtida por extrapolacdo do diametro
do nucleo (simulacdo S3) e do nucleo e espessura da casca (simulacdo S4). Entdo, concluiu-se
que para dimensfes de tamanhos maiores, a influéncia da liga interfacial na dispersdo de
fonons é certamente negligenciada.

Na Tabela Ill. 2 observa-se nos dados das S1 e S2 que ocorreu a diminuicdo da
freqiiéncia @y, associada com alteracbes no ambiente dielétrico induzido pelo aumento da
espessura da casca (COMAS; TRALLERO-GINER, 2003). O aumento na diferenca entre as

freqUéncias de fénons @, e W5, (LANGE et al., 2007; TSCHIRNER et al., 2012) é devido a

liga interfacial. Entretanto, nas mesmas condigdes, o aumento na frequéncia @y, foi também

explicado pela abordagem do dielétrico continuo (COMAS; TRALLERO-GINER, 2003; LU
et al., 2007). Vale ressaltar que, em nanoparticulas nicleo/casca com grandes dimensfes
pode-se esperar uma reducdo na intensidade do modo SO induzida pela diminuicdo da razéo
superficie por volume. Esse efeito foi bem representado nas simulagbes S3 e S4 pela auséncia
do modo SO, quando a dimensdo de tamanho (didmetro do nucleo ou espessura da casca) de
ndcleo-casca nanocristais foi extrapolada até um determinado valor, em que a frequéncia de
LO foi igual a do correspondente material bulk (CdSe ou CdS).

As descobertas dessa pesquisa demonstraram que o modelo modificado de
confinamento de fénons proposto foi muito util para avaliar as mudancas nas curvas de
dispersdo de fénons de um nanocristal nicleo/casca induzida pela formacdo de uma liga
interfacial. Em particular, para a liga interfacial, localizada na interface dos MSPQs de
CdSe/CdS, ndo existia dados disponiveis para as curvas de dispersdo de fénons nos modos
LO de CdSe e CdS da liga para comparar com os resultados obtidos. Assim, utilizou-se como
analogia a liga de Al,Ga;xAs, que foi muito similar a liga CdS4Se;.x, como demonstrado em
trabalhos na literatura (BARONI; GIRONCOLI; GIANNOZZI, 1990; JUSSERAND;
PAQUET; MOLLOT, 1989; NETO et al., 2011). Nessa correlacdo, além do deslocamento

para o vermelho do modo LO com relagéo a fase pura, as larguras das bandas Awy, foram
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estreitadas devido os efeitos de liga. Isto era consistente com os valores obtidos pelas

amostras S1 e S2 (veja a Tabela I1l. 2), na qual os valores a,;, € Aw,, foram menores que os

valores da fase pura de CdSe e CdS, dando assim suporte adicional as conclusdes obtidas
através do modelo prosposto nessa pesquisa.

A fim de calcular a qualidade do ajuste, realizou-se a estimativa do erro,
calculando o erro quadratico médio (MSE), o qual é definido pela seguinte expressdo
(JELLISON, 1991; ROODENKO et al., 2010)

N

1 i experimental |2
MSEz\/ MZ(Ith—ij “) (1.2.48)

— i

onde N € o nimero de pontos do espectro Raman, M é o nimero de pardmetros de ajuste que
variam, e | a intensidade de Raman em cada nimero de onda. Assim, em unidades de sinal
Raman, obtive-se os valores do MSE de 0,012, 0,011 e 0,011 para as amostras de SO, S1 e S2,
respectivamente. Na verdade, os pequenos valores de MSE encontrados confirmaram a
excelente qualidade dos ajustes, reforcando a robustez das descobertas dessa pesquisa.
AFigura Il1. 5 ilustra um nanocristal pequeno de CdSe/CdS com fase wurtzita, em
que a liga CdS«Se;x localizada na interface foi destacada. De acordo com o modelo
modificado de confinamento de fénons proposto nesse estudo, a Figura I1l. 5 mostra que cada
metade da camada de liga CdS,Se;.x contribui para o comprimento total ou para o raio R do
nacleo de CdSe, ou para a espessura t da casca de CdS. Em outras palavras, o nucleo e a casca
ndo eram formados apenas pelos materiais homogéneos (CdSe ou CdS), mas também pela
liga interfacial (CdSxSe;.x). Nesse contexto, entendeu-se que a influéncia da liga CdScSe;«
nas dispersdes media de fénons do nucleo de CdSe e na casca de CdS seria mais forte para as

dimensGes menores (R ou T) do nanocristal, de acordo as analises apresentadas anteriormente.

Figura I11. 5 Esquema ilustrativo de um nanocristal de CdSe/CdS esférico com estrutura wurtzita
hexagonal. As esferas vermelhas, amarelas e azuis representam, respectivamente, os ions de Se*, S* e
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Cd**. O R é o raio do nicleo do CdSe, t é a espessura da casca de CdS, que estdo destacadas, além da
liga interfacial de CdS,Se;.y.

Tabela Il1. 3 Razdo das Intensidades dos modos SO com relagéo ao LO (SO/LO) para CdSe-

ndcleo e CdS-casca.

0,05

s 030 039
s 039 021

Aintensidade SO1 para a amostra SO foi originada somente nos MSPQs de CdSe,

uma vez que para as amostras S1 e S2 ambas as intensidades SO (SO1 e SO2) foram também
atribuidas a contribuicGes das vibracGes da liga interfacial CdS«Se;.x. Embora tenha utilizado
somente duas fungdes Lorentzianas para descrever a intensidade SO em todo o nanocristal
(nucleo e casca), uma possivel mudanca na intensidade relativa dos modos SO com relagdo ao
modo LO poderia ser esperada. Assim, como demonstrado na Tabela Ill. 3, a razdo de
intensidade dos modos SO/LO para CdSe-nlcleo (SO1/LO1) e CdS-casca (SO2/L0O2),
apresentou incerteza de =~ 2% devido ao excelente acordo entre 0s espectros Raman e 0s
ajustes. Apds o crescimento da casca de CdS com espessura de t = 0.41 nm na amostra S1 a
razdo entre SO1/LO1 foi aumentada para 0.30, a qual foi praticamente seis vezes mais do que
para a amostra SO (0,05), confirmando a forte contribuicdo da liga de CdS,Se;.x nas vibracoes
de superficie. O aumento adicional da espessura da casca de CdS parat = 1.29 nm na amostra
S2 levou a uma razdo SO1/LO1 de 0,39, a qual pode ser explicada pelo pequeno crescimento
da liga interfacial, como anteriormente comentado. A diminuicdo da razdo superficie por
volume foi usada para esclarecer, embora parcialmente, a diminuig¢do da razdo SO2/LO2 de
0,39 (amostra S1) até 0,21 (amostra S2). No entanto, a redugdo da proporcdo SO2/LO2
observada para a amostra S2 também foi induzida pela maior quantidade de CdS puro na
casca que por sua vez aumentou a intensidade LO2.

Em conclusdo, um passo importante para a producdo de nanocristais
semicondutores foi relatado nesse tdpico, descrevendo a nova metodologia para crescer
MSPQs de CdSe/CdS diretamente em solugdo aquosa, em que a mudanca na temperatura de
sintese pdde ser utilizada com éxito para controlar a espessura da casca de CdS. Essa
abordagem permitiu fabricar diferentes estruturas MSPQs nucleo/casca da familia 11-VI

controlando ndo apenas o tamanho do ndcleo e a espessura da casca, mas também a presenga
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da liga na interface ndcleo-casca. Além do crescimento com sucesso de MSPQs de CdSe/CdS
com diferentes espessuras de casca, a espectroscopia de Raman foi profundamente explorada
para proporcionar informacdes importantes sobre as dimensdes do nucleo, espessura da casca,
liga na interface nucleo-casca, e os efeitos de strain. A fim de proporcionar uma base sélida
para 0 uso da espectroscopia Raman ao avaliar as informagdes de MSPQs foi proposto
modificacbes no modelo de confinamento Gaussiano fenomenoldgico, tais como a variagéo
da funcéo peso de fénon para nanoestruturas esféricas com o objetivo de melhorar a descricao
de foénons dpticos confinados. O modelo modificado proposto nessa pesquisa indicou as
diferencas entre o confinamento de fénons no nucleo e no material da casca, de modo que ele
pode ser utilizado para estudar nanocristais esféricos do tipo: apenas nucleo, nucleo/casca e
nacleo/multicascas. Assim, o modelo modificado de confinamento de f6nons também
funcionou como uma ferramenta importante para avaliar as mudancas na dispersdo média de
fénon LO induzidas por uma liga interfacial ou efeitos de strain em nanocristais nicleo/casca.
Esse modelo modificado foi testado em nanocristais esféricos de MSPQs de CdSe/CdS, em
gue o procedimento de ajuste dos espectros Raman permitiu avaliar as dimensdes de tamanho
de nanoestruturas (diametro do nucleo e espessura de casca) em excelente concordancia com
os obtidos por imagens de AFM. Como conclusdo pratica deste estudo, observamos que 0s
efeitos de strain foram negligenciados para nanocristais de CdSe/CdS com estrutura wurtzita,
mas devem ser considerados quando esses nanocristais forem estruturados na fase zincblende.
Além disso, a formacdo de uma camada de liga de CdSxSe;x na interface dos MSPQs de
CdSe/CdS com fase wurtzita foi claramente confirmada por vibracdes de liga no espectro de
Raman, resultando em assinaturas caracteristicas do modelo de confinamento proposto
modificado, ou seja, alteracdes na larguras de linha do modo LO, curvas de dispersédo fénons
LO, e razbes de intensidade SO/LO. Acredita-se que o modelo modificado proposto nessa
pesquisa também pode ser empregado com sucesso para investigar outras nanoestruturas

esféricas.
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I11.2 Luminescéncia Altamente Estavel de Pontos Quéanticos de CdSe de Tamanhos Magicos
em Células HeLa.

(Sensors and Actuators. B, Chemical, v. 191, p. 108-114, 2014)

A luminescéncia altamente estavel de pontos quéanticos de CdSe de tamanhos
magicos (MSPQs) foi reportada em células HeLa. Os MSPQs de CdSe com diametro médio
de 1.6 nm foram sintetizados em solucdo coloidal aquosa com um ligante de revestimento
biocompativel. Os espectros de luminescéncia mostraram um amplo intervalo de
luminescéncia e a presenca de niveis profundos caracteristicos de defeitos da estrutura
wurtzita, essa fase foi confirmada por difracdo de raios-X. Imagens de microscopia de
fluorescéncia, capturadas apds 24 h e 36 h, mostraram que a luminescéncia dos MSPQs de
CdSe foi altamente estavel, indicando o seu potencial em estudos de migracdo de células

tumorais em vivo.

Um modelo simplificado dos MSPQs de CdSe com ligante de revestimento 1-
tioglycerol é mostrado na Figura Ill. 6 (a), na qual os grupos hidroxila estdo localizados para
fora da superficie e os grupos tiol formam uma fina camada sobre a superficie interna. Essa
configuracdo estrutural foi recentemente reportada na literatura, em que 0s grupos tiol tem
forte afinidade para se ligar a superficie de PQs. (ALDANA; WANG; PENG, 2001;
SATHYAMOORTHY et al., 2010). Em aplica¢fes tais como sondas bioldgicas esses cristais
podem ser acoplados com varias biomoléculas por reacdes quimicas com grupos hidroxila.
Em adicdo, o 1-tioglycerol € uma curta cadeia de carbono, a qual permiti uma interacdo maior
dos MSPQs com as biomoléculas. Nesse trabalho, sintetizou-se MSPQs de CdSe com uma

liga de CdSxSe;x ao seu redor.

A presenca dessa liga previne a liberagdo de ions de cadmio (Cd*?) da superficie
dos MSPQs de CdSe e os tornam mais resistentes a oxidacdo. Figura Ill. 6 (b) mostra os
espectros de AO a temperatura ambiente dos MSPQs de CdSe em solucéo coloidal aquosa. A
curva (a) (linha azul) mostra o espectro de AO apo6s a sintese. Ja a curva (b) (linha verde)
representa a amostra apds 6 meses, periodo em que nenhum deslocamento da banda de AO
com o tempo foi observado, porém, ocorreu no espectro da amostra, ap0s seis meses, 0
aparecimento de uma aparente banda de AO em maiores comprimentos de onda, 0 que ndo foi
observado no espectro ap0s a sintese. Essa banda centrada em 396 nm da evidéncias da
formacdo de um segundo grupo de PQs de baixa densidade. O didmetro médio dos PQs de
CdSe foram calculados substituindo o comprimento de onda do pico da banda de AO na

equacdo empirica obtendo o valor de D = 1,58 nm (equacao (11.2.12)). Assim, o tamanho
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extremamente pequeno, a elevada estabilidade do tamanho com o tempo e 0 crescimento
descontinuo sdo fortes indicios de que se sintetizou PQs de CdSe de tamanhos magicos
(MSPQs) (DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; RIEHLE et al., 2009).

(2)

1 Th|oglycerol

CdSe MSQDs

rﬁ 2 ‘Grouping OH

(b) Energia (eV)
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Figura I11. 6 (a) Modelo simplificado dos MSPQs de CdSe-OH (b) evolucdo temporal dos espectros de
AO dos MSPQs de CdSe na solucdo coloidal aquosa. A curva azul e verde sdo os espectros obtidos
apos a sintese (a) e apos 6 meses (b). As setas pretas representam as linhas de excitacdo e a transicao
excitbnica dos PQs.
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Os espectros de luminescéncia dos MSPQs de CdSe em solucdo coloidal aquosa
foram obtidos com duas linhas de excitacdo (457.9 nm e 380 nm) mostrados na Figura Ill. 7,
sendo os espectros de fotoluminescéncia (PL) (a) e de fluorescéncia (FL) (b). As curvas em
azul e verde sdo os espectros obtidos apos a sintese (a) e apds 6 meses (b). Os espectros de
luminescéncia foram relativamente largos, devido os PQs conterem defeitos atbmicos internos
(auséncia de um 4tomo ou 4&tomo em excesso), o0 que cria estados de armadilha ndo radiativos,
outra caracteristica de PQs de tamanho magico de acordo com a literatura (DUKES;
MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; RIEHLE et al., 2009). Além disso, o recente estudo,
proposto nessa tese, verificou que os MSPQs de CdSe sintetizados pela metodologia sugerida,
apresentou alta eficiéncia quéntica, o que permite o seu uso em marcadores bioldgicos
(PILLA et al., 2013). Observou-se, também, duas bandas de luminescéncia localizadas em
torno de 624 nm (2 eV) e 769 nm (1.6 eV). Essas luminescéncias sdo asociadas a niveis
metaestaveis causados pela presenca de defeitos profundos caracteristicos da estrutura
wurtzita, denominados como divacancias de cadmio-selénio (Vcq—Vse). EXxistem dois tipos de
divacancias: uma orientada ao longo do eixo ¢ e outra orientada ao longo da direcdo da
ligacdo basal Cd-Se (BABENTSOV; SIZOV, 2008). A luminescéncia destes niveis
metaestaveis foi mais perceptivel nos espectros de PL, porque o detector da fotoluminescéncia
apresenta uma resolucao maior do que o do fluorimetro. Os espectros PL e FL dos MSPQs de
CdSe foram obtidos com a linha excitagdo de 457.9 nm, a fim de fazer comparagGes com

correspondentes imagens adquiridas por microscopia de fluorescéncia digital.

As imagens de AFM (300 x 300 nm) dos MSPQs de CdSe ap6s 6 meses, em que
as correspondentes bidimensional e tridimensional, sdo mostradas ao lado esquerdo (Figura
I11. 8 (2)) e direito (Figura Ill. 8 (b)), respectivamente. A fim de calcular o diametro médio dos
PQs, observou-se a distribuicdo de altura obtida da imagem de AFM, uma vez que a altura
ndo € influenciada pelos efeitos de deconvolucéo. O painel da direita mostra a distribuigéo de
altura usada para determinar o diametro dos PQs de CdSe, obtendo D = 1,6 nm. Além disso,
verificou-se no histograma que existe um pequeno ombro entre 1,6 e 3,46 nm com maximo
em torno de 2 nm, o qual é correspondente ao segundo grupo de PQs de CdSe com baixa
densidade, 0 que pode ser atribuido a aparente banda de AO localizada em 396 nm. Esse
resultado confirma que os PQs foram estaveis em relacdo ao tamanho mesmo ap6s 6 meses,
com um crescimento descontinuo, reforcando que as estruturas crescidas foram MSPQs de
CdSe. Notou-se também que os didmetros obtidos pelas imagens de AFM estavam em acordo

com os obtidos utilizando os espectros de AO.
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Figura I11. 7 Evolucdo temporal dos espectros de fotoluminescéncia (a) e fluorescéncia (b) dos MSPQs
de CdSe na solucéo coloidal aquosa utilizando duas linhas de excita¢do. As curvas azul e verde sdo 0s
espectros obtidos apds a sintese (a) e apos 6 meses (b).
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Figura Ill. 8 Imagem de AFM dos MSPQs de CdSe ap6s 6 meses depositados sobre a mica imagem
bidimensional, tridimensional e o histograma de altura.

Os padrdes de DRX dos MSPQs de CdSe apo6s a sintese sdo comparados com 0s
padrdes de difracdo em p6 de CdSe na fase zincblende (JCPDS no. 19-0191) e wurtzita
(JCPDS no. 77-2307), como mostrado na Figura Ill. 9. Os largos picos confirmam que 0s
nanocristais sdo bem pequenos. Além disso, no caso de nanocristais de CdSe bem pequenos
ndo é possivel distinguir entre as fases cubica da hexagonal (TALAPIN et al., 2001). Portanto,
0s padroes do MSPQs exibem picos de difracdo de Bragg em posi¢des correspondentes as
estruturas zincblende e wurtzita. Esse resultado estd em excelente acordo com as bandas de
luminescéncia dos niveis de defeitos profundos na estrutura wurtzita, as quais podem ser
melhor visualizadas no espectro PL (Figura Ill. 7). Resultados similares de padrdes de DRX
foram reportados para nanocristais de CdSe sintetizados por metodologia organometéalica (LU

et al., 2007) e solucdo aquosa (SINGHA et al., 2005).
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Figura Il1. 9 Padrdes de DRX a temperatura ambiente dos MSPQs de CdSe apds 6 meses. Os padrdes
do CdSe na fase wurtzita (acima) e zincblende (inferior).
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A fim de avaliar o efeito dos pontos quénticos nas células HelLa, utilizou-se a
microscopia de fluorescéncia. A Figura Ill. 10 mostra a morfologia das células HelLa (A)
incubadas com MSPQs de CdSe (B) e Etoposide (C). A citotoxicidade aguda nas células
HelLa foi observada apenas apds o tratamento com Etoposide (200 uM). As células HelLa
incubadas ou ndo com os MSPQs de CdSe, e observadas na microscopia de contraste de fase,
sdo finas e alongadas, distribuidas homogeneamente ao longo da cultura e ndo apresentaram
sinais de citotoxicidade. Os resultados na literatura ddo indicios de que a citotoxicidade dos
PQs estava correlacionada com a quantidade de Cd*? liberados da superficie do nicleo de
CdSe, induzindo a formacdo de espécie reativa de oxigénio, o que conduz a multiplos danos
em organelas e morte celular. Mesmo que o cddmio seja precursor dos MSPQs de CdSe,
provavelmente, os ions de cadmio liberados a partir da superficie parecem ndo ser suficientes
para causar efeitos danosos as células HeLa. Além disso, esses MSPQs de CdSe tem uma liga
de CdSxSeix ao redor deles (ver modelo simplificado da Figura IlIl. 6 (A)), que evita a
libertacdo de ions de cadmio e faz com que sejam mais resistentes a oxidacao do gque 0s outros
pontos quanticos tradicionais, que apresentam reagdes entre oxigénio e os Cd*2. Como
esperado, a incubagdo com Etoposide levou a varias anormalidades morfol6gicas, tais como
reducdo do tamanho nuclear, encolhimento celular (células redondas) e formacéo de bolha na

superficie das células, o que indicou a apoptose terminal (Figura I11. 10 (C)).
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Figura Ill. 10 Caracterizagdo morfoldgica usando microscopia de contraste de fase das células HelLa
(A) sem nada incubado e (B) incubado com os MSPQs de CdSe. Irregularidade na forma e
descolamento celular (células redondas), (C) em células tratadas de Etoposide como controle positivo
de citotoxicidade. Setas pretas indicam a formacéao de bolhas na superficie das células resultantes do
processo de morte final. As setas azuis indicam a ruptura das células da membrana. Barra de Escala =

200 pm.



83

As imagens de microscopia das células HeLa marcadas com os MSPQs de CdSe
foram adquiridas apds 24 h e 36 h de incubacdo, como mostrado na Figura Ill. 11. Uma das
grandes metas tecnologicas em relacdo aos PQs é melhorar a sua ligacdo com as superficies
celulares, facilitando a captacdo intracelular e retencdo. Nesse estudo, nas imagens de
microscopia de fluorescéncia se observou que os MSPQs de CdSe estdo na superficie das
células e nos compartimentos intracelulares, conforme mostrado na Figura Ill. 11, observou-
se, também, uma linha de fluorescéncia verde que indica a ligacdo de MSPQs de CdSe sobre a
superficie das células. Além disso, a fluorescéncia difusa indicou a presenca de MSPQs de

CdSe nos compartimentos intracelulares das células.

Figura I11. 11 Imagens de fluorescéncia (A) apds 24 h de incubagdo com 0.05 uM of MSPQs de CdSe.
(B) Apos 36 h, a fluorescéncia ainda é visivel. As setas brancas indicam MSPQs interagindo com a
membrana celular. Cabeca de setas indicam os MSPQs de CdSe no interior das células. Barra de
Escala = 200 pm.
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A presencga dos MSPQs de CdSe na superficie das células e no espaco intracelular
ocorreram, provavelmente, devido as interacbes com glicoproteinas e glicolipideos (ONG,
2007). E interessante observar que MSPQs de CdSe permaneceram dentro das células e séo,
aparentemente, resistentes a degradacdo metabdlica das células HelLa. Isso foi confirmado por
meio de fluorescéncia de longo tempo, observada ap6s 36 h de incubacdo (Figura Il1. 11 (B)).
Portanto, pode afirmar que MSQDs sdo mais estaveis em funcdo do tempo de sondas
fluorescentes organicas. Observou-se que 0s MSPQs de CdSe estavam espalhados por todo o
citoplasma, apos incubacdo com células HelLa por 36 h, o que confirma a sua resisténcia a
fotodegradagéo (Figura Ill. 11 (B)). Portanto, MSPQs de CdSe, sintetizados pela metodologia
proposta nesse estudo, apresentam luminescéncia mais estavel em meios biol6gicos, do que o0s
tradicionais pontos quanticos. Isso prova que o MSPQs de CdSe podem ser utilizados para
sondas fotoestaveis, 0o que estimula a diversos pesquisadores a utilizarem estes MSPQs de

CdSe nos estudos bioldgicos .

Em conclusdo, foram sintetizados MSPQs de CdSe diretamente em solucédo
aquosa, biocompativeis e com luminescéncia altamente estdvel mesmo apds 36 h. Os
espectros de AO e as imagens de AFM confirmaram o crescimento dos MSPQs de CdSe de
1.6 nm e com alta estabilidade do tamanho em funcdo do tempo. Os espectros de PL e FL
confirmaram o amplo intervalo de luminescéncia dos MSPQs de CdSe e a presenca de niveis
de defeitos profundos caracteristicos de divacancias na estrutura wurtzita, a presenca dessa
estrutura foi confirmada nos resultados de DRX. A liga interfacial de CdSxSe;x ao redor dos
MSPQs de CdSe previniu a liberacdo de ions de cadmio e os tornou mais resistentes a
oxidacdo, que foi confirmado pela auséncia de mudancas morfoldgicas nas imagens de
microscopia. Assim, esse trabalho demonstrou que os MSPQs de CdSe sdo excelentes para

acompanhar processos de migracdo de células tumorais em vivo.
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I11.3 Modulagdo da Espessura da Casca em Pontos Quanticos de CdSe/CdSSe;../CdS
Ultrapequenos via 1-Tioglycerol

(ACS Nano, v. 8, p. 1913-1922, 2014)

Nesse estudo reportou-se a sintese de pontos quanticos ultrapequenos (USPQs) de
CdSe/CdS utilizando uma metodologia via solu¢do aquosa. Na metodologia proposta utilizou
0 aumento da concentragdo de 1-tioglycerol para o crescimento da casca de CdS ao redor de
USPQs de CdSe de maneira controlavel. Observou-se que baixas concentracdes de 1-
tioglycerol (3 mmol) limitou o crescimento dos USPQs de CdSe enquanto que concentracdes
maiores (5 a 11 mmol) de 1-thioglicerol promoveram o crescimento da casca de CdS ao redor
de USPQs de CdSe de maneira controlavel, variando de 0.50 a 1.25 nm. O crescimento dos
USPQs de CdSe foram confirmados através de diferentes técnicas, tais como, espectroscopia
de absorcdo dptica (AO), fluorecéncia (FL), difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e espectrocopia Raman (RS). Os
espectros de AO foram utilizados para obter os valores médios do diametro do nucleo, e a
espectrocopia Raman foi usada para avaliar os valores médios tanto do tamanho do nucleo

quanto da espessura da casca de CdS.

A Figura 1ll. 12 mostra os espectros de AO e FL de nanocristais de CdSe com
concentracéo crescente de 1-tioglycerol. Em todos os espectros de AO as bandas excitonicas
possuem energias maiores comparadas ao CdSe bulk (1.74 eV). Isso indica que todos o0s
nanocristais de CdSe apresentam efeitos de confinamento quantico (NEELESHWAR et al.,
2005). Em adigdo, as energias dessas bandas de AO estdo localizadas no intervalo de pontos
quéanticos ultra pequenos (USPQs). A amostra CdSe:1T apresentou uma banda de AO
deslocada para o vermelho em relagdo as outras amostras. 1sso esta relacionado com a baixa
concentracdo de estabilizante utilizada que gerou um revestimento incompleto na superficie, o
que facilitou o rapido crescimento dos PQs. Os espectros de FL da amostra CdSe:1T mostrou
uma banda de fluorescéncia associada a transigdo excitonica localizada em 535 nm (2.31 eV)
e duas adicionais em 577 e 604 nm, sendo essas duas Ultimas atribuidas aos defeitos de
superficie, causados pelo revestimento incompleto da superficie dos USPQs de CdSe
(WUISTER; MEIJERINK, 2003). Para uma concentra¢cdo um pouco maior (3 mmol - amostra
CdSe:3T) de 1-tioglycerol no processo de sintese, a banda excitonica de AO encontrou-se em
comprimentos de onda menor do que a amostra CdSe:1T. Isso ocorreu devido uma
concentracdo maior de 1-tioglycerol protege a superficie dos nanocristais de forma mais
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eficiente, o que dificultou o crescimento PQs e resultou em nanocristais menores,
apresentando menores densidades de niveis de defeitos (WUISTER; MEIJERINK, 2003). No
entanto, observou-se um leve deslocamento para o vermelho, da banda de AO, para amostras
com concentracdes de 1-tioglycerol superior a 3 mmol, o que se opde a limitacdo do
crescimento dos PQs causado pelo estabilizante (PAL et al., 2012; UNNI; PHILIP;
GOPCHANDRAN, 2008; WUISTER; MEIJERINK, 2003).
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Figura I11. 12 Espectros de AO e FL normalizado dos USPQs de CdSe com concentragdo crescente de
1-tioglycerol.
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O deslocamento para o vermelho provou evidéncias do crescimento de estruturas
nticleo-casca, (REISS; PROTIERE; LI, 2009) que estdo associadas com o alto grau de mistura
entre os orbitais moleculares desocupados mais baixos (LUMOS) do nicleo e da casca
(modelo molecular-orbital) ou a perda dos efeitos de confinamento quéntico (modelo da
particula em uma caixa) (PENG et al., 1997). Essas evidéncias da formacdo da estrutura
nacleo-casca foram também reforcadas pelos espectros de FL. Notou-se que quando a
concentracdo de 1-tioglycerol aumentou a emissao exciténica foi deslocada para o vermelho,
com o aumento da espessura da casca de CdS, que reduziu-se o efeito de confinamento
quéantico. Nesse estudo foi observado que devido o ponto quéntico ser bem pequeno o
aumento da concentracdo de estabilizante promoveu além do revestimento da superficie uma
casca de CdS. O tamanho médio dos USPQs foi calculado utilizando a equacdo empirica
(equacdo (11.2.49)), resultando em 1,9 nm para a amostra CdSe:1T e 1,7 nm para a amostra
CdSe:3T.

A Figura I11. 13 mostra os espectros de fluorescéncia dos USPQs de CdSe com o
aumento da concentracdo de 1-tioglycerol. O inset mostra a intensidade da fluorescéncia em
funcdo da concentragdo de 1-tioglycerol. Com 0 aumento da concentracdo de 1 para 3 mmol
o0 revestimento da superficie melhorou, reduzindo ligacdes incompletas e niveis de defeitos,
intensificando assim a fluorescéncia excitonica (PAL et al., 2012; WUISTER; MEIJERINK,
2003). Além disso, a emissdo excitbnica da amostra CdSe:3T deslocou-se para o azul em
relacdo a amostra CdSe:1T, devido ao menor tamanho dos USPQs, como confirmado nos
espectros de AO (Figura Ill. 12). A intensidade da emissdo excitonica foi maior para as
amostras produzidas com 5 e 7 mmol de 1-tioglycerol em comparacdo com a amostra com 1
mmol. Esse aumento da intensidade da emissdo excitonica é associado com a formacédo da
casca de CdS, a qual foi suportado pelo leve deslocamento para o vermelho das bandas de
fluorescéncia das amostras CdSe:5T e CdSe:7T, em relagdo a amostra CdSe:3T, além dos
deslocamentos das bandas de AO para o vermelho, mostrado na Figura Ill. 12 (REISS;
PROTIERE; LI, 2009). A intensidade de fluorescéncia exciténica apresentou o maior valor
em 7 mmol de 1-tioglycerol, diminuindo para concentragdes maiores de 1-tioglycerol (ver
inset da Figura Ill. 13). A redugdo da intensidade da fluorescéncia devido ao aumento da
concentragdo de estabilizante no PQ, descrito na literatura (MURASE; GAPONIK;
WELLER, 2007; WINTER et al., 2005), ocorreu devido ao aumento da interacdo entre as
moléculas do estabilizante com a superficie do PQ, aumentando assim a probabilidade de
recombinagdes néo radiativas (LU et al., 2007).



88

& I s . v . —
800 g
S 700} .
Zg
4 § siel. °
o
& S00} o
© 600 4';’
= |
M) k K= a
= T 2 3 4567890112
“Q-‘E 400 Concentragio de 1-tioglycerol (mmol)
= f —— CdSe:11T
: 6] CdSe: 9T
d — CdSe: 7T
200 ¢ — CdSe:5T
b —— CdSe:3T
a——CdSe: 1T
0

480 540 600 660 720
Comprimento de Onda (nm)

Figura Ill. 13 Espectros de fluorescéncia de USPQs de CdSe com o aumento da concentragdo de 1-
tioglycerol. O inset mostra a intensidade da fluorescéncia como fungdo da concentracdo de 1-
tioglycerol.

Os padr@es de difracdo de raios-X (DRX) dos USPQs de CdSe com diferentes
concentracdes de 1-tioglycerol sdo mostrados na Figura Ill. 14. Os padrdes obtidos foram
comparados com os valores dos cartdes padrdes dos seguintes calcogenetos de cadmio: (i)
CdSe (zincblende JCPDS no. 19-0191; wurtzita JCPDS no. 77-2307) e (ii) CdS (zincblende
JCPDS no. 42-1411; wurtzita ICSD no. 620319). As largas bandas nos difratogramas indicam
gue o tamanho dos nanocristais é extremamente pequeno (PAN et al., 2005; TALAPIN et al.,
2001). Além disso, os USPQs apresentaram uma fragdo de fase mista ao analisar o pico (1 0
3), que ¢é atribuido a estrutura wurtzita do CdSe, o que confirmou a fase dominante (HAN;
SHENG; LIANG, 2006; SINGHA et al., 2005). As bandas dos difratogramas das outras
amostras em comparagdo com a amostra CdSe:1T estdo levemente deslocados para maiores
angulos, em sentido aos valores do CdS bulk com o aumento da concentracdo de 1-
tioglycerol. Esse deslocamento corresponde a formacdo de uma liga de CdS,Se;x ou

nanocristais nucleo/casca de CdSe/CdS (Mekis, Talapin, Kornowski, Haase, & Weller, 2003;



89

Peng, Schlamp, Kadavanich, & Alivisatos, 1997). A formacao da liga CdS4Se;.x deve causar
um deslocamento para o azul dos espectros de AO e FL devido ao aumento do bandgap de
energia da liga em comparacédo ao bandgap do CdSe puro (STRECKERT; ELLIS, 1982). Esse
efeito foi observado na amostra CdSe:3T, confirmando que esta concentragdo nao so
melhorou a protecdo da superficie como também formou uma liga de CdS,Se;.x ao redor dos
USPQs de CdSe.

O deslocamento para o vermelho nos espectros de AO e FL (Figura Ill. 12) nas
amostras CdSe:5T, CdSe:7T, CdSe:9T e CdSe:11T deram forte evidencia da formacédo de
CdSe/CdS ndcleo/casca. Portanto, os dados de DRX em combinagcdo com os espectros de AO
e FL apresentaramfortes evidencias da formacdo da casca de CdS ao redor dos USPQs de
CdSe. Além disso, o leve deslocamento das bandas de DRX para maiores angulos
confirmaram que a estrutura CdS wurtzita era a fase dominante (Figura Ill. 14). Esse
resultado foifortemente suportado pela maior intensidade do pico de difragdo (1 0 1) na
amostra CdSe:11T quando comparado com a amostra CdSe:1T, devido ter apresentado a
maior casca de CdS nos USPQs de CdSe. O crescimento e a espessura da casca de CdS
foramavaliados utilizando componentes do tipo gaussiana para ajustar as bandas de DRX,
uma correspondente ao CdSe com picos (1 00), (00 2) e (1 0 1) para a estrutura wurtzita, e (1
1 1) para a estrutura zincblende, uma outra correspondente ao CdS com picos (10 0), (00 2)
e (1 0 1) para a estrutura wurtzita e (1 1 1) para a estrutura zincblend. Esses ajustes (Tabela
I11. 4) forneceram informacdes sobre o crescimento e a espessura da casca de CdS com o
aumento da concentracdo de 1-tioglycerol, e levou a um aumento na intensidade do pico de
DRX do CdS e reducdo da FWHM, uma vez que todos os outros pardametros do DRX do
CdSe foram mantidos fixos. Além disso, o leve deslocamento das bandas de DRX para
maiores angulos confirmaram que a fase wurtzita do CdS era dominante (veja as setas na
Figura 1ll. 14). Essa afirmacéo foifortemente suportada pela maior intensidade do pico de
difragdo hexagonal (1 0 1) observado na amostra CdSe:11T em comparagdo com CdSe:1T e
pode ser atribuida a maior espessura da casca de CdS encontrada nos USPQs de CdSe.
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Figura 1ll. 14 Padrdes de DRX dos USPQs de CdSe com concentracdes crescentes de 1-tioglycerol.
Os cartbes padrdes das fases de zincblende e wurtzita do CdS (superior) e CdSe (inferior)
foramcolocados para comparacdo. Os ajustes de cada banda de DRX em torno de 20-35°
foirepresentada pelas linha branca pontilhada, e as linhas azuis sélidas e pontilhadas correspondiam as
bandas de DRX do CdSe e CdS, respectivamente.
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Tabela Il1. 4 Parametros obtidos a partir do ajuste dos dados de DRX dos USPQs de CdSe
com o0 aumento da concentracdo de 1-tioglycerol.

Xo() Ly Ay Xo2) L Ay
25.4 2.7 0.78 === — —

254 2.7 0.78 27 1.98 0.03
254 2.7 0.78 27 1.92 0.08
254 2.7 0.78 27 1.89 0.10
254 2.7 0.78 27 1.86 0.12
254 2.7 0.78 27 1.80 0.15

Xom€ Xo( representam as posicdes dos picos das bandas; ' e I', sdo as FWHM; e Ay

mais A, as intensidades das bandas.

Os espectros de FT-IR dos USPQs de CdSe com diferentes concentracdes de 1-
tioglycerol mais o CdS bulk sdo mostrados na Figura I1l. 15. Uma ampla banda no intervalo
de 3423-3292 cm™ foi observada para todas as amostras contendo CdSe, a qual é associada
aos grupos OH, além da adsorcdo de agua na amostra. Entretanto, observou-se um
deslocamento desta banda para as amostras de USPQs de CdSe, confirmando a presenca dos
grupos OH do 1-tioglycerol (Aldrich FTIR catalogo, no. M560-7) (ARTEMYEYV et al., 2000).
Assim, os espectros de FT-IR confirmaram que os grupos OH permaneceram intactos na
superficie das amostras USPQs. O espectro do 1-tioglycerol puro mostra picos em 867 e 2600
cm™, os quais sdo dos modos de flexdo e alongamento da ligacdo S—H, respectivamente (KIM
et al., 2003). Adicionalmente, o espectro do 1-tioglycerol apresentou uma banda em 2850 cm’
! correspondente a ligacdo CH»-S (KOMADA et al., 2012; SOCRATES, 1980). Entretanto,
nos espectros das amostras de USPQs de CdSe ndo encontrou-se o pico em 2600 cm™ e
observou-se uma diminuicdo na intensidade da banda 2914 cm™. Essas observactes
confirmaram que ocorreu ligacdo covalente entre os ions de S (do tiol do 1-tioglycerol) e os
fons de Cd*? adsorvidos na superficie dos PQs, formando assim a casca de CdS ao redor dos
USPQs de CdSe, que € confirmado também pela presenca do modo do CdS em comparagdo
ao CdS bulk. Isso estd em excelente acordo com os resultados obtidos nos espectros de AO,
FL e DRX, mostrando que o crescimento da casca de CdS em nanocristais de CdSe
extremamente pequenos pode ser controlado via concentracdo de 1-tioglycerol, formando
USPQs de CdSe/CdS.
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Figura I11. 15 Espectros de FT-IR do 1-thiogycerol, das amostras de USPQs de CdSe e CdS bulk.
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A fim de confirmar a evidéncia da formacdo e crescimento da casca de CdS ao
redor dos USPQs de CdSe com o aumento da concentragdo de 1-tioglycerol, foi utilizada a
espectroscopia Raman. Os espectros Raman das amostras de USPQs de CdSe com
concentracdo crescente de 1-tioglycerol sdo mostrados na Figura Ill. 16. Para descrever os
espectros Raman e para calcular o tamanho do nulcleo de CdSe e espessura da casca de CdS
foi utilizado o modelo modificado de confinamento de fonon proposto nessa tese. Os dados
apresentados na Figura I1l. 16 mostraram excelente acordo entre os resultados experimentais
(simbolos abertos) com as curvas de ajuste (linhas solidas). As Figura Ill. 16 (a) e (b)

mostram os espectros das amostras CdSe:1T e CdSe:3T, respectivamente, nos quais 0S modos

LO (@) € SO (@yy,;) do CdSe foram observados. A intensidade do espectro Raman é

ajustada como |(w) = Iflc),(a))+ Iég(a)), em que a intensidade do modo LO é descrita pela

equacao (11.2.36), assim como o0 modo SO pela equacéo (11.2.37). Os coeficientes de Fourier
2
sdo dados por‘C(i)(O,q)‘ zexp(—q(ﬁ)aé)), para 0 nucleo. Além disso, a dispersdo de fénons é

@) (0) = @y — Ay q(zl) onde m,,,a frequéncia do fonon LO no ponto I' (q = 0) e I''o a
largura a meia altura do fonon dptico do centro da zona. O vetor de onda q,,, foi representado
em unidades de 2z/a,, isto &, q; =[q, /(27/a)]jcom parametro de rede médio dado por
Singha et al. (2005), como &, =0,608 nm para CdSe (SINGHA et al., 2005). Como a

dispersdo de fénons ndo é periddica, realizou-se a integracdo na primeira zona de Brillouin.
Na Figura I1l. 16 (a) observa-se que o ombro de alta freqiéncia (HFS) esperado
em nanocristais esféricos (CAMPBELL; FAUCHET, 1986; COMAS; TRALLERO-GINER,
2003; RICHTER; WANG; LEY, 1981), ndo foi observado, confirmando que pela metodologia
proposta nessa pesquisa, a concentracdo de 1 mmol (amostra CdSe:1T) permitiu a eliminacao
parcial dos niveis de defeitos de superficie com a formacdo da liga CdSSe; x ao redor dos
USPQs de CdSe. A confirmagéo da liga foi suportada pela mudanca na largura de banda
relacionada ao ramo LO com relagdo ao CdSe bulk. Na Figura I1I. 16 (b) (amostra CdSe:3T)
ambos 0s modos vibracionais LO e SO estdo deslocados para menores freqiiéncias em relacao
a amostra CdSe:1T (Figura Ill. 16 (a)). Isto evidencia que o tamanho médio dos USPQs de
CdSe tem tamanhos menores na amostra CdSe:3T em compara¢do com a amostra CdSe:1T.
Este resultado foi também confirmado a partir dos dados de AO e FL (Figura Ill. 12) mais o
calculo do tamanho dos USPQs de CdSe a partir do modelo modificado proposto nesse

estudo.
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Figura Ill. 16 Espectros Raman a temperatura ambiente (circulos) dos USPQs de CdSe sintetizados
com concentragOes crescentes de 1-tioglycerol (a) CdSe:1T; (b) CdSe:3T; (c) CdSe:5T; (d) CdSe:7T;
(e) CdSe:9T; (f) CdSe:11T. A frequéncia de cada modo vibracional (SO1, LO1, SO2, ou LO2) é
indicada por nimeros. O ajuste do espectro Raman é mostrado pela linha sélida vermelha, com as
subcomponentes nomeadas como: linha azul vibragdes do nucleo, linha verde vibrag6es da casca.
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As Figura I11. 16 (c)-(f) mostram os espectros Raman dos USPQs de CdSe/CdS.
Além do pico Raman (@,y,) em = 208 cm™, observou-se um pico adicional (@,) em =

276.4 cm™ para a amostra CdSe:5T (Figura I1l. 16 (c)); em =~ 277.6 cm™ para a amostra
CdSe:7T (Figura I11. 16 (d)); em ~ 278.1 cm™ para a amostra CdSe:9T (Figura I11. 16 (e)); e
em ~ 280 cm™ para a amostra CdSe:11T (Figura I11. 16 (f)), confirmando a formac&o da casca
de CdS ao redor dos USPQs de CdSe. Para descrever esses espectros a intensidade do
espectro Raman foi ajustada utilizando I (@) =12 (@) + 12 (@) + 12 (w) + 13 (w) , sendo o0s
coeficientes de Fourier para a casca sdo descritos pela equagdo (11.2.42). Além disso, o

parametro de rede da estrutura wurtzita para a casca de CdS é dada por &, =0.582 nm. E

importante notar que nas Figura Ill. 16 (c) - (f), a freqténcia do fonon @, ,, associada ao

nacleo de CdSe ndo sofreu nenhum alteragdo com o crescimento da casca, demonstrando que
qualquer efeito de strain envolvido nos USPQs de CdSe/CdS pode ser negligenciado. Isso é
justificado pela presenca da fase wurtzita, sendo que a intensidade da incompatibilidade de
rede entre o CdSe do nicleo e o CdS da casca ndo pode ser detectada nas medidas Raman
(LU etal., 2007; SINGHA et al., 2005).

A presenca da fase wurtzita também foi confirmada nos difratogramas de raios-X

(Figura 1I1. 14). Assim, na Tabela Ill. 5, observou-se um deslocamento para o azul da
freqiiéncia @, devido ao enfraquecimento do confinamento de fénons LO na casca, causado
pelo aumento na sua espessura. Esse resultado foi suportado pelo fato que concentracdes de 1-
tioglycerol maiores que 5 mmol, ocorre a formacdo da casca de CdS. Além disso, ndo se

observou nenhuma mudanga nos parametros a,,, € ', o; do ndcleo e da casca (@y0) € Acgy)),

relacionados a liga interfacial de CdS,Se; «. Na secdo Ill1.1., reportou-se a sintese de MSPQs
de CdSe/CdS e verificou-se que os efeitos da liga sdo muito maiores do que neste trabalho.
Assim, baseado nesses resultados, confirma-se que tanto o aumento no tamanho dos pontos
quéanticos quanto a metodologia de sintese podem diminuir a influéncia da liga interfacial nas
dispersdes de fonons do ndcleo e da casca. Outra caracteristica importante é que o pH basico
utilizado durante a sintese que favorece a anexacdo do 1-tioglycerol (formando uma liga a 1

mmol), e com 0 aumento da concentragdo de estabilizante a casca de CdS é mais homogénia
(evidenciado pela diminuicdo de I'\y,). A reducdo da freqiiéncia de fonon @y, da amostra

CdSe:1T para a amostra CdSe:3T ocorreu devido a reducdo do tamanho dos nanocristais. O

aumento no tamanho do nanocristal levou a um deslocamento para o azul dos modos LO e SO
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devido a reducdo do tamanho do nanocristal (CAMPBELL; FAUCHET, 1986). Entretanto, o
aumento da freqiiéncia de fonon @y, da amostra CdSe:3T para a amostra CdSe:5T e a sua
permanéncia para as outras amostras ocorreu devido a configuracéo de adsorcéo do ligante ser
mais complicado do que simplesmente uma constante dielétrica (DZHAGAN et al., 2007).
Finalmente, o deslocamento da frequéncia de fénon @g,, é explicado pela abordagem do

dielétrico continuo (Comas & Trallero-Giner, 2003). Assim, nesse presente estudo provou-se
as evidéncias do controle da casca de CdS ao redor de USPQs de CdSe utilizando uma nova

metodologia.

Tabela 1. 5 Parametros (todos em cm™) obtidos a partir dos ajustes dos espectros Raman dos
USPQs de CdSe com concentragao crescente de 1-tioglycerol.

), Aw ) Aw
0(1) 0 O Ty Oy T @@ %0 @, Do Op, Ty

214 69 209 15 189 20  #H#HE HitH HitH HitH HitH
214 60 208 18 182,5 141 #HH#  #iH# Hi# HH# HH# HH#

60 208 18 186,1 195 282 60 2764 475 2153 179
214 60 208 18 186,1 1955 282 60 2776 44 2214 213
214 60 208 18 186,1 195 282 60 2781 43 2245 20,7

214 60 208 18 186,1 1955 282 60 280 40 224,717 195

N
[
~

@, é a freqiiéncia do fénon LO no ponto I'(q = 0) enquanto que ' o; € ' o, S80 as FWHM

para o CdSe e CdS, respectivamente.

Os valores médios calculados associados com os didmetros do ndcleo e as
espessuras de casca sdo apresentados na Tabela I11. 6. Os valores calculados (1,81 nm (CdSe:
1T) e 1,59 nm (CdSe: 3T até CdSe: 11T)) apresentados foram obtidos a partir dos
procedimentos de ajuste usando 0 modelo de confinamento de fénons proposto nessa pesquisa
nos espectros de Raman das amostras de USQD CdSe com o aumento da concentragdo de 1-
tioglycerol. Estes valores estdo associados com o pardmetro O normalizado, sendo
o= d/@ para o nucleo (d = tamanho do nlcleo de CdSe normalizado) e o =t/\/ﬁ para a
casca (t = CdS espessura de casca normalizada), veja as equacOes (11.2.43) e (11.2.45) .
Adicionalmente, foram comparados esses valores calculados com os obtidos para o tamanho
do nucleo utilizando a equacéo empirica (equacédo (11.2.50)) a partir dos espectros de AO. Os

diametros médios obtidos pelos espectros de AO estdo em excelente acordo com 0s valores
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obtidos pelos ajustes nos espectros Raman utilizando o modelo de confinamento de fénons
proposto nessa pesquisa. As leves diferencas observadas entre os dois procedimentos de
calculos sdo atribuidas a incerteza na posi¢cdo de maximo da banda de AO devido a ampla
largura de linha. Além disso, € interessante comentar que o valor obtido para o tamanho do
nacleo de CdSe obtido com base no modelo ndo leva em conta a espessura da liga de
CdSySe; .

Tabela I11. 6 Dimens6es médias (todas em nm) do nucleo do USPQs de CdSe e a espessura da
casca de CdS calculados com base nos resultados de Raman e AO.

Raman OA Raman
1.81 1.90 HHt
1.59 1.70 #
1.59 ittt 0.50
1.59 ittt 0.83
1.59 ittt 1.04
1.59 #it 1.25

Em concluséo, nesse estudo reportou a sintese, com sucesso, de USPQs de CdSe
contendo diferentes espessuras de cascas de CdS controlavel em fungdo da concentragdo de 1-
tioglycerol. Observou-se que baixas concentragdes de 1-tioglycerol (3 mmol) limitaram o
crescimento e concentrag6es maiores (5 a 11 mmol), promoveram o crescimento da casca de
CdS ao redor dos USPQs de CdSe de maneira controlavel de 0.5 nm a 1.25 nm. O
crescimento das nanoestruturas ndcleo/casca foi confirmado por diferentes técnicas tais como
espectroscopia de absorcdo Optica, de fluorescéncia, infravermelho com transformada de
Fourier, difracdo de raios-X e espectroscopia Raman. O aumento da concentracdo de 1-
tioglycerol provocou o deslocamento para o vermelho das bandas excitonicas de AO e o
deslocamento para maiores angulos dos padrdes de DRX dos USPQs. Essas observactes
provaram fortemente a formacdo de USPQs de CdSe/CdS. Os espectros de FT-IR mostraram
absorcdes caracteristicas do CdS e auséncia de algumas absorcdes do 1-tioglycerol indicando
que os ions de enxofre do tiol se ligaram covalentemente aos ions de cadmio adsorvidos na
superficie dos USPQs de CdSe, formando uma casca de CdS. Além disso, 0s espectros
Raman confirmaram o crescimento da casca de CdS com o aumento da concentragdo de 1-
tioglycerol. O didametro médio dos USPQs de CdSe, bem como a espessura da casca foram
calculados usando o modelo modificado de confinamento de fénons proposto nessa tese. A
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metodologia de sintese apresentada nesse trabalho mostrou que a concentracdo de 1-
tioglycerol, ndo apenas permitiu o controle do tamanho dos USPQs de CdSe, como também
proporcionou um bom controle da espessura da casca de CdS durante o crescimento dos
USPQs de CdSe/CdS. Essa metodologia foi altamente reprodutivel e barata, podendo ser
utilizada em diversos outros tipos de semicondutores da familia I1-1V. Além disso, 0s grupos
hidroxila localizados externamente aos USPQs de CdSe/CdS permitem que as nanoestruturas
sejam dispersas em meios aquosos, sendo materiais promissores em aplicacOes

biotecnologicas.

I11.4. Pontos Quanticos de CdSe/CdSxSe;.x/CdS de Tamanhos Magicos: Uma Nova Sonda
para Marcacao de Alvos Bioldgicos

(Submetido na Advanced Functional Materials)

Nesse trabalho, sintetizou-se MSPQs nucleo/casca (CS) de CdSe/CdS,Se;/CdS
com diametro de 2 nm, altamente estavel, com baixa citotoxicidade, ndo imunogénico e com
amplo intervalo de emiss&o (450 a 750 nm). Os MSPQs-CS foram conjugados com NTA-Ni*
que se ligaram via cauda de histidina do anticorpo Fab, especifico de cancer de mama, sendo
utilizados para deteccdo in vitro de células linhagem de cancer de mama humano (MDA-MB-
231 BC). Essa interface com sistemas biologicos provou uma ferramenta promissora para
varias aplicacdes biologicas.

Os espectros de AO e FL das solugdes coloidais, bem como a imagem de AFM
sé&o mostrados na Figura I1l. 17. A banda de AO localizada em torno de 428 nm tem energia
maior que o correspondente bulk do CdSe (1.74 eV), evidenciando o crescimento de
nanoestruturas do tipo PQs de CdSe. O diametro médio dos PQs de CdSe foi calculado
substituindo o comprimento de onda da banda excitdnica na expressdo empirica (equagéo
(11.2.51)), obtendo o valor de 1,8 nm, 0 que sugere que 0s nanocristais sdo ultra pequenos. O
espectro de fluorescéncia dos PQs foi relativamente largo, sendo uma caracteristica
importante dos MSPQs. Esse amplo intervalo de luminescéncia € de grande aplicabilidade em
processos bioldgicos, permitindo a sua visualizagdo em diferentes canais de deteccao,
variando do verde ao vermelho (veja Figura Ill. 17). A eficiéncia destes MSPQs foi de 0.49,
obtida através de duas diferentes técnicas (PILLA et al., 2013). A imagem tridimensional de
AFM e a distribuicdo de altura s&o mostradas acima dos espectros de AO e FL. O diametro foi
obtido a partir da distribuicdo de altura da imagem de AFM, a qual era de aproximadamente 2

nm, o que confirmou o tamanho extremamente pequeno. O didmetro médio das imagens de
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AFM era relativamente maior do que o calculado utilizando a equacdo empirica (equagédo
(11.2.52)) com base nos resultados de AO. As diferencas entre esses valores sugeriram a
formacéo da casca de CdS, que foi confirmada nos espectros de FT-IR. Esse procedimento de
sintese foi realizado com base no primeiro trabalho publicado referente a essa tese (secédo
I11.1), a fim de obter MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;./CdS.

Altura do Grio
2.0nm
5.00 .00

Absorbancia
Fluorescéncia

Ultravioleta
Infravermelho

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de Onda (nm)

Figura Ill. 17 Espectros de AO e FL e imagem de AFM (inset) dos MSPQs-CS de CdSe/CdS. A
regido destacada do espectro eletromagnético demonstra o comprimento de onda de excitagcdo na
regido do UV, e a ampla largura de banda de emissao de 450-750 nm, com maior emissdo em 560 nm.

Os espectros de FT-IR dos MSPQs-CS de CdSe antes e p6s bioconjugagdo com o
anticorpo Fab s&o mostrados na Figura I11. 17. A presenca dos picos em 1280 cm™, 1556 cm™,
1357 cm™ e 1713-1602 cm™ sdo associados a vibraces dos grupos hidroxila, antisimétrica
vC=0, assimetrica vCOO" e simétrica vCOO", respectivamente (PEREZ-DONOSO et al.,
2012). Esses picos confirmaram gque os MSPQs-CS de CdSe/CdS eram funcionalizados com
grupamento carboxilico. Observou-se, também, que o pico em 2600 cm™ dos modos de
alongamento da ligagdo S—H desapareceu, confirmando a ligagdo covalente entre o ion de
enxofre (S) do tiol com o fon de cadmio (Cd*?), formando uma casca de CdS. Além disso,
os espectros dos MSPQs-CS apresentaram picos em 609 cm™ e 1622 cm™, o que reforcou a
formagéo da casca de CdS ao redor dos MSPQs de CdSe. A casca de CdS previniu a liberacéo
de fons de Cd*? da superficie dos MSPQs de CdSe, diminuindo a citotoxicidade que foi
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confirmada pelos testes de atividade metabolica celular especifica (MTT) sob estimulos dos

MSPQs (Figura I11. 19).

ceeemme==a, Anticorpo Fab
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Figura I11. 18 Espectros de FT-IR dos MSPQs-CS de CdSe/CdS antes e pds bioconjugagdo com o

anticorpo Fab.

Os ensaios de MTT sdo usualmente utilizados para investigar efeitos de

citotoxicidade de PQs, refletindo a atividade metabolica das células (Figura Ill. 19). Para
testar o potencial de citotoxicidade dos MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;./CdS, foram

examinadas a viabilidade celular através de ensaios com a linhagem de células de macr6fagos

(J774A.1) e com células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de trés individuos
saudaveis com diferentes concentracfes de MSPQs-CS (1, 10, 50, 100 ng/ml, e 1, 10, 50, 100

ug/ml). N&o foi observado nenhum efeito citotoxico significante, exceto para concentragdes >
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50 ug/ml durante 24 h e 48 h de incubacdo, nas quais a atividade metabdlica foi reduzida
significativamente. Ap0s incubacéo de 72 h, uma reducéo significativa da viabilidade celular
foi observada para concentragdes > 10 ug/ml. As células PBMCs mostraram maiores
variacfes na viabilidade celular em comparacdo com as de macrofagos J774A.1, mas sem
grandes diferengas. Entretanto, com o aumento da concentragdo, ocorreu a diminuigdo da
viabilidade. Em geral, as células PBMCs mostraram uma maior viabilidade do que os
macrofagos, isso, provavelmente, devido a populacdo de células heterogéneas, que podem ser
afetadas diferencialmente pelos MSPQs-CS. A citotoxicidade acima de 50 upg/ml foi
justificada pela agregacdo desses MSPQs-CS em organelas, tais como mitocondrias e
lisossomos, alterando seus processos metabodlicos, levando a uma perda funcional e
posteriormente a morte.

150+ 24h 1501 48h 150+

72h

Viabilidade Celular (%)

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

°\ 6\\ g @ "y @ > & >
PO I I S S S
S

LSS S S sS
SRS RN N PG IR IR IR SRR
S S ST O

o

150+ 24h 150+ 48h 150- 72h
£ £ £
= P =
s s s
3 3 El
[ O @
o o o
o o (]
° ° °©
o o (]
2 b=} b=
el o o
) 8 =2
b 5 S

N D D A A D A D A
R S S i
F AT T ST N e e e

Figura I1l. 19 Viabilidade Celular de células do tipo macréfagos J774A-1 e PBMCs de
individuos saudaveis para o ensaio colorimetrico MTT apo6s incubagcdo com MSPQs-CS de
CdSe/CdS4Se;«/CdS. Os resultados sdo expressos como médias + SD (desvio padrdo) de trés
experiéncias independentes.* Significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05 em
relacdo ao controle de culturas (ANOVA com pos-teste de Bonferroni).

Os MSPQs-CS de CdSe/CdSxSe;./CdS foram sintetizados via solu¢do aquosa, a
qual permitiu o uso direto em sistemas bioldgicos sem modificagdes na superficie, permitindo
um processo de obtencdo rapido e reprodutivel. Além disso, o processo de funcionalizacao
com o grupo carboxilico durante a sintese também favoreceu a sua maior estabilidade e

especificidade. Curiosamente, os MSPQ-CS foram autoclavados pds-sintese, € nenhuma das
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propriedades dpticas foram alteradas, confirmando a robustez do processo de sintese. A baixa
citotoxicidade dos MSPQs-CS ocorreu, provavelmente, devido a metodologia de sintese e a
casca de CdS, que evita Cd*? na superficie, tornando-os biocompativeis, altamente resistentes
a oxidacao, e mais estavel do que os PQs convencionais. Os niveis de toxicidade apresentados
pelos nossos MSPQs-CS foram muito menores do que os relatados em outros trabalhos
(HOSHINO et al., 2004; RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE; MONTEIRO-RIVIERE, 2007)
devido a sintese desenvolvida e também a presenca da casca de CdS que estabilizou os PQs
atuando como um antioxidante direto, reduzindo o estresse oxidativo das células (LI et al.,
2009).

Esse foi, provavelmente, o primeiro trabalho sobre imunogenicidade de PQs. Foi
analisada a resposta imunologica das células PBMCs, de voluntérios saudaveis, em contato
com 0s MSPQs-CS, com concentragdo maxima de 50 ng/ml, ndo apresentando nenhum efeito
de citoxicidade (Figura I11. 20). Nao houve efeito anti-inflamatério (IL-4, IL-10 e TGF-beta)
(@) ou proé-inflamatoério (IL-2, IL-6, IL-8, TNF-alpha, IFN-gamma e IL-17A) (b) quando

comparado com o controle negativo (sem tratamento) em todos os periodos de incubacao.
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Figura I11. 20 Citocinas de efeito (a) anti-inflamatério (IL-4, 1L-10 e TGF-beta) ou (b) pré-
inflamatério (IL-2, 1L-6, IL-8, TNF-alpha, IFN-gamma e IL-17A). Células PBMCs de

humano incubadas com 50 ng/ml de MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;/CdS por 6, 24, 72 e 120
horas.

A falta de imunogenicidade confirmou a natureza biocompativel dos MSPQs-CS, que
provavelmente, devido ao seu tamanho ultra pequeno, ndo podem ser reconhecidos por
receptores, entrando nas células por difusdo passiva. Essa foi uma caracteristica interessante,
porque permitiu monitorar processos bioldgicos in vivo ao utilizar os MSPQs-CS, que como
demonstrado apresentaram baixa citotoxicidade e nenhuma resposta imunogeénica.

A internalizacdo dos MSPQs-CS foi observada por imagens em 3D via microscopia
confocal (Figura Ill. 21). As analises das imagens indicaram que os MSPQs-CS estavam,
predominantemente, localizados no citoplasma, e com agregados nao especificos com
concentragdes acima de 10 g/ml (Figura Ill. 21c, d e e). A internalizacdo dos PQs ocorreu de
forma passiva, devido as propriedades fisico-quimicas; ou facilitada, pela utilizacdo de

moléculas transportadoras, como peptideos, proteinas ou compostos quimicos funcionais; ou
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ainda ativa, através da manipulacdo da célula (DELEHANTY; MATTOUSSI; MEDINTZ,
2009; JIANG et al., 2012)

Os MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;«/CdS foram facilmente capazes de entrar nas células
por difusdo passiva através da membrana e acumular-se em altas densidades no interior das
células com o0 aumento da concentracdo. Esse efeito foi demonstrado na secéo I11.2, em que
se utilizou MSPQs de CdSe em células HeLa. Os MSPQs-CS foram sintetizados com grupos
hidroxila, com alta fotoestabilidade e luminescéncia altamente estavel com o tempo. Os
MSPQs-CS funcionalizados com grupamento carboxilico mostraram uma melhor
biocompatibilidade. Esses efeitos foram justificados uma vez que nos MSPQs de CdSe
ocorreram apenas a formacao da liga de CdS«Se;x ao redor do nucleo, mas para 0s MSPQs
dessa pesquisa, além da formacao da liga de CdS,Se;.x houve, também, a formacédo da casca
de CdS. Os MSPQs-CS desse trabalho ndo apresentaram nenhuma especificidade as células
de macroéfagos, o que foi confirmado pela auséncia de luminescéncia dos pontos quanticos no
interior das células a baixas concentracdes. Entretanto, para concentracdes maiores que 10
ug/ml ocorreram a agregacdo de MSPQs-CS, devido as suas interacBes com sais e proteinas
do citoplasma (RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE; MONTEIRO-RIVIERE, 2007)
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Fluorescéncia  Sobreposicao

Figura I11. 21 Imagens de Microscopia Confocal de células de macrofagos J774A-1 adquiridas
4 h ap0s a exposicao in vitro ao MSPQs-CS. a) células J774A-1 (controle); b) 1 ug/ml de; c)
10 pg/ml; d) 50 pg/ml; e) 100 pg/ml de MSPQs-CS. As imagens foram obtidas em
Microscopio Confocal Meta LSM 510 Zeiss com emissdao laser em ~ 700 nm (canal
vermelho).
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As imagens de fluorescéncia confocal dos MSPQs-CS demonstraram a sua localizagéo
predominante no citoplasma, o que pode também explicar a sua baixa toxicidade, porque a
acumulacdo de MSPQs-CS em ndcleos iria levar a danos no DNA, tal como demonstrado em
outros trabalhos (CHEN et al.,, 2012; PRASAD et al., 2012). Uma das razdes para a
acumulacdo de MSPQs-CS no citoplasma foi a presenca de cargas negativas na sua superficie,
devido a desprotonacdo do grupo carboxilico, o que sugere que os MSPQs-CS eram
anionicos.

Descreve-se na Figura Ill. 22 a bioconjugacdo do MSPQ-CS com o anticorpo FAb por
intermédio do composto que contém ion de niquel (precursor cloreto de niquel NiCl,) junto ao
acido nitriloacético (NTA « Ni?"). Portanto, os MSPQs-CS foram capazes de reconhecer
especificamente alvos que sdo marcados com histidina, como o caso do anticorpo Fab, sendo

uma sonda especifica para detectar células cancerigenas de mama.
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Figura Ill. 22 Representacdo esquematica das reagdes para bioconjugar MSPQs-CS CdSe/CdS,Se;.
«/CdS a um anticorpo especifico para cancer de mama. Os MSPQs-CS foram funcionalizados com o
complexo NTA « Ni** que interagiu com a cauda de histidina do anticorpo Fab.
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O espectro de FT-IR (Figura Ill. 18) obtido dos MSPQs-CS acoplados com o
anticorpo possuem bandas de vibragdes de amida | e Il em 1645 e 1555 cm™ (caixa quadrada),
respectivamente, e mudancas N-H na regido (3500-3000 cm™) (PAN et al., 2006). Isso
demonstrou que os MSPQs-CS estavam ligados covalentemente ao NTA, através de uma
ligagdo e ndo por meio da interacdo de ligacao ndo especifica. O acoplamento dos MSPQs-CS
com o anticorpo Fab foi realizado através da interacdo de Ni** com a cauda de histidina
presente no anticorpo, confirmando a bioconjugacdo (GUPTA et al., 2008). Observou-se,
também, que os modos vibracionais correspondentes ao anticorpo (regido de 550-1550 cm™)
permaneceram inalterados, demonstrando que o acoplamento ndo afetou a configuracéo
tridimensional do anticorpo Fab, ndo alterando nenhuma especificidade ao alvo bioldgico,
citogueratina 10 - CK-10 (ARAUJO et al., 2013).

A analise das imagens da eficiéncia da bioconjugacdo dos MSPQs-CS com o anticorpo
Fab, especifico de cancer de mama em ensaios de imunohistoquimica, mostrou a alta
intensidade de fluorescéncia, demonstrando que os pontos quéanticos foram eficientemente
conjugados a anticorpos Fab, com alta especificidade para as células do cancer de mama, em
comparacdo com os controles que ndo contém os pontos quanticos (Figura Ill. 23). E
importante enfatizar que, o amplo intervalo de emissdo dos MSPQs-CS permitiu a observacéo
de eventos em microscopia confocal no canal vermelho (Figura Ill. 21), e verde (Figura IlI.
23), como mostrado no espectro de FL da Figura Ill. 17. Esse resultado, também, confirmou
a entrada dos pontos quanticos nas células (uptake celular) via difusdo passiva, € que 0s
MSPQs-CS podem ser observados na forma de agregados em vesiculas quando ndo
bioconjugados, e utilizado em elevadas concentragdes, ou como alvos especificos, em baixas

concentracgdes, que nesse caso foi 0 CK-10 dentro da célula.
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Campo Claro Fluorescéncia Sobreposi¢ao

Figura I11. 23 Marcagdo especifica ao cancer de mama (BC) de células de linhagem de MDA-MB-
231 dos MSPQs-CS (NTA « Ni*") bioconjugados com um anticorpo especifico Fab, analisadas por
microscopia confocal. As células foram incubadas com MSPQD durante 1h. a) células MDA-MB
(controle); b) células MDA-MB incubadas MSPQs-CS; c) MSPQs-CS bioconjugados com anticorpo
Fab. As imagens foram obtidas em Microscopio Confocal Meta LSM 510 Zeiss com emissdo laser ~
530 nm (canal verde).

Os eventos de internalizacdo na célula eram distintos a depender da concentracao
de MSPQs-CS, como mostrado nas Figuras I11. 21 (10 ug/ml) e Figura I11. 23 (0.1 ug/ml), em
vesiculas quando a concentragdo era 100 vezes maior, em comparacdao ao ligado,
especificamente, ao CK-10, indicando que a especificidade poderia ser visualizada mesmo em
concentra¢fes muito baixas de MSPQs-CS. Também é interessante ressaltar que nenhum tipo
de agregado foi formado em 0,1 ug/ml, sem nenhuma toxicidade ou imunogenicidade.
Portanto, 0 MSPQ-CS CdSe/CdSxSe;/CdS também pode ser utilizado como uma sonda
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luminescente especifica para deteccdo de processos biologicos ou doencas ao ser
bioconjugado a um anticorpo especifico (Figura Il1. 24).

°0 o .‘oo \ ‘v. oa*o.o..

Figura I1l. 24 Esquema representativo dos MSPQs-CS CdSe/CdS,Se; ,/CdS a um anticorpo
especifico no interior de células de cancer de mama.

Em concluséo, sintetizou-se MSPQs-CS de CdSe/CdS,Se;/CdS via solugéo
aguosa a temperatura ambiente, com tamanho de 2 nm, acoplado com sucesso a NTA-Ni** e
bioconjugado a um anticorpo Fab especifico de cancer de mama. O tamanho extremamente
pequeno favoreceu a difusdo passiva sem nenhuma resposta citotoxica e imunogénica,
podendo ser prontamente conjugado com outros biomarcadores de muitos outros métodos. As
propriedades fisicas dos MSPQs-CS tornam-os altamente apropriados para muitas estratégias
de imagem, permitindo a sua utilizacdo em muitos ensaios de deteccdo, terapéuticos e em

aplicacdes de imagem in vivo.
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I1l. 5. Pontos Quéanticos de CdSe/CdS«Se;/CdS Altamente Estaveis por Anos e
Biocompativeis.

(Em fase de submissao)

Nesse trabalho, realizou-se um procedimento de sintese de MSPQs-CS de
CdSe/CdSxSe;«/CdS com tamanho altamente estavel em funcdo do tempo e biocompativel.
Investigou-se as suas propriedades dpticas e morfologicas pelas técnicas de absorcdo dptica
(AO), fluorescéncia (FL) e microscopia de forca atbmica (AFM) e as suas caracteristicas
biocompativeis pelos testes de citotoxicidade, uptake celular in vitro e in vivo.

A evolugéo temporal dos espectros de AO e FL dos MSPQs de CdSe em solugdes
aquosas é mostrada na Figura Ill. 25. Apds a sintese observou-se no espectro de AO uma
banda localizada em torno de 375,7 nm (3,30 e V) relacionada a transicao excitonica de um
grupo de nanocristais. As outras bandas foram atribuidas a formacéo de outros grupos de PQs
com tamanho menor (OUYANG, 2008). O intervalo de energia da banda de AO e a alta
estabilidade do tamanho confirmaram que as nanoestruturas crescidas eram PQs de tamanhos
magico (MSPQs) (DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; NGUYEN; DAY; PACHTER,
2010; RIEHLE et al., 2009; SOLOVIEV et al., 2000). O diametro dos MSPQs foi calculado
com base na equacao empirica (equacéo (11.2.53)) obtendo o valor de D = 1,30 nm. Observou-
se, também, na Figura Ill. 25, que o espectro de emissdo foi bastante amplo (450 nm to 750
nm), do qual é caracteristicos de MSPQs (BOWERS; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2005).
Nos espectros de AO e FL apds 18, 24 e 36 meses verificou-se que ndo ocorrem mudancas na
posicdo de maximo das bandas. Rogach et al. (1999) observaram o crescimento de PQs
estabilizados com 1-tioglycerol ap6s minutos (ROGACH et al., 1999). Entretanto, nesse
trabalho pode-se afirmar que a partir da metodologia de sintese foi possivel sintetizar PQs de
tamanhos extremamente estaveis com o tempo, ou seja, MSPQs. O espectro de FL ap6s 36
meses foi obtido utilizando a linha de excitagdo de 457,9 nm, para comparagdo com as

imagens de confocal.
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Figura I1l. 25 A evolucdo temporal dos espectros de AO e FL dos MSPQs de CdSe em solucbes
aquosas.

A imagem de AFM (450 x 450 nm) dos MSPQs de CdSe ap6s 18 meses é
mostrada na Figura Ill. 26. As correspondentes imagens bidimensional e tridimensional séo
apresentadas do lado esquerdo e direito de cada painel, respectivamente. Alem disso, a
distribuicdo de altura esta representada no inset ao lado direito do painel, a partir da qual foi
possivel avaliar o diametro médio dos MSPQs de CdSe (ONG, 2007), sendo de D = 1,40. E
interessante notar que o diametro médio obtido pelas imagens de AFM foi levemente maior
que os calculados com base nos espectros AO, 0 que certamente ocorreu devido a formagéo
da casca de CdS, uma vez que se baseou no procedimento de sintese descrito no primeiro

artigo publicado referente a essa tese, mencionado em se¢Oes anteriores.
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Figura Ill. 26 A imagem de AFM (450 x 450 nm) dos MSPQs de CdSe apds 18 meses.

Os MSPQs-CS de CdSe/CdSySe;«/CdS ndo tiveram efeitos adversos sobre a
fisiologia do animal hospedeiro ou células marcadas. O efeito de MSPQs de CdSe/CdSySe;.
x/CdS em diferentes concentracfes (1, 10, 50,100 ng / ml e 1, 10,50,100 ug / ml) sobre a
atividade metabdlica celular da linha celular de macréfagos J774.1 foi realizado pelo ensaio
de MTT, mostrado Figura Il1l. 27 (a). Apds 24 e 48 horas de incubacdo com os MSPQs de
CdSe/CdS,Se;«/CdS, a atividade metabolica dos macréfagos apresentou uma diminuicédo
significativa nas concentracdes de 50 ug/ml e 100 ug/ml. Ap6s 72 horas de incubacdo, a
reducdo significativa da viabilidade das células podia ser observada para concentragdes de 10
ug/ml, 50 pug/ml e 100 pug/ml. Observou-se, também, que para concentracfes maiores que 10
ug/ml a diminuicdo da viabilidade celular era muito grande em comparagdo com as
concentracdes inferiores. Chang et al. (2006) descobriram que PQs poderiam entrar nas
células através de endocitose, e relacionaram a morte celular com a quantidade de absorcao de
PQs, independentemente do ligante de revestimento da superficie (CHANG et al., 2006).
Pesquisadores observaram que os revestimentos de superficie de nanoparticulas poderiam
influenciar a forma de interacdo dos PQs com as células, bem como as consequéncias dessas
interacbes (CLIFT, 2008). Além disso, Dun et al.(1977) e Kubbies et al. (1990) demonstraram
que o thioglyerol poderia afetar a sintese de hemoglobina e a ativagdo dos linfocitos, mas a
sua utilizagdo como um ligante de revestimento dos PQs ndo foi investigada (DUNN et al.,
1977) (KUBBIES et al., 1990). Foi mostrado que os MSPQs de CdSe/CdS estabilizados com
thioglyerol ndo afetaram células ou animais tratados, exceto quando a dose letal citotdxica foi
alcancada em concentragdes acima de 10 ug/ml.
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Figura Ill. 27 (a) Avaliacdo da atividade metabdlica celular de macréfagos da linhagem celular J774.1
sob diferentes concentracGes (1, 10, 50, 100 ng/ml e 1, 10, 50, 100 ug /ml) de MSPQs de CdSe/CdS.
(b) Imagens de confocal dos MSPQs de CdSe/CdS com macréfagos. (c) Imagens de confocal
tridimensional. (d) Administragdo dos MSPQs de CdSe/CdS em mouse tipo Balb/ c.

A diminuicdo da viabilidade ndo foi dependente da dose e da concentracdo de 100
ng/ml e houve a um aumento ndo significativo na viabilidade das células, assim essa
concentracdo parere ser Otima para a utilizacgdo em ensaios bioldgicos. Os MSPQs de
CdSe/CdS também foram facilmente capturados quando incubados com linhagem de



114

macrofagos (J774. 1). Essas células foram mantidas em cultura sob concentracfes diferentes
de MSPQs de CdSe/CdS por 1 h. Em apenas uma hora de incubagdo observou-se, via imagens
de microscopia confocal (Figura Il1l. 27 (b)) a captura dos MSPQs de CdSe/CdS pelos
macrofagos. Algumas imagens sugeriram a presenca de aglomeracdo de MSPQs de CdSe/CdS
dentro de vesiculas endociticas (mostrada pela seta), bem como um aumento na captura da
fluorescéncia com o aumento da concentragdo de pontos quanticos. Nas imagens de confocal
tridimensionais, obsrvou-se que 0s pontos quanticos foram realmente internalizados (Figura
I1l. 27 (c)). Assim, esses MSPQs de CdSe/CdS sdo uma ferramenta importante para a
deteccdo de imagens em células vivas com rapida internalizacéo.

Os MSPQs de CdSe/CdS foram administrados atraves de injecdes subcutaneas e
intramusculares em um mouse Balb/c e foi observada a alta intensidade da fluorescéncia no
local de administracdo (Figura I1I. 27 (d)), independente do percurso, profundo ou superficial.
Isso demonstrou a aplicacdo potencial dos marcadores in vivo, porque 0 MSPQs de CdSe/CdS
podem penetrar no corpo do animalo, emitirem luminescéncia relativamente alta, a qual pode
ser detectada nas imagens in vivo. No estudo de Jiang et al. (2012) observou-se a emisséo de
nanocristais de AgQg,S pelo tecido subcutdneo e cavidade abdominal, em relacdo a
autofluorescéncia do corpo do animal (JIANG et al., 2012). No entanto, esse estudo utilizou
nanoparticulas que emitem 910 nm (infravermelho), para visualizar as imagens. Nos MSPQs
de CdSe/CdS a fluorescéncia variou de 500 a 750 nm, a qual foi facilmente detectada na
maior parte dos equipamentos utilizados para capturar as imagens in vivo. Esses resultados
mostraram que MSPQs de CdSe/CdS podem ser eficazes quando utilizados em ensaios para a
deteccdo in vivo, ndo s6 devido a sua fluorescéncia estdvel, mas também devido a
possibilidade de uso em conjunto com peptideos, proteinas, anticorpos e outras moléculas
pequenas, além da biocompatibilidade, que possibilita a utilizacdo em o diagnostico de certas
doengas.

Em conclusdo os pontos quanticos, especialmente, os de tamanho magico, sdo
uma nova ferramenta na area de imagens bioldgicas ou para deteccdo. Os resultados
experimentais mostraram que esses MSPQs de CdSe/CdS sdo muito estaveis durante varios
anos e tém um amplo intervalo de luminescéncia (500 a 750 nm), o que permite a sua
utilizacdo em diversas aplica¢fes biologicas, tanto in vitro como in vivo. Além disso, sdo
capazes de serem rapidamente capturados pelos macrofagos e ndo induzem citotoxicidade
significativa, e sdo visualizados em imagens in vivo. Isso demonstra o potencial de MSPQs de
CdSe/CdS e supera as expectativas em relacdo aos fluoréforos utilizados em sistemas de

biomarcadores habituais.
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I11.6. Controle da Citotoxicidade de Pontos Quénticos de CdSe de Tamanhos Magicos como

Funcéo da Densidade de Niveis de Defeitos de Superficie.
(Em fase de submissao)

Nesse trabalho, foram sintetizados e estudados os efeitos de citotoxicidade dos
MSPQs de CdSe com diferentes densidades de niveis de defeitos de superficie. Estes MSPQs
de CdSe foram sintetizados via solucéo coloidal aquosa variando a concentracdo de selénio no
processo de sintese a temperatura ambiente. As propriedades Opticas foram investigadas
utilizando as técnicas de absorcao éptica e fluorescéncia (FL). Os efeitos citotdxicos foram
analisados por ensaios de MTT.

Os espectros de absorcdo Optica (AO) dos nanocristais de CdSe com
concentracdes crescentes de selénio em solugdes coloidais aquosas sdo mostradas na Figura
I11. 28. Todas as bandas de AO estam localizadas em energias maiores que o correspondente
bulk do CdSe (1.74 eV), evidenciando que as nanoestruturas crescidas eram PQs de CdSe
(NEELESHWAR et al., 2005). Em adicéo, esses comprimentos de onda estam localizados no
intervalo de PQs extremamente pequenos (YU et al., 2003). Observou-se que 0 aumento na
concentracdo de selénio favoreceu um leve aumento de tamanho e um crescimento

descontinuo, gerando diversos grupos de PQs.
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320 360 400 440 480 520 560 600
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Figura I11. 28 Espectros de absorgédo dptica dos MSPQs de CdSe com concentragdo crescente de Se em
solugdes coloidais aquosas.
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Esse crescimento descontinuo foi caracteristico de PQs de tamanhos magico
(MSPQs) (MSPQs) (DUKES; MCBRIDE; ROSENTHAL, 2010; MCBRIDE et al., 2010;
RIEHLE et al., 2009; SOLOVIEV et al., 2000). As bandas de AO das amostras com y = 0.4,
0.5 e 0.6 de Se aparesentarm a largura a meia altura relativamente estreita, a qual representou
outra caracteristica dos MSPQs, como visto na literatura (DUKES; MCBRIDE;
ROSENTHAL, 2010). Entretanto, para as amostras com y = 0.8 e 0.9 ndo foi possivel
visualizar a largura, a meia altura da banda de AO, uma vez que 0 aumento na concentragdo
de selénio favoreceu o aparecimento de varios grupos de PQs. O didmetro médio dos MSPQs
de CdSe foi calculado pela equacao empirica (equacdo (11.2.54)) obtendo os seguintes valores
D = 1.13 nm, 1.16 nm, 1.17 nm, 1.18 nm, 1.20 nm para y = 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 e 0.9,
respectivamente.

Os espectros de fluorescéncia dos MSPQs de CdSe em solucdo coloidal aquosa
usando a linha de excitagdo de 357 nm sdo mostrados na Figura Il1. 29. Esses espectros foram
relativamente largos, uma vez que os PQs apresentam defeitos de atomos internos e isso cria
estados metaestaveis ndo radiativos, confirmando que esses PQs sdo de tamanhos magicos.
Esse amplo intervalo de luminescéncia é de grande aplicabilidade em processos bioldgicos,
permitindo a sua visualizacdo em diferentes canais de deteccdo (veja 0 espectro
eletromagnético dentro dos espectros de FL). Foi possivel, também, observar que a
intensidade da fluorescéncia aumentou com o aumento da concentracdo de Se. Esse resultado
demonstrou que guando a concentracdo de selénio aumentava durante a sintese, a densidade
de ions de cadmio adsorvidos na superficie dos MSPQs de CdSe diminuia, reduzindo a
densidade de defeitos de superficie, favorecendo transi¢des radiativas e consequientemente
aumentando a intensidade da luminescéncia. Isso tambem foi confirmado pela diminuicéo da
largura a meia altura do espectro de FL. Além disso, verificou-se que o aumento na
concentracdo de Se também favoreceu o aumento no tamanho dos MSPQs, o que foi
confirmado pelo deslocamento para maiores comprimentos de onda das bandas de
luminescéncia.

A viabilidade utilizando MTT, um instrumento indireto para acessar a viabilidade
celular via integridade mitocondrial sdo representados na Figura Ill. 30. O decréscimo da
atividade metabolica de células HelLa tratadas com MSPQs de CdySe preparada com
diferentes concentragdes foi observada. A mais baixa concentracdo de Se (0,4) foi mais toxica
para as celulas HeLa, comparada a maiores concentra¢fes, o que foi confirmado pela
porcentagem de células viaveis. Como observado nessa pesquisa, a maior quantidade de

selénio no MSPQs de CdySe, diminuiu os efeitos nocivos desses pontos.
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Figura 111. 29 Espectros de fluorescéncia (FL) dos MSPQs de CdSe com 0 aumento da concentracao
de selénio em solucdes coloidais aquosas.
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Figura 1ll. 30 A citotoxicidade ao longo de diferentes concentracdes de Se de MSPQs de CdySe
expostos a células HelLa, durante 24 h. A viabilidade celular foi calculada como uma porcentagem da
viabilidade das células (ndo tratadas) de controle. A viabilidade das células de controle foi considerada
como sendo 100% (linha pontilhada). Os resultados foram expressos como média + SE de dois
experimentos independentes.
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O esquema simplificado do modelo dos MSPQs de CdySe com o aumento da
concentragio de Se é mostrado na Figura I11. 31. A medida que aumentou a concentracéo de
fons selénio (Se®), diminuiu a densidade de fons de cadmio (Cd**) na superficie dos MSPQs
de CdySe. Isso conseqlientemente diminuiu a concentracdo de niveis de defeitos de superficie
(SDL) (ligacdes pendentes de cAdmio) e aumentou a intensidade da emissdo excitonica (Eexc),
sendo isso provado nos espectros de fluorescéncia (Figura Ill. 29). Além da reducdo dos
niveis de defeitos de superficie ocorreu um leve aumento no tamanho dos MSPQs com o
aumento da concentracdo de Se (Figura Ill. 28). O esquema representativo corresponde ao
comportamento do espectro de fluorescéncia, que justificou os resultados biol6gicos, nos
quais a citotoxicidade diminuiu com o aumento da concentracdo de selénio e,
conseqiientemente, a diminuiu densidade de ions de cadmio adsorvidos na superficie dos

MSPQs de CdySe.
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Figura I11. 31 Esquema simplificado dos MSPQs de CdySe com o aumento da concentracéo
de selénio (Se).

Em concluséo, controlou-se a citotoxicidade dos MSPQs de CdSe em funcdo da
densidade de ions de cadmio adsorvidos na superficie dos pontos quanticos. A densidade de
ions de cddmio foi controlada a depender da concentracdo de ions de selénio no processo de
sintese. Os testes de viabilidade comprovaram que o aumento na concentracdo de ions de

selénio no processo de sintese, aumenta a viabilidade celular.
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Capitulo IV

IV. Conclusoes Finais

Nesse estudo, inicialmente, foram propostas modificacbes no modelo de
confinamento de fénons, tais como, a variacdo da funcdo peso de fonon para nanoestruturas
esféricas com o objetivo de melhorar a descricdo de fénons épticos confinados. O modelo
modificado indicou as diferencas entre o confinamento de fénons no nicleo (CdSe) e no
material da casca (CdS), de modo que ele pode ser utilizado para estudar nanocristais
esféricos do tipo: apenas nucleo, nucleo/casca e nucleo/multicascas. Assim, o modelo
modificado de confinamento de fénons, também, funciona como uma ferramenta importante
para avaliar as mudancas na dispersdo meédia de fonon LO induzida por uma liga interfacial
ou efeitos de strain em nanocristais ndcleo/casca. Comprovou-se por duas metodologias de
sintese diferentes o controle da espessura da casca de CdS, a primeira foi dos MSPQs em
funcdo da temperatura de sintese e a outra dos USPQs em funcdo da concentracdo de
estabilizante. Com base, na primeira metodologia, foram sintetizados MSPQs de
CdSe/CdSxSe;x e analisados os seus efeitos em contato com células HeLa, em que foi
demonstrada a luminescéncia altamente estavel mesmo ap6s 36 h. Posteriormente, sintetizou-
se MSPQs de CdSe/CdS,Se;1.x/CdS com grupamento hidroxila e outro com acido carboxilico,
foi e observado que eles apresentaram baixa citotoxicidade e nenhuma resposta imunogénica.
O MSPQ funcionalizado com &cido carboxilico foi bioconjugado com um anticorpo
especifico ao cancer de mama, demonstrando a sua grande aplicabilidade como sensor
biologico. Além desses resultados, controlou-se a citotoxicidade dos MSPQs de CdSe em
funcdo da densidade de ions de cadmio adsorvidos na superficie dos pontos quanticos.
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