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“One photon per second of flux corresponds roughly to the light which an observer in 
London would see from a candle at the distance of New York”



Princípios da técnica e 
aplicações

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 



Visualização direta e em tempo real
de particulados entre 10 nm – 1 um*

*Nota: 1-não é uma imagem de alta resolução. 2-Nanopartículas de dióxido de titânio

Análise de 
partícula por 
partícula

http://www.nanosight.com/applications/protein-aggregation


Modelos de NANOSIGHT
Tamanho e concentração

• Faixa de tamanho: 10 nm – 2 µm* 
(material dependente)

▪ Visualização das nanopartículas em tempo real

▪ Análise em suspensão

▪ Tamanho e Concentração (partículas/mL)

▪ Modo de fluorescência (análise individual de 

partículas em meios complexos)



2

Extracellular vesicles (EVs) purified from serum by 
ultracentrifugation, sizes 100-500nm

O QUE É DETECTADO?

Movimento Browniano

› Nanopartículas se movem

› Movimento Browniano

› Partículas pequenas se movem mais rápido

do que partículas maiores

› Coeficiente de Difusão pode ser calculado

acompanhando e analisando o movimento

de cada partícula separadamente, mas 

simultaneamente



O que o NTA pode oferecer?

TAMANHO

NÚMERO 
(partículas/mL) POLIDISPERSIVIDADE

SPAN= (d90-d10)/d50

INTENSIDADE DE 
ESPALHAMENTO
(índice de refração)

FLUORESCÊNCIA
(opcional)



Tamanho: 
Stokes-Einstein

01

2-D Stokes-Einstein 
equation 

Tamanho
!

Como 
calcular

tamanho?

Mede o 
Movimento 
Browniano em 
tempo real

Obtém o 
Coeficiente
de Difusão

d(H)=
3 p h D
KB T

KB = Constante de Boltzmann

h= Viscosidade

T = Temperatura



Tamanho Concentração

MÍNIMO: 10 – 40 nm
✓ Tipo de material 
✓ Comprimento de onda e potência da iluminação 
✓ Sensibilidade da câmera

MÁXIMO: 1000 – 2000 nm
✓ Movimento Browniano

✓ Viscosidade do solvente

MÍNIMA: Aprox 106 partículas/ mL
✓ Requer maior duração da análise

MÁXIMA: Aprox 109 partículas / mL
✓ Dificuldade de distinção das partículas ao seu redor

Limites de Detecção do NTA



Concentração:
Contar partículas em um volume conhecido

Partículas/mL
Número absoluto de concentração

02

10 µm

80 µm

Módulo do laser 
(parte superior)

109 Partículas/mL 106 Partículas/mL



Concentration Measurement Of 100 nm Duke Latex
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Linearidade da Análise de Concentração

Os resultados teóricos e experimentais são muito próximos nas faixas de 10e6 até 10e9 partículas por mL



Como funciona?
▪ A técnica NTA possui capacidade única de promover a 

caracterização de tamanho baseada em número de forma 
rápida, sem preparo prévio da amostra (apenas diluição, se 
necessário).

1.Laser ilumina as nanopartículas que se tornam 
um ponto de luz micrométrico
2.Câmera grava um vídeo do Movimento 
Browniano das partículas em suspensão 

3.Software processa o vídeo para capturar o 
coeficiente de difusão da amostra
4. Acompanha todas as partículas uma-a-uma e 
simultaneamente

5.Cálculo do DH pela equação de Stokes-Einstein
6.Gráfico de distribuição de tamanho
7. Valores de concentração (partículas/mL)



RELATÓRIO
• Exportação de forma rápida e prática de dados em arquivos de Excel, vídeo e relatório em pdf de uma 

única medida ou de várias

• PDF Report

• Summary

• Experiment Summary

• AllTracks

• Particle Data

• Microsoft WMV

• Microsoft WMV 10 sec



Separando Populações de Tamanhos Similares?

Mistura de Poliestireno (92nm) e Nanopartícula de ouro (90nm)

Au NP

Poliestireno



Resolução de pico a pico
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Concentration: 2.78E8 
particles per mL

36.4%

Resolução de pico a pico



Fluorescência (opcional)

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 



 

camera

Microscope
Objective

Laser beam illuminates optical 
flat and transmits through the 
sample

- ALL particles scatter the laser beam.

All light collected by objective...

-Only particles with fluorescence capabilities 
or label will also fluoresce.

With clear filter, all light transmitted
-scatter is dominant and captured by CCD

With long pass filter, scattered light blocked
-fluorescence is captured by CCD

Choice of clear or fluorescent filter:

Fluorescent Mode available 



Modo de Fluorescência

• Permite a medição de partículas específicas

• Partículas fluorescentes de 100nm em 100% FBS

• Amostra mantida em temperatura constante de 37 ºC

• Viscosidade da amostra: 1,33 cP

Modo de luz espalhada                        Modo de fluorescência

Tamanho  (nm)

Available laser sources 
(nm)

Standard filter provided 
(nm)

Violet 405 430 long pass

Blue 488 500 long pass

Green 532 565 long pass

Red 638 650 long pass

Seringa de fluxo

Moda: 103 nm
Concentração:  9.5 x108 partículas/mL



NTA e nanotoxicidade

Normas relacionadas

Nanoparticle Tracking Analysis
10 nm – 2000 nm



Normas relacionadas
• Mais de 11.600 resultados do NanoSight no Google Acadêmico (08/09/2020).

› ASTM E2834-12 Guide on NTA technique

› ISO 19430 standard: Particle tracking analysis (PTA) method



Métodos 
Biofísicos NTA

Estudos de nanotoxicidade

Necessita de testes realizados
em fluidos biologicamente

relevantes

❑ Composição química
❑ Concentração
❑ Tamanho
❑ Distribuição de Tamanho baseada em 

número/Polidispersão
❑ Área de superfície

❑ Morfologia
❑ Carga de superfície
❑ Estado de agregação
❑ Recobrimento
❑ Partículas rastreáveis
❑ Estabilidade/comportamento ao longo do tempo



Biológicas & Não-biológicas

Aplicações



› Vesículas Extracelulares 
(Exossomos e 
microvesículas)

› Drug delivery

› Agregação de Proteínas

› Vírus e VLP

› Nanotoxicologia

› Polímeros e coloides

› Ink jet inks e pigmentos

› Nanopartículas Magnéticas

› Quantum dots (Qdots)

› Nanobolhas

› Cerâmica

› Aditivos de combustível

› Nanotubos de carbono

› Cosméticos

› Alimentos

PRINCIPAIS APLICAÇÕES DO NTA 
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Fonte: http://www.nature.com/nprot/journal/v7/n12/full/nprot.2012.131.html





OPÇÕES PARA ANÁLISE DE TAMANHO: 
Vesículas Extracelulares

300 nm

Citometria de Fluxo

NANOSIGHT

50 µm

Vesículas 
Extracelulares
50 – 1000nm

10 nm 2000 nm

Müller G (2012) Novel Tools for the Study of Cell 
Type-Specific Exosomes and Microvesicles. J 
Bioanal Biomed 4: 046-060.



Exemplos de Exossomos e Microvesículas
com Concentração e Pureza diferentes



Nanovesículas no plasma
→ indicador de pré-eclâmpsia?

297nm

55nm

55nm

297nm

Limite de de
detecção

do CF

Chris Gardiner; Nuffield Department of 
Obstetrics and Gynaecology

http://www.ox.ac.uk/


› Aumentou 4x o número de exossomas de células com câncer

118 nm 169 nm



› Quase nenhuma diferença em Tamanho e Concentração de exossomas de pacientes em controle VS 
Grupos do Estágio III e IV

130 nm
130 nm



Sensibilidade da técnica NTA
→ funcionalização/partículas na superfície

https://www.systembio.com/services/exosome-proteomics



Hutcheson JD, New SEP, Goettsch C, Rogers MA and Aikawa E (2013) Regulated release of macrophagederived matrix vesicles from lipid raft domains: a role for formation of microcalcifications
in vulnerable plaques, Second International Meeting of ISEV 2013, Boston, USA, April 17th-20th, 2013 , Journal of Extracellular Vesicles 2013, 2: 20826 - http://dx.doi.org/10.3402/jev.v2i0.20826

NTA
Caracterizar MVs liberadas de 

macrófagos (RAW264,7)

Células RAW 
(macrófago) não 

tratadas

Taxa constante de 
liberação de MVs

R2 = 0,95
24 horas

Após tratamento 
com citocina pró-

inflamatória (TNF-a)
20 ng/mL

Taxa constante de 
liberação de MVs
aumentou 1,8 x

6 horas 

Estudos de cinética

Hutcheson et Al .. (2013) identificou o 

papel da formação de microcalcificações 

em placas vulneráveis de 

aterosclerose durante liberação regulada 

de vesículas da matriz derivadas de 

macrófagos



Cinética de Agregação
– Controle integrado de temperatura

• Monitoramento em tempo real / 5°C abaixo do ambiente até 
55°C

• fornece importantes informações sobre a cinética de agregação tanto 
de proteínas quanto de nanopartículas

1 mg/mL de IgG  – 50ºC durante 35 min

NTA CONFIRMOU: agregados
submicrométricos na faixa de 50 e 
500 nm se formaram no estresse

térmico tanto da insulina quanto da 
insulina peguilada.

CONCLUSÃO: PEGuilação não
protegeu a insulina contra a 

agregação forçada.

Torosantucci R, Kukrer B, Mero A, Winsen MV, Tantipolphan R 
and Jiskoot W (2011) Plain and monopegylated recombinant
human insulin exhibit similar stress-induced aggregation profiles. 
Journal of Pharmaceutical Sciences.



Fenotipagem de Vesículas 
Extracelulares

Dragovic RA, Gardiner C, Brooks AS, Tannetta DS, Ferguson DJP, Hole P, Carr B, Redman CWG, Harris AL, Dobson PJ, Harrison P and Sargent IL (2011) Sizing and phenotyping of cellular vesicles using Nanoparticle 
Tracking Analysis, Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine (2011), doi:10.1016/j.nano.2011.04.003.

Anticorpo 

incorreto 

(controle -

fluorescência)

Luz espalhada

(todas as partículas 

de STBM)

Anticorpo 

correto 

(fluorescência)

O NanoSight é capaz de identificar através de fenotipagem as variedades de 
vesículas extracelulares secretadas com marcação

❑ Papel fundamental no estudo de mediadores da 
comunicação intercelular

❑ Saber o tamanho, concentração e comportamento de 
vesículas extracelulares em seu ambiente natural elucida a 
função que estas estruturas desempenham em mecanismos 
de doenças e as formas em que podem ser exploradas para 
aplicações diagnósticas e terapêuticas

Análise de fluorescência de vesículas no plasma



Índice de Refração e VE
• Análise por NTA revela heterogeneidade em vesículas extracelulares (VE)

• Útil para o desenvolvimento de calibradores apropriados para a medição EV

Fonte: Journal of Extracellular Vesicles 2014, 3: 25361 - http://dx.doi.org/10.3402/jev.v3.25361



• Amostras podem mudar ao longo do tempo –

efeito precisa ser estudado.

• Meio da amostra também pode mudar a 

amostra

EFEITO DO TEMPO NA ESTABILIDADE
Toxicologia
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• Dados obtidos diretamente pelo NanoSight 
demonstram a dispersão foi bem sucedida 
do Cu-TMV após o tratamento com C11-
PEG-SH.

Zhou et al. Journal of Nanobiotechnology 2012, 10:18 

Eficácia de Funcionalização

› Possibilidade de gerar uma variedade de nanorods e 

nanofios com tamanhos de 300 nm

› Tais materiais com base biológica podem ter amplo uso 

em nanoeletrônica, sensoriamento e terapia do câncer

NTA NTA

Microscopia 
Eletrônica



Purificação de vírus

❖Adenovirus
❖ Cytomegalovirus (MCMV)
❖ Porcine papillomavirus
❖ Lambda phage 
❖ Tobacco Mosaic virus (TMV)
❖Murine Leukaemia virus (MuLV)
❖ Japanese Encephalitis virus (JEV)
❖ Cyanovirus
❖Herpes simplex virus
❖ Influenza virus
❖ Baculovirus
❖M13
❖M14



Vírus da Influenza
(Antes purificação)

› Fornece dados de concentração de forma rápida
› Mede diretamente a pureza e estado de agregação da dispersão de vírus

196 nm

6.0E8 partículas/mL

Vírus da Influenza
(Após a purificação)

123 nm

4.7E8 partículas/mL
(96.8% recovery)



Infuenza Virus
(Antes purificação)

196 nm

6.0E8 partículas/mL

Infuenza Virus
(Depois da purificação)

123 nm

4.7E8 partículas/mL
(96.8% recovery)



❖ ZIKA

❑ Agregação de partículas

❑ Vantagem importante na análise de 
vacinas com vírus atenuado (1%) vs 
inativado.

Fonte: http://jvi.asm.org/content/89/17/8880/F10.expansion.html



Livro de Referências do NanoSight

• Conteúdo:
– Exossomos

– Agregação de Proteínas

– Toxicologia de Nanopartículas

– Carreamento de fármacos

– Produção de nanopartículas

› PDF é gratuito e pode baixar pelo link:  http://www.malvern.com/en/support/resource-
center/Whitepapers/WP150320NTABook.aspx

http://www.malvern.com/en/support/resource-center/Whitepapers/WP150320NTABook.aspx




Exemplos de Exossomos e Microvesículas com Concentração e Pureza diferentes



Muito obrigada!

geisi.barreto@pensabio.com.br

GRB


