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RESUMO

Biomarcadores luminescentes a base de ions lantanideos tivalentes (Ln**) vém sendo aplicados
como sondas luminescentes em imageamento celular e marcacdo biolégica devido as suas
excelentes propriedades éticas. Sua obtencdo pode ser feita pela funcionalizacdo da superficie
de nanoparticulas de silica com complexos de lantanideos, assim um novo material hibrido é
formado unindo as propriedades luminescentes do complexo com a alta estabilidade e baixa
toxicidade da matriz de silica. Este trabalho teve como objetivo principal a caracterizacdo
morfoldgica, estrutural e espectroscopica de novos hibridos luminescentes obtidos através da
decoracdo da superficie de nanoparticulas de silica com grupos &cidos carboxilicos
responsaveis por intermediar a formacdo de complexos de Eu®" utilizando o ligante B-
dicetonato, Hdbm (dibenzoilmetano). Desta forma, esses hibridos luminescentes foram
sintetizados através de uma sequéncia de cinco etapas reacionais. Primeiramente,
nanoparticulas de silica esféricas/esferoidais foram sintetizadas via metodologia sol-gel e
através de medidas de MEV-FEG foram estimados didmetros médios entre 32 e 80 nm. As
posteriores etapas de modificacdo de superficie foram avaliadas principalmente pelas técnicas
de MEV-FEG, EDS, RMN-2Si, Termogravimetria, Potencial Zeta, FTIR, Raman/SERS e
Fotoluminescéncia. As propriedades luminescentes dos hibridos foram avaliadas e observou-se
que os grupos carboxilatos superficiais n&o sensibilizam os ions Eu®* por efeito antena, servindo
apenas de sitios quelantes para o ion. Os hibridos luminescentes formados ap6s a coordenacao
dos ligantes dbm ao fon Eu®* apresentaram forte luminescéncia na regido do vermelho e tiveram
seus parametros de intensidade avaliados, eles ainda apresentaram elevada pureza de cor e alto
tempo de vida de estado excitado, fazendo destes materiais excelentes candidatos a atuarem

como futuros biomarcadores.

Palavras chave: SiOz, processo sol-gel, luminescéncia, lantanideo, &cido carboxilico.



ABSTRACT

Luminescent biomarkers based on trivalent lanthanoide (IUPAC recommendation) ions (Ln®")
have been applied as luminescent probes in cellular imaging and biological labeling due to their
excellent optical properties. They can be obtained by the surface functionalization of silica
nanoparticles with lanthanoide complexes, thus a novel hybrid material is formed by joining
the luminescent properties of the complex with the high stability and low toxicity of the silica
matrix. The main aim of this work was the morphological, structural and spectroscopic
characterization of new luminescent hybrids obtained through the decoration of the silica
nanoparticles with carboxylic acid groups responsible for intermediating the formation of Eu®*
complexes using the p-diketone ligand, Hdbm (dibenzoilmetano). In this way, these
luminescent hybrids were synthesized through a sequence of five reactional steps. First,
spherical / spheroidal silica nanoparticles were synthesized via the sol-gel methodology and
diameters between 32 and 80 nm were estimated were estimated by through SEM-FEG.
Subsequent surface modification steps were evaluated mainly by SEM-FEG, EDS, #Si NMR,
Thermogravimetry, Zeta Potential, FTIR, Raman / SERS and Photoluminescence technigues.
The luminescent properties of the hybrids were evaluated and it was observed that surface
carboxylate groups do not sensitize Eu®* ions by antenna effect, serving only as chelating sites
. The luminescent hybrids formed only after the Eu®* ion coordination with dom ligands e
showed strong luminescence in the red region, their intensity parameters were evaluated, and
they presented high color purity and high-excited state lifetime, and they, making these

materials excellent candidates to act as future biomarkers.

Keywords: SiO., sol-gel process, luminescence, lanthanoids, carboxylic acid.
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1 INTRODUCAO GERAL, MOTIVACAO E JUSTIFICATIVAS

Nos Ultimos anos uma classe especial de materiais denominada de biomarcadores
ganhou destaque no meio cientifico por conta de suas propriedades 6pticas e bioldgicas®. Foram
e sdo até hoje os responsaveis por grandes avangos em areas medicinais, principalmente no
tratamento e diagndsticos por imagens de varios tipos de patologias. Biomarcadores
luminescentes podem ser considerados materiais que apresentam a emissao de luz normalmente
na faixa do visivel ou infravermelho préximo, atuando principalmente como sondas,
melhorando a visualizagdo do ambiente bioldgico em que se encontram, seja este ambiente
saudavel ou nao?.

Uma preocupacdo atual é produzir biomarcadores que apresentem propriedades
luminescentes cada vez mais eficientes, como alta eficiéncia quantica e intensidade de emisséo,
e a0 mesmo tempo apresentem baixa citotoxicidade e alta especificidade biologica®. A
luminescéncia desses biomarcadores pode ser de origem organica ou inorganica. Segundo
Jaque, D. et al. (2016)* os estudos de sondas luminescentes para aplicacdes em bioimageamento
iniciaram-se na década de 1970 e eram baseados em fendmenos luminescentes de moléculas
organicas como corantes (exemplos, Rodamina e Isotiocianato de fluoresceina), conjugados
bioldgicos ou até mesmo proteinas. A utilizacdo desses componentes organicos limita a
visualizacdo por imagens, pois o tipo de luminescéncia nestas moléculas é a fluorescéncia, que
apresenta tempo de decaimento radiativo extremamente rapido na ordem de nanosegundos
(10° s) 34 Como a maioria das moléculas dentro do ambiente celular também apresentam
fluorescéncia, ndo torna possivel separar eficientemente a autofluorescéncia do meio bioldgico
e o sinal florescente do biomarcador, ja que ambos ocorrem na mesma ordem de grandeza de
tempo. Para contornar esse problema, buscou-se utilizar compostos com luminescéncia que
apresentassem um tempo de decaimento radiativo maior do que o da autofluorescéncia do meio
bioldgico, permitindo que apds cessar a autofluorescéncia ainda fosse possivel medir o sinal de
luz provindo do biomarcador®. Dentre varios compostos estudados, uma nova classe de
biomarcadores foi desenvolvida baseada em nanoparticulas luminescentes contendo ions
lantanideos (Ln3*)'® 7, ja que esses jons sdo responsaveis por fendmenos fosforescentes que
apresentam um tempo de decaimento de estado excitado na ordem de mili a microsegundos (10
® e 103 ), facilitando a identificagio de sinais de fosforescéncia referentes apenas do
biomarcador e ndo do meio biologico® °. Além disso, os ions lantanideos apresentam

propriedades espectroscOpicas interessantes para areas de bioimagens como boa
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fotoestabilidade, deslocamentos pseudo-Stokes promovendo maiores eficiéncias quanticas de
emissdo, bandas finas devido as transi¢des intraconfiguracionais 4f-4f gerando cores proximas
a monocromaticidade e com elevada pureza de cor.

Esses ions podem ser inseridos em matrizes inorganicas ou na forma de complexos
ancorados em nanoparticulas® %, A ancoragem de complexos de fons lantanideos em uma
matriz inorganica abre um leque de possibilidades que permite preparar diferentes tipos de
biomarcadores com propriedades luminescentes especificas, dependendo do centro metalico e
dos ligantes utilizados.

Nanoparticulas de silica sdo atualmente uma das classes de nanoparticulas mais atrativas
no mercado para se funcionalizar a superficie com complexos luminescentes'?. Isto deve-se a
caracteristica atoxica da silica permitindo produzir biomarcadores com baixa toxicidade e maior
biocompatibilidade celular. A baixa toxicidade faz com que as nanoparticulas de silica sejam
escolhidas ao invés de outros tipos de 6xidos e dos quantum dots, ja que estes apresentam maior
toxicidade em meio bioldgico por conterem metais potencialmente toxicos!? 3,

Sistemas aplicados em imageamento celular e marcagéo biologica foram estudados e
desenvolvidos no grupo de pesquisa de Luminescéncia em Materiais e Sensores (LuMeS). Em
seu trabalho de mestrado, Gelamos, J. P. (2011) desenvolveu os protocolos de conjugacédo de
particulas luminescentes de Y20s:Er®*Yb®" revestidas com silica aminofuncionalizadas,
conjugando 0s grupos aminos com a proteina albumina sérica bovina (BSA), utilizando os
crosslinkers EDC, glutaraldeido e Sulfo-GMBS, destacando o EDC como o mais eficiente entre
os trés**. Recentemente, Mutti, A. M. G. (2015) desenvolveu em seu trabalho de mestrado
particulas de silica densa (220 nm) funcionalizadas com ligantes do tipo base de Schiff, que
serviram de sitio para coordenagdo de ions lantanideos utilizando ligantes B-dicetonas para
intensificacdo das propriedades luminescentes do material®® e em seu doutorado esta linha foi
estendida para outros sistemas com propriedades luminescentes interessantes para area de
bioimageamento®. Esses protocolos ja foram adotados por integrantes do grupo de pesquisa,
como Costa, A. L. (2017) que em seu trabalho de mestrado, ancorou os complexos
luminescentes utilizando bases de Schiff como ponte em particulas de Y20z:Eu* ou Th®*
recobertas com silica aminofuncionalizadas®’.

Para este trabalho, procuramos modificar a funcionalizagcdo do material, investindo em
ligantes com grupos organicos contendo a fungdo acidos carboxilicos ja que sdo grupos
coordenantes capazes de formar complexos estaveis com ions lantanideos. Para isso, foram

escolhidas nanoparticulas de silica com diametros proximos a 53 e 80 nm. Os didmetros das
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particulas foram selecionados a partir de estudos prévios durante o periodo de Iniciacdo
Cientifica (IC-FAPESP Processo: 2014/04907-3). Durante o estudo de IC, foram obtidas
particulas de silica com diferentes tamanhos através da mudanca de parametros reacionais da
metodologia sol-gel como: a alteracdo da temperatura e do tipo de alcool utilizado na sintese.
A partir deste estudo foi possivel obter particulas com formatos homogéneos e heterogéneos
dependendo das condigdes de sintese adotada, com os diametros médios variando entre 53 nm
e 977 nm.

Partindo do objetivo de produzir biomarcadores com tamanhos nanomeétricos (entre 1 e
100 nm) foram escolhidas as seguintes condi¢bes de sintese protocoladas: 1) Sintese a
temperatura ambiente das nanoparticulas de silica utilizando metanol como solvente, na qual
resulta em particulas com diametro estimado de 53 nm e 2) Sintese a 60 °C das nanoparticulas
de silica utilizando etanol como solvente, o qual resulta ao final, particulas com didmetro
estimado de 80 nm. A Figura 1 mostra as micrografias das amostras iniciais de silica obtidas
durante o projeto de IC nas condi¢Oes especificadas.

Figura 1 - Micrografias de (a) MET e MEV da amostra de silica sintetizadas em metanol a
temperatura ambiente no projeto de IC e (b) MEV-FEG da amostra de silica sintetizada em
etanol a 60°C.
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5 CONCLUSAO FINAL

Nanoparticulas de silica com diametros entre 32 e 80 nm foram funcionalizadas com
grupos &cidos carboxilicos na qual serviram de grupos quelantes para a formagdo dos

complexos B-dicetonatos de Eu** emissores na regido do vermelho.

As medidas de MEV-FEG serviram para avaliar forma e tamanho das nanoparticulas e
a reprodutibilidade das sinteses desses materiais. Em todos os casos foram obtidas
nanoparticulas com formato esférico/esferoidal, reflexo da catalise bésica utilizada.
Concluimos que, o protocolo utilizado em metanol mostrou um melhor controle de sintese do
que o utilizado em etanol, levando a obter particulas ressintetizadas com didmetros mais
préximos entre si. Ainda por MEV-FEG, observou-se que a morfologia das nanoparticulas
finais ndo foram alteradas mesmo apos cinco etapas reacionais, indicando que os processos de
sintese sdo considerados topotaticos. Por EDS foram identificados picos atribuidos aos &tomos
de Eu, indicando que 0os mesmos estdo presentes e ndo foram lixiviados mesmo apos varios

processos de lavagens e centrifugacdes.

O RMN-?Si comprovou a ancoragem do APTES na superficie das nanoparticulas
aminofuncionalizadas e a concentracdo de grupos aminos (-NHz) e carboxilatos (COOH,
indiretamente) foram obtidas através da quantificacdo utilizando o reagente ninidrina. Valores
variando entre 3,7 a 11,7 mmol de NH2/g foram encontrados e variaram de acordo com 0
tamanho das nanoparticulas. Da mesma forma, a concentracdo de grupos COOH foi estimada

entre 3,2 e 10,8 mmol/g de amostra.

As medidas de TG foram realizadas até a etapa das amostras carboxilfuncionalizadas, e
deram fortes indicios de que as etapas de funcionalizacdo de fato aconteceram pelo aumento de
perda de massa entre 200 e 800 °C conforme aumenta-se a cadeia carbdnica do ligante ancorado

na superficie das nanoparticulas.

A técnica de FTIR néo foi tdo conclusiva nas primeiras etapas de funcionaliza¢do, mas
foi extremamente Util nas etapas finais, na qual comprovou a presenga dos grupos carboxilatos
ap6s a coordenagéo dos ions Eu®*, intensificando as bandas referente aos vass(COO? e vs(COO")
onde foi possivel inferir o modo de coordenacdo bidentado do eurdpio aos grupos carboxilatos.
Além disso, por FTIR foi possivel identificar varios dos modos vibracionais referentes ao

ligante dbm, indicando sua coordenacgéo ao ion eurdpio. A técnica de Raman/SERS, mesmo
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que para apenas uma amostra, apresentou resultados interessantes na caracterizagdo das
nanoparticulas carboxilfuncionalizadas, sendo possivel atribuir bandas referentes aos grupos
carboxilatos e aminos, comprovando que a superficie de fato foi modificada. As medidas de
Potencial Zeta também apresentaram fortes indicios de que as etapas de funcionalizacbes de

fato ocorreram.

Por fim, independentemente do tamanho das nanoparticulas de silica inicial,
conseguimos realizar um estudo fotoluminescente dos hibridos finais. Foi possivel avaliar as
etapas de formacdo dos complexos na superficie das nanoparticulas, onde vimos que o ligante
acido carboxilico esta servindo apenas como quelante dos fons Eu®*, ndo apresentando

sensibilizacdo por efeito antena.

Em todos os casos estudados, 0s espectros de emissdo para as amostras antes da adi¢éo
de dbm apresentaram uma banda larga na regido do azul atribuida a emissao da silica e bandas
alargadas na regido do vermelho atribuidas ao Eu®*. Essas bandas largas refletiram em baixas
purezas de cor, tempo de vida e eficiéncia quantica desses materiais. Nesta etapa foi avaliado
através dos perfis dos espectros de emisséo e das propriedades fotofisicas o efeito dos contra
ions cloreto e nitrato, concluindo que possivelmente esses ions ainda podem permanecer na
esfera de coordenacdo do Eu®* e que quando utilizamos nitrato de eurdpio, obtemos amostras
com valores de tempo de vida, Arad € Q2 maiores, dando fortes indicios de que realmente ions
nitratos podem permanecer na esfera de coordenacdo do eurdpio ja que sdo ligantes mais
coordenantes do que os ions cloretos.

Ao adicionar o ligante dom, em todos os hibridos houve o favorecimento da intensidade
de emissdo na regido do vermelho referente a transicdo Do — ’F2, promovendo um aumento no
tempo de vida, eficiéncia quantica e Q. Através da avaliacdo dos parametros fotofisicos
concluiu-se que a estrutura desses complexos apresentam-se praticamente a mesma apds
adicionar dbm, indicando que mesmo que estes anions estejam coordenados, estes sdo

deslocados juntamente com as moléculas de agua.

Os parametros fotofisicos foram extremamente importantes, no qual a sua analise
permitiu concluirmos que o efeito do tamanho das nanoparticulas ndo alterou fortemente as
propriedades do material final, mesmo indicando que particulas menores apresentaram valores
de eficiéncia quéantica levemente maiores. Vimos que houve uma reprodutibilidade de sintese

na formacdo dos complexos luminescentes. E que ao diminuir a concentragdo de europio
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promovemos um aumento na eficiéncia quantica do material, provavelmente devido a uma

maior distancia entre os fons Eu** o que leva a uma menor perda por transferéncia.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

- Caracterizacdo dessas nanoparticulas por MET afim de avaliar com maior precisao tamanho
e forma.

- Realizar medidas de RMN de Carbono (**C) para as amostras amino e
carboxilfuncionalizadas.

- Realizar medidas de XPS (Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X) das amostras
amino e carboxilfuncionalizadas.

- Terminar a caracterizacdo por SERS das amostras funcionalizadas.
- Concluir os estudos por TG das amostras com os complexos luminescentes.
- Realizar medidas de fotoluminescéncia a baixa temperatura.

- Avaliar a toxicidade desses materiais e realizar testes de imageamento celular avaliando a
possivel atuacdo desses hibridos em meio bioldgico.
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