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RESUMO

Nos ultimos anos, o uso de pontos quanticos (PQs) para obter imagens bioldgicas tem
atraido atencao por suas propriedades luminescentes e a possibilidade de incorporar agentes
de contraste para serem utilizados em imagens de ressonancia magnética. Nessa tese, foram
utilizadas diferentes estratégias para o desenvolvimento de PQs objetivando a aplicacdo no
diagnostico por meio de imagens Gticas e de ressonancia magnética. Dessa forma, PQs de
Zn0O e PQs de ZnOGd foram sintetizados pela rota sol-gel. PQs contendo gadolinio-cobre-
indio-enxofre e ZnS (GCIS/ZnS) foram sintetizados através de duas rotas de sintese (rota 1
e rota 2). Os PQs de ZnO e ZnOGd foram conjugados com PQs de GCIS/ZnS por meio de
um tratamento térmico, resultando em um novo ponto quantico ndo previamente descrito na
literatura. Os PQs foram caracterizados através das técnicas de Microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET), espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), difracdo de raios X
(DRX), anélise termogravimétrica, espectroscopia de absor¢cdo na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis). A avaliagdo das propriedades fotoluminescentes foi realizada por meio da
coleta dos espectros de excitacdo (PLE) e emissdo (PL). Os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS foram
associados as automontagens de arginina (Arg) e ferrocifeno (p-54) e as nanocéapsulas
lipidicas (NCL). Para a associacdo com as NCL, os PQs foram modificados por
Hexadeciltrimetoxisilano (HTMS) para permitir sua dispersdo em Labrafac® (triglicerideos
de acido caprico-caprilico), constituinte da fase oleosa das NCL, que foram preparadas
através do metodo de inversdo de fases. Ainda, uma modificacdo hidrofilica nos PQs foi
realizada usando o 3-glicidiloxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) para a dispersdo dos PQs em
agua. As propriedades de imagens tanto dos PQs associados as NCL quanto dos PQs
dispersos em agua foram avaliadas através de imagens de ressonancia magnética e coleta
dos espectros de PLE e PL. As propriedades citotdxicas e de captacdo celular foram
determinadas frente as células de fibroblasto embrionario de camundongo (NIH/3T3-
ATCC® CRL-1658 ™), Os resultados mostraram que os pos de ZnOGd-GCIS/ZnS tratados
termicamente podem ser excitados em diferentes regides. Dessa forma, os PQs interagem
entre si de forma a mudar as propriedades luminescentes tanto do ZnOGd quanto do
GCIS/ZnS (rota 1), sendo que o maximo de emissdo ficou entre a emissdo dos dois PQs
separadamente. A associagdo dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS com Arg-p54 resultou na perda
da luminescéncia. Diferentes proporcdes entre ZnOGd e GCIS/ZnS (rota 1) foram
incorporadas nas NCL e apresentaram bom contraste nas imagens de ressonancia magnética.
Os novos PQs desenvolvidos (ZnOGd-GCIS/ZnS), dispersos em &gua, maioritariamente
constituido por ZnOGd (75%), apresentaram menor citotoxicidade quando comparado ao
ZnOGd, além de maior captacdo celular. Ainda, as NCL associadas aos PQs apresentaram
maior citotoxicidade e menor captacdo celular que comparados com os PQs sozinhos. A
sintese do GCIS/ZnS foi otimizada (rota 2), resultando em PQs com maior grau de pureza.
Apos a associacdo do GCIS/ZnS (rota 2) com os PQs de ZnOGd por meio do tratamento
térmico, foram encontradas emissdes na primeira janela do infravermelho préximo,
chegando até 820 nm, conforme aumentou a proporcdo de GCIS/ZnS em relagdo ao ZnO
Gd. Essa emissao no infravermelho proximo é mais favoravel para imagens bioldgicas pois
tem maior penetragdo nos tecidos além de ser uma regido de emissdo que se diferencia da
autofluorescéncia das células. Frente aos resultados apresentados, podemos concluir que 0s
PQs desenvolvidos contendo uma associagdo entre ZnOGd e GCIS/ZnS por meio do
tratamento termico, tanto dispersos em agua quanto associados as NCL, apresentam grande
potencial para o diagnostico simultaneo por imagens de ressonancia magnética e imagens de
luminescéncia.

Palavras-chaves: Pontos Quanticos; Nanocéapsulas Lipidicas; Imagens Multimodais;
Luminescéncia; Ressonancia Magnética.



ABSTRACT

In the last years, the use of quantum dots (Qdots) to obtain biological images has stand out
due to their luminescent properties and the possibility to incorporated contrast agents to be
used in magnetic resonance images. In this thesis, different strategies were used for the
Qdots development aiming the application in the diagnosis through optical and magnetic
resonance imaging. Thus, ZnO Qdots and ZnOGd Qdots were synthesized by the sol-gel
method. Qdots containing gadolinium-copper-indium-sulfur and ZnS (GCIS/ZnS) were
synthesized through two synthesis routes (route 1 and route 2). The ZnO and ZnOGd Qdots
were conjugated with Qdots containing gadolinium-copper-indium-sulfur and ZnS
(GCIS/ZnS) through a heat treatment, resulting in a new quantum dot not previously
described in the literature. Qdots were characterized by transmission electron microscopy
(TEM), infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD) thermogravimetric analysis
(TG) and absorption spectroscopy in the ultraviolet-visible region (UV-vis). The
photoluminescent properties were evaluated by excitation (PLE) and emission (PL)
spectra. The ZnOGd-GCIS/ZnS Qdots were associated with self-assemblies of arginine
(Arg) and ferrocifen (p-54) and lipid nanocapsules (LNC). ZnOGd-GCIS/ZnS Qdots were
modified by Hexadeciltrimetoxisilane (HTMS) to allow their dispersion in labrafac®
(caprylic-capric acid triglycerides), oil phase constituent of LNC, in which were prepared
by phase inversion method. Furthermore, a hydrophilic Qdots modification was carried out
using 3-glycidyloxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) to disperse the Qdots in water. The
image properties of NCL-associated to Qdots and water-dispersed Qdots were evaluated
by magnetic resonance images and acquisition of PLE and PL spectra. The cytotoxic and
cell uptake properties were determined against mouse embryonic fibroblast cells
(NIH/3T3-ATCC® CRL-1658 ™). The results showed that the heat-treated ZnOGd-
GCIS/ZnS powders can be excited in different regions. In this way, Qdots interact with
each other changing the luminescent properties of both ZnOGd and GCIS/ZnS (route 1)
and the maximum emission was between the emission of the two Qdots separately. The
association of ZnOGd-GCIS/ZnS Qdots with Arg-p54 resulted in loss of luminescence.
The new Qdots developed (ZnOGd-GCIS/ZnS), dispersed in water, mainly constituted by
ZnOGd (75%), showed lower cytotoxicity when compared to ZnOGd, in addition to greater
cellular uptake. Furthermore, the NCL associated with the Qdots showed greater
cytotoxicity and lower cellular uptake than compared to the Qdots alone. The GCIS/ZnS
synthesis was optimized (route 2), resulting in Qdots with a higher purity. After the
association of GCIS/ZnS (route 2) with the ZnOGd Qdots through heat treatment,
emissions were found in the first near-infrared window, reaching up to 820 nm, as the
proportion of GCIS/ZnS in relation to ZnOGd increased. This near-infrared emission is
more favorable for biological imaging as it has greater penetration into tissues in addition
to being an emission region that differs from the autofluorescence of cells. Based on the
results presented, we can conclude that the developed Qdots containing an association
between ZnOGd and GCIS/ZnS through thermal treatment, dispersed in water or associated
with NCL, have great potential for simultaneous diagnosis by magnetic resonance imaging
and luminescence.

Keywords: Quantum dots; Lipid nanocapsules; Multimodal Images; Luminescence,
Magnetic resonance imaging.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais motivos para a falta de diagndstico precoce de tumores deve-
se ao diagnostico tardio oriundo da falta de técnicas de imagens adequadas (FRANK et
al., 2014). A técnica de ressonancia magnética é uma das mais escolhidas para o
diagnostico de cancer, pois é capaz de penetrar profundamente os tecidos moles,
fornecendo detalhes anatbmicos e imagens tridimensionais de alta qualidade. No entanto
possui limitagdes, pois, detecta apenas objetos com micrdOmetros de tamanho, dessa
forma, tem a sensibilidade menor que métodos radioativos ou 6ticos. Em contrapartida,
as imagens obtidas por fluorescéncia tem maior sensibilidade e potencial de imagens
em tempo real, mas com limitada percep¢do de profundidade o que restringe sua
aplicacdo apenas em superficie ou proximo a superficie. Nesse sentido, a integracéo da
ressonancia magnética e imagem otica funcionalizada em uma Unica nanoestrutura
permite que as suas respectivas limitacdes sejam eficazmente superadas. Dessa forma,
0 desenvolvimento de nano estruturas capazes de integrar essas duas técnicas € uma
inovacdo que promove vantagens em termo de diagnostico médico e imagens
moleculares (LIU et al., 2011b).

Nos Ultimos anos os pontos quanticos (PQs) vem ganhando destaque. J& para
imagens obtidas por ressonancia magnética, agentes de contraste sdo necessarios,
geralmente utilizando complexos de Gadolinio ou particulas de 6xido de ferro, como a
magnetita (FesOs4) ou magemita (AFe2O3). Pesquisas também mostram o uso do
manganés e cobalto, mas, em menor nimero (TERRENO et al., 2010). Esses agentes de
contraste podem ser incorporados aos PQs dando origem a um material capaz de obter

imagens tanto de ressonancia magnética quanto por imagens oticas.

As pesquisas relacionas ao uso de PQs de ZnO para imagens estdo aumentando
devido as suas excelentes propriedades luminescentes e baixa toxicidade (DING et al.,
2011; XIAO et al., 2011). Além disso, 0 ZnO é um material biodegradavel e menos
toxico e caro que os PQs contendo cadmio. Dessa forma, justifica-se seu possivel uso
para a obtencao de imagens biologicas (GULIA; KAKKAR, 2013).

No entanto existe um fator limitante: os PQs de ZnO possuem baixa estabilidade
fotoluminescente em meios bioldgicos (CAl et al., 2017; HOU et al., 2017; LIU et al.,
2017a). Um outro desafio encontrado consiste na regido de emissédo do ZnO, por volta

de 500 nm, ou seja, bem préxima da emisséo das celulas o que dificulta a visualizagdo
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dos PQs de ZnO nas celulas por poder confundir o que é a emissdo dos PQs e 0 que é
referente a autofluorescéncia das células. Diferentes estratégias podem ser utilizadas
para melhorar tanto e estabilidade em diferentes solventes e/ ou meio bioldgico quanto
alterar as suas propriedades fotoluminescentes de modo a permitir a visualizacdo dos

PQs de ZnO em células.

Entre essas estratégias, j& foram estudadas pelo nosso grupo de pesquisa
diferentes modificac6es de superficie com organosilanos, permitindo a disperséo desses
PQs em meio meios polares e apolares (RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017). Alem
disso, com o intuito de aumentar a estabilidade também foram realizadas associacfes
com nanocarreadores, tais como micelas e lipossomas e nanocapsulas lipidicas
(CHIAVACCI et al., 2019; MANAIA, 2016; MANAIA et al., 2015). Em relacdo as
mudancas nas propriedades fotoluminescentes, foram avaliadas alteracGes na sintese
empregada para a producdo dos PQs de ZnO além da introducdo de dopantes como
magnésio (Mg) (MANAIA et al., 2015). Entretanto, ainda foi dificil a visualizacdo em

células.

Nesta tese diferentes estratégias foram utilizadas, tais como a associacao de PQs
de ZnO com gadolinio (Gd) e uma outra estratégia que consistiu na associacdo dos PQs
de ZnO dopados com Gd com PQs que possuam maior estabilidade em diferente pH

além de uma regido de emissdo mais favoravel para obter imagens bioldgicas.

PQs baseados em cobre, indio e enxofre/sulfeto de zinco (CIS/ZnS), associados
ou ndo a outras nanoparticulas, estdo sendo amplamente estudados para a producgédo de
células solares (SCHEUNEMANN et al., 2015, 2016; SHEN et al., 2012). Além disso,
as excelentes propriedades 6ticas dos PQs de C1S/ZnS foram demonstradas (GUO et al.,
2013; XIA et al., 2018). Estes mesmos PQs, mas contendo gadolinio (GCIS/ZnS),
mostraram boa estabilidade coloidal em diferentes pH e emissdo proxima ao
infravermelho. Ainda, foi possivel a visualizacdo de imagens de tumores de ratos
(YANG et al., 2015). Dessa forma, a associa¢do dos PQs de ZnOGd com GCIS/ZnS

pode ser vantajosa.

Os PQs de ZnO e ZnOGd foram associados aos PQs GCIS/ZnS através de um
tratamento térmico utilizando um protocolo mostrado por Donat e colaboradores
(DONAT etal., 2017) com algumas modificagOes. Neste trabalho, e em outros, 0 ZnO foi
associado com PQs de CIS/ZnS, mas para a producdo de células solares. Ndo foram
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demonstradas suas propriedades fotoluminescentes, principalmente associadas ao ZnO
uma vez que este trabalho utilizou nanoparticulas de ZnO que possuiam tamanhos
maiores, ndo sendo mais uma nanoparticula luminescente. Além disso, 0 ponto quantico
conjugado ZnO-CIS/ZnS ndo possui Gd nem outro metal que o torne um bom agente de
contraste por ressonancia magnética.

Nesta pesquisa, foram realizadas duas estratégias de associac¢ao dos PQs: 0s PQs
foram associados as nanomontagens de arginina com ferrocifeno (Argn-p54) e também
as nanocapsulas lipidicas (NCL).

A conjugacdo de medicamentos com diferentes peptideos € uma area emergente.
No entanto conjugados anfifilicos com potencial bioldgico ndo sdo muito estudados
(CARRILLO-CARRION et al., 2018; MIKLAN et al., 2007). Embora o ferrocifeno tenha
propriedade anticancer, seu alto carater hidrofébico requer uma estratégia de carreamento
adequado para a administracdo in vivo. Assim, Wang e colaboradores 2014 propuseram
0 uso de peptideos penetrantes como a poliarginina (Argn) para formular sistemas pro-
farmacos conjugados com ingredientes ativos hidrofébicos, visando espontaneamente,
produzir nanomontagens em agua (WANG et al., 2014). As automontagens de Argn-p54
foram tema de tese de doutorado, que estava em andamento no periodo em que foi
realizado o projeto BEPE, no laboratério MINT (GUYON et al., 2019; GUYON;
LEPELTIER; PASSIRANI, 2018).

As NCL sao uma classe de material promissor, sendo o grupo MINT, onde foram
realizadas essa associacdo, um grupo de referéncia no desenvolvimento desse material.
As NCL sao formadas por um nucleo oleoso liquido a temperatura ambiente contendo
triglicerideos rodeado por uma membrana sélida, formada pela mistura de lecitina e
tensoativos ndo iénicos derivados do polietilenoglicol (HUYNH et al., 2009). As NCL ja
foram utilizadas para encapsular diferentes farmacos anticancerigenos tal como o
paclitaxel (LOLLO et al., 2015) e ferroceno (RESNIER et al., 2017). Recentemente,
patentes estabeleceram métodos para otimizar o uso de NCL (ANTON; SAULNIER;
BENOIT, 2016). As NCL também podem ser conjugadas com diferentes radionuclideos,
permitindo sua aplicacdo em imagem e radioterapia (LOLLO et al., 2015).

O presente trabalhou utilizou diferentes estratégias para o desenvolvimento de
PQs com potencial de imagens tanto por luminescéncia quanto para ressonancia
magnética. Além disso, a associacdo de PQs de ZnO e ZnO dopados com Gd com PQs

de GCIS/ZnS para estudos em relagéo as mudancgas nas propriedades luminescentes néo
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foi relatado na literatura, sendo essa associacdo também uma estratégia para 0 aumento
da estabilidade luminescente dos PQs de ZnO. Além dessa estratégia foram realizadas a
associacdo desses PQs conjugados com nanocarreadores, tais como as NCL e
automontagens de Arg-p54, objetivando o desenvolvimento de um sistema capaz de
diagnosticar através de imagens de ressonancia magnética e luminescéncia além de
futuramente ter a possibilidade de carrear um farmaco, dando origem a um sistema

terandstico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Técnicas de diagnostico por imagens

Desde a descoberta da potencialidade dos raios X por Rontgen em 1896, as
técnicas de imagens vem sendo potencializadas (Rontgen, 1986). Diferentes técnicas
podem ser utilizadas, sendo que a mais adequada deve representar um conjunto de
caracteristicas que dependera da capacidade de penetracdo, da sensibilidade requerida e
da resolucdo espacial. Entre as técnicas de imagens mais utilizadas podem ser citadas a
tomografia computadorizada por raios X, tomografia por emissdo de pdsitrons,
Tomografia opto acustica multiespectral, ressonancia magnética ou imagem Optica
(AWAN et al., 2021; LACROIX et al., 2013; LV et al., 2016).

Entre todas essas modalidades de imagens, as imagens por fluorescéncia sao muito
exploradas na pesquisa pré-clinica, pois apresenta baixo custo e necessita de pouco tempo
para a aquisicdo das imagens. Ja para as imagens in vivo, apresenta baixa resolucao
espacial e profundidade de penetracdo. Apesar disso, as imagens por fluorescéncia ainda
despertam muito interesse para o rastreamento de moléculas e obtencdo de imagens de
constituintes celulares devido sua alta sensibilidade. Dessa forma, as imagens por
fluorescéncia permitem a detec¢cdo do comportamento dos nanocarreadores in vitro (LV
etal., 2016)

A ressonancia magnética € uma das técnicas de imagens mais utilizadas nos
ultimos anos pois é capaz de fornecer imagens com grande resolugéo e alta capacidade
de penetracdo nos tecidos moles, fornecendo detalhes anatébmicos devido ao bom
contraste e imagens tridimensionais de alta qualidade (CAl et al., 2020). Hernandez et al.,
2021 utilizaram as imagens de ressonancia magnética para avaliar se objetos achados em

mamografias e/ou ultrassonografias poderiam ser malignos. Os resultados mostraram
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resolucdo de problemas para esclarecer achados indeterminados no rastreio do cancer de

mama, evitando bidpsias desnecessarias (HERNANDEZ et al., 2021) .

Uma desvantagem é que as imagens de ressonancia magnética possuem
sensibilidade reduzida quando comparada a outros metodos pois detecta apenas objetos
com micrometros de tamanho. Por outro lado, as imagens éticas sdo capazes de fornecer
muito mais sensibilidade e potencial de imagens em tempo real, mas com limitada
percepcao de profundidade o que restringe sua aplicacdo apenas em superficie ou préximo
a superficie. Estas caracteristicas complementares elevadas entre elas permitem que as
suas respectivas limitacdes sejam eficazmente superadas através da integracdo de
ressonancia magnética e imagem otica funcionalizada em uma Unica nanoestrutura (L1U
et al., 2011b).

O desenvolvimento de nano estruturas capazes de integrar essas duas técnicas é
uma inovacdo que promove vantagens em termo de diagnostico médico e imagens
moleculares (LIU et al., 2011). Portanto, nos Gltimos anos, hd o aumento do interesse no
desenvolvimento de nanoparticulas capazes de fornecer fungbes magnéticas e
luminescentes objetivando a obtencdo de imagens in vivo em tempo real com alta

sensibilidade e capacidade de penetracdo nos tecidos (LACROIX et al., 2013).

2.1.1. Principios da ressonancia magnética

A ressonancia magnética € uma técnica baseada na deteccdo de moléculas que

possuam um nucleo com propriedade de rotacdo nuclear (CASSIDY; RADDA, 2005).

Na clinica, o principio da ressonancia magnética baseia-se na rotacdo nuclear dos
prétons da &gua em um forte campo magnético, que em hospitais pode serde 1,5a3,0 T
e em laboratérios 9T ou mais. No campo magnético estatico (B0), esquematizado na
figura 1, a rotagé@o tende a alinhar-se de forma paralela ou antiparalela (figura 1-A) e
processam na frequéncia de Lamor wo, no qual a rotacdo sera proporcional a intensidade
do campo. Uma vez magnetizados pelo campo estatico, os prétons podem ser excitados
através de um campo pulsado perpendicular B1. Este campo girara em torno do eixo BO,
ou seja, na radiofrequéncia (RF), levando a uma magnetizacdo Mxy que é perpendicular
a BO (figura 1-B). Apds a remocdo do campo de radiofrequéncia, as rotagdes tendem a se

realinhar com BO. Esse realinhamento da origem a um relaxamento longitudinal em que
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0 Mz aumenta de acordo com o0 aumento do exponencial do tempo T1 (figura 1-C) e um
relaxamento transversal onde h& o decaimento da exponencial do tempo T2 (figura 1-D)
(LACROIX et al., 2013).

As imagens sdo adquiridas enquanto os protons voltam para o seu estado de
equilibrio, ou seja, do estado de energia mais alto para o mais baixo. O contraste obtido

sera baseado na diferenca das taxas de relaxagdo (r)- Equagdo 1 (LACROIX et al., 2013).

r=1/Tyou ry=1/T,. (Equacdo 1)

Na prética, ha obtencao de imagens de contraste positivo e/ou negativo. A taxa de
relaxacdo dependera de varios fatores como a natureza do agente de contraste, 0 nUmero
de rotagdes, intensidade do campo, temperatura e acessibilidade dos prétons (LACROIX
etal., 2013).

Figura 1. Esquema da rotacdo do prdton da agua um campo magnético estatico BO (a) e
na excitagdo por radiofrequéncia B1 (b). A seta tracejada representa 0 componente Mz
(c) e o circulo sélido representa o componente Mx,y (d). Evolucdo em fungéo do tempo

de Mz (c) e (d) Mx,y (d) com, respectivamente, T1 e T2 como constantes de tempo
derivadas da inclinacdo inicial (linhas tracejadas) (LACROIX et al., 2013) .

>
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Os tempos de relaxamento T1 e T2 dependem do tecido, sendo que os diferentes
0rgdos geram sinais diferentes, causando contraste nas imagens de ressonancia magnética
(PAYSEN et al., 2019). As células tumorais possuem diferentes constantes de
relaxamento em comparacao aos tecidos saudaveis, o que ja pode causar um contraste nas
imagens de ressonancia magnetica. Entretanto, as imagens de tumores ainda podem exigir
uma melhoria no sinal/ruido. Ainda, se houver pequenas diferencas entre os tempos de
relaxamento de tecidos saudaveis e lesdes, o contraste inerente da ressonancia magnética
sera inadequado, levando a baixa sensibilidade. Por esses motivos é necessario a melhoria
do contraste, que € alcancada por meio da introducdo de agentes de contrastes adequados
que afetam os processos de relaxamento (BAKHTIARI-ASL et al., 2020; LACROIX et
al., 2013).

Os agentes de contraste T1 aumentam a taxa de troca de energia entre o sistema
de rotacdo nuclear e o reservatorio térmico e, portanto, reduzem T1 e aumentam 0 nimero
de rotacGes que podem absorver energia do préximo pulso de RF. Assim, os agentes de
contraste T1 produzem um contraste o positivo do sinal nas imagens de ressonancia
magnética. Os agentes de contraste T2 aumentam a taxa de perda de energia no sistema
de rotacdo nuclear o que leva a perturbacdes no campo magnético, reduzindo T2 e
diminuindo a intensidade do sinal local. Assim, os agentes de contraste T2 produzem um
contraste negativo do sinal nas imagens ponderadas em T2 (CASSIDY; RADDA, 2005).

O contraste negativo ocasionado pela diminuicdo do tempo de relaxamento
transversal T2 pode ser visualizado como “pontos negros” nas imagens de ressonincia
magnética (PAYSEN et al., 2019). Ja o contraste positivo leva a um brilho na regido de
acumulagdo, sendo relacionados ao relaxamento longitudinal T1 (BAKHTIARI-ASL et
al., 2020).

A capacidade de um agente de contraste de ressonancia magnética de alterar o
relaxamento é conhecido como relaxividade ou taxa de relaxacdo conforme descrito na
equacdo 1. Dessa forma, quanto maior o relaxamento, maior a capacidade de contraste,
pois menor sera o T1 ou T2 (BAKHTIARI-ASL et al., 2020).

A categoria dos agentes de contraste T1 baseiam-se principalmente em ions
paramagnéticos, em sua maioria gadolinio, que ja é usado na clinica, € em um menor

numero manganés. Ja os agentes de contraste T2 sdo baseados em particulas magnéticas
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como as nanoparticulas de 6xido de ferro, maghemita ou magnetita e também o gadolinio
(BAKHTIARI-ASL et al., 2020; CAl et al., 2020; LACROIX et al., 2013).

A quantificacdo dessas nanoparticulas magnéticas também pode ser alcancada
pela ressonancia magnética, uma vez que a diminuicédo de T2 é inversamente proporcional
a quantidade de nanoparticulas (PAYSEN et al., 2019). Nesse sentido, também € possivel
determinar a quantidade de ions paramagnéticos, pois a diminuicdo de T1 é proporcional
a quantidade de ions.

2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

A luminescéncia é um processo pelo qual ocorre a emissdo de luz de qualquer
substancia a partir de estados eletronicamente excitados. Quando as moléculas sdo
irradiadas utilizando fonte de irradiacdo na frequéncia adequada, os elétrons do estado
fundamental sdo excitados, absorvendo energia, e saem do estado fundamental passando
para o estado vibracional excitado. Este estado é instavel fazendo com que as moléculas
voltem para seu estado fundamental, emitindo um féton, sendo que este foton possui a
energia fluorescente (PAVONI et al., 2014).

Na fluorescéncia, nos estados singletos excitados, o elétron no orbital excitado é
emparelhado (por spin oposto) ao segundo elétron no orbital do estado fundamental.
Consequentemente, o retorno ao estado fundamental ocorre rapidamente (da ordem de
107 s) com a emissdo de um foton (LAKOWICZ, 2006).

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia tem grande interesse cientifico
devido suas diferentes aplicacfes. Essa técnica pode ser aplicada para substancias que
absorvem e emitem radiacdo na faixa do ultravioleta ao visivel. Os espectrofotdmetros
podem apresentar diferentes componentes, mas geralmente consistem em um
monocromador, uma fonte de irradiacdo e um detector (PAVONI et al., 2014). O espectro
de fluorescéncia é apresentado geralmente analisando as intensidades emitidas em
diferentes (plot intensidade versus comprimento de onda em nanbmetros). A
espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica muito usada para a deteccdo de
biomoléculas e biossensores oticos. Essa metodologia possui alta sensibilidade para a
deteccdo de fluorescéncia (CAMARCA et al., 2021).

O professor Alexander Jablonski é considerado o pai da espectroscopia por seus

esforgos que culminaram na ilustracdo, através de um diagrama, dos processos que
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ocorrem entre a absorcdo e a emissdo de moléculas organicas (figura 2). (PETER TC SO,
2002). Basicamente, esse diagrama mostra que apds a absor¢do da luz, diferentes
processos podem acontecer. Geralmente a excitagdo acontece para um nivel vibracional
superior S1 ou S2. O processo de relaxacao para o nivel vibracional mais baixo de S1 é
chamado de conversdo interna, ocorrendo em 10*2s ou menos. Os tempos de vida de
fluorescéncia sdo baixos (108 s), ou seja, essa conversdo é concluida antes da emissao.
Dessa forma, a emissdo da fluorescéncia geralmente é resultado de um estado de
excitacdo termicamente equilibrado, ou seja, a menor energia vibracional do S1. As
moléculas no estado S1 podem sofrer um decaimento para o estado tripleto, sendo a
emissdo T1 denominada fosforescéncia. A conversdo de S1 em T1 é chamada de
cruzamento intersistema (HILARIO, 2018; LAKOWICZ, 2006).

Figura 2. Diagrama de Jablonski. E mostra a escala de energia. SO € o estado singlete,
S1 e S2 representam o estado singlete excitado com energia sucessiva mais alta. T1 é o
estado triplete. 1, 2 e 3 sdo os diferentes niveis de energia vibracional. Figura adaptada
do artigo ““ Fluorescence Spectroscopy” (PETER TC SO, 2002).
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Em 1852, G. G Stokes observou pela primeira vez que a energia da emissao é
normalmente menor que a absor¢do. Dessa forma, a fluorescéncia é observada em
comprimento de ondas maiores ou em energias mais baixas. Essa perda de energia entre
os fétons absorvidos e emitidos é chamada de deslocamento de Stokes (CAMARCA et

al., 2021). O experimento realizado utilizou uma fonte de luz ultravioleta, que passava
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por uma janela de vidro com um filtro azul, que transmitiu luz abaixo de 400 nm. Com a
finalidade de evitar o detector (olho) foi colocado um outro filtro, nesse caso um copo
amarelo com vinho. Dessa forma, a fluorescéncia do quinino foi observada perto de 450
nm, ou seja, no visivel, tendo uma coloragéo azul (LAKOWICZ, 2006). A figura 3 mostra

0 experimento realizado por Stokes.

Figura 3. Esquema experimental para deteccdo do deslocamento de Stokes. Adaptada de
(LAKOWICZ, 2006)

Luz do sol
Amarelo- vidro de vinho

Filtro de emissdo
Transmite > 400 nm

~>.._  Solugdo de quinina ?

G.G. STOKES

Azul- vidro na
janela da igreja
Filtro de excitagao
<400 nm

2.3. Pontos quanticos

Pontos quanticos (PQs), ou “quantum dots” sdo nanoparticulas geralmente
compostos de materiais semicondutores que possuem seu tamanho 2 vezes menores que
0 raio de Bohr dos éxcitons do material que os constitui (bulk). Possuem todas as trés
dimensdes confinadas em uma escala de 1 a 10 nm. Essa propriedade de confinamento
quantico é responsavel por originar propriedades distintas do seu material bulk,
fornecendo ampla gama de novas aplicagcbes (ALMEIDA, 2013; MURPHY, 2002). A
primeira descricdo desse material aconteceu 1981 por Ekimov e Onushchenko
(EKIMOV; ONUSHCHENKO, 1981) que abordaram a propriedade de absorcéo Oticas
de pequenos cristais de CuCl em matriz vitrea e logo em seguida em 1982 por Rosseti e
Brus (ROSSETTI; BRUS, 1982) que mencionaram os PQs em meio coloidal. No entanto,
0 termo quantum dots foi usado pela primeira vez em 1988 por Reed e colaboradores
(REED et al., 1988).
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Os PQs de semicondutores com tamanhos abaixo de 10 nm sdo sintetizados
principalmente a partir dos elementos dos grupos I1-VI ou IlI-V da tabela periddica
(MOLAEI, 2019).

Os PQs sdo denominados como “atomos artificiais” porque possuem o0 mesmo
comportamento dos atomos em que 0s elétrons estdo confinados a estados quantizados
com energias discretas, sendo a diferenga entre 0 &tomo e 0s PQs é que 0s PQs possuem
centenas ou milhares de dtomos com forma, tamanho e energia diferentes (KANDI,;
MARTHA,; PARIDA, 2017).

Nos PQs todas as dimensdes estdo abaixo de um determinado tamanho critico
(MOLAEI, 2019). O ponto quéntico é considerado de dimens&o zero e € nomeado como
“ponto” porque o movimento de elétrons, buracos e éxcitons é restrito em todas as trés
dimens6es. Como resultado, um sistema dimensional quase zero é formado. A palavra
"guantico” estd incluida em seu nome porque uma propriedade dela se assemelha a
particula mecénica quantica em uma caixa em que a energia esta inversamente
relacionada ao tamanho da caixa (KANDI; MARTHA; PARIDA, 2017).

Para entender melhor essas propriedades do confinamento quéantico, e como uma
particula semicondutora desse tamanho é interessante, primeiramente € necessario
elucidar algumas propriedades. Os PQs possuem uma estrutura eletrénica que com uma
banda de valéncia (BV) preenchida por elétrons e uma banda de conducdo (BC) vazia,
que sdo separadas por uma lacuna de energia, em inglés termo conhecido como “band
gap” (EQ). Quando h& uma irradiacao de fotons de energia maior que o band gap, elétrons
sdo excitados e saem da BV e passam para a BC e dessa forma, ha a formacdo de um
buraco com carga oposta na BV. Como resultado, ha a interacdo do elétron e o buraco,
formando o éxciton e levando a emissdo de um féton com comprimento de onda
determinado pelas dimensdes das nanoparticulas (DA SILVA et al., 2019; ISNAENI et
al., 2011). Nesse sentido seguindo o principio previamente descrito de uma particula
mecanica em uma caixa, a energia do band gap dos PQs aumenta a medida que o tamanho
dos PQs diminui, ou seja, 0 band gap € dependente do tamanho, sendo este um dos efeitos
mais interessantes das estruturas semicondutoras de baixa dimensdo (BASKOUTAS;
TERZIS, 2006).

Essas propriedades foram descritas por Brus e Efros que, em meados de 1980

observaram que nanocristais de semicondutores em sistemas coloidais de diferentes
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tamanhos emitiam diferentes cores, propriedade oriunda do confinamento quéntico
(BRUS, 1986, 1983), conforme demonstrado na figura 4. Dessa forma, maior energia é
necessaria para excitar cristais menores. Com isso, é possivel modular as propriedades
Oticas por meio do controle do tamanho dos PQs. Tanto 0s espectros de absorcéo quanto
de emissdo dos PQs sofrem um deslocamento para o azul conforme decresce o tamanho
dos PQs (MANAIA et al., 2015).

Além do mecanismo de luminescéncia supracitado, hd a possibilidade de
formacdo de defeitos na estrutura cristalina dos PQs. Como consequéncia, o elétron
excitado pode no lugar de emitir um féton com energia do band gap, decair via fonons
para um estado de superficie. Dessa forma, esse elétron fica aprisionado por um tempo,
causando um “desligamento” dos PQs, que é responsavel pela ineficiéncia da emissao
(ALMEIDA, 2013).

Figura 4. Diagrama esquematico mostrando a relacdo inversamente proporcional entre o
band gap e o tamanho dos PQs. Adaptada do artigo “ Quantum Confinement Effect of 2D

Nanomaterials” (RAMALINGAM et al., 2020).

Decreasing size

Increasing band gap

£
CB
——f— + Energy
e ——— v band gap
VB
s I

|
Quantum dots

Bulk Semiconductor

Bruna Lallo da Silva



28
2.3.1. Pontos quanticos e seu uso em imagens

Conforme descrito anteriormente, os PQs possuem propriedades que os tornam
interessantes para explorar diferentes tipos de aplicagdes. O uso dos PQs para obter
imagens por fluorescéncia torna-se vantajoso pois estes possuem propriedades éticas
Unicas, como a emissdo de luz dependente de sua dimens&o, um pico de emissdo simétrico
e estreito e amplo espectro de absorcdo. Essas propriedades permitem que diferentes
comprimentos de onda de fluorescéncia sejam excitados simultaneamente, ou seja, ha a
possibilidade de emissdo simultanea de varias cores para um Gnico comprimento de onda
de excitacdo (DAZZAZI et al., 2013).

Devido a possibilidade de controle do tamanho e da composi¢do quimica dos PQs,
h& como ajustar a emissdo de fluorescéncia da regido do UV ao infravermelho proximo
(NIR), sendo que a possibilidade de fixar o comprimento de onda dos PQs na regido do
NIR é uma caracteristica altamente importante para obter imagens biolégicas (MANAIA
etal., 2015; SCHROEDER et al., 2007; WANG; GAQO; SU, 2010). Além disso, é possivel
acompanhar a biodistribuicao de farmacos com o uso de PQs (FRIELER et al., 2021).

Ao contrario dos fluor6foros orgéanicos, os PQs tem maior resisténcia ao
fotobranqueamento, apresentando longo tempo de vida da luminescéncia mesmo apos
exposto ao ar, além de poderem atingir rendimento quantico de fluorescéncia que pode
chegar a 85% (PAPAGIANNAROS et al., 2009; ZHANG; XIONG, 2015)

Os PQs apresentam estabilidade em um longo periodo com preservacdo da
caracteristica luminescente, o que é importante para o uso clinico. Essa caracteristica foi
demonstrada por diferentes grupos de pesquisa. Shoroeder e colaboradores 2007
mostraram que mesmo ap0s um ano de preparacdo, os PQs continuaram estaveis, no
entanto, houve diminuicdo da luminescéncia. J& Papagiannaros e colaboradores 2009
observaram diminuigdo da luminescéncia de PQs de selenito de cddmio (CdSe) quando
incorporados em micelas. Nessas duas pesquisas foi possivel demonstrar claramente
imagens de tumores (PAPAGIANNAROS et al., 2009; SCHROEDER et al., 2007).

E possivel ainda, conjugar os PQs com outras técnicas de diagnostico,
desenvolvendo sistemas multimodais, capazes de diagnosticar por diferentes técnicas,
como é o caso de PQs dopados com agentes de contraste para ressonancia magnética

(L1U et al., 2011b). A alta sensibilidade e o seu amplo espectro de excitagdo também
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tornam os PQs materiais interessantes na determinacdo de genotipos, cirurgia guiada
por imagens e como diagnostico molecular (JACKSON; PATANI; EKPA, 2017). Além
disso, é possivel desenvolver sistemas terandsticos com o uso de PQs, pois estes podem
ser conjugados com nanocarreadores e farmacos, desenvolvendo dessa forma sistemas
com propriedades de diagndstico e terapéutico em uma Unica nanoestrutura (HO;
LEONG, 2010). Dessa forma, PQs j& foram conjugados com lipossomas (MUTHU et
al., 2012; WEN et al., 2012) e outras multiplas modalidades funcionais como um ligante
alvo (peptideo, anticorpo ou proteina) e agentes terapéutico (HO; LEONG, 2010;
HUANG et al., 2017).

2.3.1.1. PQs de CIS/ZnS

Recentemente, PQs com multicomponentes baseados em cobre s&o amplamente
estudados devido as suas propriedades Unicas que levam a uma grande gama de aplicacao
(ADEL et al., 2021; LI et al., 2021; MAO et al., 2021). Quando comparados aos PQs
baseados em caddmio mostram vantagens devido ao impacto ambiental reduzido pela
auséncia de metais pesados e dessa forma se adequam melhor para as aplicagOes
bioldgicas. Ainda, 0s PQs baseados em cobre mostram maior capacidade de absorcdo e
emissdo. Essa melhora de performasse deve-se ao fato de que suas propriedades éticas
ndo sao oriundas apenas do band gap dependente do tamanho, mas também da razdo
estequiométrica. Em outras palavras, isso significa que através da variacdo da proporcao
dos cations que os constituem é possivel que as propriedades 6ticas sejam sintonizadas
de acordo com a aplicacdo almejada. Os PQs baseados em cobre ainda possuem uma
grande estabilidade contra o ambiente externo (oxigénio, umidade e foto-radiacdo), que é
aprimorada com o revestimento de uma casca de ZnS (BAI; PURCELL-MILTON;
GUN’KO, 2019; LONG et al., 2021).

Nanocristais semicondutores I-111-VI, como CulnS; (CIS) possuem um band gap
semelhante aos PQs convencionais II-1V, exibindo uma emissédo ajustavel do visivel até
o infravermelho préximo. Sdo uma alternativa promissora em relacdo aos pontos
quanticos baseados em cadmio devido a sua menor toxicidade, longa vida util e alto
deslocamento de Stokes. Além disso, o comprimento de onda de excitacdo pode se

estender para um comprimento de onda mais longo na regido do visivel. Essas
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propriedades conferem um potencial significativo para obter imagens in vivo além de
outras aplicacfes (JIAO etal., 2020; X1A et al., 2021).

O crescente interesse em pesquisar esses nanomateriais ternarios é devido ao seu
mérito de propriedades ajustaveis e diversas aplicagdes nos campos biomédico e
energético (JIAO et al., 2020). Dessa forma, PQs de CIS/ZnS associados ou ndo a outras
nanoparticulas, estdo sendo amplamente estudados para a producdo de células solares
(SCHEUNEMANN et al., 2015, 2016; SHEN et al., 2012) e para a degradacdo de
solventes organicos (FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR, 2014). Além disso, as excelentes
propriedades 6ticas dos PQs de CIS/ZnS foram demonstradas (GUO et al., 2013; XIA et
al., 2018). Estes mesmos PQs, mas contendo gadolinio (GCIS/ZnS) para conferir
contraste nas imagens de ressonancia magnéetica, mostraram boa estabilidade coloidal em
diferentes pH e emissdo proxima ao infravermelho. Ainda, foi possivel a visualizacdo de
imagens de tumores de ratos (YANG et al., 2015).

Lv e colaboradores (2016) exploraram o uso dos PQs de CIS/ZnS como “tudo em
um” uma vez que demonstraram a capacidade desses PQs em imagens de fluorescéncia
na geracdo de imagens de Tomografia optoacustica multiespectral (MSOT) além de
propriedades terapéuticas. Esses PQs foram associados ao PEG2000-DSPE dando origem
a nanosistemas de diferentes tamanhos. Os pesquisadores verificaram que 0s
nanosistemas contendo CIS/ZnS possuiram efeitos fototérmicos (PTT) e fotodindmicos
(PDT) simultaneos com uma Unica irradiacdo a laser de 660 nm, resultando em eficacia
da fototerapia sinérgica contra tumores. Além disso, foi possivel a geracdo de imagens
MSOT permitindo a visualizagio de tumores e a distribuig¢&o in vivo do nanosistema no
tumor. A capacidade dos PQs de CIS/ZnS para mediar a ablagcdo de tumor por meio da

fotoinducdo foi intensamente explorada (LV et al., 2016).

2.3.1.2. Pontos quénticos de ZnO

O Zn0 é um dos Oxidos metalicos mais estudados, pois possui uma variedade
de propriedades que o destaca. A diminui¢do no tamanho das particulas do ZnO causa
alteracdes nas propriedades elétricas, Oticas e quimicas, devido ao confinamento
quantico, o que possibilita uma série de novas aplicagdes. Alem disso, 0 ZnO tem maiores

vantagens porque possui a maior eficiéncia fotocatalitica entre todos os materiais
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fotocataliticos inorganicos e € mais biocompativel, além de ter maior durabilidade e
resisténcia ao aquecimento (BUSILA et al., 2015; SILVA et al., 2019; SIRELKHATIM
etal., 2015)

As nanoparticulas de ZnO sdo aprovadas pelo Food and Drug Adminstration
(FDA) como um excipiente farmacéutico e sdo muito utilizadas em formulacbes
farmacéuticas e em cosméticos devido sua estabilidade, biocompatibilidade e seguranca
(MUKHTAR et al,, 2020; THAKUR; POOJARY; SWAIN, 2021). Com o
desenvolvimento da nanotecnologia, € possivel melhorar as propriedades dos materiais
pelo aumento da superficie de contato ocasionada pela reducdo do tamanho da particula,

sendo possivel também manipular a morfologia do material (BANDEIRA et al., 2020).

O grande uso dos PQs de ZnO atualmente deve-se & sua multifuncionalidade, pois
possui propriedades semicondutoras, piezelétricas e Oticas Unicas. Além disso, as
terminais hidroxilas do ZnO permitem a funcionalizacdo da superficie com diferentes
moléculas, originando sistemas multifuncionais (HONG et al., 2011). Ainda, ha a
possibilidade de funcionalizacdo da superficie, que pode fornecer novas propriedades
quimicas ou alterar as ja conhecidas e permitir que agentes marcadores sejam fixados, o
que € muito importante para a aplicagio biomédica (WOZNIAK et al., 2017). Além disso,
é possivel variar suas propriedades de fotoluminescéncia através do ajuste de sua
morfologia (tamanho e forma) usando rotas faceis de sintese quimica suave (CAETANO
etal., 2016a).

E crescente o nimero de pesquisas que mostram a utilizacdo dos PQs de ZnO para
aplicacdo em diagnéstico por imagens, pois estes possuem excelentes propriedades
luminescentes e baixa toxicidade e ndo tdo caro quando comparado a outros PQs, como
0s a base de cadmio e pode ser utilizado para diversas aplicacbes (GULIA; KAKKAR,
2013; XIAO et al., 2011), tais como: obtencdo de imagens, agentes antimicrobianos,
despoluentes, fotocatalise, producédo de celulas solares, entre outras (CAETANO et al.,
2016a; DA SILVA et al., 2019; JIAO et al., 2019; MISHRA et al., 2019).

Os PQs de ZnO apresentam um alto band gap de 3,4 eV e energia de ligacdo de
60 meV, levando a propriedades elétricas e opticas peculiares (CAETANO et al., 2016a;
SILVA et al., 2019). A emissdo tipica do éxciton (elétrons gerados que recombinam com
0s buracos na banda de valéncia) dos PQs de ZnO ¢é na faixa no UV. Além dessa emissédo

uma luminescéncia no visivel em torno de 500 nm pode ser observada. Entretanto, a

Bruna Lallo da Silva



32

origem da luminescéncia no visivel € um mecanismo ainda nao tdo bem compreendido
pela sua complexidade e controversia (MANAIA, 2016). Varias hipoteses tem sido
propostas para explicar o mecanismo de luminescéncia no visivel, que séo dependentes
da presenca de defeitos na estrutura cristalina do ZnO, tais como vacancias de oxigénio,
vacancias de zinco, oxigénio e zinco intersticial. Ainda, pode estar relacionada a por¢cdes
contendo oxigénio na superficie, como grupos OH (ZHANG et al., 2010). Dessa forma,
a intensidade de emisséo de fotoluminescéncia esta relacionada tanto com o tamanho das
particulas quanto a quantidade de defeitos na estrutura cristalina (RISSI; HAMMER,;
CHIAVACCI, 2017).

Os defeitos podem ser responsaveis por criar niveis intermediarios de energia no
band gap e isso interfere na fluorescéncia emitida. (BERBEL MANAIA et al., 2018;
RISSI, 2016). Os defeitos de superficie de PQs podem atuar como armadilhas para 0s
elétrons ou buracos, dificultando sua recombinacdo. A recombinacdo nao radiativa de um
par de elétron-buraco (éxcitons) resulta em um “piscar” da luminescéncia, diminuindo o

rendimento quantico de fluorescéncia (ISNAENI et al., 2011).

O processo de sintese dos PQs de ZnO pode afetar no tamanho e na quantidade de
defeitos, portanto pode alterar suas caracteristicas luminescentes. Entre as formas de
sintese dos PQs de ZnO, o processo sol-gel possui destaque pois pode ser conduzido as
temperaturas amenas e ser escalonado industrialmente (HIRATSUKA; SANTILLI;
PULCINELLI, 1995). Além disso, é possivel acompanhar as etapas de formacdo e
crescimento dos PQs, o que permite o controle do seu tamanho (CAETANO et al., 2016a;
TOKUMOTO et al., 1999, 2003). A sintese sol-gel da origem a PQs com baixa emissao
na regido do UV e alta emissdo no visivel, o que € mais favoravel para obter imagens
biolégicas (MANAIA, 2016)

A sintese sol-gel atingiu grandes proporc@es para a producédo de nanoparticulas de
ZnO com Spanhel e Anderson em 1991. Essa rota de sintese, é capaz de produzir
particulas de 2-6 nm e envolve basicamente trés etapas. A primeira consiste na preparacdo
de um precursor organometalico, formando um produto higroscépico. A segunda etapa
envolve a adicdo de uma base ou agua ao precursor, promovendo a etapa de hidrdlise,
formando uma suspensdo coloidal e por ultimo, hd a formacdo do sol por meio da
concentracédo da suspenséo coloidal (SPANHEL; ANDERSON, 1991).

Bruna Lallo da Silva



33

Em relacdo ao uso dos PQs de ZnO para o diagndstico por imagens e tratamento,
diferentes pesquisas ja mostraram resultados promissores com o uso dos PQs de ZnO.
Cai et al realizaram a conjugacdo de PQs de ZnO com doxirubicina (DOX), onde foi
demonstrado a internalizacdo celular em células cancerigenas e a liberacdo do farmaco
dependente do pH, como demonstrado na figura 5. Para isso, os PQs de ZnO foram
funcionalizados com PEG e &cido hialurdnico (HA) para direcionar a glicoproteina CD44
superexpressada em células cancerigenas e DOX. Esta plataforma de entrega de farmacos
para liberacdo intracelular controlada poderia liberar carga atil de DOX sob as condi¢fes
intracelulares acidas (CAl et al., 2016, 2017).

Figura 5. Funcionalizagdo de PQs de ZnO com DOX para a liberagéo intracelular de
DOX em pH acido. Extraida do artigo “pH-Sensitive ZnO quantum dots—doxorubicin
nanoparticles for lung cancer targeted drug delivery” (CAl et al., 2016).
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Com objetivo de desenvolver em uma Unica nanoestrutura sistemas capazes

fornecer propriedades de diagnostico por imagens de ressondncia magnética e
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luminescéncia, diferentes pesquisas associam os PQs de ZnO com agentes capazes de
fornecer contraste para a ressonancia magnética (BABAYEVSKA et al., 2017; LIU et al.,
2011b; WOZNIAK et al., 2017).

Liu e colaboradores 2011 desenvolveram PQs de ZnO dopados com gadolinio
para ressonancia magnética e imagens Oticas. Sendo que os PQs de ZnO dopados
apresentaram aumento da luminescéncia, possibilitando marcar com sucesso e em pouco
tempo células cancerigenas. Nao foram apresentados resultados conclusivos sobre a
estrutura dos PQs nem sobre a sua eficiéncia no uso em técnicas de diagnostico in vivo
(Liu etal., 2011).

Ja Wozniak e colaboradores 2017 avaliaram as propriedades luminescentes e
magnéticas de nanoparticulas de ZnO@Gd2Os com estrutura core/shell, sendo que as
analises fisico-quimicas mostraram excelente aplicabilidade do material para contraste
em ressonancia magnética bem como para obter imagens por fluorescéncia (também
observado em células cancerigenas). As nanoparticulas apresentaram biocompatibilidade
e a conjugacéo destas com a doxirrubicina resultou em eficiéncia na liberagédo direcionada
do farmaco (WOZNIAK et al., 2017).

PQs de ZnO dopados com ions de ferro associados ao fucoidan foram
desenvolvidos por Nguyen e colaboradores (2019) para a obtengéo de imagens in vivo de
ressonancia magnética e imagens de fluorescéncia ex vivo de arterotrombose. A
ressonancia magnética permitiu localizacdo de areas doentes e subsequente imageamento
por fluorescéncia de trombo (NGUYEN et al., 2019).

Embora o uso dos PQs de ZnO se justifique para a obtencdo de imagens existem
algumas desvantagens que precisam ser superadas. A primeira consiste na limitacdo do
uso dos PQs de ZnO em meios bioldgicos oriundo de sua baixa estabilidade, que resulta
em agregacao e diminuicdo da luminescéncia. Além disso, pesquisas demonstram que 0s
PQs de ZnO degradam rapidamente em pH acido e perdem a luminescéncia, o0 que pode
ser um problema para o diagndstico por imagens, uma vez que algumas vias de
internalizacdo celular apresentam pH 4&cido e ainda ha diferencas de pH nas diferentes
organelas, sendo assim, alguns compartimentos intracelulares estdo em meio acido (CAl
et al., 2017; HOU et al., 2017; LIU et al., 2017c). Uma outra desvantagem consiste na
emissao de fotoluminescéncia, que é muito proxima da autofluorescéncia das células, que

normalmente € entre 400 e 550 nm. Isso ocorre porque as células tém algumas organelas,
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como lipossomos e componentes que produzem sinais fluorescentes (KHALID et al.,
2019; MONICI, 2005). E importante também destacar que os PQs de ZnO s6 podem ser
excitados na regido do ultravioleta (SOWIK et al., 2019). Os PQs de ZnO tem outra
limitacdo: sua intensidade de fotoluminescéncia diminui sob a lampada UV dependendo
do tempo e a cor da luminescéncia pode mudar devido a agregacédo das particulas (LI et
al., 2015a).

Considerando todas as vantagens em relagdo ao uso dos PQs de ZnO, mas
objetivando superar as limitagcdes supracitadas em relacdo uso dos PQs para imagens,
diferentes pesquisas mostram alternativas desenvolver PQs a base de ZnO com

propriedades otimizadas. Essas alternativas seréo abordadas ao longo dessa reviséo.

2.2.1.3. Conjugacdo de PQs de CIS/ZnS com nanoparticulas de ZnO

O uso de ZnO como foto eletrodo possui uma limitagé&o pois apenas pode absorver
na regido UV devido ao seu alto band gap, tornando dificil a excitacdo pela luz visivel.
Dessa forma, para aumentar essa janela de absorcdo, uma das estratégias, € associar ao
ZnO outros PQs com menor band gap capazes de absorver na luz visivel. Entre esses, 0s
PQs I-111-1V vem sendo utilizados amplamente para o desenvolvimento de células solares,
como o CulnS; (CIS) que possui elevado coeficiente de absorcdo e band gap de 1,5 eV
que é compativel com a aplicacdo para células solares (FAKHRI; MAHJOUB;
KHAVAR, 2014; LI et al., 2012) pois o band gap 6timo para luz solar é de cerca de 1,45
eV (SHEN et al., 2012).

Foi relatado que heterojuncdes baseadas em ZnO podem inibir a recombinacao
dos pares elétron-buraco fotogenerados, aprimorando sua atividade fotocatalitica. Nesse
caso, 0s niveis de energia dos materiais semicondutores devem coincidir a fim de formar
heterojuncdes escalonadas. Por exemplo, CulnSe, e CulnS; sdo dois tipos de materiais
sensibilizados ideais para formar heterojuncdo com esses semicondutores de elevado
band gap (SHEN et al., 2012).

Shen e colaboradores 2012 desenvolveram microesferas a base de ZnO e
realizaram a heteroconjugagdo com PQs baseados em cobre, indio e enxofre (CIS) para
avaliar a degradacdo fotocatalitica da solugdo aquosa de rodamina B a temperatura

ambiente. Os resultados mostraram que a heteroconjugacdo foi benéfica para a
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degradacéo da rodamina, sendo a eficiéncia fotocolatalitica melhorada em comparacéo as
microesferas de ZnO sem CIS (SHEN et al., 2012).

A irradiacéo de luz no fotocatalisador gera elétrons e buracos. O elétron na banda
de conducdo do CIS é transferido para a banda de conducéo do ZnO. Os orificios na banda
de valéncia do ZnO sdo transferidos para a banda de valéncia do CIS. No passo seguinte,
os elétrons emitidos na BC e no buraco (h+) na BV sdo capturados por moléculas de
oxigénio ou espécies de HO dissolvidas na suspenséo, respectivamente. A transferéncia
de elétrons para a molécula de oxigénio gera o anion superoxido e também a presenca de
h + na superficie do semicondutor leva a producao do radical hidroxila (OH ¢). Essas
espécies depredam o poluente organico adsorvido na superficie do catalisador (FAKHRI;
MAHJOUB; KHAVAR, 2014).

Embora os PQs de CIS tenham sido associados ao ZnO, mostrando ser um
fotossensibilizador promissor para o ZnO, pesquisas mostram a associa¢do dos PQs de
CIScom o ZnS (LV et al., 2016; WADA et al., 2017; WANG et al., 2018). Isso por que
o0 band gap dos PQs de CIS pode ser ajustado utilizando Zn como dopante. Além disso, 0
ZnS pode promover a transicao de elétrons entre os PQs de CIS para 0 ZnO (KUO et al.,
2009).

Baseado nessas informagdes, Kuo e colaboradores 2009 realizaram a associacéo
de C1S/ZnS com nanofios de ZnO de 5 um de comprimento por meio de um tratamento
térmico a 450°C (KUO et al., 2009). Donat et al associaram PQs de CIS contendo zinco
(ZCIS) as nanoparticulas de ZnO também por meio de um tratamento térmico a 400°C.
Os resultados mostraram que as nanoparticulas de ZnO (de tamanho maior que 100 nm)
associadas a PQs de ZCIS mostraram atividade fotocatalitica sob irradiagdo solar do
corante laranja Il. A associacdo de ZnO com PQs de ZCIS estendeu a faixa de absor¢édo
de luz do fotocatalisador. Além disso, com a associacdo, verificou-se 0 aumento de
peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete comparado ao ZnO. Esses achados sugerem
que as espécies reativas de oxigénio desempenharam um papel fundamental no
mecanismo de fotodegradacdo (DONAT et al., 2017).

2.4. Passivacao de superficie dos PQs

O revestimento da superficie dos PQs é realizado para diferentes finalidades

objetivando sempre a otimizacdo de suas propriedades. Conforme citado anteriormente,
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0s niveis de energia intermediarios gerados na BV e BC podem ser um problema para as
propriedades luminescentes dos PQs, pois resultam em um “piscar” da luminescéncia.
Esse efeito deletério pode ser corrigido através de uma passivacdo da superficie dos
nanocristais (BERBEL MANAIA et al., 2018).

A passivacdo de superficie pode ser realizada de forma inorganica por meio da
introducdo de uma casca que reveste o nucleo dos PQs. Neste caso, o revestimento dos
PQs é realizado através da introducdo de um semicondutor com energia maior ou menor
que o band gap do PQ que esta no nucleo (VASUDEVAN et al., 2015).

A passivacdo de superficie com o sulfeto de zinco (ZnS) em PQs de ZnO ¢
amplamente estudada (BERBEL MANAIA et al., 2018; RALEAOOA et al., 2017;
SADOLLAHKHANI et al., 2014; SHEN et al., 2012; ZOU et al., 2019). O ZnS possui
um band gap maior que o ZnO, eliminando os defeitos que induzem recombinacao nao-
radioativa dos pares elétron-buraco. Dessa forma, pode aumentar o rendimento quantico
e a intensidade fotoluminescente (VASUDEVAN et al., 2015). Os PQs de ZnO/ZnS
também podem ser funcionalizados com moléculas organicas de acordo com suas

aplicacdes.

Uma outra forma de realizar a passivacao de superficie dos PQs € por meio do
revestimento com materiais organicos, que também podem diminuir os defeitos de
superficie. Em contrapartida, o uso de ligantes organicos formados por longas cadeias
organicas podem diminuir a luminescéncia, mas aumentam a fotoestabilidade quando
comparado com os ligantes formados por cadeias menores (CARRILLO-CARRION et
al., 2009). Por outro lado, revestir a superficie com moléculas organicas tem muitas
vantagens pois pode diminuir a agregacdo dos PQs em meios bioldgicos, reduzir a
toxicidade e melhorar sua biocompatibilidade, permitir a incorporacdo dos PQs em
carreadores de farmacos e permitir a marcacdo de uma molécula alvo ou de um receptor
celular (LIU et al., 2011a).

Para revestir a superficie dos PQs de ZnO, pode-se empregar diferentes polimeros
como o polietilenoglicol ou a quitosana (KUMAR et al., 2019; PETKOVA et al., 2014;
SALMAN et al., 2017). Pesquisas promissoras mostram 0 uso de organosilanos para a
modificacdo de superficie dos PQs de ZnO (DA SILVA et al., 2019; Ll et al., 2015a; LIU
et al., 2017b; RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017; SURESH et al., 2016). Esse tipo
de material permite a dispersdo desses PQs em fases oleosas e aquosas dependendo o
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silano que € utilizado, pois altera efetivamente a hidrofobicidade da superficie. Os
organosilanos possuem baixa toxicidade e ligam-se de forma covalente a superficie
hidroxilada dos PQs, criando uma barreira de prote¢do do ndcleo de ZnO com o solvente
(ABOULAICH et al., 2012a; JANA; EARHART; YING, 2007; RAGUPATHI; CHOE;
M., 2021; WANG; BOCKSTALLER; MATYJASZEWSKI, 2021). Ainda, possuem uma
outra vantagem, pois pesquisas demonstraram que as modificacGes de superficie dos PQs
com organosilanos podem resultar em alto rendimento quéntico de fluorescéncia
(ABOULAICH etal., 2012b; LI et al., 2015a). Essa caracteristica € muito importante pois
maior desafio de modificar a superficie de PQs de ZnO é preservar a sua luminescéncia

no visivel.

O grupo de pesquisa de Ciéncias dos materiais aplicados a farmacia- CMAF,
realizou importantes avangos na passivacédo de superficie dos PQs de ZnO com o intuito
de melhorar suas propriedades luminescentes e aumentar a estabilidade. Vale ressaltar
ainda que pequenas quantidades de dgua nas etapas de formacéo dos PQs pela via sol-gel,
que € a sintese utilizada pelo nosso grupo, resultam em agregacdo, precipitacdo e perda
da luminescéncia (XIONG, 2010), o que culmina ainda mais no interesse de proteger a
superficie dos PQs para as aplicacdes bioldgicas. Nesse sentido, diferentes estratégias ja
foram abordadas. O desenvolvimento de PQs de ZnO contendo ZnS em uma estrutura
casca/caro¢o amplamente discutido em tese de doutorado. Ainda os PQs de ZnO foram
dopados pelo magnésio (Mg) e sua superficie modificada por acido oleico para a
associacdo com lipossomas (BERBEL MANAIA et al., 2018; MANAIA, 2016;
MANAIA et al., 2015). Em uma outra tese de doutorado foi realizado a modificagéo de
superficie dos PQs de ZnO com diferentes organosilanos, permitindo a dispersdo desses
PQs em meio meios polares e apolares. Os PQs também foram associados a micelas
poliméricas (RISSI, 2016; RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017). Em dissertacdo de
mestrado, os PQs de ZnO modificados com 3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane
(GPTMS) e dispersos em agua mostraram excelente estabilidade de dois meses, sendo
que foi possivel utilizar essa dispersdo para a avaliagdo das propriedades antimicrobianas
(LALLO DA SILVA, 2017). Nesse sentido, os avangos obtidos pelo grupo por meio da
passivacdo de superficie permitiram melhorar as propriedades dos PQs de ZnO para
almejar a aplicacdo bioldgica pois possibilitaram a associacdo dos PQs com

nanocarreadores de farmacos e permitiram avaliar as propriedades antimicrobianas.
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2.5. Nanocarreadores de farmacos na nanomedicina terandstica

Nanomateriais funcionais que combinam funcgdes diagnosticas e terapéuticas séo
chamados de teranosticos (CHIARI-ANDREO et al., 2019). As pesquisas mais recentes
em relacdo a nanomedicina teranostica tem por objetivo acoplar as propriedades
diagnosticas de imagens obtidas por ressonancia magnética ou fluorescéncia e
terapéuticas oriundas da vetorizagdo de farmacos. As nanoparticulas sdo excelentes para
realizarem essas duas funcdes, pois 0s agentes terapéuticos e de imagens podem ser
combinados em uma Unica nanoparticula, originando dessa forma um sistema teranostico
capaz de acompanhar a biodistribuicdo das nanoparticulas e a evolugédo de doencgas (LI;
LIU; GAO, 2016).

Nanoparticulas tém propriedades Unicas devido a sua estrutura e tamanho na
escala nanométrica. Dessa forma, quando comparadas com agentes de contrastes
geralmente formados por complexos, que mesmo utilizados na clinica e aprovados por
6rgdos reguladores como o food and drug administration (FDA), as NPs possuem ainda
vantagens Unicas, pois possuem deteccdo mais sensivel devido a sua escala nanometrica
e como consequéncia, uma biodistribuicio diferenciada (CHIARI-ANDREO et al.,
2019).

Para a terapia de muitas doencas, e ainda mais especificamente para o tratamento
do cancer, um dos maiores desafios encontrados consiste na vetorizagao de farmacos para
sitios especificos. Isso pode ser alcancado com o uso de nanocarreadores, que podem
impactar positivamente as interacdes dos farmacos com o ambiente bioldgico. Os
nanocarreadores modulam a farmacocinética e a biodistribuicdo de farmacos sendo
possivel contornar barreiras para o sucesso da terapia de muitas doengas, pois além de
possibilitar a vetorizacdo de farmacos para sitios especificos, melhoram a solubilidade e
biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis, protegendo farmacos pouco estaveis,
diminuindo a toxicidade e aumentando a eficacia do tratamento (BHASKAR et al., 2010;
FRANK et al., 2014; PARK et al., 2017).

Os nanocarreadores podem acumular-se especificamente em tumores devido ao
efeito permeacdo e retencdo aprimorada (EPR). O efeito EPR ocorre pelas caracteristicas
fisiopatolégicas do tumor. Nos tumores solidos, ha amplas fenestracBes dos vasos
sanguineos, que combinadas com a baixa drenagem linfatica, leva a um acumulo seletivo
das nanoparticulas (GOLOMBEK et al., 2018).
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Os nanocarreadores de farmacos podem ser baseados em lipideos (micelas,
lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, NCL, nanoemuls6es) polimeros (micelas,
nanoesferas ou nanocépsulas e dendrimeros), proteinas, oligossacarideos (ciclodextrinas)
e materiais inorganicos (ouro, prata, nanoparticulas de silica, redes metalicas e pontos
quanticos (FRANK et al., 2014; PARK et al., 2017).

Atualmente, para o tratamento, existe no mercado formulagOes baseadas em
nanocarreadores como o Doxil® e o Abraxane® (LI; LIU; GAO, 2016). Para o diagndstico
de cancer, nanoparticulas ainda ndo foram empregadas. Em 2015, o FDA aprovou o
dispositivo Verigene®, que possui nanoparticulas de ouro e € usado para a deteccéo de
acidos nucleicos e proteinas presente em virus (CHIARI-ANDREO et al., 2019).
Pesquisas mostram esforcos por desenvolver sistemas terandsticos utilizando diferentes
nanocarreadores, os principais serdo descritos a seguir, tendo o foco do acoplamento
desses nanocarreadores com PQs para fornecer propriedades de diagnéstico, conforme
mostrado na figura 6, ha diferentes possibilidades de incorporar os pontos quanticos com

agentes terapéuticos, com marcadores e nanocarreadores.

Figura 6. Representacdo das diferentes possibilidades de construgdo de nanoestruturas
multiplamente funcionalizados contendo PQs. Por exemplo, capaz de atingir o tumor,
transportar / liberar a carga Gtil do farmaco e resultar em uma resposta terapéutica
simultaneamente. Figura adaptada do artigo *“ Quantum dot-based theranostics” (HO;
LEONG, 2010).
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2.5.1. Lipossomas

Lipossomas sdo formados por uma ou mais bicamadas de fosfolipidios contendo
compartimento aquoso, 0 que permite incorporar agentes hidrofilicos no nucleo e
hidrofébicos ou anfifilicos nas camadas lipidicas (CHIARI-ANDREO et al., 2019). A
primeira vez que os lipossomas foram preparados foi na década de 1960 e agora eles s&o
utilizados para a melhoria da farmacocinética e biodistribuicdo de farmacos (MUTHU et
al., 2012).

Um dos maiores problemas associados ao uso dos lipossomas in vivo é sua rapida
remocdo da circulacdo devido a fagocitose. Algumas alternativas foram descritas para
diminuir esse efeito, como a fixacao de polimeros sollveis em agua, como derivados do
polietilenoglicol (AKERMAN et al., 2002; CHIARI-ANDREO et al., 2019). Lipossomas
modificados com polimeros podem fornecer solubilidade, captacdo celular,
permeabilidade e estabilidade, aumentar a biodisponibilidade oral de proteinas, peptideos

ou antitumorais (LI et al., 2020).

Os lipossomas podem ser direcionados para uma célula especifica, tecidos ou
6rgéos e também podem incorporam elementos de diagndéstico, dando origem a sistemas
teranosticos (CHIARI-ANDREO et al., 2019; HO; LEONG, 2010).

Um exemplo de agentes de diagndstico/imagens que podem ser incorporados nos
lipossomas sdo os PQs. Os PQs podem ser incorporados no ndcleo hidrofilico ou ligados
covalentemente a superficie. Sendo que tipicamente os PQs sdo incorporados na
bicamada lipidica (HO; LEONG, 2010).

PQs encapsulados em lipossomas também podem melhorar a biocompatibilidade
(SELECI et al., 2017; SONALI et al., 2016).

Muthu e colaboradores 2012 evidenciaram o0 uso potencial de lipossomas
contendo PQs e docetaxel para terapia do cancer e diagnéstico do por meio de imagens.
Essas particulas foram avaliadas usando células de cancer de mama MCF-7, mostrando

gue os lipossomas multifuncionais mostraram maior eficacia (MUTHU et al., 2012).

Sonali e colaboradores 2016 desenvolveram lipossomas teranosticos conjugados
PQs de CdSe/ZnS para entrega direcionada de docetaxel e PQs em células cancerigenas
do cérebro, mostrando resultados promissores quanto a melhoria da geracdo de imagens

e direcionamento do farmaco no cérebro (SONALI et al., 2016).
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Seleci e colaboradores 2017 sintetizaram lipossomas contendo o farmaco
topotecano e PQs de CdSe/znS. Os resultados mostraram que 0s lipossomas
internalizaram nas células, possibilitando a visualizagdo de imagens por meio de
microscopia de fluorescéncia utilizando células HeLa. Além disso, houve um aumento na
biocompatibilidade dos PQs, mantendo suas caracteristicas de fluorescéncia apos a

associacdo com os lipossomas (SELECI et al., 2017).

Li e colaboradores 2020 desenvolveram um sistema baseado em lipossoma
funcional de quitosana conjugado com folato (FCL) que foi e envolvido em microcapsula
-1,3-D-glucana (GPM). O FCL@GPM foi conjugado com o agente quimioterapico
gefitinibe (GEF) e com os PQs de ZnO, utilizado tanto com agente sinérgico para
quimioterapia quanto como devido ao seu potencial para geracdo de imagens. Os PQs de
ZnO também foram escolhidos devido ao seu potencial de degradacdo em meio acido. O
sistema apresentou propriedade responsiva a acidez do tumor e induziu uma
citotoxicidade nas células cancerigenas em comparacdo ao GEF, aumentando também
sua biodispobilidade em 1,75 vezes em comparagdo a sua marca registrada (Iressa®).
Além disso, GEF / ZnO-FCL @ GPMs exerceram uma eficacia antitumoral superior (1,47
vezes) em comparacgdo a sua marca registrada em ratos. Nesse trabalho, a associacdo dos

PQs de ZnO com os lipossomas manteve sua caracteristica luminescente (L1 et al., 2020).

2.5.2. Micelas

As micelas sdo um sistema anfifilico caracterizado por terem um ndcleo
hidrofébico rodeado por fosfolipidios e tensoativos. Uma das principais propriedades que
caracteriza as micelas € a concentracdo micelar critica (CMC), além do tamanho e forma
(CHIARI-ANDREO et al., 2019). As micelas s&o tipicamente obtidas por auto-montagem
de copolimeros em bloco anfifilicos em meio aquoso (DENG et al., 2012), que se
arranjam e formam uma estrutura casca/caroco. A parte hidrofilica do copolimero
geralmente forma o involucro e fornece estabilidade no meio aquoso enquanto o ndcleo
hidrofobico pode ser usado para encapsulamento de farmacos ndo polares. (KUMAR et
al., 2012).

Geralmente, a cadeia hidrofilica das micelas contem PEG com fungdo de impedir
a ligacdo com as proteinas séricas na superficie das micelas e evitar a rapida eliminagdo

da corrente sanguinea pelos macrofagos. Somado isso, com o tamanho pequeno das
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micelas h& seu acumulo muito eficiente no tumor, conhecido como efeito de
Permeabilidade e retencdo aprimorada (EPR) (KUMAR et al., 2012). Dessa forma, sua
utilidade como nanocarreadores de farmacos para terapia direcionada ao céancer é
extensivamente investigada (DENG et al., 2012; KUMAR et al., 2012; WANG et al.,
2017).

Kumar e colaboradores 2012 desenvolveram micelas encapsuladas com PQs de
CdSe e doxirrubicina. Os resultados mostraram que essas micelas foram biocompativeis
e foi possivel obter imagens de fluorescéncia dos PQs usando células Hela, o que mostrou

forte potencial dessas micelas terandsticas para imagem e terapia (KUMAR et al., 2012)

Howell e colaboradores 2013 desenvolveram nanoparticulas lipidicas-micelares
(LMNs) contendo 6xido de Mn (M-LMNSs) para imagens de ressonancia magnética que
também podem ser usadas para DNA e entrega de farmacos. Nanoparticulas de MnO
revestidas com &cido oleico foram encapsuladas em micelas compostas de polietileno
glicol (PEG-2000), fosfatidiletanolamina (PE), DC-colesterol e dioleoil-
fosfatidiletanolamina. Quando administrados a camundongos por via intranasal, eles se
acumulam preferencialmente nos pulmdes. Os resultados de ressondncia magnética
pulmonar in vitro e ex vivo confirmaram que 0os M-LMNs sdo capazes de aumentar o
contraste T1 nas imagens de ressonancia magnética. Além disso, quando esse sistema foi
encapsulado com doxirrubicina este foi absorvido pelas células alvo in vivo. Dessa forma,

esse sistema tem potencial teranéstico (HOWELL et al., 2013) .

Wang e colaboradores 2017 desenvolveram micelas terandsticas a base de PQs de
InP/ZnS funcionalizados com polilactideb-poli (etilenoglicol) (PLA-PEG). Os
pesquisadores conjugaram na superficie das micelas contendo os PQs, o anticorpo de
receptor de fator de crescimento anti-epidérmico (anti-EGFR-Nb) e aminoflavona (AF)
como farmaco anticancerigeno. Os resultados mostraram que as micelas terandsticas
levaram a regressdo do tumor. Esta formulagdo de nanocarreador reduziu drasticamente
a dose efetiva do farmaco necessaria para inibir o crescimento do tumor, contornando
assim a toxicidade sistémica. Ainda, foi possivel observar imagens de fluorescéncia dos
tumores em ratos. (WANG et al., 2017).
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2.5.3. Associacdo de PQs com peptideos e nanomontagens

Os peptideos sdo incorporados aos nanocarredores de farmacos para conferir a
eles diferentes propriedades, tais como: melhor interagdo dos nanocarreadores com as
células (SONALLI et al., 2016), promover penetracdo celular (GUYON; LEPELTIER;
PASSIRANI, 2018) ou até mesmo para promover o tratamento, como 0s peptideos
antimicrobianos (CHEN et al., 2015).

Arkeman e colaboradores 2002 reportaram o uso de peptideos conjugados com
PQs de CdSe/ZnS para marcar células do figado de ratos. Os sinais dos PQs nao foram
detectados in vivo, entretanto, estudos histolégicos in vitro demonstraram que os PQs
contendo peptideos e revestidos com PEG reduziram a liberacdo reticulo endotelial,
aumentando assim o tempo de circula¢do. A quantificacdo da fluorescéncia estimou que
a adsorcdo de PEG com peptideo na superficie dos PQs reduziu o acimulo no figado e
baco em cerca de 95%. O revestimento de PEG ndo alterou visivelmente o acimulo dos
PQs no tecido tumoral (AKERMAN et al., 2002).

Cheng e colaboradores 2015 desenvolveram um sistema baseado em peptideo e
PQs de ZnO para o diagndéstico de bactérias e o tratamento com alta especificidade. Os
PQs de ZnO estabilizados com BSA foram conjugados com UBI129-41, um fragmento de
peptideo antibacteriano e um corante MPA que emite no infravermelho proximo. Este
dispositivo foi denominado ZnO@PEP-MPA. A nanossonda ZnO@PEP-MPA exibiu
baixa citotoxicidade e discriminou a infeccdo bacteriana de inflamac&o estéril ou cancer
in vivo com alta especificidade e baixa limitacdo de deteccdo. ZnO@PEP-MPA foi
conjugado com vancomicina, demonstrando uma atividade antibacteriana aumentada e
biocompatibilidade in vitro e in vivo. O antibidtico meticilina também foi conjugado ao
ZnO@BSA-PEP-MPA demonstrando maior capacidade de combater as bactérias
resistentes & meticilina em comparagdo com a meticilina livre devido ao aumento da
permeacdo da membrana celular mediada por ZnO @ BSA-PEP-MPA (CHEN et al.,
2015).

Sonali et al., 2016 desenvolveram PQs de de CdSe/ZnS associados a lipossomas
para a entrega de docetaxel e PQs em células cancerigenas do cérebro. Além disso, foi
utilizado a sequéncia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) para aumentar o

reconhecimento do nanossistema com as células cancerigenas. RGD é conhecida como
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um motivo de reconhecimento em Vvarios receptores de integrina. Integrinas sdo uma
familia de receptores de superficie celular responsaveis pelas interages das células com
receptores da matrix extracelular. avp3, membro das integrinas, € um excelente agente de
direcionamento usado em imagiologia de tumor e aplicacdo terapéutica. Dessa forma,
nanotransportadores direcionados a RGD podem direcionar especificamente farmacos
para células endoteliais angiogénicas e/ou células cancerosas pela ligacdo do peptideo
RGD as integrinas superexpressas por essas células, permitindo o "direcionamento ativo"

dos tumores para aumentar a especificidade (SONALI et al., 2016).

Na nanomedicina, uma das abordagens mais originais consiste no uso de materiais
de construgdo naturais para produzir automontagens. Em meio a esses materiais, 0S
peptideos se destacam pela biocompatibilidade, biodegradacdo, diversidade quimica e
estrutura simples (GUYON; LEPELTIER; PASSIRANI, 2018). Assim, foi proposto por
Wang e colaboradores (2014) usar peptideos penetrantes, que podem atravessar
membranas celulares e transportar pequenas moléculas, que sdo frequentemente ligadas
de forma covalente ou ndo covalente. Um exemplo de peptideo penetrante é poliarginina
(Argn), usada para formular sistemas pré-farmacos conjugados com principios ativos
hidrofobicos visando, espontaneamente, formar conjugados anfifilicos que podem se
auto-montar, processo esse em inglés denominado “self-assemble”. Este processo de
formulacdo é, portanto, inovador e Unico na medida em que permite uma incorporagédo de
farmaco muito maior do que as formulacdes convencionais. Além disso, é simples,
permitindo assim uma transposicdo em escala e aumentar consideravelmente o

direcionamento celular e, portanto, a atividade terapéutica (WANG et al., 2014).

A conjugacdo de farmacos com diferentes peptideos € uma area emergente. No
entanto, conjugados anfifilicos com potencial de aplicacdo biolégica ndo sdo muito
explorados (GUYON; LEPELTIER; PASSIRANI, 2018). Na verdade, as moléculas a
base de ferroceno tém propriedades anticancer, mas, por outro lado, seu alto carater
hidrofobico requer uma estratégia de direcionamento adequada para administragéo in
vivo (JAOUEN; VESSIERES; TOP, 2015)

Alguns estudos demonstram a aplicacdo de automontagens em PQs e substancias
biologicamente ativas, como; i) nanomontagens de PQs fluorados que foram aplicadas a
entrega de enzima mediada por pH (em pH acido)(CARRILLO-CARRION et al., 2018),
i) PQs CdSe-ZnS conjugados as nanoestruturas de DNA por meio de um peptideo

contendo seis histidina, que se liga a superficie dos PQs (GREEN et al., 2021).
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A conjugacao do ferroceno com peptideos penetrantes para nebulizagcdo pulmonar
foi tema de tese de doutorado do laboratério MINT onde foi realizado o estdgio BEPE da
doutoranda (GUYON et al., 2019; GUYON; LEPELTIER; PASSIRANI, 2018). Nesse
sentido, a conjugacéo de PQs com essas automontagens contendo arginina e ferrocifeno

foram uma estratégia adotada nessa tese, sendo uma inovagéo.

2.5.4. Nanocépsulas Lipidicas

As nanocépsulas lipidicas (NCL) séo nanocarreadores baseados em trés principais
componentes: uma fase oleosa, uma aquosa e um tensoativo ndo ionico. Possuem um
nucleo oleoso liquido a temperatura ambiente contendo triglicerideos de cadeia média
rodeados por uma membrana solida a temperatura ambiente formada por uma mistura de
lecitina e tensoativos ndo idnicos derivados de polietilenoglicol. Sdo caracterizadas por
serem uma estrutura hibrida entre as nanocépsulas poliméricas e os lipossomas. Para
sintetiza-las é realizado um método chamado de inversdo de fases de uma emulséo que
leva a formacédo de NCL monodispersas com tamanho de 20 a 100 nm, o que possibilita
a aplicacdo intravenosa. Além disso, a temperatura ambiente, as NCL possuem um
coracdo lipidico liquido, o que as diferem dos lipossomas e das NCL sélidas, e resulta em
uma maior capacidade de incorporar moléculas lipofilicas (HUYNH et al., 2009). Como
as NCL sdo formadas pela combinacdo de substancias de baixa toxicidade, resultando em
um sistema seguro para 0 uso como sistema de liberacdo controlada de farmacos e

diagnostico por imagem.

O uso de NCL possui vantagens importantes em relacdo aos demais
nanocarreadores lipidicos, tais como: ndo ha uso de solventes para prepara-las além de
que o rendimento de encapsulagdo pode ser superior a 90% (enquanto dos lipossomas
chega a 50%), estabilidade em fluidos biol6gicos, capacidade de incorporar varias
moléculas no seu “coragdo” oleoso e estabilidade fisica de até 18 meses (HUYNH et al.,
2009). Ainda, NCL sdo excelentes nanocarreadores para liberar farmacos
anticancerigenos no seu sitio de acdo (ANTONOW et al., 2017). As NCL também podem
ser carregas com diferentes radionuclideos, permitindo sua aplicagdo em imagem e
radioterapia (CIKANKOWITZ et al., 2017; HUYNH et al., 2009).
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Lollo e colaboradores 2015 observaram redugéo tumoral confirmado por meio da
técnica de ressonancia magnética. Devido ao baixo contraste natural entre o cérebro tumor
e parénquima cerebral foi necessario a aplicagdo de um agente de contraste (Dotaren®-
acido gadotérico). Dessa forma, os autores concluiram que o nanosistema desenvolvido

apresentou grande potencial antitumoral (LOLLO et al., 2015).

Hirsjérvi e colaboradores 2013 mostraram que as NCL de 25 nm desaparecem
mais rapido da corrente sanguinea quando comparadas com as NCL maiores devido a boa
distribuicdo nos tecidos e a rapida eliminacéo. A deteccdo da fluorescéncia foi claramente

observada permitindo a visualizacdo do tumor (HIRSJARVI et al., 2013).

Patentes foram depositadas mostrando uma nova classe de NCL, as quais podem
ser escalonadas para a producdo industrial por ser um método de baixa energia e que nao
utiliza solventes. Essas NCL biomimetizam lipoproteinas (HEURTAULT et al., 2000).
Outras patentes foram depositadas estabelecendo outros métodos para sintetizar NCL,
possibilitando obter um coragdo aquoso para incorporar moléculas hidrofilicas e/ou
lipofilicas (ANTON; SAULNIER; BENOIT, 2016), funcionalizacdo de NCL com
grupamento amino (BENOIT; PERRIER, 2016), nanocapsulas com um coracao lipidico
liquido carregado com agentes ativos solUveis em agua ou dispersaveis em agua
(SAULNIER; BENOIT; ANTON, 2016).

Pan et al.,, 2013 sintetizaram nanoparticulas de silicone luminescentes e
associaram em NCL. Os resultados indicaram que essas as NCL apresentam tamanho
controlavel, boa dispersdo, alta taxa de carregamento das nanoparticulas de silica e
estabilidade coloidal em diferentes meio além de alta intensidade de fotoluminescéncia
(PAN et al., 2013).

Nandwana et al., 2018 usaram como ndcleo magnético nanoparticulas de
Zno2MnogFe 04 para acopld-las as NCL. Os autores também encapsularam as
nanocapsulas magnéticas com curcumina e paclitaxel. Os resultados mostraram que as
NCL conseguiram carrear alta quantidade de farmaco, exibindo uma eficacia terapéutica
16 vezes maior do que o farmaco livre devido a liberagdo controlada. Além disso, na
ressonancia magnética, houve um aumento no contraste T2 em 9 vezes quando comparada
com o agente de contraste ferumoxitol, que é clinicamente aprovado (NANDWANA et
al., 2018).
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Valsalakumari et al., 2021 associaram paclitaxel a NCL de diferentes tamanhos
50 nm, 90 nm e 120 nm e estudaram os efeitos citotoxicos em células de cancer de mama.
Os resultados mostraram boa porcentagem de encapsulagéo e estabilidade por pelo menos
dois meses. Em relacdo a captacdo celular, as NCL menores tiveram menor captacéo,
mas o perfil citotoxico ndo mudou mesmo alterando o tamanho das NCL
(VALSALAKUMARI et al., 2021).

Olerile e colaboradores 2017 usaram paclitaxel juntamente com PQs de
CdTe@CdS@ZnS associados a NCL. Os resultados mostraram uma eficiéncia de
encapsulacdo de 80% com uma taxa de inibicdo do crescimento tumoral de 77,85%. Os
resultados de imagem in vivo e ex vivo indicaram a capacidade das NCL co-carregadas
para direcionar e detectar especificamente o tumor H22 (linhagem celular de hepatoma
murino). Os autores concluiram que a formulacdo de NCL co-carregada pode ser
qualificada como uma a base de sistema de administracdo de farmacos parenteral como

uma formulacéo terandstica para o cancer (OLERILE et al., 2017).

Geng et al., 2021 desenvolveram nanocépsulas fotossensiveis a base de fosforo
preto (BP) (BP-PNCs), integrando os efeitos fototérmicos e quimioterapicos inerentes do
BP. BP-PNCs foram sintetizados encapsulando PQs de BP (BPPQs). Os resultados
mostraram alta absorc¢éo celular e capacidade de direcionamento de tumor eficaz in vivo
apos injecdo intravenosa. BP-PNCs irradiados de luz infravermelha (NIR) levaram a
ablacdo completa dos tumores. Além disso a hipertermia melhorou o efeito
quimioterapico (GENG et al., 2021).

3. OBJETIVOS

Os objetivos da tese foram sintetizar novos PQs, constituidos por PQs de ZnOGd
associados a PQs de GCIS/ZnS, capazes de fornecer propriedades de diagndstico por
imagens de ressonancia magnética e imagens de luminescéncia e associa-los as

nanocapsulas lipidicas e automontagens de arginina e ferrocifeno.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sintese dos Pontos quanticos

4.1.1. PQs de ZnO e PQs de ZnO dopados com Gd

Os PQs de ZnO foram preparados pelo método sol-gel descrito por Spanhel e
Anderson com algumas modificaces (SPANHEL; ANDERSON, 1991). Essa sintese
possui duas etapas. A primeira consistiu no preparo de um precursor tetraédrico
Zn4O(Ac)s através do refluxo de uma solugdo etanolica contendo 0,05 M de acetato de
zinco a 80°C por duas horas. A segunda etapa corresponde ao preparo da suspensdo
coloidal de PQs de ZnO, que foi obtida por meio de reacdes de hidrdlise e condensagédo
do precursor através da adicdo de LiOH em uma razao de hidrélise r = ([OH] / [Zn]), de
1.0 a 60°C por 1h hora em banho ultrassénico. Para a dopagem dos PQs com Gd, uma
solucdo etanolica de cloreto de gadolinio foi adicionada no precursor de acordo com a
metodologia descrita por Chiavacci et al., 2017 A quantidade de Gd foi adicionada de
forma a substituir 20% do numero de mols de Zn da solugdo precursora (CHIAVACCI et
al., 2019). A figura 7 mostra o esquema de preparo dos PQs de ZnOGd e ZnO.

Figura 7. Sintese dos PQs de ZnO e ZnOGd

Precursor de ZnO

Alcool etilico absoluto

| > Precursor de ZnO
7n,0(CH5CO0),

Acetato de zinco

(Zn(CH;C00),.2H,0)

Refluxo
Precursor de ZnO
LIOH
Gd | Ultrassom 60°C
'/(__.-"—-- --_\""\-.__H\\\
Suspensao coloidal de Heptano ( M )
PQs de ZnO N ZnOGd J

Bruna Lallo da Silva



50

4.1.2. Obtencéo dos PQs de ZnO dopados e ndo dopados na forma de po

Os PQs de ZnO dopados e ndo dopados na forma de pos foram extraidos da
suspensdo coloidal através de uma precipitacdo com heptano, de acordo com o0 método
descrito por Meulenkamp (MEULENKAMP, 1998) utilizando uma propor¢éo suspenséo
coloidal:heptano de 1:4. Essa reacdo deu origem a um precipitado branco que foi

centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm e seco a 35°C por 24 horas.

4.1.3. PQs de GCIS/ZnS
Os PQs contendo gadolinio, cobre, indio e enxofre/sulfeto de zinco (GCIS/ZnS)

foram sintetizados por duas rotas diferentes, conforme mostrado na figura 8.

Figura 8. Sintese dos PQs de GCIS/ZnS (rota 1 e rota 2)
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4.1.3.1. PQs de GCIS/ZnS pela Rota 1:

A rota 1 foi realizada de acordo com Yang e colaboradores 2015 seguindo
algumas modificacdes algumas modificacbes (YANG et al., 2015). 1-dodecanetiol (DDT)
foi usado como um ligante de superficie, fonte de enxofre e solvente da rea¢do. Primeiro,
acetilacetonato de indio (Ill) (C15H21In0O6),
(C10H14Cu04) e acetilacetonato de gadolinio (I11) hidratado (C15H21Gd06.xH20), em
diferentes proporgdes (tabela 1), foram misturados em 15 mL de DDT em atmosfera de

acetilacetonato de cobre (llI)
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argonio (400 rpm utilizando um baldo de 100 mL com 3 bocas e um agitador magnético
Ika com controle de temperatura RTC basic com suporte para frascos 100 ml sem cabo-
H 135.20). A mistura foi degaseificada a 80°C por 30 minutos. Em seguida, a temperatura
da reacao foi aumentada para 245°C por 2 horas. A fonte de aquecimento foi removida
até a solucdo atingir a temperatura ambiente e uma porcao de 4 ml do nucleo GCIS foi
removida e purificada com excesso de etanol. Para a introdugédo do ZnS, a mistura foi
aquecida a 220°C e a uma solugédo contendo 110 mg de acetato de zinco, 8 ml de 1-
ocatadeceno, 1 ml de acido oleico e 1 ml de olealemina foi adicionada 4 vezes com um
intervalo de 20 minutos na solucéo de GCIS. No final, foi adicionado etanol absoluto para
a precipitacao e purificacdo dos PQs e realizado 6 lavagens sendo que em cada lavagem
a suspenséo foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min (esse procedimento foi repetido 6

vezes).

Tabela 1. Diferentes proporces utilizadas para sintese dos PQs de GCIS na rota 1.

Amostra Gd, Cu, In (nmero de mols)
GCIS/ZnS-1 6 umol, 3 pumol, 3 umol
GCIS/ZnS-2 1.5 pmol, 3 pmol, 3 pmol
GCIS/ZnS-3 100 pmol, 200 pmol, 200 pumol

4.1.3.2. PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela Rota 2.

Para a sintese dos PQs de GCIS/ZnS pela rota 2 foi utilizado um protocolo
adaptado do Yang e colaboradores 2015, mas retirando o solvente 1-ocatadeceno e
substituindo por DDT na etapa de formacédo do ZnS. Para isso, Primeiro, gadolinium (111)
2,4-pentanedionate hydrate (100 pmol,), Copper(ll) acetylacetonate 200 pmol,e
indium(I11) 2,4-pentanedionate (200 pmol,) foram misturados em 15 ml de DDT em
atmosfera de argonio. A mistura foi degaseificada a 80°C por 30 minutos. Em seguida, a
temperatura da reagdo foi aumentada para 245°C por 2 horas. A fonte de aquecimento foi
removida até a solucédo atingir a temperatura ambiente e uma por¢édo de 4 ml do ndcleo
GCIS foi removida e purificada com excesso de etanol. Para a introducdo do ZnS, a
mistura foi aquecida a 220°C e a uma solucao contendo 110 mg de acetato de zinco, 8 ml

de DDT, 1 ml de acido oleico e 1 ml de olealemina foi adicionada 4 vezes com um
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intervalo de 20 minutos na solucgéo de GCIS. No final, foi adicionado etanol absoluto para
a precipitacao e purificagdo dos PQs sendo que a suspensdo foi centrifugada a 4000 rpm

por 10 min.

4.1.4. Conjugacao dos PQs

4.1.4.1. ZnO e ZnOGd com GCIS/ZnS (Rota 1)

Os PQs de ZnO e ZnO Gd foram acoplados com GCIS/ZnS PQs seguindo o
procedimento descrito por Donat e colaboradores com algumas modificacbes (DONAT
et al., 2017). Os pontos quanticos de ZnO e ZnOGd e GCIS/ZnS foram misturados em
cloroférmio e agitados magneticamente a temperatura ambiente até a evaporacdo do
cloroférmio. Foram utilizadas diferentes proporg¢des entre ZnOGd e GCIS/ZnS (tabela 2).
Em seguida, para promover a juncdo, os PQs foram aquecidos a 300 e 260°C por 5

minutos em uma mufla Bravac Contemp TCM77.

Tabela 2. Diferentes proporcdes dos PQs utilizados para a conjugacéo.
ZnOGd (%) GCIS/ZnS-3 (%)

98 2
% 10
75 25
50 50

4.1.4.2. ZnOGd com GCIS/ZnS (Rota 2)

Os PQs de ZnOGd ou ZnOGdHTMS foram acoplados com PQs de GCIS/ZnS
seguindo o procedimento descrito por Donat e colaboradores com algumas modificagdes
(DONAT et al., 2017). Ap0s a sintese dos PQs de GCIS/ZnS esses foram secos e
dispersos em cloroférmio. Dessa forma, uma aliquota desses PQs foi retirada de forma a
conter uma quantidade de massa correspondente as diferentes concentracfes analisadas.

Ja os PQs de ZnOGd foram adicionados em massa. O volume total de cloroférmio
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adicionado foi de 5mL. Os PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS misturados em cloroférmio foram
agitados magneticamente a temperatura ambiente até a evaporagdo do cloroférmio.
Foram utilizadas diferentes proporcées entre ZnOGd e GCIS/ZnS. Em seguida, para
promover a juncdo, os PQs foram aquecidos a 260°C por 5 minutos, seguido pelo
resfriamento até a temperatura ambiente e mais um ciclo de aquecimento por 5 minutos

a 260°C utilizando em uma mufla Bravac Contemp TCM77.

4.2. Modificacao de superficie dos PQs

4.2.1. Hexadecyltrimethoxysilane (HTMS)

Para realizar a modificacdo de superficie dos PQs, 10 mg de ZnO-GCIS/ZnS
foram dispersos em 12 ml de etanol. Em seguida, hexadecyltrimethoxysilane-HTMS
(0,045 M) e LiOH (0,03 M) foram adicionados na mistura e a reagéo foi realizada em
banho de ultrassom por 15 minutos a 30°C. O precipitado formado foi centrifugado e o
po foi disperso em cloroférmio para caracterizacdes ou na fase oleosa para a obtencao das

nanocapsulas lipidicas.

4.2.2. (3-Glicidiloxipropil) trimetoxissilano (GPTMS)

Para realizar a modificacdo de superficie hidrofilica,10 mg de ZnO-GCIS / ZnS
foram dispersos em 12 mL de etanol. O modificador de superficie (3-Glicidiloxipropil)
trimetoxissilano-GPTMS (0,1 M) foi adicionado a disperséo dos PQs 0,5 M de LiOH foi
adicionado a mistura e a reacéo foi realizada em um banho de ultrassom por 30 minutos.

O precipitado formado foi centrifugado e o pé foi disperso em agua (5 mg / mL).

4.3. Caracterizagdo dos PQs

4.3.1. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

O equipamento utilizado para realizar as micrografias foi o Microscépio
Eletrénico de Transmissdo- Institut de Biologie in Santé, Angers Franca. As amostras de
PQs foram diluidas em etanol (0,25 mg em 1 ml) e gotejadas em grades de carbono (5
pL). Para anélises de distribuicdo de particulas, foram realizadas a contagem de 200

particulas de sucessivas imagens usando o software imageJ.
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4.3.2. Espectroscopia de absorcéo da regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (4000-400 cm™) foi
obtida usando o equipamento Vertex 70- Bruker. Os acessorios usados para as amostras
na forma de p6 foram: ATR — espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho

médio por meio de reflexdo total atenuada (cristal de diamante).

4.3.3. Difragéo de raios X

Para a realizagéo da difragdo de raios X das amostras foi utilizado o difratdmetro
de raios X, marca SIEMENS, modelo D5000 do GFQM-1Q- UNESP Araraquara, usando
radiacdo CuK A, A=1.5418 A. Os parametros utilizados foram 26 = 5 — 90°; passo 0,005°;

tempo = 1 segundo.

4.3.4. Andlise Termogravimétrica

O equipamento utilizado para obtencdo dos termogramas foi o SDT 600
Simultaneous DTA/TG da TA Instruments. As amostras foram acondicionadas em
cadinhos de alumina de 90uL e aquecidas com uma taxa de 10 ° C/min sob fluxo de ar.

As medidas foram monitoradas entre 25 e 700°C.

4.3.5. Espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absor¢do no UV-Vis das dispersdes dos PQs modificados e ndo
modificados por HTMS em cloroférmio foram coletados usando o Espectrofotdmetro
Cary 60 UV-Vis utilizando uma cubeta de quartzo. A faixa de comprimento de onda
variou de 240 a 800 nm, sendo o tempo médio de leitura de 0,2 s e o intervalo de dados
de 1nm. O cloroférmio foi utilizado para realizar a medida de linha de base dos

experimentos.

4.4. Avaliacao das propriedades fotoluminescentes dos PQs

Os espectros de excitacdo (PLE) e emissdo (PL) dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e
destes PQs conjugados por meio do tratamento térmico (ZnOGd-GCIS/ZnS) foram
coletados utilizando um espectrofluorimetro Fluorolog 3 Horiba Scientific (modelo FL3-
22) equipado com monocromador duplo de excitagdo, um monocromador duplo de
emisséo e fotomultiplicadora Hamamatsu R928 (visivel) e H10330-75 (infravermelho
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préximo), tendo como fonte de excitacdo uma lampada continua de Xe de 450 W. Para a
avaliacdo das propriedades fotoluminescentes foram realizadas medidas tanto dos PQs
em suspensdo (dispersos em cloroférmio) quanto em po6. Além disso, os PQs tiveram sua
superficie modificada por HTMS e foram dispersos em cloroformio. Alteramos esses 3
parametros pois a modificacdo de superficie pode alterar as propriedades

fotoluminescentes.

A avaliacdo das propriedades fotoluminescentes dos PQs também foram

performada em leitor de microplaca clariostar e Maestro in vivo imaging system

4.5. PQs acoplados com peptideos

4.5.1. Sintese do peptideo

A figura 9 mostra a representacdo esquematica da sintese da poliarginina usando
Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila) como fase solida da sintese utilizando uma resina
Rink Amide MBHA com um sintetizador de peptideos de micro-ondas automatizado. A
desprotecdo de Fmoc foi realizada com solugdo contendo 20% de piperidina/DMF (v/v).
Depois disso, o aminoacido foi acoplado pela adi¢cdo de uma solugdo mista de DMF do
aminoacido protetor de Fmoc. Os ciclos padrdo foram projetados para fornecer os
volumes adequados a fim de obter 5 equivalentes de aminoacidos; 4,5 equivalentes de
ativador (HBTU) e 10 equivalentes de base de ativador (DIEA)- (tabela 3). Este processo
foi realizado em um sistema assistido por micro-ondas com varios ciclos de desprotecao-
lavagem-acoplamento-lavagem que foi repetido até a oblacdo da sequéncia de
aminoacidos (9 ou 8 unidades de arginina). Essa sintese esta descrita no material

suplementar publicado por Guyon e colaboradores em 2019 (GUYON et al., 2019).

Figura 9. Representacdo esquematica da sintese da poliarginina (Argn) usando sintese
peptidica em fase solida. Abreviacdes: Arg: arginina, DMF: N,N-dimethylformamide, ,
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Fmoc: 9-fluorenylmethoxycarbonyl, Pbf. 2,2,4,6,7-pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-
sulfonyl. HBTU: ativador, DIEA: base ativadora

- ) o
&

EEEE RN

N & D &

/ N e"“\ & \ RO

Oy
Fmoc-Arg(Pbf)-OH WO e ":’ 20% piperidine O

HBTU, DIEA, DMF ( DME | ! Reagent K
A -(Arg),-CONH;
Coupling Deprotection Cleavage
l/,
\___H_\_ ,/
~ X n -

Fonte: protocolo do laboratério MINT, realizado por Lena Guyon.

NOs utilizamos o peptideo para acoplar os PQs e também os conjugamos com
ferrocifeno na extreminadade N-terminal do peptideo de acordo com Guyon e
colaboradores (2019). Essa associacao do ferrocifeno com a poliarginina foi tema de uma
tese de doutorado do grupo de pesquisa em que realizei meu estadgio BEPE (GUYON et
al., 2019).

Tabela 3. Reagentes e concentracdes para a sintese do peptideo.

Reagentes Quantidade
Ativador (HBTU) 0.45 M em DMF
Base de ativadores (DIEA) 2 M em NMP
Aminoécido 0.2M em DMF
Desprotecao (piperidina) 20% em DMF

4.5.2. Peptideo —Carboxyelthylsilanetriol
Arg9 foi acoplado com Carboxyelthylsilanetriol para entdo depois associa-lo aos
PQs. Primeiro, o carboxietiltilsilanotriol foi liofilizado e, em seguida, o pé de Arg9 foi
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disperso separadamente nos dois solventes da sintese- dimetilformamida (DMF) e N-

metil-2-pirrolidona-NMP para acoplar com Carboxyelthylsilanetriol.

4.5.3. Associacao dos PQs com complexo de arginina-ferrocifeno

4.5.3.1 Arginina- Ferrocifeno (Arg9-p54)

O composto anfifilico resultante do acoplamento do Arg9 com o ferrocifeno p54
(Arg9-p54) foi realizado em um sintetizador assistido por micro-ondas. Os PQs de
Zn0OGd-GCIS/ZnS modificados por HTMS e Arg9-p54 foram dispersos separadamente
em THF 0,3 mg/ml de PQs e 1,56 mg/ ml de Arg9-p54. A formulacéo de automontagens
Arg9-p54-PQs foi realizada por nanoprecipitacdo via processo microfluidico. A solucéo
organica contendo Arg9-p54-PQs foi adicionada em um misturador microfluidico (IDEX
U-466-02, EUA) a uma taxa de fluxo de 300 uL/min com uma bomba de seringa (Harvard
Apparatus PHD 2000 infusion, EUA). Ao mesmo tempo, adicionou-se agua a uma vazao
de 1200 pL/min com uma segunda bomba de seringa (Harvard Apparatus PHD Ultra,
EUA). O solvente organico foi rotaevaporado. A associacdo com os PQs foi caracterizada
em termos de tamanho e indice de polidispersidade por espalhamento de luz dindmico-
DLS, usando 3 medidas independentes, sendo a distribuicdo de tamanho realizada através
do namero de particulas. Além disso foram realizadas aquisi¢cdes do espectro de emissao
(PL) e excitacdo (PLE) utilizando um espectrofotometro fluoromax-4 (HORIBA).

4.5.3.2 Arginina- Ferrocifeno (Arg8-p54)

A sintese do composto anfifilico resultante do acoplamento da Arg8 com o
ferrocifeno p54 (Arg8-p54) foi realizada em um sintetizador assistido por micro-ondas.
Os ZnOGd-GCIS / ZnS (75%- 25%) modificados por HTMS e Arg8-p54 foram dispersos
em DMF em duas proporc¢oes diferentes de PQs 2mg/mL e 1mg/mL para 3mg / mL de
Arg8-p54. A formulacdo de auto-montagens Arg8-p54-PQs foi realizada por
nanoprecipitagdo via processo microfluidico. A solugdo organica contendo Arg9-p54-
PQs foi adicionada em um misturador microfluidico (IDEX U-466-02, EUA) a uma taxa
de fluxo de 300 pL/min com uma bomba de seringa (Harvard Apparatus PHD 2000
infusion, EUA). Ao mesmo tempo, adicionou-se agua a uma vazao de 1200 pL/min com
uma segunda bomba de seringa (Harvard Apparatus PHD Ultra, EUA). Depois, a mistura

foi agitada durante a noite a temperatura ambiente para evaporagdo da DMF. A associacao
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com os PQs foi caracterizada em termos de tamanho e indice de polidispersidade por
espalhamento de luz dindmico-DLS, usando 3 medidas independentes, sendo a
distribuicdo de tamanho realizada através do numero de particulas. Além disso foram
realizadas aquisicdes do espectro de emissdo (PL) e excitacdo (PLE) utilizando um

espectrofotometro fluoromax-4 (HORIBA).

4.6. Associacao dos PQs com as nanocapsulas lipidicas

4.6.1. Formulacéo das NCL e associacdo com o0s PQs

A formulacdo das NCL foi realizada pelo método de inversdo de fases que
corresponde a inversdo de uma emulsdo Gleo/agua causada por ciclos de aumento e
diminuicdo da temperatura. Primeiro, uma emulsdo 6leo/agua contendo Labrafac®
(triglicerideos de acido caprico-caprilico) (1028 nm), Kolliphor® HS15 (846 mg)
(mistura de polietilenoglicol 660 livre e hidroxiestearato de polietilenoglicol 660) , Lipoid
S75-3 (75 mg) , NaCl (148 mg) e agua ulttrapurificada (2970 mn) foi preparada. Em
seguida, a inversao de fases foi realizada através do aumento da temperatura maior que
do que a temperatura de inversdo de fases (cerca de 90°C), seguido da diminui¢do da
temperatura (cerca de 40°C). Apo6s 3 ciclos, a mistura foi rapidamente resfriada
adicionando excesso de agua ultrapurificada armazenada na geladeira (2000 mg). Para as
NCL contendo PQs, estes foram previamente dispersos em Labrafac (12,85 mg PQs em
1028 mg labrafac) para posterior preparacao da emulsdo O/A (figura 10).
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Figura 10. Esquema do preparo das NCL. Figura adaptada do artigo: ‘Targeting and
treatment of glioblastomas with human mesenchymal stem cells carrying ferrociphenol
lipid nanocapsules’ (CLAVREUL et al., 2015).
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4.6.2. Caracterizagdo das NCL-PQs
Os PQs-NCL foram caracterizados em termos de tamanho (espalhamento de luz
dindmico - DLS) e indice de polidispersidade- PDI Zetasizer NanozS (Malvern).

A avaliacdo das propriedades fotoluminescentes dos PQs associados as NCL foram
avaliadas por meio dos espectros da coleta dos espectros de excitacdo e emissao usando o
espectrofotdmetro fluoromax-4 (HORIBA). Além disso foram adquiridos espectros de

emissdo através do equipamento Maestro in vivo imaging system.

As imagens de ressonancia magnética foram coletadas usando um scanner 7T
(Biospec 70/20 Avance I11, Bruker Wissembourg, Franca) equipado com o sistema gradiente
BGA12S (675 mT / m). A emissao e a recep¢do foram garantidas por um ressonador de 72
mm de didmetro. Para a medicdo em T2, foi adquirido um conjunto de imagens multislice
multiecho (tempo de repeticdo TR = 2000ms, 25 tempos de eco variando de TE = 8ms a
200ms, com um tempo de intereco de 8ms) e para a medigdo T1, uma sequéncia de spin com
repeticdo variavel foi utilizado o tempo (TE = 8 ms, 6 TR = 200, 400, 800, 1500, 3000 e

5500 ms). Nos dois casos, as imagens foram obtidas com um campo de visdo =4 x 4 e uma
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matriz = 256 x 256, 5 fatias de 2 mm). Para medicdes de relaxividade, as NCL carregadas

com PQs foram diluidas com uma quantidade crescente de NCL brancas.

A avaliagdo da estabilidade luminescente das NCL-ZnOGd foi realizada em uma
microplaca preta de 96 pocos. Para isso, 40 pl de NCL contendo PQs ZnOGd20%
modificados por HTMS colocados em contato com plasma de rato (40 ul) por diferentes
tempos de incubacédo (0 a 6 horas) a 20 °C. Posteriormente, as emissdes fotoluminescentes
foram medidas em um leitor de microplacas Clariostar com comprimento de onda de
excitacdo de 340 nm. Além disso, a imagem digital foi adquirida ap0s a excitagdo com uma
lampada UV (A exc = 254 nm).

Foram realizadas técnicas de ressonancia magnética classica 1H e Aquisicdo de
gradiente de campo pulsado de 1H (PFG-RMN), também chamada de espectroscopia de
difusdo ordenada (DOSY) para verificacdo do coeficiente de difusdo (D), correlacionando
com o raio hidrodindmico dos diferentes grupos quimicos das NCL contendo PQs para dessa

forma, propor a localizagdo dos PQs nas NCL.

4 .7 Ensaios de citotoxicidade e captacédo celular

4.7.1. PQs modificados com GPTMS e dispersos em agua

As células de fibroblastos embrionarios de camundongo (NIH/3T3 - ATCC®
CRL-1658 ™) foram semeadas em uma placa de 96 pocos (5x103 células/poco). Apos 24
h foram adicionados pontos quanticos, modificados com GPTMS e dispersos em agua
(Zn0OGd, GCIS/ZnS e ZnOGd-GCIS/ZnS (75-25) na faixa de concentragdo de 5-250 ug.
mL-1 usando meio DMEM para as dilui¢fes e incubado por 4 h. As células foram lavadas
com PBS 1x adicionado meio DMEM e incubadas por mais 24 horas antes da adi¢do de 20
uL de solucéo de resazurina (25 pug.mL™* em PBS) e 180 mL de DMEM sem vermelho de
fenol que foram adicionados e incubados por 4 h. Em seguida, as analises dos pogos foram
realizadas no leitor de microplaca EnSpire® (PerkinElmer, EUA) em 570 nm. e a

absorbéancia basal foi corrigida em 590 nm

O ensaio de captacdo celular foi realizado utilizando a linha celular NIH-3T3 -
ATCC® CRL-1658 ™. As células foram semeadas em 24 pocos de 3 x 10* células por pogo.
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Diferentes concentra¢des foram testadas para os pontos quanticos. Os tempos de incubacgéo
testados foram de 6 e 24 horas. Apo6s o tempo de incubacdo, as células foram lavadas em
PBS para remocao dos pontos quanticos que ndo foram capturados pelas células, e as analises
de fluorescéncia foram realizadas em leitor de microplacas EnSpire® (PerkinElmer, EUA)

com comprimento de onda de excitacdo em 360 nm e emissao secdo a 550 nm.

4.7.2. PQs associados as NCL

As células de fibroblastos embrionarios de camundongo (NIH/3T3 - ATCC® CRL-
1658 ™) foram semeadas em uma placa de 96 pogos (5x10° células/pogo). Apds 24 h foram
adicionados pontos quanticos associados as NCL. As concentracBes avaliadas foram
escolhidas de acordo com o ensaio de citotoxicidade dos PQs ndo associados as NCL. Dessa
forma, foram avaliadas 3 concentragdes dos PQs associados as NCL: 20, 50 e 250 pg.mL™,
Para fins de comparagdo, as NCL vazias foram diluidas utilizando o mesmo fator de dilui¢do
para chegar nas concentraces acima, sendo que as porcentagens de NCL vazias em relagédo
ao volume de meio foram 1, 2,5 e 12,5%. O meio DMEM para as dilui¢cdes. As células foram
lavadas com PBS 1x adicionado meio DMEM e incubadas por mais 24 horas antes da adigéo
de 20 pL de solucéo de resazurina (25 pug.mL™ em PBS) e 180 mL de DMEM sem vermelho
de fenol que foram adicionados e incubados por 4 h Em seguida, as analises dos po¢os foram
realizadas no leitor de microplaca EnSpire® (PerkinElmer, EUA) em 570 nm. e a absorbancia

basal foi corrigida em 590 nm.

O ensaio de captacdo celular foi realizado utilizando a linha celular NIH-3T3 -
ATCC® CRL-1658 ™, As células foram semeadas em 24 pocos de 3 x 10* células por pogo.
Diferentes concentragdes foram testadas para os pontos quanticos. Os tempos de incubagéo
testados foram de 6 e 24 horas. Ap6s o tempo de incubacdo, as células foram lavadas em
PBS para remocdo dos pontos quanticos que ndo foram capturados pelas células, e as analises
de fluorescéncia foram realizadas em leitor de microplacas EnSpire® (PerkinElmer, EUA)

com comprimento de onda de excitacdo em 360 nm e emissao secéo a 550 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PQs Zn0O, ZnOGd e GCIS/ZnS (rota de sintese 1)
Neste topico serdo abordadas as caracterizacdes dos diferentes PQs sintetizados e

conjugados com o GCIS/ZnS sintetizados pela rota 1.

5.1.1. PQs de ZnO e GCIS/ZnS-1 e GCIS/ZnS-2

Para a obtencdo de PQs com propriedades magnéticas utilizadas nessa tese, foi
realizada a sintese descrita por Yang e colaboradores 2015, com algumas modificaces
(YANG et al., 2015). Esses PQs séo constituidos por um nucleo de Gadolinio, cobre,
indio e enxofre (GCIS) e uma casca de sulfeto de zinco (ZnS). Diferentes proporcoes
foram utilizadas entre 0 Gd, Cu, In e S (conforme descrito na tabela 1). Neste topico serdo
abordados os resultados encontrados para os PQs de GCIS/ZnS-1 e GCIS/ZnS-2 e suas

associacfes com os PQs de ZnO.

A figura 11 mostra os PQs sob lampada UV excitados a 365 nm de GCIS em DDT
(A) e os PQs em forma de pd da esquerda para a direita de ZnO, GCIS/ZnS-1, mistura
fisica entre ZnO-GCIS/ZnS-1 usando uma propor¢do massa-massa de ZnO e GCIS/ZnS-
1 de 98 e 2%, respectivamente e ZnO-GCIS/ZnS-1 apos o tratamento térmico a 300°C.
Pode-se observar que antes da adicdo do ZnS, os PQs de GCIS apresentam coloracao
vermelha quando excitados a 365 nm (A), caracteristica essa que muda apés a adicao de
ZnS, resultado em um deslocamento da emisséo para o azul, conforme observado nos
PQs de GCIS/ZnS-1 (B). A mistura fisica dos PQs de ZnO com GCIS/ZnS-1 apresenta
caracteristica luminescente semelhante ao ZnO, no entanto, ap6s o tratamento térmico,
esses PQs adquirem uma nova emissédo, podendo ser observada uma coloragéo rosa/roxa,
0 que indica mudanca nas propriedades fotoluminescentes com o tratamento térmico a

300°C mesmo utilizando pequenas proporcoes de GCIS/ZnS.

O Tratamento Térmico (HT) é usado para induzir transformacgdes de fases e
estruturas para melhorar as propriedades de muitos materiais e pode promover a
coalescéncia entre as particulas (CAETANO et al., 2016b; PIAO et al., 2008; RAOUFI;
RAOUFI, 2009). Nés utilizados esse principio para promover a jungdo entre os PQs.

Além disso, mudangas na temperatura, podem alterar o tamanho dos PQs e,
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consequentemente, suas emissdes, como observado na figura 8 (mesmo com pequenas

proporcdes dos PQs de GCIS/ZnS em relagdo aos PQs de ZnO, que nesse caso foi de 2%).

Lallo da Silva e colaboradores, 2019 realizaram tratamento térmico a 600°C para
produzir nanoparticulas de ZnO com diferentes tamanhos (Lallo da SILVA et al., 2019).
Donat e colaboradores, 2017 realizaram o acoplamento de nanoparticulas de ZnO com
PQs contendo cobre, indio e enxofre (CIS) e sulfeto de zinco (ZnS) para a aplicacdo dessa
associacao em células solares (DONAT et al., 2017). Neste trabalho, o0 ZnO utilizado era
de maior tamanho, ndo apresentando caracteristicas luminescentes, sendo a associacédo
feita por meio de um tratamento térmico a 400°C. No entanto, ao utilizar essa temperatura
para os PQs sintetizados no nosso trabalho, resultou em perda da luminescéncia dos PQs.
Por esse motivo, nds selecionamos a temperatura de 300°C, sendo possivel manter a

luminescéncia e mudar a emissao.

Figura 11. Imagens dos PQs de GCIS em DDT (A) e PQs em forma de p6 da esquerda
para direita: ZnO, GCIS/ZnS-1, ZnO-GCIS/ZnS-1 mistura fisica e ZnO-GCIS/ZnS-1
apos o tratamento térmico a 300°C. Comprimento de onda de excita¢do: 365nm.

(A) (B)

PQs de GCIS em DDT

Zn0O-GCIS/ZnS_1
Mistura fisica

GCIS/ZnS_1 ZnO-GCIS/ZnS_1

Uma das propostas de associar 0s PQs de GCIS/ZnS com o0 ZnO nessa tese foi para
promover o aumento da estabilidade luminescente do ZnO. Sabe-se que ap06s sucessivas
excitacdes, 0 ZnO tem uma diminuicdo da sua intensidade de emissdo fotoluminescente
(CAMARDA et al., 2016; LI et al., 2015b).

A figura 12 mostra o decaimento das emissdes ap0s sucessivas excitaces usando

um leitor de microplacas. Quando os PQs de ZnO foram excitados a 325 nm, fixando a
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emissdo a 542 nm, houve uma diminuicao na sua intensidade de emissao, dependentes do
tempo de excitacdo. Apos 4 excitagbes (com intervalo de tempo de 2 minutos cada, ou
seja, 6 minutos no total), a intensidade fotoluminescente diminuiu. Em contrapartida, para
0s PQs conjugados ZnO-GCIS/ZnS, a intensidade fotoluminescente manteve-se
constante (Figura 12-A). Esse dado mostra um indicio de aumento da estabilidade
fotoluminescente dos PQs de ZnO associados a GCIS/ZnS, mesmo utilizando proporgdes

muito pequenas de GCIS/ZnS.

Para os PQs de Zn0O, nao houve emissédo quando excitada a 530 nm. Por outro lado,
0 ZnO-GCIS/ZnS emitiu a 700 nm quando excitado a 530 nm (figura 12-B). Yang e
colaboradores 2015 excitaram os PQs de GCIS/ZnS a 530 nm, portanto, a emissédo dos
PQs conjugados é associada ao GCIS/ZnS (YANG et al., 2015). Dessa forma, os PQs
conjugados podem ser excitados em diferentes regides e ndo apenas na UV, como os PQs
de ZnO, mesmo com propor¢des muito pequenas de GCIS/ZnS.
Figura 12. Decaimento da intensidade de fotoluminescéncia dos PQs em forma de pé

apo6s diferentes tempos de exposi¢cdo (Aexc=325 nm (A). Decaimento da intensidade de
fotoluminescéncia dos PQs em forma de p6 (B).
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A figura 13 mostra as difracfes de raios X dos PQs. Para os PQs de ZnO, os
picos estdo relacionados aos planos difratores (002), (101), (102), (110), (103) e (112) e
correspondem a fase hexagonal do ZnO com estrutura de wurtzita, situados em 20 =
31,80; 34,47; 36,29; 47,60; 56,54, 62,94 e 67,96- indexada em JPDS file 36-1451. Ja os
PQs de GCIS/ZnS apresentam difragdo diferente dos encontrados na literatura para estes
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PQs (esses resultados serdo melhores descritos nos proximos topicos). Apds o
acoplamento dos PQs, os perfis de DRX assemelham-se com o dos PQs de ZnO e néo
foram encontrados picos correspondentes ao GCIS/ZnS, possivelmente devido a baixa
concentracdo destes (2%), sendo esse resultado condizente com o0s apresentados por
Donat e colaboradores (2017) (DONAT et al., 2017).

Figura 13. Difratogramas de raios X dos PQs de ZnO, GCIS/ZnS e ZnO-GCIS/ZnS.

—27n0
—— GCIS/ZnS
——7Zn0O-GCIS/ZnS

Intensidade (unidades arbitrarias)

30 40 50 60 70 80 90'100

20

A figura 14 mostra as imagens de microscopia eletrénica de transmissdo. Os PQs
de ZnO apresentam uma média de tamanho de 4,5 nm, sendo 28,5 % das particulas
contadas possuem 4,3 nm (A). Os PQs de GCIS/ZnS sé&o menores que 0s PQs de ZnO e
encontram-se de forma mais aglomerada, tendo uma média de tamanho de 2,7 nm, sendo
que cerca de 30% tem 2,6 nm (B). Apos a juncdo dos PQs, houve o0 aumento do tamanho
das particulas. Os PQs de ZnO-GCIS/ZnS tiveram contagem predominante na ordem de
7,8 nm (27%), sendo a média encontrada de 9 nm. Os tamanhos obtidos para os PQs de
ZnO sintetizados nessa tese sao condizentes com os PQs sintetizados utilizando a rota
sol-gel encontrados na literatura (CAETANO et al., 2016a; DA SILVA et al., 2019). Os
PQs de GCIS/ZnS também apresentaram tamanho médio semelhante ao encontrado por

Yang e colaboradores, de 3,0 nm, que foi a rota de sintese escolhida para produzir os PQs
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de GCIS/ZnS nessa tese (YANG et al., 2015). Todavia, para os PQs de ZnO e GCIS/ZnS
associados utilizando a temperatura de 300°C, ndo h& dados na literatura, uma vez que

essa associagédo representa uma inovacgao.

Figura 14. Microscopia eletronica de transmisséo (A) ZnO PQs, (B) GCIS/ZnS and ZnO-
GCIS/znS (C).
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Embora os PQs sintetizados utilizando uma menor concentracdo do nucleo de
gadolinio, cobre e indio (GCIS/ZnS-1 e GCIS/ZnS-2) tenham resultado em uma emissao
diferente do ZnO, sendo possivel excitar ndo apenas no UV, mantendo inclusive a
intensidade fotoluminescente mesmo apos sucessivas excitacdes (figura 10), a coloragdo
azul dos PQs de GCIS/ZnS-1 mostra que ha provavelmente muito ZnS para o ndcleo
GCIS. Além do objetivo de melhoria da estabilidade, a associacdo dos PQs de ZnO com
GCIS/ZnS, teve por intuito deslocar a emissdo mais proxima ao vermelho, além de

conferir propriedades magneticas.

Nesse sentido, foi necessario aumentar a concentracdo dos reagentes para a sintese
do nucleo GCIS, resultado na amostra GCIS/ZnS-3, que sera a escolhida para prosseguir

as caracterizacOes. Além disso, uma outra estratégia foi usada para aumentar a proporgéo
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de Gd. Dessa forma, os PQs de ZnO foram dopados com Gd (necessario para melhorar o

contraste da ressonancia magnéetica, dados apresentados posteriormente).

5.1.2. PQs de ZnO dopados com Gd e GCIS/ZnS-3

A figura 15 mostra a emissdo dos PQs de ZnOGd e PQs de GCIS/ZnS-3 quando
iluminados com lampadas utilizando o equipamento Maestro in vivo imaging system.
Quando submetidos a excitagdo com uma lampada UV a 254 nm, foi possivel observar
que os PQs de ZnOGd apresentam emissao de cor verde. Para os PQs de GCIS/ZnS a
maior concentracdo de Gd, Cu e In culminaram na emissdo de cor laranja, diferente da
amostra GCIS/ZnS-1 e GCIS/ZnS-2 em que a coloracdo apds a excitacdo no UV era azul.
E possivel observar que os PQs de GCIS/ZnS-3 apresentam luminescéncia quando
excitados com uma lampada UV, mas também quando excitados fora da regido do UV,
do azul até vermelho (455nm-635nm), diferentemente dos PQs de ZnOGd, que possuem

luminescéncia apenas quando excitados com lampada UV.

Figura 15. Emissao dos PQs de ZnOGd e PQs de GCIS/ZnS-3.

A exc : 254 nm

Aexc: 455 nm  Ag:523nm  Agye:595nm A :605nm  A,,.:635nm

A temperatura e 0 tempo de aquecimento sdo fatores que podem influenciar na
formacgédo dos PQs e promover processos de agregacdo e coalescéncia das particulas,

portanto, pode alterar o tamanho e consequentemente a luminescéncia, (CAETANO et
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al., 2016a; DA SILVA et al., 2019: RAOUFI; RAOUFI, 2009; TOKUMOTO et al.,
2003).

Embora estudos tenham demonstrado a associagdo de nanoparticulas de ZnO com
PQs semelhantes ao sintetizados nesse trabalho (contendo Cu, In e S, associados ou nao
ao ZnS), a aplicacdo nesses trabalhos tem enfoque na producédo de células solares e as
nanoparticulas de ZnO nédo sdo luminescentes, pois sdo de tamanhos maiores. Dessa
forma, Donat e colaboradores 2017 realizaram a associa¢do de nanoparticulas de ZnO
com PQs de CIS/ZnS por meio de um tratamento térmico a 400°C (DONAT et al., 2017).
A principio, nessa tese, foi utilizado a mesma temperatura, no entanto os PQs perderam

a luminescéncia.

Por esses motivos, a temperatura foi um dos parametros avaliados na etapa de
tratamento térmico. Além disso, foram avaliadas diferentes proporc¢des entre os PQs de
ZnOGd e GCIS/ZnS-3 para otimizar os parametros de sintese. Esses parametros foram
alterados para que, juntamente com as imagens de ressonancia magnética, que serdo
apresentadas posteriormente, possamos escolher qual é a proporcao que oferecerd melhor
contraste junto com as melhores caracteristicas luminescentes. A tabela 4 mostra as

diferentes proporc@es e temperaturas utilizadas neste estudo.

Tabela 4. Diferentes proporcoes e temperaturas utilizadas para o acoplamento dos PQs.

Amostra Proporcdes (%) Temperatura
98/2 300°C e 260°C
ZnOGd-GCIS/ZnS-3 90/10 300°C e 260°C
75/25 260°C
50/50 260°C

Foram selecionadas amostras presentes na tabela 4 com a finalidade de estabelecer
qual a temperatura e o tempo de aquecimento culminariam em uma amostra com maior
intensidade fotoluminescente. Para isso, selecionamos 0s PQs de ZnOGd associados aos
PQs de GCIS/ZnS-3, pois estes serdo os PQs utilizados nas caracterizagdes seguintes por
terem apresentado caracteristicas luminescentes desejaveis. A figura 16 uma comparagao
entre os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS acoplados utilizando a proporg¢do 90% de ZnOGd e
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10% de GCIS/ZnS mas com diferentes temperaturas de aquecimento e mantendo o tempo
de 5 min (300 e 260°C). Além disso, também foram comparados PQs submetidos a
mesma temperatura de 260°C, mas alterando o tempo de aquecimento para a amostra
preparada com 75% de ZnOGd e 25% de GCIS/ZnS. Os resultados apresentados mostram
gue quanto maior o tempo de aquecimento e maior a temperatura, menor a intensidade
fotoluminescente. Dessa forma, os PQs tratados termicamente a 260°C por cinco minutos

foram selecionados para prosseguir as caracterizagoes.

Figura 16. Emissdes encontradas para diferentes condi¢des de tratamento térmico e
proporc¢oes utilizadas entre os PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS-3.
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A figura 17 corresponde as micrografias obtidas atraves da microscopia eletronica
de transmissdo dos PQs preparados utilizando diferentes propor¢des entre os PQs de
ZnOGd e GCIS/ZnS-3 aquecidos a 260°C. Os PQs de ZnOGd bem como 0s conjugados,
apresentaram morfologia quase que esférica. A contagem de 200 particulas foi efetuada
para realizar a distribuicdo de tamanho. Para os PQs de ZnOGd (A), o tamanho médio
dos PQs encontra-se na ordem de 3,2 nm, enquanto para os PQs de GCIS/ZnS (B), a
média do tamanho das particulas possuem por volta de 3,0 nm, resultado esse condizente
com a o encontrado por Yang e colaboradores (YANG et al., 2015). Apos o tratamento
térmico, os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS sintetizados utilizando uma propor¢do massa-
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massa de 75% e 25% (C) e 50-50% (D), respectivamente, aumentaram de tamanho,
indicando a coalescéncia das particulas. A média de tamanho encontrada, utilizando
diferentes proporgdes de ZnO Gd e GCIS/ZnS foi praticamente a mesma, o0 que indica
que a temperatura utilizada para o tratamento teve uma influéncia maior no tamanho dos
PQs obtidos que a proporc¢éo de cada PQ utilizada para a conjugacao. Para a amostra de
ZnOGd-GCIS/znS (C) foi possivel observar um espacamento interplanar de 0,26,
correspondente ao plano (002) da estrutura wurtizita. E importante destacar que a
presenca do Gd nos PQs de ZnO resultou uma pequena diminui¢do do tamanho, quando
comparamos a microscopia apresentada anteriormente (figura 14). Essa diminuicdo do
tamanho € um resultado ja esperado, também encontrado por Liu e colaboradores (2011),
que observaram que quanto maior a propor¢éo de Gd associado aos PQs de ZnO, menor
foi o tamanho obtido (LI1U et al., 2011b).

Figura 17. Imagens de Microscopia eletronica de transmisséo e distribuicdo de tamanho
dos PQs de (A) ZnOGd, (B) GCIS/ZnS e PQs conjugados através do tratamento térmico
utilizando diferentes proporgdes de ZnOGd e GCIS/ZnS de 75-25% (C) e 50-50% (D).
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A figura 18 mostra uma comparacéo entre as difragOes de raios X dos PQs de GCIS

e GCIS/ZnS. Os PQs de GCIS apresentam o difratograma semelhante ao encontrado por
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Yang e colaboradores 2015, em que foram observados trés picos alargados situados 260
com valor de 27,46°; 46,87° e 56,05°. De acordo com Donat e colaboradores (2017) esses
picos sdo correspondentes aos planos cristalograficos (112), (204)/(220) e (116)/(312) da
estrutura tetragonal de calcopirita dos PQs de CIS (DONAT et al., 2017; YANG et al.,
2015). Apos a introducdo do ZnS nao fica claro a presenca desses picos. Para os PQs de
GCIS/ZnS foi possivel observar a formacéo de novos picos intensos, sendo que o0 mais
intenso esta situado em 20 com valor de 21,82°. No entanto, em estudos encontrados
para PQs semelhantes a esse, ndo foram apresentados os difratogramas em 26 menor que
25° (DONAT et al., 2017; YANG et al., 2015).

Figura 18.Difratogramas de raios X dos PQs de GCIS e GCIS/ZnS (rota 1)
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A possibilidade de formagdo de uma mistura de fases, dependendo da razdo molar
utilizada entre o In e o Cu para a formacdo dos PQs, foi discutida por Zhang e
colaboradores 2015. Nesse estudo foram sintetizados PQs utilizando diferentes razdes

molares entre o Cu, In e Zn. Quando foi utilizada uma raz&o estequiométrica entre o Cu
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e In de 1:1 os pesquisadores sugeriram a formacdo da coexisténcia da estrutura de
calcopirita dos PQs de CIS e estrutura wurtzita do CuS (ZHANG et al., 2015). A razéo
utilizada entre Cu e In no nosso trabalho para a sintese dos PQs também foi de 1:1, no
entanto, vale ressaltar que nossa sintese possui diferencas quando comparado com o artigo
de Zhang e colaboradores 2015 sendo que este também ndo mostrou os difratogramas em

angulos menores que 20 igual a 25°.

De acordo com esses dados, foi levantado a hipdtese de que, ap6s a introducdo do
ZnS, os reagentes utilizados, tais como: 1-octadeceno, olealemina e &cido oleico se
arranjam de tal forma que ddo origem a uma estrutura cristalina. 1sso é embasado, pois
antes de adicionar o ZnS, ndo foi possivel observar esses picos a baixos &ngulos para o
ndcleo GCIS, conforme demonstrado na figura 18.

Uma outra hipotese € que apds o resfriamento do GCIS/ZnS e reaquecimento a 220°C
para a introducdo do ZnS, o DDT cristalize. Essa hipétese foi levantada, pois, em um
estudo desenvolvido por Ang et al, 2017 houve a presenca de picos intensos situados entre
20 de 10° a 40°, sendo que os pesquisadores atribuiram esses picos intensos ao arranjo
DDT, que se auto-arranjam em monocamadas compactas tridimensionais com
nanoparticulas metélicas (ANG; CHIN, 2005).

Uma outra possibilidade é que além desse arranjo do DDT, com a adi¢do do Zn
por meio da introducdo do ZnS, novos picos relativamente intensos aparecem situados
em 2 © igual a 38° e 57° mude a fase dos PQs. Em uma pesquisa realizada por Singh e
colaboradores, esses picos foram relacionados a estrutura de wurtzita de nanobast6es de
Cu-In-Zn-S, situados em aproximadamente 38° e 57°, correspondentes aos planos
difratores (102) e (103), respectivamente (SINGH et al., 2015). De acordo com a figura

18, ha também a presenca de um pico intenso localizado em 2 © igual a 38°.

Gromova e colaboradores 2017, atribuiram pela técnica de espalhamento de raios
X a baixo angulo (SAXS) picos que corresponderam uma estrutura lamelar formado pelo
intermédio da reacdo, gerado a 100°C, ap0s o resfriamento até a temperatura ambiente.
Sendo que, a distancia caracteristica encontrada d = 2m/q1 = 34.9 A correspondeu a uma
boa aproximacéao do dobro do comprimento de um DDT. Dessa forma, seguindo a largura
dos picos do DRX a baixo angulo, os autores encontraram que o dominio da estrutura
lamelar foi de 45 a 50 nm, ou seja, 13 a 15 camadas foram empilhadas (GROMOVA et
al., 2017)
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Para confirmar a nossa hipotese, foi realizada uma sintese sem a adicao dos sais
de Cu, In, Gd e Zn. Dessa forma, todos os reagentes utilizados foram misturados e
submetidos ao aumento e diminuicdo da temperatura pelos tempos determinados,
conforme descrito na metodologia para a sintese dos PQs de GCIS/ZnS. Ao final da
sintese, apos a adicao do etanol, houve a formacédo de um precipitado branco. A figura 19
mostra uma comparagédo dos difratogramas de raios X dos PQs de GCIS/ZnS com esse
precipitado formado pelos reagentes, mas excluido os materiais inorganicos. Os
resultados mostraram que todos os picos encontrados ficam sobrepostos, confirmando a
hipdtese de que esses picos correspondem a fase organica que nao foi eliminada dos PQs.
Ainda, ndo é possivel observar os picos correspondentes aos PQs de GCIS, conforme
demonstrado na figura 18, pois, provavelmente, estes sdo muito alargados e podem estar

mascarados pelos picos intensos dos reagentes organicos.

Figura 19. Comparacdo dos Difratogramas de raios X dos PQs GCIS/ZnS (rota 1) e da
sintese utilizando apenas os reagentes organicos, sem adicdo de Cu, In, Zn e Gd.
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A figura 20 mostra os difratogramas dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e suas
associacOes em diferentes proporcdes, apos o tratamento térmico a 260°C. Para os PQs
de ZnOGd, os picos mostrados no DRX correspondem a fase hexagonal do ZnO com

estrutura de wurtzita, a qual apresenta picos correspondentes aos planos difratores (100),
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(002), (101), (102), (110), (103) e (112), situados em 26 = 31,80; 34,47; 36,29; 47,60;
56,54, 62,94 e 67,96 e esta indexada em JPDS file 36-1451 (JANAKI; SAILATHA;
GUNASEKARAN, 2015). Apo6s a associagdo dos PQs de ZnOGd com GCIS/ZnS nédo
observamos mais os picos referentes aos PQs de GCIS/ZnS em angulos maiores que 20
igual a 25°. No entanto, para os PQs associados, independente da proporc¢éo utilizada, 0s
picos mais intensos do GCIS/ZnS estdo presentes em 20 = 21,68° e 24,11°, que ficam

mais intensos conforme aumenta a proporc¢ao de GCIS/ZnS.

Figura 20. Comparagdo entre os difratogramas de raios X dos PQs de GCIS/ZnS, ZnOGd
e suas respectivas associa¢fes ap0s o tratamento térmico a 260°C.
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A figura 21 mostras os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os
PQs de ZnOGd GCIS/ZnS e suas associa¢des em diferentes proporcdes apds o tratamento
térmico a 260°C. Para os PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e suas associagdes foi possivel
observar uma banda de absorgdo a 3400 cm, caracteristica dos grupos hidroxilas OH,
indicando a presenca de &gua na superficie do cristal (FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR,
2014). Além disso, para 0os PQs de ZnOGd foi observada bandas associadas do
estiramento simétrico e assimetrico dos grupos acetato na regido de 1400-1600 cm’
Y(RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017). Nos PQs de ZnOGd, é possivel observar
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vibragbes caracteristicas da ligagdo Zn-O em 470 cm™, (CAMARDA et al., 2016;
FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR, 2014).0s PQs de GCIS e GCIS/ZnS apresentam
estiramentos simétricos e assimétricos atribuidos a ligacdo C-H, situados entre 2963 e
2853 cm™. Essa ligagdo pode estar tanto associada ao DDT quanto aos outros reagentes
utilizados para a formacéo do ZnS. Jayabharathi e colaboradores encontraram parao DTT
duas bandas devido ao alongamento assimétrico e simétrico do metileno em 2920 e 2850
cm?, respectivamente. Os PQs de GCIS/ZnS também possuem vibragdes nesses mesmos
numeros de onda. Essas bandas também podem ser encontradas tanto para os espectros
de infravermelho da olealemina quanto do acido oleico (MARTINAZZO, 2013), que séo
reagentes utilizados para a formagéo do ZnS. Jayabharathi e colaboradores associaram
as bandas presentes em torno de 1400-1150 cm™ sdo devido ao metileno que adotam uma
configuracdo em zigue-zague trans JAYABHARATHI et al., 2017).

Apds a juncao dos PQs de ZnOGd com GCIS/ZnS, é possivel observar tanto as
vibracdes caracteristicas dos PQs de ZnOGd, quanto as caracteristicas do GCIS/ZnS. Em
1461 cm™ foi encontrado uma banda correspondente a deformagéo simétrica do CHo.
Como apds a conjugacdo dos PQs, realizada através do tratamento térmico, essas
vibragbes continuam a aparecer, isso indica que o tratamento térmico ndo retira o0s
reagentes utilizados na sintese (MARTINAZZO, 2013). Em contrapartida, isso pode
facilitar a dispers@o dos PQs em solventes organicos e atuar como agentes estabilizantes.
O DDT foi encontrado como um agente estabilizante de PQs (GROMOVA et al., 2017).
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Figura 21. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho dos PQs de ZnOGd,
GCIS, GCIS/ZnS e PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS preparados com diferentes proporgoes
entre os PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS.
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A figura 22 mostra as andlises termogravimétricas (TG) dos PQs de ZnOGd,
GCIS/ZnS e dos PQs conjugados nas proporcoes 75% e 25%, respectivamente. Os dados
de TG mostram dois eventos importantes para 0os PQs de ZnOGd (A). O primeiro consiste
em uma perda de massa até 100°C, que pode ser oriunda da perda de residuos de solvente,
como etanol e 4gua, que ainda pode estar presente na amostra. O segundo evento consiste
na perda a partir de 100°C (que perdeu cerca de 5% até 120°C) até 400°C, podendo
indicar a decomposicao de residuos de compostos organicos, como por exemplo a perda
do grupamento acetato, oriundo do acetato de zinco utilizado para realizar a sintese dos
PQs de ZnO, que ainda pode estar presente na amostra (RAOUFI; RAOUFI, 2009). Os
PQs de GCIS/ZnS (B) possuem um evento de fusdo atingindo a maxima temperatura a
57,16°C. A partir de 200°C, os PQs comegam a sofrer uma acentuada decomposicao,

oriunda dos solventes organicos presentes, tais como o DDT.

Os PQs conjugados apresentaram uma caracteristica intermediaria entre a perda
de massa do ZnOGd e do GCIS/ZnS (A). O evento de fusdo que antes foi encontrado a

57,16°C para o GCIS/ZnS deslocou para 54,96°C para os PQs associados, sendo que foi
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possivel observar uma diferenca nessa taxa de cerca de 10 vezes, que para os PQs de
GCIS/ZnS foi de 0,4142°C/min e os PQs associados foi de 0,04155 °C/min (B). Essa
diferenga tanto na taxa quanto na temperatura de fuséo indica a interagdo dos PQs de
ZnOGd com GCIS/ZnS.

Foi possivel observar com a técnica de TG que de fato, os reagentes da sintese néo
foram totalmente eliminados com o tratamento térmico, devido a perda de massa ainda
acentuada a elevadas temperaturas, para os PQs ap0s sua associacdo por meio do
tratamento térmico a 260°C. Esse indicio, ja encontrado nas outras técnicas foi mais uma

vez demonstrado pela analise termogravimétrica.

Dessa forma, sugerimos que tanto do DDT quanto dos outros reagentes utilizados
para a sintese, se arranjam de tal forma a interagir com o0s PQs e protegem sua
luminescéncia, ndo podendo ser eliminados completamente. Essa hipotese € suportada
pois, quando utilizamos maiores temperaturas para o tratamento térmico (300°C) maior
porcentagem de matéria organica é perdida e menor intensidade de fotoluminescéncia foi
encontrada (figura 14). Ainda, segundo Wada e colaboradores 2017 maior perda de massa
dos CIS/ZnS na analise de TG foi atribuida ao DDT em altas temperaturas, que diminuiu
apos as modificacdes de superficie PQs (WADA et al., 2017).
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Figura 22. Andlises termogravimétricas (TG) e (B) TG, dTA e dTG dos PQs de ZnOGd,
GCIS/ZnS e dos PQs conjugados nas proporcoes 75% e 25%.
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O DDT é utilizado com o sem ODE como solvente para a sintese de PQs de CIS
ou CIS/ZnS. H& uma clivagem das ligagdes C-S do DDT a altas temperaturas, que fornece
a fonte de enxofre para a reacdo (RAZGONIAEVA et al., 2018; WANG et al., 2018).
Esse método origina PQs com alta intensidade de fotoluminescéncia. Entretanto, Akdas
e colaboradores demonstraram que o ODE pode interagir com o DDT e formar sulfeto de
tioéter dodeciloctadecil (AKDAS et al., 2015). Além disso, PQs de CIS preparados com
DDT demonstraram ser revestidos com ligantes de dupla camada, em que DDT ¢é a
camada interna e didodecil sulfeto (DS) é a camada externa densa com longas cadeias de
carbono forma um revestimento isolante em torno dos PQs (GROMOVA et al., 2017).
Os PQs de CIS ou CIS/ZnS podem explorados para a aplicagcdo em eletroluminescéncia.
Formando um isolante, isso atrapalharia a essa aplicacdo por dificultar a transmissdo do
éxciton. Ainda, é dificil a remocao desses dois ligantes sem afetar as propriedades éticas
dos PQs (WANG et al., 2018). Por exemplo, mesmo mudando os solventes utilizados
para realizar as lavagens, ainda é dificil a remocdo. Conforme demonstrado por Akdas e
colaboradores, utilizando uma proporc¢éo de acido acético e acetona, houve uma menor
carga organica no material, no entanto, a porcentagem de material orgénico ainda foi
consideravel sendo que a intensidade de emissdo de fotoluminescéncia também diminuiu
(AKDAS et al., 2015).

Para a associacdo dos PQs com os nanocarreadores, foi necessario realizar sua
modificacdo de superficie dos PQs para manter a luminescéncia. Para isso, foi escolhido
um organosilano, 0 HTMS que permite a dispersdo dos PQs em solventes organicos e
fases oleosas. A figura 23 mostra a absorbancia dos PQs sem (A) e com (B) modificacéo
de superficie, dispersos em cloroférmio. Para os PQs de ZnOGd sem modificacdo e ap6s
modificacdo foi possivel calcular o tamanho dos PQs através da formula de Brus (BRUS,
1986). A determinacao do tamanho médio das NP de ZnO pode ser calculada a partir do
comprimento de onda limite (Ac), por meio do método proposto por Nedelijkovic,
determinado atraves da interseccdo da tangente ao pico excitbnico até o limiar do
comprimento de onda (NEDELIJKOVIC et al., 1993). A partir do Ac, cOm a equagao 3
proposta por Brus foi possivel calcular o tamanho médio dos PQs ja que o comprimento
de onda limite esta relacionado com a banda proibida (Eg= h¢/ Ac), onde h € a constante
de Planck e c é a velocidade da luz, encontrando o valor de Eg € possivel obter o raio da
particula.
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Os PQs de ZnO Gd com e sem modificacdo de superficie tiveram um raio medio
de 3,6 nm. Os PQs mantiveram sua luminescéncia ap6s a modificacdo de superficie com
HTMS. Para os PQs de GCIS/ZnS foi possivel observar tanto absorcéo na regido do UV
quanto do visivel. Esse amplo espectro de absorcdo dos PQs ternarios ou quaternarios
baseados em cobre ja € descrito na literatura como uma grande vantagem, pois permite
uma serie de aplicages. Quando comparamos 0s PQs de GCIS com os PQs de GCIS/ZnS
sem modificacdo de superficie, é possivel observar que ha um deslocamento do espectro
de absorcdo para o azul. Esse deslocamento ocorre pela introducdo do zinco, sendo que
geralmente quanto maior a proporcao de Zn introduzindo, maior o deslocamento (BAI;
PURCELL-MILTON; GUN’KO, 2019). Ap6s a conjugacdo dos PQs de ZnOGd com
GCIS/ZnS, os espectros de absor¢do assemelham-se ao espectro de absorgdo dos PQs de

Zn0O, com maximo por volta de 360 nm.

h? [ 1 1 1.786e4
Egop) = Epuk + 8RZ\m2 +

- | 2
my ) 4meoeR

(Equacéo 3.)
Onde:

Eg = gap de energia da particula;

Eg 'k = gap de energia da particula semicondutora;

h =1/ 27, sendo h constante de Plank, assumindo valor de 6,62 x 10734 J-s
R=raio da particula;

e = carga do elétron = 1,603 x 10° C;

€0 = permissividade do espaco livre = 8,854 x 104 F;

€ = permissividade relativa = 3,7;

me *= massa efetiva do elétron = 0,24;

mh *= massa efetiva do buraco = 0,45
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Figura 23. Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis) dos PQs
dispersos em cloroférmio sem (A) e com modificagdo de superficie (B).
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A figura 24 mostra os difratogramas de raios X dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e
0s PQs conjugados modificados pelo HTMS. Foi possivel observar para os PQs de
ZnOGd e os PQs conjugados, indicado na forma de reta tracejada em verde, a presenca
da fase hexagonal do ZnO com estrutura de wurtizita, a qual apresenta picos
correspondentes aos planos difratores (100), (002), (101), (102), (110), (103) e (112),
situados em 26=31,80; 34,47; 36,29, 47,60; 56,54; 62,94 ¢ 67,96 (JANAKI; SAILATHA;
GUNASEKARAN, 2015; SPANHEL; ANDERSON, 1991). Conforme aumentou a
proporcdo de GCIS/ZnS houve um pequeno deslocamento do plano (002) para maior
angulo. Para os PQs de GCIS/ZnS nédo foram observados os picos associados a estruturas
organicas. Wada e colaboradores 2017 mostram que ap6s a modificacdo de superficie,
PQs de CIS/ZnS apresentaram uma diminuicdo na carga organica, evidenciando troca do
DDT da superficie dos PQs quando modificados com &cido mercaptopropidnico (MPA)
(WADA et al., 2017). Dessa forma, sugere-se que provavelmente os PQs de GCIS/ZnS
guando modificados pelo HTMS podem realizar essa troca de ligantes. Todavia, ndo
foram observados picos correspondentes aos planos difratores da estrutura de estrutura
tetragonal de calcopirita dos PQs de CIS (figura 19). Para os PQs modificados pelo HTMS
hé a presenca de pico bem intenso, situado em 260 igual a 22. Esse pico foi encontrado por
Rissi e colaboradores 2017 e Li e colaboradores 2015, indicando dessa forma, que houve
a formac&o de uma camada de HTMS ao redor do nucleo dos PQs (LI et al., 2015a; RISSI;
HAMMER; CHIAVACCI, 2017) .
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Figura 24. Difratogramas de raios X dos PQs modificados pelo HTMS
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5.1.3. Avaliacdo das propriedades fotoluminescentes dos PQs por meio da coleta
dos espectros de excitacédo (PLE) e emisséo (PL)

Foram avaliadas as propriedades fotoluminescentes dos PQs de ZnO dopados com Gd
e dos PQs de GCSIS/ZnS e suas respectivas conjugacdes utilizando diferentes proporcdes. As
propriedades fotoluminescentes foram avaliadas tanto para os PQs ndo modificados e
modificados pelo HTMS dispersos em cloroférmio quanto para os pdés dos PQs sem
modificacdo de superficie. Essa caracterizacdo foi realizada para avaliar as mudancas nas
propriedades luminescentes apds conjugacéo desses PQs. As informagdes sobre 0s espectros de
emissdo e excitagédo estdo nas figuras 25 a 27 e na tabela 5. Quando os PQs foram excitados
utilizando um comprimento de onda de 270 nm ou 360 nm n&o mudou o0 comprimento de onda
méaximo de emissdo (ficam sobrepostos, dados ndo mostrados). Dessa forma, para nivel de
comparacgdo selecionamos a excitacdo em 360 nm para realizar as comparacdes dos espectros

de emissao.
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A figura 25 mostra os espectros de excitacdo (PLE)- (A) e emissdo (PL)-(B) para os
PQs dispersos em cloroférmio. Para os PQs de ZnOGd é possivel observar suas regifes de
excitagdo no UV. Os PQs de GCIS/ZnS apresentam também essas regides, além de uma
proxima a 500 nm. No entanto, para os PQs conjugados nédo foi possivel a visualizacdo do PLE
proximo a 500 nm, caracteristico dos PQs de GCIS/ZnS (exceto para a propor¢do 50% de ZnO
e 50% de GCIS/ZnS) (A). Entretanto, vale ressaltar que essas amostras sdo dificeis de dispersar.
Além disso, a ndo visualizacdo nessa regido pode ter relagdo com um fator de diluicdo. Os
espectros de emissdo (B) mostram que apds o tratamento térmico, os PQs possuem 0 maximo
de emissdo em uma regido intermediaria entre 0 ZnOGd e 0 GCIS/ZnS. O PL maximo varia
entre 580-589 nm dependendo da proporcéo utilizada entre os PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS, de
forma que conforme aumenta a quantidade de GCIS/ZnS é observado a emissdo para regifes

de comprimento de onda maior (tabela 5).

Figura 25. Espectros de excitacdo (PLE)-(A) e emissédo (PL)-(B) dos PQs dispersos em
cloroférmio. Dados normalizados.
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Os PQs tiveram sua superficie modificada pelo HTMS. Os resultados dos espectros de
excitagdo (A) e emissdo (B) obtidos ap0os a sua dispersdao em cloroférmio estdo presentes na
figura 26. Quando comparamos 0s PQs de ZnOGd sem modificacdo de superficie com os PQs
de ZnOGd modificados por HTMS percebemos que apo6s a modificacdo de superficie, houve
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um deslocamento do PL para regides de maior comprimento de onda, se excitado a 360 nm.
Entretanto, utilizando o PLE de 270 nm, ndo houve esse deslocamento (dados ndo
apresentados). Os demais PQs de GCIS/ZnS e os PQs associados (ZnOGd-GCIS/ZnS) também
deslocaram, mas menos que os PQs de ZnOGd. Foi possivel observar que os espectros de
emissdo dos PQs conjugados e modificados pelo HTMS encontram-se em uma regido
intermediaria entre a emissdo do ZnOGd e GCIS/ZnS. No entanto, estdo muito mais proximos
do PL do ZnOGd, diferentemente dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS ndo modificados (figura 25)
0s quais tiveram um deslocamento para o vermelho em comparacdo ao ZnOGd. Esse
deslocamento do PL para regides de comprimento de onda menor foi previamente descrito para
PQs de ZnO modificados por organosilanos (RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017).

Figura 26. Espectros de excitacdo (PLE)-(A) e emissdo (PL)-(B) dos PQs modificados pelo
HTMS e dispersos em cloroférmio. Dados normalizados
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A figura 27 mostra os espectros de excitacdo (PLE)-A e emisséo (PL)- B e C dos PQs
em forma de p6. Os PQs de ZnO apresentam PLE na regido do UV, por volta de 270 nm e 360
nm. Para os PQs de GCIS/ZnS, ¢ possivel observar 3 bandas situadas em 270 nm, 360 nm e por
volta de 520 nm. Apos a conjugacao, os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS apresentaram essa terceira
banda proximo a 520 nm a partir da propor¢do de 90% de Gd e 10% de GCIS/ZnS. Ainda,
conforme aumento a proporcdo de GCIS/ZnS, ha um aumento da intensidade da banda a 520

nm (A). Nos espectros de emissdo B e C foi possivel observar que os PQs conjugados ZnOGd-
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GCIS/ZnS possuem maximo de emisséo situados em regides intermediarias entre 0 ZnOGd e 0
GCIS/ZnS, sendo que conforme aumenta a proporcdo de GCIS/ZnS maior deslocamento para
a regido do vermelho foi observado. No entanto, esse deslocamento ndo esta linearmente
correlacionado com a quantidade de GCIS/ZnS, pois, para 25% de GCIS/ZnS um deslocamento
para o vermelho de 53 nm foi observado enquanto que para 50% de GCIS/ZnS, o deslocamento
foi de 68 nm (tabela 5). Essa habilidade de excitacdo utilizando diferentes comprimentos de
onda é atribuida aos PQs ternarios e quartenarios contendo cobre, aqui representado pelo nosso
estudo como os PQs de GCIS/ZnS (BAI; PURCELL-MILTON; GUN’KO, 2019).
Diferentemente dos PQs modificados ou ndo pelo HTMS e dispersos em cloroférmio, para os
PQs na forma de pé foi possivel observar a excitacdo proximo a 520 nm e demonstrar o PL
nessa utilizando esse comprimento de onda de excitacdo para os PQs que apresentaram PLE
nessa regido.

Embora interessante, a emissdo exibida pelos principais PQs requer uma excitacdo na
faixa de UV, o que limita suas aplicacfes em um contexto bioldgico devido ao potencial dano
ao tecido (JANJETOVIC et al., 2017) e ao forte sinal de autofluorescéncia do meio biol6gico
(KHALID et al., 2019; MONICI, 2005). Um dos aspectos mais relevantes deste trabalho foi a
obtencdo de um material de baixa toxicidade a base de uma maioria de ZnO que, quando
conjugado a uma pequena quantidade de GCIS/ZnS, pode ter suas propriedades fotofisicas
deslocadas para a faixa do visivel.

O material obtido apés o tratamento térmico mostra uma mudanca significativa em suas
propriedades luminescentes a medida que a quantidade de GCIS/ZnS aumenta, mesmo para
uma pequena concentragdo estudada, de 10% de GCIS / ZnS em relagdo ao ZnOGd. Desta
forma, é possivel excitar os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS no terceiro pico PLE, localizado por

volta de 520 nm.
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Figura 27. Espectros de excitacdo (PLE)- (A) e emissdo (PL) dos PQs em p0 apds a excitacao
a 360 nm (B) e 520 nm (C). Dados normalizados.
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Tabela 5. PL dos PQs em forma de po e disperso em cloroférmio e modificados com

HTMS e dispersos em cloroférmio

Amostra PL PQs PL PQs-HTMS PL PQs em po
suspensao em suspensao
Aexc:360 nm Aexc: 360 nm Aexc: 360 nm Aexc: 520 nm
ZnOGd 528 570 550 N.D.
GCIS/ZnS 613 620 620 620
98-2 585 580 576 N.D.
90-10 590 583 580 593
75-25 592 580 603 613
50-50 602 588 618 620

N.D. Nao detectado
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5.1.4. Nanocépsulas lipidicas contendo PQs

A associacdo dos PQs sintetizados nesse trabalho com as nanocépsulas lipidicas foi
parte do trabalho realizado no estdgio BEPE, no laboratério MINT, faculdade de Angers,
Franca. Diferentes propor¢des entre os PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS foram sintetizadas e
modificadas com HTMS para a associacdo com NCL. A eficiéncia do NCL-PQs para o
diagnostico por imagem foi avaliada através de imagens de luminescéncia e ressonancia
magnética. Ainda, foram realizados ensaios para avaliagdo da estabilidade luminescente das

nanocapsulas em plasma de rato bem como estudos da localizacdo dos PQs nas nanocapsulas.

5.1.4.1. PQs de ZnO-GCIS/ZnS (98% de ZnO e 2% de GCIS/ZnS-1 e GCIS/ZnS-
2) associados as NCL.

As figuras 28 e 29 mostram os espectros de excitacdo e emissao das NCL contendo PQs
de ZnO-GCIS/ZnS. Para 0s PQs de GCIS/ZnS-1 associados as NCL o espectro de excitacdo
(PLE) apresentou o pico a 350 nm, seguido pelo espectro de emissao (PL) com emissdo méaxima
em 544 nm, ou seja, na regido verde quando excitado a 350 nm (A). A luminescéncia das NCL
pode ser observada no equipamento maestro sob lampada UV em diferentes diluicdes, e as
emissdes maximas foram encontradas em 600 nm quando excitadas em 254 nm (B). As
propriedades de contraste foram avaliadas por ressonancia magnética com as mesmas diluicGes
utilizadas para a caracterizacao das propriedades luminescentes. No entanto, nenhum efeito em
T1 e T2 foi observado (C). Os mesmos perfis foram obtidos para as NCL-ZnOGd-GCIS/ ZnS-
2 (figura 29).
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Figura 28. Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emissdo (PL) de NCL contendo ZnO-
GCIS/ZnS-1 excitados a 350 nm. (B) emissdo de NCL-ZnO-GCIS/ZnS em diferentes dilui¢des
(lampada UV a 254 nm). (C) imagem de ressonancia magnética T1 e T2 de NCL-ZnO-
GCIS/ZnS-1 em diferentes diluigdes.
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Figura 29. Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emisséo (PL) de NCL contendo ZnO-
GCIS/ZnS-2 excitados a 350 nm. (B) emissdo de NCL-ZnO-GCIS/ZnS em diferentes diluicdes
(lampada UV a 254 nm). (C) imagem de ressonancia magnética T1 e T2 de NCL-GCIS/ZnS-2
em diferentes diluicGes.
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5.1.4.2. PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS-3 associados as NCL

Mesmo com o aumento da quantidade dos componentes do nucleo de GCIS para a
sintese dos PQs de GCIS/ZnS, néo foi possivel observar efeito nos tempos de relaxamento T1
e T2, conforme mostrado nas figuras 28 e 29. Portanto, como estratégia, a propor¢cdo dos
reagentes para a sintese do ndcleo GCIS foi aumentada mais uma vez, resultando na amostra
denominada GCIS/ZnS-3, conforme descrito anteriormente. Além disso, uma, outra estratégia
foi realizada para aumentar a eficiéncia do complexo como agente de contraste na ressonancia
magnética: a dopagem de ZnO com Gd. Nos proximos topicos serdo apresentados os resultados
obtidos para as NCL preparadas com PQs obtidos em diferentes proporcdes entre 0 ZnOGd e 0
GCIS/ZnS-3.

Também serdo avaliados a eficiéncia dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS acoplados as
NCL obtidos em diferentes condi¢des de aquecimento, uma vez que foi observado na figura 30
que o aquecimento alterou a luminescéncia do NCL. Assim, também foi avaliado se o
aquecimento poderia afetar a eficiéncia de contraste das imagens obtidas por ressonancia

magnética.

Figura 30. Propriedades de fotoluminescéncia de NCL-PQs preparadas com PQs sintetizados
com diferentes proporcdes entre ZnOGd e GCIS/ZnS-3 e temperatura utilizada para a
conjugacéo dos PQs.
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A figura 31 mostra as propriedades fotoluminescentes e as imagens de ressonancia
magnética T2 das NCL contendo PQs (98% de ZnOGd e 2% de GCIS/ZnS). O espectro de
excitacdo (PLE) apresentou o pico a 350 nm, seguido pelo espectro de emisséo (PL) com
emissdo maxima a 562 nm quando excitado a 350 nm (A). As NCL contendo PQs néo teve
efeito significativo em T1 (resultados ndo mostrados), porém, houve efeito em T2,
representados no contraste mais escuro para as NCL que contem mais PQs em comparagao as
NCL com menores quantidades de PQs e sem PQs (B e C).

Conforme mostrado na figura 16 na etapa de juncdo dos PQs, a temperatura de
aquecimento alterou a luminescéncia. Na figura 31 0 mesmo ocorreu com a luminescéncia das
NCL associadas aos PQs conjugados utilizando diferentes temperaturas. Portanto, os pos de
GCIS/ZnS e ZnOGd foram aquecidos a 260°C e 300°C para posteriormente realizagdo da
modificacdo de superficie e preparo das NCL. Dessa forma, foi analisado se a temperatura
também modificaria as imagens de ressonancia magnética. A diferenca do contraste T2 entre
as NCL preparadas a partir de pos aquecidos a 300 e 260 ° C pode ser evidenciada na figura 31,
imagens (B) e (C), respectivamente. Assim, quanto menor a temperatura utilizada, maior o
contraste. As NCL contendo maxima concentracdo de PQs, que foram preparados com PQs
aquecidos a 300°C, tiveram T2 de 387 ms (B) J& as NCL contendo méaxima concentracdo de
PQs, que foram preparados com PQs aquecidos a 260°C, o valor de T2 foi de 22ms (C). Dessa
forma, o valor de T2 foi 5 vezes menor, podendo ser evidenciado na imagem ja que ha maior

contraste escuro.
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Figura 31. Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emissdo (PL) das NCL contendo
ZnOGd-GCIS/ZnS-3 (98-2) excitado a 350 nm. (B) imagens de T2 de RMN das NCL
preparadas com juncdes dos PQs a 300 ° C. (B) e a 260°C (C).
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A Figura 32 mostra 0s espectros de excitacdo e emissao e as imagens de ressonancia
magnética das NCL-ZnOGd-GCIS/ZnS-3 (90-10). O espectro de excitagdo mostrou pico
méaximo em 350 nm, seguido pelo espectro de emissdo com emissdo maxima a 560 nm quando
excitado a 350 nm (A). As NCL ndo tiveram efeito significativo em T1 (resultados ndo
mostrados), no entanto, houve efeito em T2 (B) e (C). As NCL com maior quantidade de PQs
puderam ser observadas no contraste mais escuro da imagem. Quando comparado as NCL
preparadas a partir de pos aquecidos com diferentes temperaturas, novamente uma grande

diferenca de contraste pode ser observada. As NCL preparadas a partir de PQs aquecidos a
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300°C tiveram T2 de 163ms, enquanto as preparadas com PQs aquecidos a 260°C de 27 ms, ou

seja, 6 vezes menor, 0 que leva a um maior contraste.

Figura 32. Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emissdo (PL) das NCL contendo
ZnOGd-GCIS / ZnS-3 (90-10) excitado a 350 nm. (B) imagens de T2 de RMN das NCL
preparadas com juncdes dos PQs a 300 ° C. (B) e a 260°C (C).
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A Figura 33 mostra os espectros de excitacdo e emissao e as imagens de ressonancia
magnética das NCL-ZnOGd-GCIS/ZnS-3 (75-25). O PLE apresentou o pico a 350 nm, seguido
pelo PL com emissdo maxima a 547 nm quando excitado a 350 nm (A). Nenhum efeito T1 foi
observado (dados ndo mostrados). No entanto, para as NCL contendo maior proporc¢éo de PQs
o valor de T2 foi de 43 ms (B).
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Figura 33. (A) Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emissdo (PL) de NCL contendo
ZnOGd-GCIS / ZnS-3 (75-25) excitados a 350 nm. (B) imagens de T2 de RMN das NCL
preparadas com juncdes dos PQs a 260°C.
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A figura 34 mostra 0s espectros de excitacdo e emissao e as imagens de ressonancia
magnética das NCL-ZnOGd-GCIS/ZnS-3 (50-50). O PLE apresentou o pico a 350 nm, seguido
pelo PL com emissdo maxima a 537 nm na regido verde quando excitado a 350 nm (A). As
NCL ndo tiveram efeito significativo em T1(resultado ndo mostrado), contudo, houve efeito em
T2. As NCL com mais PQs pode ser observado no contraste mais escuro da imagem (B). As
NCL sem PQs tiveram valor de T2 de 453 ms enquanto que as NCL contendo maior

concentragédo de PQs o valor de T2 foi de 222 ms.
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Figura 34. (A) Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emissdo (PL) de NCL contendo
ZnOGd-GCIS / ZnS-3 (50-50) excitados a 350 nm. (B) imagens de T2 de RMN das NCL
preparadas com juncdes dos PQs a 260°C.
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A Tabela 6 mostra os valores de T2 obtidos para as NCL preparados com o0s PQs
utilizando diferentes proporc¢des e temperaturas. Comparando as NCL preparadas com PQs
que foram conjugados na mesma temperatura, foi possivel observar que, a medida que a
proporcao de ZnOGd diminui, 0 T2 aumenta. Nesse caso, sugere-se que o ZnOGd tenha a

maior contribuicdo para o contraste, pois quanto menor o0 T2, maior o contraste.

Essa maior contribuicdo dos PQs de ZnOGd em relacdo aos PQs de GCIS/ZnS pode
ser devido a alta proporgdo de ZnOGd em relacdo ao GCIS/ZnS. Conforme observado nas
analises termogravimeétricas (figura 22), os PQs de GCIS/ZnS possuem grande quantidade de
matéria organica. Como para a associagdo dos PQs de ZnOGd com os PQs de GCIS/ZnS
foram utilizadas uma propor¢do massa/massa, significa que quantidades muito pequenas de
GCIS/ZnS foram adicionadas mesmo utilizando na maior proporcéo (50%). Esse fato, somado

ainda com uma nova diminui¢do da concentragdo, resultado da associacdo com as NCL,
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resultaram na menor contribuicdo dos PQs de GCIS/ZnS no contraste para as imagens de
ressonancia magnética em relacdo ao ZnOGd. O mesmo pode ser observado para 0s espectros
de PLE e PL, uma vez que ndo foi possivel observar a emissao das NCL-PQs quando excitadas
proximo a 500 nm, diferentemente dos pos, que puderam ser excitados proximo a 500 nm,
resultado em emissdo maxima com deslocamentos dependente da proporcéo utilizada entre o
ZnOGd e GCIS/ZnS (figura 25).

Tabela 6. Valores de T2 das NCL associadas aos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS.

NCL ZnOGd-GCIS/ZnS (%) Temperatura (°C) T2 (ms)

98/2 300 113
260 22
90/10 300 163
260 27
75/25 260 43
50/50 260 222

5.1.5. Estudo da estabilidade das NCL-ZnOGd em plasma de rato

A Figura 35 mostra o estudo de estabilidade do NCL-ZnOGd em plasma de rato. E
possivel observar que, quando excitada a 340 nm, a intensidade da fotoluminescéncia diminui
com o tempo, cerca da metade em 6 horas (A). Por outro lado, mesmo com a diminuicéo, ainda

era possivel visualizar a luminescéncia do NCL-ZnOGd ap0s 6 horas de contato com o plasma

(B).
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Figura 35. Estudo de estabilidade das NCL-ZnOGd.

(A) (B)

160000 -

120000 + \

80000
\

40000

Intensidade fotoluminescente (u.a.)

o 1 2 3 4 5 6
tempo (horas)

5.1.6. Estudo da localizacdo dos PQs nas NCL.

Os PQs foram associados as NCL sendo que foi possivel obter tanto imagens de
luminescéncia quanto de ressonancia magnética. A figura 36 mostra a distribuicdo do tamanho
e a luminescéncia apds excitacdo a 254 nm das NCL-PQs, preparadas com PQs de ZnOGd-
GCIS/ZnS na proporcdo 75-25, antes e apés dialise. Antes de realizar a didlise, foi possivel
visualizar a luminescéncia das NCL-PQs sendo que o tamanho obtido foi de 54,24 nm e PDI
de 0,026 (A). Apds a dialise, as NCL-PQs perderam a luminescéncia, sendo que o tamanho
encontrado foi de 55,89 nm e PDI de 0,052 (B).
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Figura 36. Luminescéncia, distribuicdo de tamanho e indice de polidispersidade de NCL-PQs
néo dialisadas (A) e dialisadas (B).
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Para explicar a perda da luminescéncia medidas de RMN foram realizados para a
identificacdo dos compostos presentes nas NCL-PQs. A figura 37 mostra em azul um pico
especifico do tensoativo (0 CH2 do PEG) e em amarelo, um pico especifico do nucleo oleoso,

0 CH2 do labrafac.
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Figura 37. RMN NCL-PQs.
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Com a finalidade de evidenciar essas estruturas, foram realizadas medidas do
coeficiente de difusdo (D) dos diferentes grupamentos quimicos através da técnica de DOSY.
A figura 38 mostra os resultados encontrados. Se um grupamento esta relacionado a uma
estrutura quimica grande, ele difunde lentamente e D € pequeno e, inversamente, se associado
a uma estrutura pequena, difunde rapidamente (GUYON et al., 2019) e D é grande. Esse fato
obedece a equacdo de Stokes-Einstein (equacdo 4), que correlaciona a dependéncia do
coeficiente de difusdo de uma particula em solucdo com seu raio hidrodindmico (r), a uma
determinada temperatura (T), sendo k a constante de Boltzmann e 1 a viscosidade do solvente
(FRANCONI et al., 2018). A técnica de DODY pode ser aplicada para identificar qualquer
substancia que possui nucleos ativos em RMN, sendo que ja foi aplicada para identificacdo de
polimeros, petréleo, ciclodextrinas, micelas (ARAUJO DE SOUZA:; LAVERDE, 2002).
Gromova e colaboradores (2017) utilizaram a técnica de DOSY para identificar moléculas de
DDT livres e associadas a nanocristais de CulnS (GROMOVA et al., 2017) Recentemente
parametros foram otimizados por Franconi e colaboradores 2018 em micela de dodecilsulfato
de sodio e em Caelyx®, uma preparacdo lipossomal comercial contendo uma mistura de

lipossomas peguilados e sacarose (FRANCONI et al., 2018).
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(Equacéo 4)

Conforme apresentado na figura 37 se ha a presenca de duas populages, entdo deve-se
observar o sinal em azul com um D grande (associa¢do dos PQs com kollifor) e também um
sinal com D pequeno (NCL). Na figura 38 (A) foi observado que o PEG esta presente em 3
populacdes (a 32 populacao é normal e representa o PEG livre e sabe-se que, na preparacédo do
kolliphor, o PEG livre representa ~ 30 % do PEG total). O PEG livre esta na parte inferior com
um grande valor de D. No gréafico do meio ha um sinal de PEG com o D intermediério, que
mostra nossa associacdo de PQs com Kolliphor e, no topo, um D pequeno (as NCL). Quando a
dialise foi realizada, o sinal do PEG livre foi perdido, sendo que restou apenas o PEG com
estrutura intermediaria e grande. Nesse caso poderiamos dizer que, se ainda houvesse PEG
intermediario, ainda poderia haver luminescéncia, porém ndo suficiente para ser detectado sob
lampada UV. Por outro lado, observando a respectiva porcentagem de PEG, pode-se observar
gue na preparacdo ndo dialisada, o sinal de PEG é quase tdo intenso nas NCL quanto nas
associagdes de PQs com kolliphor (28,4% e 25%, respectivamente) enquanto que apo6s a dialise,
h& muito mais PEG associado as NCL em comparacdo as estruturas intermediarias (82,7% e
17,3%, respectivamente).
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Figura 38. RMN-Difusdo das nanocapsulas lipidicas contendo PQs (A) e nanocapsulas
lipidicas contendo PQs ap0s a diélise (B).
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Com os resultados apresentados nas figuras anteriores, a hipotese levantada é que 0s
PQs tem mais afinidade com o Kolliphor do que com o Labrafac. Essa hipotese foi relacionada
a afinidade do modificador de superficie HTMS e a figura 39 esquematiza essa hipétese. O
HTMS tem uma cadeia hidrocarbonica grande (C16). O labrafac apresenta uma mistura de C8
e C10, enquanto que o Kolliphor C17. Durante a sintese as NCL sdo formadas, uma vez que o
tamanho por DLS é condizente com os encontrados na literatura para essas NCL sem PQs. A
hipdtese levantada é que, durante a sintese, 0s PQs estdo associados a0 HTMS (com sua cadeia
em C16), preferindo associar-se ao kolliphor (C17) em vez de permanecer no labrafac (C8-10).
E assim, durante a didlise, o efeito de dilui¢do causa um desequilibrio no kolliphor associado

aos PQs e no Kolliphor livre e, portanto, pouco a pouco a luminescéncia é perdida.

Essa hipdtese é condizente com os resultados apresentados para os diferentes

coeficientes de difusdo encontrados nas NCL-PQs antes e ap0s a dialise, pois ndo temos mais
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a presenca do PEG com D intermediario, que representa nossa associacdo do kolliphor com os
PQs (figura 38).

Pan e colaboradores (2013) associaram nanoparticulas luminescentes de silica com
nanocapsulas lipidicas produzidas seguindo uma rota muito semelhante e com 0s mesmos
reagentes que utilizamos nessa tese, mas, possuiam tamanhos maiores de 80 nm. Os autores
sugeriram que as nanoparticulas de silica se encontram em partes no nucleo oleoso das

nanocépsulas, ou seja, no labrafac, mas também perto da superficie nas camadas do tensoativo
(PAN et al., 2013).

Figura 39. Esquema da associacdo dos PQs com as NCL e hipotese de sua localizacdo nas
NCL.
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5.1.7. PQs modificados pelo GPTMS e dispersos em agua

Embora os PQs hidrofébicos modificados pelo HTMS e dispersos em Labrafac, para a
associacdo com as NCL possuiram importantes propriedades fotoluminescentes e bom
contraste na ressonancia magnéetica, uma outra estratégia foi utilizada. Dessa forma, os PQs de
ZnOGd-GCIS/ZnS preparados utilizando a proporgéo 75% de ZnOGd e 25% de GCIS/ZnS em
massa foram dispersos em agua gracas a modificacao de superficie dos PQs com o organosilano
GPTMS. Organossilanos foram escolhidos para este propdsito, pois tém baixa toxicidade e se
ligam covalentemente a superficie hidroxilada de PQs, criando uma barreira protetora entre 0s
Qdots e os solventes sem prejudicar as propriedades de luminescéncia dos PQs de ZnO
(ABOULAICH et al., 2012a; LI et al., 2015b). Esta estratégia foi usada para estabilizar o
material compdsito e permitir a deteccdo nas imagens de ressonancia magnética. Para a coleta
das imagens, foram utilizados os PQs conjugados (ZnOGd-GCIS/ZnS 75-25).

5.1.7.1. Avaliagéo das propriedades luminescentes

A figura 40 mostra imagens dos PQs de ZnOGd, ZnOGd-GCIS/ZnS (75-25) e
GCIS/ZnS, dispersos em agua, sob lampada UV a 365 nm e 0s espectros de emissdo desses PQs
quando excitados a 360 nm. E possivel observar que a rota de modificagdo de superficie
possibilitou dispersar os PQs, mantendo sua luminescéncia. Dessa forma, os PQs com
caracteristicas altamente hidrofobicas, puderam ser dispersos em agua. Os espectros de emissdo
mostraram uma caracteristica muito semelhante entre os PQs de ZnOGd e ZnOGd- GCIS/ZnS
(75-25). Quando comparados as propriedades luminescentes dos pés de ZnOGd-GCIS/ZnS,
apresentado na tabela 5, esses PQs apresentaram PL maxima a 603 nm, quando excitados a 365
nm, enquanto para 0s PQs dispersos em agua, 0 PL maximo encontra-se em 550 nm, ou seja,
com a modificacdo de superficie houve um deslocamento para o verde. Esse deslocamento, ja
foi previamente relatado e poderia ser explicado pois 0 GPTMS promove uma mudanca nos
niveis de vacancia de oxigénio, acompanhada por uma diminui¢do nas armadilhas induzidas
pelos defeitos de superficie. Consequentemente, utilizar os organosilanos como agentes de
passivacdo pode contribuir tanto para o aprimoramento da fotoluminescéncia quanto para o
aumento da estabilidade em meio aquoso dos PQs (RISSI; HAMMER; CHIAVACCI, 2017).
Ja para os demais PQs, ndo houveram deslocamentos quando comparados com 0s pos, ou seja,

embora 0 GPTMS possa ter contribuido com esse deslocamento, a quantidade significativa
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maior de ZnOGd em comparacgdo ao GCIS/ZnS provavelmente foi o fator que mais interferiu
na emissao proxima muito semelhante do ZnOGd-GCIS/ZnS com 0 ZnOGd. Vale ressaltar que
conforme observado nas técnicas de caracterizagdes, ha uma quantidade muito grande de
matéria organica nos PQs de GCIS/ZnS, portanto, ao fazer o acoplamento, quando foi utilizado

25% em massa, a quantidade real dos PQs € menor.

Figura 40. Imagens dos PQs de ZnOGd ; ZnOGd-GCIS/ZnS (75-25) e GCIS/ZnS, modificados
pelo GPTMS e dispersos em agua, sob lampada UV a 365 nm (A). Espectros de emissao (PL)
dos PQs PQs de ZnOGd ; ZnOGd-GCIS/ZnS (75-25) e GCIS/ZnS, modificados pelo GPTMS
e dispersos em agua.
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5.1.7.2. Avaliacdo das propriedades de imagens de ressonancia magnética

A Figura 41 mostra imagens de ressonancia magnética ponderadas em T1 (A e B)
e T2 (C e D) de PQs revestidos com GPTMS dispersos em agua. O PQs modificados pelo
GPTMS levaram a um efeito T1 (observado como contraste positivo - imagens brilhantes na
figura B). O efeito T1 pode ser explicado pela fina camada de revestimento que n&o isola
totalmente os PQs da agua circundante e, portanto, permite o processo de relaxamento
longitudinal conforme observado, por exemplo, por hidroxidos de gadolinio revestidos com

SiO2 (WANG et al., 2020). Ja o efeito T2 é observado através do contraste negativo resultando
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em imagem mais escura quando comparado a agua. Esse efeito é classico para um sistema

particulado que cria um campo magnético local ndo homogéneo.

Figura 41. imagem de T1 (agua)- (A). Imagens de T1 dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS
modificados com GPTMS e dispersos em agua- (B). Imagens de T2 (4gua)- (C). Imagens de
T2 dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS (75-25) modificados com GPTMS e dispersos em &gua- (D).
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5.1.8 Ensaios de citotoxicidade e captacdo celular

5.1.8.1. PQs modificados com GPTMS e dispersos em agua

A citotoxicidade de PQs modificados com GPTMS e dispersos em agua foi avaliada em
uma faixa de concentracdo em células NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658 ™ (Figura 42). Os PQs
de GCIS/ZnS apresentaram alta viabilidade celular de pelo menos 80% em todas as
concentragdes exploradas, indicando que 0 GCIS/ZnS induz baixa citotoxicidade para células
NIH/3T3. Por outro lado, os PQs de ZnOGd tiveram dois perfis porque em baixas concentragdes
(até 20 pg.mL™?) a viabilidade celular foi superior a 90%. No entanto, a partir de 50 pg.mL ™' a
viabilidade celular ndo ultrapassou 20%. Apds a conjugacdo dos PQs, ZnOGd-GCIS/ZnS
resultou em maior viabilidade celular quando comparado ao ZnOGd. E importante destacar que
esses PQs sdo em sua maioria constituidos por ZnOGd. Enquanto que a 50 ug.mL™ a viabilidade

celular do ZnOGd foi de quase 20%, para 0 ZnOGd-GCIS/ZnS foi maior e muito semelhante
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ao GCIS/ ZnS. Esses achados revelam que mesmo com pequenas proporcdes de GCIS/ZnS
adicionados ao ZnOGd Qdots, os novos Qdots desenvolvidos tém menos citotoxicidade quando

comparados ao ZnOGd.

Figura 42. Citotoxicidade de pontos quanticos modificados com GPTMS e dispersos em agua
(ZnOGd, GCIS / ZnS e ZnOGd-GCIS / ZnS (75-25)) em células de fibroblasto 3T3 / NIH. As
células foram incubadas com diferentes concentrac¢des (5,15,20,50,200 e 250 ug.mL-1) por 4 h
em 5% de CO; e 37 °C. Os dados s&o apresentados como media £ erro padrdo da média de trés
experimentos independentes. A significancia estatistica foi determinada usando o teste de
andlise de variancia One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para comparacGes
multiplas. (CT = controle, * p <0,05).
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Para o0 ensaio de captagdo celular foram utilizadas diferentes concentragfes: i) a mesma
concentracdo na qual todos os PQs ndo apresentaram citotoxicidade em células NIH/3T3, ou
seja, 20 pg.ml? e ii) a concentragdo méaxima que cada ponto quantico separadamente néo
apresentou perda da viabilidade celular em células NIH/3T3, sendo 20 pg.ml™ para os PQs de
ZnOGd, 50 pg.ml* para os PQs ZnOGd-GCIS/ZnS e 250 pg.ml* para os PQs de GCIS/ZnS. E
importante destacar que esses PQs também foram modificados pelo GPTMS e dispersos em

agua.
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A figura 43 mostra os resultados obtidos utilizando um comprimento de onda de
excitacdo de 360 nm e de emisséo de 550 nm. Comparando os trés PQs, na concentracdo de 20
ug.mi, foi observado uma maior captacio celular para os PQs conjugados (75-25). No entanto,
quando foi aumentada destes PQs para 50 pug.ml™, a média apresentou um pequeno aumento da
captacdo celular. E importante destacar que, o desvio padrdo apresentado foi muito alto para
esse PQs nessa concentragdo, principalmente quando incubado por um periodo de 24 horas.
Possivelmente, isso aconteceu devido a sedimentacdo desses PQs, que se apresentam dispersos
em agua como uma suspensao, logo, conforme aumenta o tempo de incubacao, provavelmente
houve uma sedimentacdo importante. Ainda, a incubacdo por 24 horas ndo aumentou
significativamente a captacéo desses PQs nas células NIH/3T3. Independente da concentragdo
testada, os PQs conjugados (75-25) apresentaram maior captagéo celular.

Figura 43. captacdo celular de pontos quanticos modificados com GPTMS e dispersos em agua
(ZnOGd, GCIS / ZnS e ZnOGd-GCIS / ZnS (75-25)) em células de fibroblasto 3T3 / NIH. As

células foram incubadas com diferentes concentracdes por 6 h e 24 h. As células foram lavadas
com PBS para remover 0s pontos quanticos que ndo foram capturados pelas células.
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5.1.8.2. PQs associados as nanocapsulas lipidicas

As propriedades citotoxicas dos PQs associados as NCL foram avaliadas em uma faixa de
concentracdo em celulas NIH/3T3 (figura 44). Para fins de comparacéo, as NCL brancas foram
diluidas utilizando as mesmas propor¢des para cada concentracdo testada. Nesse sentido, a
figura 44 mostra a porcentagem de nanocapsulas vazias em relacdo ao volume do meio, sendo
que 1% representa a mesma diluicdo feita para a concentragdo de 20 pg.mL™?, 2,5% de 50
ngmLte 125% 250 pg.mL?. Foi possivel observar que houve uma perda da viabilidade
celular quando comparado aos PQs dispersos em agua. Esse efeito acompanha o perfil
citotoxico das nanocapsulas lipidicas vazias. Esse efeito também é notado pela semelhanca do
perfil citotdxico dos 3 PQs em todas as concentracdes testadas e é diferente dos PQs
modificados e dispersos em agua. Enquanto a viabilidade celular dos PQs modificados em dgua
na concentragdo de 20 pg.mL foi maior que 80%, para os PQs associados as NCL houve uma
diminuicdo, sendo que para os PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e 75-25 a viabilidade encontrada
61%, 72% e 72%, respectivamente e para as NCL vazias a viabilidade celular foi cerca de 73%.
No entanto, quando a concentracdo dos PQs associados as NCL foi aumentado para 50 ug.mL"
1 a viabilidade celular ndo ultrapassou 30% para todos os PQs associados as NCL, sendo que
os valores encontrados para 0s PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e 75-25 foram de 14%, 27% e 19%,
respectivamente e para as NCL vazias, 21%. Quando a concentra¢do dos PQs associados as
NCL foi aumentada para 250 pg.mL a viabilidade celular ndo ultrapassou 10%.

Szwed et al., 2020 estudaram a toxicidade de NCL em células de cancer de mama. Nesse
trabalho, as NCL utilizadas eram constituidas dos mesmos componentes que usamos aqui nessa
tese. As NCL vazias induziram o aumento do pH lisossomal, mas também acidificacdo do
citosol, uma inibicdo rapida da sintese de proteinas, geracdo de espécies reativas de oxigénio e
peroxidacéo lipidica. E importante destacar que esses efeitos foram diferentes dependendo das
células testadas (SZWED et al., 2020).

Roux et al., 2017 avaliaram o perfil citotoxico de NCL de diferentes tamanhos (27 a 112
nm) frente linhagem celular de macréfagos RAW?264.7. A determinagéo da concentragéo letal
50% (LC50) mostrou que o tamanho influenciou nos perfis citotoxicos. Dessa forma,
nanocapsulas menores tiveram LC50 menor, ou seja, foram mais citotéxica comparadas as
maiores. O tensoativo Solutol® HS15 demonstrou ser o Gnico componente que resultou em
citotoxicidade (ROUX et al., 2017).
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Figura 44. Citotoxicidade de pontos quanticos associados as nanocapsulas lipidicas (ZnOGd,
GCIS/ZnS e ZnOGd-GCIS / ZnS (75-25)) em células de fibroblasto 3T3/NIH. As células foram
incubadas com diferentes concentragdes (20,50, e 250 pg.mL™) por 4 h em 5% de CO, e 37 °C.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. A significancia estatistica foi determinada usando o teste de analise de variancia
One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para compara¢bes multiplas. (CT =
controle, * p <0,05).
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A figura 45 mostra os resultados de captacdo celular dos PQs associados as NCL obtidos
utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 360 nm e de emissdo de 550 nm. Foi
observada uma maior captacao celular para as NCL associadas aos PQs conjugados (75-25) na
concentracéo de 20 pg.mL?, quando utilizado um tempo de incubagéo de 6h. A captacéo celular
foi diminuida com o0 aumento do tempo de incubacdo para 24h, podendo ser explicado por uma
maior porcentagem de morte celular com o maior tempo de incubacao, ou entdo pela diminuicéo
da estabilidade fotoluminescente dos PQs devido sua agregacao. E importante destacar que em
todas as concentracOes testadas, foram encontradas perda da viabilidade celular no ensaio de
citotoxicidade. Ainda, as NCL vazias também apresentam emissdo em 550 nm quando
excitadas em 360 nm. No entanto, essa emissdo foi menor quando comparado as NCL

associadas aos PQs, mostrado que houve captacao celular dos mesmos.
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Figura 45. captacdo celular de pontos quanticos associados as NCL (ZnOGd, GCIS / ZnS e
ZnOGd-GCIS / ZnS (75-25)) em células de fibroblasto 3T3/NIH. As células foram incubadas
com diferentes concentracGes por 6 h e 24 h. As células foram lavadas com PBS para remover
0s pontos quénticos que nao foram capturados.
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5.1.9 Conjugacao dos PQs com peptideo
Esse topico contém uma outra alternativa para a associa¢do com PQs a nanocarreadores,

objetivando a aplicacédo terandstica. A associacdo dos PQs com peptideos fez parte do projeto
BEPE no laboratério MINT na universidade de Angers, Franca.

5.1.9.1. Peptideo-PQs Carboxyelthylsilanetriol

Apos a preparacdo da Arg9, a ideia foi acopla-los com o Carboxyelthylsilanetriol e, em

seguida, adicionar os PQs. No entanto, houve incompatibilidade da solubilidade entre o silano
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e o0s solventes da sintese peptidica (dimetilformamida-DMF). O carboxyelthylsilanetriol foi
previamente liofilizado, mas quando p DMF foi adicionado, ndo houve dispersdo. Outro
solvente de sintese foi testado (N-metil-2-pirrolidona-NMP), mas também néo se dispersou.

Outras estratégias foram realizadas. A primeira, foi a modificacao da superficie dos PQs
para depois acopla-los com o peptideo. A modificacdo da superficie foi realizada para
proporcionar funcdo carboxilica superficiais e o peptideo poder ligar-se covalentemente aos
PQs através de uma ligacdo amida. As modificagdes dos PQs foram realizadas utilizando
carboxyelthylsilanetriol como modificador. No final da reacdo, formou-se um precipitado
viscoso. Este gel pode ser disperso em agua, resultando em um sistema translicido com
luminescéncia amarela. No entanto, apds 3 dias de armazenamento, o sistema estava turvo e
ndo foi detectado as caracteristicas luminescentes. Essa estratégia foi descartada por problemas
de estabilidade.

5.1.9.2. ZnO-GCIS/ZnS (98-2) acoplado com o complexo Arg9-p54

A figura 46 mostra os perfis de excitagdo e emissdo do complexo Arg9-p54-PQs. O
PLE apresentou o pico a 350 nm, seguido pelo espectro de emissdo (PL) com emissdo maxima
em 477 nm. Quando excitados com uma lampada UV, os pds dos PQs eram luminescentes.
Entretanto, ap6s a juncdo peptidica, ndo foi possivel ver a luminescéncia Arg9-p54-PQs
excitando com uma lampada UV. As auto-montagens foram caracterizadas em termos de
tamanho (espalhamento de luz - DLS) e indice de polidispersidade (tamanho: 191 nm / PDI:
0,3).
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Figura 46. Espectro de excitacdo (PLE) espectro de emissédo (PL) do Arg9-p54-PQs.
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5.1.9.3. ZnOGd-GCIS/ZnS-3 (75-25%) acoplados com o complexo Arg8-
p54

A figura 47 mostra os espectros de excitacdo e emissdao do Arg9-p54-PQs
sintetizados com diferentes proporgdes entre Arg8-p54 e PQs de ZnOGd-GCIS ZnS de
3mg/mL e 2mg/mL e 3mg/mL e 1mg/mL, respectivamente. Para o complexo contendo
pequenas proporcdes de PQs (A), o espectro de excitacdo (PLE) apresentou o pico a 350
nm, seguido pelo espectro de emissdo (PL) com emissdo maxima a 485 nm. As
automontagens foram caracterizadas em termos de tamanho e indice de polidispersidade
(tamanho: 130 nm / PDI: 0,5). Quando houve a diminuicdo da concentracdo de PQs para
1mg / ml (B), as propriedades luminescentes foram alteradas. O espectro de excitacao
(PLE) apresentou o pico maximo a 350 nm, seguido pelo espectro de emissdo (PL) com
emissdo maxima a 386 nm. O tamanho e o PDI foram de 700 nm e 0,7, respectivamente.
No entanto, em ambas as concentracdes de PQs, ndo foi possivel ver a luminescéncia de

Arg8-p54-PQs quando excitado com uma lampada UV.
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Figura 47. Espectros de excitacdo (PLE) e espectros de emisséo (PL) do complexo Arg8-
p54-PQs preparados com 2 mg/ml (A) e 1 mg/mL (B) de ZnOGd-GCIS/ZnS-3.
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5.2. PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 2

Embora os PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 1 e associados com os PQs de
ZnOGd tenham resultado em luminescéncia otimizada, sendo que a associa¢do dos PQs
de ZnOGd-GCIS/ZnS com as nanocépsulas lipidicas possibilitaram também a obtencédo
de imagens por ressonancia magnética, a alta proporcao de matéria organica resultou em
perda da capacidade de excitar os PQs associados as nanocapsulas lipidicas utilizando um

comprimento de onda fora do UV, conforme descrito na se¢éo 5.1.4.2.

Nesse sentido, com o intuito de otimizar a sintese desenvolvida por Yang e
colaboradores 2015, foi pensando em uma estratégia de substituicdo do 1-octadeceno pelo
DDT na etapa de formacdo do ZnS. Essa estratégia foi utilizada pois, Akdas e
colaboradores 2015 mostraram que o DDT pode interagir com o ODE a altas temperaturas
e formar tioéter dodeciloctadecil sulfeto, o que induz impurezas extras e traz problemas
para o processo de purificacdo. Esses problemas de purificacdo foram encontrados para
0s PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 1 uma vez que houve um padréo na difragéo
de raios X diferente do esperado para os PQs de CIS ap0s a introdugéo do ZnS, conforme
observado nas figuras 18 e 19. Alem disso, as analises termogravimétricas mostram a

presenca de elevada carga orgénica.

A figura 48 mostra uma comparacao entre os difratogramas de raios X dos PQs
de GCIS com os PQs de GCIS/ZnS. Os PQs de GCIS apresentam o difratograma
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semelhante ao encontrado por Yang e colaboradores 2015, em que foram observados trés
picos alargados situados 20 com valor de 27,46°; 46,87° e 56,05°. De acordo com Donat
e colaboradores 2017 esses picos sdo correspondentes aos planos cristalograficos (112),
(204)/(220) e (116)/(312) da estrutura tetragonal de calcopirita dos PQs de CIS. Os
mesmos picos sdo observados para os PQs de GCIS/ZnS, sendo que ha um pequeno
deslocamento para angulos maiores. Yang e colaboradores 2015 atribuiram esse
deslocamento a formag&o do ZnS em torno do GCIS (YANG et al., 2015). Deslocamentos
semelhantes foram observados por Wang e colaboradores 2018 para os PQs de CIS/ZnS
(WANG et al., 2018). Gu e colaboradores 2013 observaram que conforme houve o
aumento da proporcao de zinco em relacéo ao cobre o deslocamento foi maior, sugerindo
também que dessa forma, nesse trabalho o zinco foi incorporado na estrutura cristalina
do CIS, resultando em ZCIS. Esses pesquisadores adicionaram ZnS a estrutura e
observaram o0s picos do DRX também deslocaram em direcdo aos angulos mais altos e
esta mais proximo dos picos de difracdo padronizados da estrutura cristalina do zinc blend
(GUO et al., 2013)

E importante destacar que a rota 2 para a sintese dos PQs de GCIS/ZnS n&o
resultou na presenca dos picos intensos em baixos angulos como na rota de sintese 1,
sugerindo que ndo houve a formacao do sulfeto de tioéter dodeciloctadecil (AKDAS et

al., 2015), que é de dificil remocédo sem a alteracdo das propriedades fotoluminescentes.

Figura 48. Difratogramas de raios X dos PQs de GCIS e GCIS/ZnS (rota 2).
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A figura 49 mostra os espectros de absorcdo dos PQs de GCIS/ZnS. Os PQs de
GCI1S/ZnS apresentam um amplo espectro de absor¢do que vai desde a regido do UV até
o visivel. E possivel observar um ombro entre 400 e 500 nm. Essa caracteristica é comum
nos PQs de GCIS/ZnS, sendo encontrada por outro pesquisadores (JIAO et al., 2020;
WADA et al., 2017). Nao houveram deslocamentos no comprimento de onda maximo de
de absorgéo nessa regido quando comparamos 0s PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota

1 e pela rota 2.

Figura 49. Espectros de absorcdo UV-vis dos PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota
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A figura 50 mostra as analises termogravimétricas (TG) dos PQs de GCIS/ZnS
sintetizados pela rota 2. Essa rota de sintese resultou em uma menor perda de massa
quando comparado com a rota 1 (65 e 93%, respectivamente). Os reagentes utilizados
para a sintese do GCIS/ZnS reagem e formam produtos sélidos que incorporam os PQs
(AKDAS et al., 2015). Como citado anteriormente, esse fato ocorre pela interagédo entre
o DDT e o ODE, formando sulfeto de tioéter dodeciloctadecil (AKDAS et al., 2015).
Dessa forma, sugerimos que a menor perda de carga organica quando nédo utilizados o

ODE (rota 2) é devido a ndo formacdo desse produto sélido. Entretanto, utilizando a rota
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de sintese 2, a quantidade de DDT foi maior, uma vez que foi o reagente escolhido para
a substituicdo do ODE. Somando esse fato com ainda outros reagentes utilizados como a
oleilamina e o &cido oleico, a perda de massa de 65% continuou acentuada. Dessa forma,

podemos afirmar que ainda ha residuos destes reagentes.

Até 200°C ha uma sutil perda de massa de 5% que pode ser oriunda da degradacéo
dos solventes residuais e da agua atmosférica adsorvida. A perda de massa que ocorre
entre 300 e 400°C pode ser devido a decomposicdo de moléculas de &cido oleico e
olealemina, pois as temperaturas de ebulicdo desses dois reagentes sdo 360°C e 364°C,
respectivamente (GALARRETA et al., 2018). Ainda, Wada e colaboradores 2017
atribuiram a acentuada perda de massa a decomposicdo do DDT, sendo que essa perda
diminuiu apds as modificagdes de superficie PQs (WADA et al., 2017).

Figura 50. Anélises termogravimétricas dos PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 2.
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5.2.1. Acoplamento dos PQs de GCIS/ZnS (rota 2) com PQs de ZnOGd
Foram selecionadas duas rotas para realizar esse acoplamento: i) com 0s pos PQs

de ZnOGd modificados por HTMS e ii) com os pds de PQs de ZnOGd sem modificacao.
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Essa estratégia foi realizada pois os PQs de ZnO quando modificados com HTMS, se

dispersam melhor em cloroférmio, solvente utilizado para realizar o acoplamento.

Os difratogramas de raios X dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS (rota 2) e dos PQs
conjugados atraveés do tratamento térmico usando diferentes proporcdes em massa de
cada PQ isolados s@o apresentados na figura 51. Os PQs conjugados, independente da
proporc¢do utilizada, apresentam picos correspondem aos planos difratores caracteristicos
do ZnO na sua fase hexagonal com estrutura de wurtizita. Entretanto, esses picos
apresentam-se deslocados para angulos maiores. Apds a conjugacdo, ndo foi possivel
observar todos os picos caracteristicos do GCIS/ZnS, ou seja, trés picos alargados
localizados em 26 com valor de 27,46°; 46,87° e 56,05°, correspondentes aos planos
cristalogréficos 112), (204)/(220) e (116)/(312) da estrutura tetragonal de calcopirita dos
PQs de CIS (DONAT et al., 2017; YANG et al., 2015). Entretanto, indicado na forma de
seta vermelha, principalmente na proporcdo 50-50, ha a presenca de um pico alargado
situado em 26 com valor de 27,46°, ou seja, caracteristico do plano (112) da estrutura
calcopirita do GCIS/ZnS Diferente dos PQs conjugados usando a rota de sintese 1, ndo

foram observados 0s picos intensos localizados em 2 6 igual a 21,68° ¢ 24, 11°.

Figura 51. Comparacao entre os difratogramas de raios X dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS
e suas respectivas associacfes ap0s o tratamento térmico a 260°C.
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A figura 52 mostra os difratogramas de raios X dos Pgs de ZnOGd HTMS,
GCIS/ZnS (rota 2) e dos PQs conjugados através do tratamento térmico usando diferentes
proporcdes em massa de cada PQ isolados. E possivel observar os picos correspondentes
a fase hexagonal do ZnO com estrutura de wurtizita. Entretanto, em relagdo aos PQs sem
modificacdo, apresentados na figura anterior, 0os picos encontram-se mais alargados.
Dessa forma, para melhor visualizagdo, foi indicado na forma de reta tracejada em verde,
a presenca da fase hexagonal do ZnO com estrutura de wurtizita 0s picos correspondentes
aos planos difratores (100), (002), (101), (102), (110), (103) e (112) (JANAKI;
SAILATHA; GUNASEKARAN, 2015; SPANHEL; ANDERSON, 1991). Os PQs de
ZnOGd modificados pelo HTMS e os PQs conjugados apresentaram um pico intenso,
situado em 20 igual a 22, podendo ser uma indica¢do da formacdo de uma camada de
HTMS ao redor do nucleo dos PQs (LI et al., 2015a; RISSI; HAMMER; CHIAVACCI,
2017) . Apobs a conjugacdo, ndo foram observados todos os picos caracteristicos do
GCIS/ZnS, ou seja, trés picos alargados localizados em 26 com valor de 27,46°; 46,87°
e 56,05°, correspondentes aos planos cristalograficos (112), (204)/(220) e (116)/(312) da
estrutura tetragonal de calcopirita dos PQs de CIS (DONAT et al., 2017; YANG et al.,
2015). Entretanto, indicado na forma de seta vermelha, é possivel observar um pico
alargado, mais evidente na propor¢do ZnOGd e GCIS/ZnS 75-25, evidenciando o plano
(112) da estrutura de calcopirita do GCIS/ZnS.
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Figura 52. Comparacao entre os difratogramas de raios X dos PQs de ZnOGdHTMS,
GCIS/ZnS e suas respectivas associacdes ap0os 0 tratamento térmico a 260°C.
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A figura 53 mostra 0s espectros vibracionais na regido do infravermelho para os
PQs de ZnOGd modificados com HTMS e GCIS/ZnS e suas associacdes em diferentes
proporcdes apos o tratamento térmico a 260°C por 10 minutos. Para 0s PQs de ZnOGd,
GCIS/ZnS e suas associacdes foi possivel observar uma banda de absorgdo a 3400 cm?,
caracteristica dos grupos hidroxilas OH, indicando a presenca de agua na superficie do
cristal (FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR, 2014). Nos PQs de ZnOGd, e os PQs
conjugados é possivel observar vibraces caracteristicas da ligagdo Zn-O em 470 cm™,
(CAMARDA et al., 2016; FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR, 2014). Os PQs apresentam
estiramentos simétricos e assimétricos atribuidos a ligacdo C-H, situados entre 2963 e
2853 cm™. Essa ligagdo pode estar tanto associada ao modificador de superficie para os
PQs de ZnOGd enguanto para 0s PQs de GCIS/ZnS, pode ser proveniente de residuos de
DDT, ou outros reagentes da sintese, conforme citado anteriormente. Em 1461 cm foi

encontrado uma banda correspondente a deformacéao simétrica do CHo.

Ap0s a conjugacao, e possivel observar tanto as vibragdes caracteristicas dos PQs
de ZnOGd, quanto as caracteristicas do GCIS/ZnS. Para os PQs de ZnOGdHTMS e os
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PQs conjugados foram encontradas em 870 cm™ vibragdes caracteristicas as ligagdes Zn-

O-Si, sugerindo que a modificacdo covalente foi bem sucedida (RISSI et al., 2017).

Figura 53. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho dos PQs de ZnOGd
HTMS, GCIS/ZnS (rota 2) e PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS preparados com diferentes
proporcoes entre 0s PQs de ZnOGd HTMS e GCIS/ZnS (rota 2).
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A figura 54 mostra os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os
PQs de ZnOGd e GCIS/ZnS e suas associacOes utilizando diferentes proporcdes em
massa ap0s o tratamento térmico a 260°C por 10 minutos. Os PQs apresentam uma banda
de absorc&o a 3400 cmt, caracteristica dos grupos hidroxilas OH. Entre 2963 e 2853 cm
1 Os PQs apresentam estiramentos simétricos e assimétricos associados a ligagéo C-H.
Essa ligacdo pode ser oriunda de residuos de solventes utilizados durante a sintese. Em
1467 cm™ ha uma banda que corresponde a deformagcéo simétrica do metileno. Apos a
conjugacdo, é possivel observar tanto bandas correspondentes ao ZnOGd quanto ao
GCIS/ZnS, sendo que 0s PQs de ZnOGd e os PQs conjugados, independente da proporcéo
utilizada, apresentam vibragOes caracteristicas da ligagdo Zn-O em 470 cm?,
(CAMARDA et al., 2016; FAKHRI; MAHJOUB; KHAVAR, 2014)
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Figura 54. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho dos PQs de ZnOGd,
GCIS/ZnS (rota 2) e PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS preparados com diferentes proporgoes
entre 0s PQs de ZnOGd HTMS e GCIS/ZnS (rota 2).
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A figura 55 mostra os espectros de excitacdo (PLE)-A e emisséo (PL)- B e C dos
PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS (rota 2) e suas associa¢des 0 apds tratamento térmico. A tabela
7 mostra os valores méaximos encontrados. Os PQs de ZnOGd apresentam PLE na regido
do UV, por volta de 370 nm. Para os PQs de GCIS/ZnS, é possivel observar 2 bandas
situadas em 370 nm e 592 nm. Apds a conjugacdo, os PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS
apresentam tanto a banda proximo a 370 nm quanto a segunda banda, a partir de 10% de
GCIS/ZnS, que desloca para regides de comprimento de onda maior, conforme aumenta
a proporcao de GCIS/ZnS. Nos espectros de emissdo b e ¢ foi possivel observar que os
PQs de GCIS/ZnS, quando excitados utilizando um comprimento de onda de 370 nm
apresentam méaximo de emissdo em 672 nm. Utilizando um comprimento de onda de
excitacdo de 592 nm, a intensidade méxima de emissdo foi alcangada em 705 nm.
Enquanto PQs conjugados utilizando os PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota de 1
possuiam maximo de emissdo situados em regides intermediarias entre 0 ZnOGd e o
GCIS/ZnS, os PQs conjugados utilizando os PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota de
sintese 2, tiveram um deslocamento da emisséo para o vermelho (tanto quando excitados
na regido do UV (b) quanto na do visivel (c)) em comparagdo com os PQs de GCIS/ZnS,

sendo que esse deslocamento aumentou conforme aumentou a proporcao de GCIS/ZnS.
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Embora a conjugacdo dos PQs quéanticos de ZnOGd com GCIS/ZnS sintetizados
pela rota 1 tenham mostrado excelentes propriedades fotoluminescentes, aqui 0s PQs
conjugados utilizando os PQs de GCIS/ZnS apresentaram um deslocamento para regiéo
do vermelho, sendo que a partir da proporcado 90% de ZnOGd e 10% de GCIS/ZnS todos
possuiram uma emissdo entre 708 a 820 nm, o que torna mais viavel para a aplicacao
biologica.

Os PQs com fluorescéncia na regido do infravermelho préximo (NIR) variando
entre 700 a 1000 nm tem recebido atencdo. A luz nessa regido espectral (primeira janela
do NIR) é adequada para imagens bioldgicas ndo invasivas in vivo, justificada pela baixa
autofluorescéncia, penetracdo mais profunda e alta razéo sinal-fundo resultante da
maioria dos tecidos (DENG; QU; GU, 2014). Além disso, a emissdo exibida pelos
principais PQs requer uma excitacdo na faixa de UV, o que limita suas aplicacfes em um
contexto biolégico devido ao potencial dano ao tecido (JANJETOVIC et al., 2017) e ao
forte sinal de autofluorescéncia do meio bioldgico (KHALID et al., 2019; MONICI,
2005).

Figura 55. Espectros de excitacdo (PLE)- (a) e emisséo (PL) apds a excitacdo na regido
do UV (b) e do visivel (c) dos PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS (sintese sem ODE) e dos PQs

conjugados apds tratamento térmico em utilizando diferentes proporc@es entre os PQs de
ZnOGd e e GCIS/ZnS. Dados normalizados.
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Tabela 7. Valores de intensidade méxima dos espectros de excitacdo (PLE) e de
emissdo (PL) dos PQs mostrados na figura 53.

Amostra PLE (nm) PL (nm)
GCIS/ZnS o bre
ZnOGd 370 550

98-2 370 595/670
% i
u -
5050 600 £20

Os PQs de ZnOGd foram modificados pelo HTMS para facilitar a dispersdo em
cloroférmio e posteriormente realizar o acoplamento com o GCIS/ZnS. A figura 56
mostra 0s espectros de excitacdo (PLE) -A e emissdo (PL)- B e C dos PQs de
ZnOGdHTMS, GCIS/ZnS (rota 2) e suas associagdes 0 apos tratamento térmico. A tabela
8 mostra os valores maximos encontrados. Os PQs de ZnOGdHTMS possuiram um PLE
com maximo em 360, seguido pelo PL com maximo em 588 nm. Os PQs conjugados,
apresentaram dois picos um proximo a 380 nm, e outro em torno de 600 nm. Nos
espectros de emissdo b e ¢ foi possivel observar que houve um deslocamento para o
visivel dos PQs conjugados em relacdo aos PQs de GCIS/ZnS. Esses deslocamentos ndo
mudaram muito em relacdo aos PQs conjugados utilizando o0 ZnOGd sem HTMS.
Inclusive para a proporgdo 75-25 foram encontrados os mesmos valores de PL tanto
excitando no UV quanto no visivel. Dessa forma, o uso do HTMS para realizar o

acoplamento ndo alterou de forma significativa as propriedades fotoluminescentes.
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Figura 56. Espectros de excitacdo (PLE)- (a) e emisséo (PL) apds a excitagcdo na regido
do UV (b) e do visivel (c) dos PQs de ZnOGdHTMS, GCIS/ZnS (sintese sem ODE) e
dos PQs conjugados ap0s tratamento térmico em utilizando diferentes proporcdes entre
0s PQs de ZnOGAHTMS e GCIS/ZnS. Dados normalizados.
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Tabela 8. Valores de intensidade maxima dos espectros de excitacdo (PLE) e de
emissdo (PL) dos PQs mostrados na figura 54.

Amostra PLE (nm) PL (nm)
GCIS/ZnS o bre
ZnOGdHTMS 360 588
= "
90-10 500 726
% 552
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A figura 57 mostra as imagens de microscopia eletronica de transmissdo dos PQs
de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 2 (A e B). A contagem de 200 particulas foi efetuada
para realizar a distribuicdo de tamanho (C). Diferentemente dos PQs de GCIS/ZnS
sintetizados pela rota 1, que apresentavam tamanho médio de 3,0 nm (figura 17), os PQs
de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 2 apresentaram tamanho médio de 13,5 sendo sua
morfologia mais alongada. Esses PQs quando se aglomeram, podem formar estruturas
maiores, conforme mostrado na figura B, mostrando uma esfera de 360 nm constituidas
de menores particulas na forma de agulhas. Essa rota de sintese utilizada ndo foi
previamente relatada na literatura. Normalmente os trabalhos mostram que os PQs de
CIS/ZnS possuem tamanho médio de 3,0 nm (DONAT et al., 2017; YANG et al., 2015).
Algumas hipoteses podem ser levantadas para esse tamanho maior encontrado nessa tese.
A distribuicdo de tamanho foi realizada contando 200 particulas a partir do maior lado,
pois a morfologia ndo era esférica. Ainda, ndo foi possivel realizar uma aproximacao
maior nas imagens de MET, o que nos gera davidas de estar mensurando apenas uma
particula ou agregados ou se ha uma casca recobrindo os PQs. Gromova e colaboradores
2017 mostraram que PQs de CIS sintetizados utilizando DDT possuiram ligantes
constituidos de uma dupla camada composta por moléculas de dodecanotiolato e
didodecil sulfeto(GROMOVA et al., 2017). Por isso, técnicas complementares para a
analise de tamanho devem ser realizadas para confirmar.

Figura 57. Imagens de Microscopia eletrénica de transmissao (A e B) e distribuicdo de
tamanho dos PQs (C) de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 2.
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A figura 58 mostra imagem de microscopia eletrénica de transmissdo dos PQs
apo6s o tratamento térmico utilizando uma proporcdo de 75% de ZnOGd e 25% de
GCIS/ZnS rota 2. Os PQs apresentam morfologia quase esférica (A) e uma média de
tamanho de 7,1 nm. Conforme demonstrado anteriormente os PQs de ZnOGd tem cerca
de 3,2 nm. Diferentemente dos PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 1 (que possuiam
3,0 nm), a microscopia mostrou que os sintetizados pela rota 2 podem ser maiores. No
entanto, apds o tratamento térmico ndo houve um aumento somado ao tamanho dos 2 PQs
(GCIS/ZnS de 13 nm com ZnOGd de 3,2 nm), conforme ocorreu anteriormente (ver
figura 15). Muitas hipoteses podem ser levantadas para isso. Possivelmente, os PQs de
GCIS/ZnS perderam alguns componentes durante o tratamento térmico, como por
exemplo um revestimento de superficie, 0 que ocasionou diminui¢cdo do tamanho das
particulas. Medidas complementares devem ser realizadas para confirmar o que ocorreu

nesse processo de tratamento térmico.

Figura 58. Imagem de Microscopia eletronica de transmisséo (A) e distribuicdo de
tamanho (B) dos PQs de ZnOGd-GCIS/ZnS na proporcdo 75-25 apds o tratamento
térmico.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizadas diferentes abordagens para o desenvolvimento de
PQs para a aplicacdo no diagnostico por luminescéncia e ressonancia magnética. Além
da associacdo com diferentes nanocarreadores, tais como associacdo dos PQs com NCL

e com automontagens contendo peptideos e ferrocifeno (Arg-p54).

A estratégia de dopar os PQs de ZnO com Gd e associd-los com os PQs de
GCIS/ZnS resultou em um material com eficacia para o diagnostico imagens tanto de
ressonancia magnética quanto de luminescéncia. Pequenas proporcdes de PQs de
GCIS/ZnS associados aos PQs de ZnOGd permitiram a excitacdo em diferentes
comprimentos de ondas, caracteristica ndo encontrada para os PQs de ZnO, que apenas
apresentam luminescéncia quando excitados com lampada UV, e ndo é o ideal para testes

in vivo.

Com os resultados apresentados nas técnicas de caracterizacdo, sugerimos que 0s
PQs de GCIS/ZnS sintetizados pela rota 1 apresentam uma reacdo entre o DDT, que
interage com 0 ODE formando um novo composto de dificil remogéo, ndo podendo ser
eliminados completamente. Ainda, os PQs associados por meio do tratamento térmico
interagem entre si de forma a mudar as propriedades luminescentes tanto do ZnOGd
quanto do GCIS/ZnS, portanto sugere-se que uma nova estrutura eletronica foi formada.

Né&o foi possivel a associacdo dos PQs Arg-p54 devido a perda da luminescéncia.
No entanto, os PQs de ZnOGd-GCI1S/ZnS foram modificados com HTMS para dispersar
na fase oleosa do NCL. Assim, o ZnOGd-GCIS/ZnS-NCL pode ser visualizado por
imagens de ressonancia magnetica e luminescéncia. O ensaio de DOSY-RMN mostrou
que esses PQs provavelmente encontram-se associados ao Kolliphor, presentes nas NCL

mesmo sem PQs.

Os PQs de ZnOGd, GCIS/ZnS e os PQs conjugados, ZnOGd-GCIS/ZnS também
foram modificados pelo GPTMS, permitindo sua dispersdo em agua e apresentaram

excelentes propriedades em imagens de ressonancia magnética.

Os PQs conjugados possuiram maior viabilidade celular e captacéo celular que os
PQs de ZnOGd, apresentando assim um material interessante. A avaliacdo das
propriedades citotoxicas e de captacdo celular dos PQs associados as NCL mostraram
uma diminuicdo da viabilidade e captacdo celular em relacdo aos PQs dispersos em agua.
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No entanto, essa diminuicdo também foi observada para as NCL vazias, sugerindo que

essas nanocépsulas contribuiram para a perda da viabilidade celular.

Uma nova rota de sintese dos PQs de GCIS/ZnS foi realizada (rota 2) mostrando
que esses PQs sdo mais puros, sendo que a associacdo com o ZnOGd através do
tratamento térmico permitiu uma emissdo que chegou até 820 nm, ou seja, dentro da
primeira janela do infravermelho proximo, regido mais favordvel para obter imagens

bioldgicas in vivo.

Frente aos resultados apresentados, podemos concluir que os PQs desenvolvidos
contendo uma associacdo entre ZnOGd e GCIS/ZnS por meio do tratamento térmico,
tanto dispersos em agua quanto associados as NCL, apresentam grande potencial para o
diagndstico simultdneo por imagens de ressonancia magnética e imagens de

luminescéncia.
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