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RESUMO

O cancer de colorretal ¢ uma das doengas mais preocupantes ao redor do mundo,
principalmente pelo seu elevado grau de incidéncia e mortalidade. Uma alternativa para
solucionar este problema estd no uso de biomarcadores nanoparticulados que auxiliem na
identificacdo da doenga o mais cedo possivel. Neste ambito, o uso de nanoparticulas
luminescentes e/ou radioativas sdo excelentes alternativas na producao desta classe de materiais.
Este trabalho reporta o design de duas classes de nanomateriais, os derivados da ceramica NaYF4
contendo 5% de Eurdpio (NaYF4:5%Eu) e o composto hibrido formado pela combinacio de
Si0, amorfo com complexo de Europio (Eu-acido dipicolinico; EuDPACSi10,-NH>), visando
explorar sua luminescéncia para ensaios de bioimagem. Adicionalmente, incorporou-se aos
compostos supracitados aos radioisotopos [-123 e Lu-177, respectivamente, buscando-se a
obtencao de sistemas de diagnoéstico multifuncionais. Para produg¢do do material a base de
NaYF4:5%Eu, utilizou-se protocolo previamente estabelecido na literatura. Posteriormente as
particulas foram conjugadas com pequenas moléculas organicas aromaticas (acido p-cumarico,
tirosina, BODIPY e fitalocianina de zinco (ZnPC)), buscando-se incrementar a especificidade
do biomarcador luminescente em células de cancer de colorretal (HT-29). Trés destas particulas
conjugadas foram selecionadas para reagdes de incorporacdo do I[-123. A sintese do
EuDPACSiO>-NH> também foi realizada utilizando-se metodologias reportadas na literatura e
o material foi testado como biomarcador, analogamente ao composto anterior. A incorporagao
do Lu-177 neste composto foi obtida pela adigdo do radioisétopo in situ durante o processo de
sintese. Os nanocompostos sintetizados foram caracterizados por diferentes técnicas avaliando
suas propriedades morfologicas, quimicas, composicionais, térmicas, bioldgicas e Opticas.
Adicionalmente, os materiais radiomarcados foram analisados em relag@o a sua absorg¢ao celular
e/ou imageamento in vivo (SPECT/CT). Os resultados revelam que ambas as classes de
nanomateriais apresentaram aprimoramento na biomarcacdo luminescente a nivel
citoplasmatico. Por fim, o composto '"’Lu-EuDPACSiO,-NHj foi testado preliminarmente em

camundongos nude através de administragdo intratumoral, o que revelou o seu potencial como

marcador multimodal através da captacdo de radiagdo gama através de imagens de SPECT/CT.

Palavras-Chave: NaYF.: 5%Eu. Fotoluminescéncia. Células HT-29. Acido dipicolinico.

Compostos de coordenacao. lodo-123. Lutécio-177. SPECT/CT.



ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most worrisome diseases around the world, mainly because
of its self-reported incidence and mortality. An alternative to solving this problem is the use of
nanoparticulate bioprobes that support existing techniques for identifying the disease as early as
possible, thus increasing the patient's survival rate. In this context, the use of luminescent and/or
radioactive nanoparticles are excellent alternatives in the production of those nanomaterials. The
present manuscript reports the synthesis, characterization and use of two classes of
nanomaterials, the NaYF4:5%Eu derivatives and the hybrid compound formed from the
combination of SiO2 and Europium complex (EuDPAcSIO2-NHy), in order to exploit its
luminescence for bioimaging assays. In addition, radioisotopes 1-123 and Lu-177 were
incorporated into the aforementioned compounds, respectively, seeking to obtain multifunctional
systems. For the production of NaYF4:5%Eu based material was used a protocol previously
described in the literature. The nanoparticles were conjugated with small organic aromatic
molecules, seeking to increase the specificity of the luminescent bioprobes in colorectal cancer
cells (HT-29). Therefore, three of these conjugated nanoparticles were selected for 1-123
incorporation reactions. On the other hand, the synthesis of the EUDPAcSIO2-NH: hybrid
compound was also performed using methodologies reported in the literature and the final
material was tested as a luminescent bioprobe in HT-29 cells. Incorporation of Lu-177 into this
compound was accomplished by the addition of the in situ radioisotope during the synthetic
protocol. Both nanomaterials were evaluated for their use as biomarker in in vitro assays. The
nanocomposites synthesized were characterized by their structural, morphological,
chemical/compositional, thermal, biological and optical properties. In addition, the radiolabeled
materials were analyzed for their cellular uptake assays. The results show that nanoparticles
based on NaYF4:5%Eu have shown improvement in the biomarking of HT-29 cells at the
cytoplasmic level. The results for the EuDPAcSIO,>-NH. nanoparticles presented similar
behavior, with efficiency in the labeling of HT-29 cells at the cytoplasmic level. Finally, the
compound was preliminarily tested in nude mice by intratumoral administration, which revealed
its potential as a multimodal marker through the uptake of gamma radiation by SPECT / CT

images.

Keywords: NaYF4:5%Eu. Photoluminescence. HT-29 Cell line. Dipicolinic acid. Coordination
compound. Iodine-123. Lutetium-177. SPECT/CT.
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1 INTRODUCAO

Estima-se, a partir de dados coletados em 2018, que o cancer de colorretal é o terceiro
tipo de céancer (9,7%) com maior incidéncia no mundo (excluindo-se o cancer de pele), atrds
apenas do cancer de pulmao (13%) e cancer de mama (11,9%) (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2018). No que se refere a indice de mortalidade, o dado ainda
é mais alarmante, pois o cancer de colorretal ocupa segunda posicao (9,2%) o que demonstra o
grau de perigo que esta doenga pode causar (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2018).

No que se refere ao Brasil o cancer de colorretal também tem indicadores de mortalidade
e incidéncia elevados. No pais, o indice de mortalidade para o ano de 2018 apresentou valor
igual a 9,3%, ocupando o terceiro lugar considerando ambos os sexos, apenas atras do cancer
de mama e prostata com 15,3% e 15,2%, respectivamente. A relacdo de género também mostra-
se importante para determinacdo da incidéncia deste cancer no pais. Estima-se que em 2018
ocorreram 27.737 (8,9 %) novos casos de cancer de colorretal considerando apenas homens e
27.046 (9,6%) novos casos de cancer de colorretal considerando apenas mulheres,
correspondendo a ocupacao das segundas posi¢cbes no numero de incidéncia (INCA, 2017;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018).

A incidéncia do cancer de colon e reto é o segundo mais frequente nas regides Sudeste
e Sul. Nas regides, Centro-Oeste, Nordeste e Norte é o terceiro mais frequente (INCA, 2017).
Como mencionado anteriormente, as taxas de incidéncia do cancer de colorretal apresentam-se
muito distintas em relacdo as regides do Brasil. Um motivo para isso pode ser o fato da doenca
ser influenciada por fatores genéticos, ambientais e pelo estilo de vida do individuo (ARNOLD
etal., 2017; BOYLE; LEON, 2002; SANDLER, 1996).

O diagnostico do cancer de colorretal € realizado através da identificacdo de feridas
(Ulceras) no colon ou no reto. Para isso, existem alguns métodos tipicamente utilizados para o
deteccdo da doenca, tais como: teste de sangue oculto nas fezes (TSOF), sigmoidoscopia e
colonoscopia (LIEBERMAN, 2010).

TSOF é o teste mais utilizado atualmente principalmente pela sua maior simplicidade
de analise em comparacdo com os demais métodos de investigacdo (LIEBERMAN, 2010). Este
teste é baseado na identificagdo de pequenas quantidades de sangue nas fezes do paciente,
visando perceber indicios de Ulceras nos mesmos, o que pode indiciar a presenca de cancer de

colorretal. Apesar de ser uma técnica bastante simples é também a menos sensivel dentre as
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existentes, visto que a mesma é passivel de falsos positivos pela ingestdo de determinados
alimentos. Além disto, a percep¢do da enfermidade dependerd da qualidade e do nimero de
reproducdes na analise da amostra (CUNNINGHAM et al., 2010).

Uma outro método de diagndstico muito importante na deteccao do cancer de colorretal
¢ a signoscopia. Este exame baseia-se no uso de uma sonda que é inserida no intestino grosso
(c6lon) avaliando os 6érgdos a uma distancia de no maximo 60 cm, onde se desenvolve a maior
parte do cancer de colorretal. Esta analise permite identificar a presenca de feridas nos tecidos,
além de permitir, caso necessario, a remocdo de amostras para biopsias que sdo importantes na
identificacdo do carcinoma (LIEBERMAN, 2010).

A Colonoscopia é a técnica de rastreamento mais comum para identificacdo do cancer
de colorretal atualmente devido principalmente ao seu alto indice de precisdo, 0 que pode
reduzir a incidéncia da doenca em cerca de 76% a 90% dos casos (ASSIS, 2008). Esta técnica,
analogamente a signoscopia, também é baseada na introdugdo de uma sonda no intestino grosso
e reto, agora em uma maior profundidade, possibilitando diagndsticos mais eficientes.
Entretanto, este método estd associado a um maior risco de complicacfes em relacdo aos outros,
bem como maior ocorréncia de perfuracdes e hemorragias na regiao investigada (ASSIS, 2008;
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Além de requerer uma maior preparacdo intestinal,
restricdo alimentar e seus resultados serem muito dependente da pericia do operador (ASSIS,
2008).

Apesar de exitirem técnicas bem estabelecidas para o diagnostico de cancer de colorretal
ainda ocorrem muitas falhas nas analises médicas que podem ser solucionadas. Neste sentido,
vem sendo desenvolvidos métodos alternativos para deteccdo deste mal ao longo dos anos
visando complementar as técnicas ja existentes e promover diagndsticos com maior preciséo e
menor tempo. Uma dessas alternativas é a exploracdo da nanociéncia no ambito do
desenvolvimento de nanomateriais. Estes campo vem ocupando posicdo de destaque,
principalmente por possibilitar o alcance de alta especificidade e sensibilidade nos diagnosticos.
Estas qualidades provem das propriedades intrinsecas dos nanomateriais, fazendo com que o
uso desta classe de compostos apresente-se como uma via mais versatil em comparacdo com
as técnicas de diagndsticos comumente empregadas (GUERRINI; GARCIA-RICO;
ALVAREZ-PUEBLA, 2018). Atualmente a escolha de nanomateriais para utilizacdo como
biomarcadores de cancer tem ganhado evidéncia na ciéncia, 0s quais podem ser representados
por uma diversidade de compostos como, por exemplo, na forma de 6xidos metalicos,

semicondutores, polimeros, dentre outros. O sucesso no emprego das nanoparticulas para uso
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como biomarcadores e/ou na terapia do cancer estd diretamente relacionado as suas
propriedades fisico-quimicas, dentre as quais podemos destacar 0 magnetismo, radioatividade
e luminescéncia como uma das mais relevantes (PAN et al., 2018; YE et al., 2018).

Neste trabalho sdo desenvolvidos duas classes de nanomateriais, as particulas de
NaYF4:5%Eu conjugadas com pequenas moléculas arométicas (acido p-cumarico, tirosina,
BODIPY e fitalocianina de zinco (ZnPC)) e 0 complexo de coordenagéo inserido em uma matriz
de SiO», visando o seu uso para biomarcacédo de cancer de colorretal. Os marcadores bioldgicos
exploram as propriedades luminescentes provenientes da espectroscopia do ion Eurdpio
trivalente inserido nas matrizes inorganicas de ambos 0s compostos. Adicionalmente, a
radioatividade é incorporada ao material pelo uso dos isétopos radioativos Lu-177 e 1-123 nos
compostos, seja por substituicdo do sitio lantanideo ou por incorporacao via reagdo de iodacgéo
em anéis fendlicos, respectivamente, resultando na composi¢cdo de sondas multimodais
(luminescentes-radioativas) que funcionem como alternativas para o diagnostico do cancer de

colorretal.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver duas classes de nanoparticulas luminescentes e radioativas para atuar como

biomarcadores de cancer de colorretal.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Neste trabalho preparou-se duas classes de nanomateriais multimodais (luminescentes-

radioativos), onde 0s seus objetivos especificos individuais sdo apresentado a seguir:

i) Nanoparticulas a base de NaYF4:5%Eu:

Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas NaYF4:5%Eu

Aplicar a metodologia de funcionalizacdo das nanoparticulas NaYF4:5%Eu com
grupos amina (NaYF4:5%Eu-NH>) e caracteriza-las;

Realizar as reacdes de conjugacdo entre as particulas NaYF4:5%Eu-NH. e as
moléculas acido p-cumarico, tirosina, BODIPYs, ZnPC e BODIPY/Tirosina e
caracteriza-las;

Avaliar as propriedades Opticas tanto para as particulas NaY F4:5%Eu-NH2 quanto
para 0s compostos conjugados NaYF4:5%Eu-Coumaric, NaYF4:5%Eu-Ty3,
NaYF4:5%Eu-BODIPY COOH, NaYF4:5%Eu-BODIPY NCS, NaYF4:5%Eu-
ZnPC e NaYF4:5%Eu-BODIPY NCS/Ty3;

Estudar a absorcao célular, utilizando a linhagem HT-29, para as nanoparticulas
conjugadas utilizando-se da microscopia Optica confocal;

Realizar reacGes de incorporacdo de 1-123 nos compostos NaYFs:5%Eu-
Coumaric, NaYF4:5%Eu-Ty3 e NaYF4:5%Eu-BODIPY NCS/Ty3;

Avaliar a absorgdo celular utilizando em células HT-29 quantificando a atividade

radioativas dos compostos sintetizados.
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Nanoparticulas a base de EUDPACSiO,-NH3:

Sintetizar e caracterizar o complexo EUDPA conforme descrito na literatura;
Preparar o0 nanocomposto hibrido de coordenacdo EUDPACSIO2-NH2 e
caracteriza-lo;

Investigar as propriedades Opticas dos compostos EUDPA e EUDPACSIO2-NHy;
Estudar a absor¢do das nanoparticulas EUDPACSIO2-NH; por células de colorretal
da linhagem HT-29 por microscopia optica confocal;

Realizar reacfes de incorporacdo de Lu-177 nas nanoparticulas EUDPACSIO.-
NH2 (*"’Lu - EUDPACSIiO2-NHy);

Avaliar a absorcéo celular utilizando em células HT-29 quantificando a atividades
radioativa para 0 Y’’Lu - EUDPACSiIO2-NHy;

Obter e avaliar imagens de SPECT/CT para 0 composto /’Lu-EuDPACSiO2-NH;

€m ensaios in vivo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 IONS LANTANIDEOS: ESTRUTURA ELETRONICA E PROPRIEDADES
ESPECTROSCOPICAS

Os lantanideos sdo elementos que compdem o sexto periodo da tabela periddica,
compreendendo os quinze elementos que vao do lantanio (La, Z = 57) ao lutécio (Lu, Z = 71).
Estes elementos possuem uma configuragdo eletrénica no estado fundamental representada por:
[Xe]4f"5d™> 6s% com n variando de zero (La) a quatorze (Lu) e com valores de x = 0 ou
1(BINNEMANS, 2015). Eles tipicamente apresentam o numero de oxidagdo +3, o0 que leva a
configuracdo [Xe]4f" (n =1, 2, 3,..., 14), promovendo para a maioria de seus elementos uma
camada f semi-preenchida, fato que é de suma importancia para o surgimento das propriedades
deste ion (BINNEMANS, 2015). Uma das principais caracteristicas dos ions lantanideos é o
fato de os elétrons pertencentes aos orbitais 4f encontrarem-se protegidos pelos orbitais 5s e 5p,
fendmeno denominado como efeito de blindagem. A principal consequéncia deste efeito é
observado no comportamento das transicdes f-f, que apresentam linhas finas e bem definidas
nos espectros de excitacdo e emissdo, similar ao que ocorre em um espectro atbmico. Além
disso, o preenchimento preferencial do orbital mais energético (4f) proporcionado pelo efeito
de blindagem favorece uma situacdo ndo usual de diminuicdo do raio ibnico como o aumento
do nimero atdmico, e este processo € nomeado por contracdo lantanidica (BINNEMANS, 2015;
SEITZ; OLIVER; RAYMOND, 2007).

Como uma das consequéncias do efeito de blindagem dos orbitais 4f é apropriado tratar
este nivel energético como um orbital atdbmico isolado que pode sofrer influéncia de um campo
perturbativo promovido pelas entidades ligadas a eles. Deste modo, € interessante considerar
inicialmente o sistema formado pelo ion lantanideo livre para a descricao dos seus niveis 4f de
energia e em seguida considerar a influéncia do ligante no seu ambiente quimico
(BINNEMANS, 2015; CARNALL et al., 1989). No caso do ion lantanideo livre, pode-se
imaginad-lo em uma simetria esferossimétrica, sem a presenca de liga¢cdes quimicas, onde a
influéncia do ambiente externo consiste em interacoes eletronicas formadas pelo campo central
(Ho), pela repulsdo coulombiana (Hc) e pelo acoplamento spin-drbita (Hso), ordenadas de forma
crescente em relacdo & magnitude da influéncia exercida no ion. O campo central se relaciona
com a energia potencial gerada na configuracio esferossimétrica. E a partir deste campo que
sdo obtidos os niveis de energia da configuracdo [Xe]4f" (CARNALL et al., 1989). A repulséo

coulombiana entre os elétrons 4f" promove a quebra de degenerescéncia destes estados e
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formacdo dos niveis eletronicos representados por termos espectroscopicos 25*1L, onde S é o
momento de spin total e L 0 momento angular de spin total. A interagéo spin-Orbita promove o
acoplamento dos numeros quanticos L e S na composi¢do do momento angular total (J) para a
formacdo dos niveis 25*1L; (BINNEMANS, 2015).

Quando nos referimos a formacdo de compostos com lantanideos, considera-se que o
efeito de blindagem dos orbitais 4f pelos orbitais 5s e 5p tornam o carater covalente menos
relevante na formacéo de suas ligacGes quimicas e, sendo assim, a descricdo mais apropriada
se baseia na teoria do campo ligante (CARNALL et al., 1989). Esta abordagem pode ser
compreendida, de forma representativa, pela deformacdo da simetria esferossimétrica do ion
livre provocada pela presenca dos ligantes, que em uma aproximagcao eletrostatica atuam como
portadores de carga na deformag&o do ambiente quimico do metal. A presenga do campo ligante
(HcL) promove uma quebra de degenerescéncia dos estados 2*L; em novos estados,
implicando no surgimento dos chamados niveis starks, que sdo formados pelo acoplamento dos
nameros quanticos Mys (BINNEMANS, 2015). De modo geral, a formacao dos estados dos
fons Ln3* pode ser descrita pela composicéo de interacdes referentes ao fon livre (Hion livre) e
interagdes devido ao campo ligante (Hc) como mostrado na Figura 1.

Dentre os ions lantanideos 0 mais explorado em termos de suas propriedades dpticas é
o Eu®*, e isto se relaciona com a caracteristica de seus compostos apresentarem alta pureza de
cor, e principalmente pelo ion eurdpio servir como uma 6tima sonda estrutural (BINNEMANS,
2015). Esta Gltima esta intimamente relacionada com a natureza do seu nivel emissor °Do, que
por ndo sofrer separacgdo sob a influéncia do campo ligante (2J+1 = 1) favorece a formacéao de
poucas linhas espectrais que podem ser relacionadas com a modificagdo da simetria em torno
do fon. As linhas de emissdo do Eu®* geralmente investigadas correspondem as transicdes °Do
—'F; (onde, J =0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6) que sdo oriundas de sua configuracéo eletronica 4f°. Em
termos do carater da transicdo °Do — 'F1 0 mecanismo é regido por dipolo magnético e suas
linhas ndo sdo afetadas pela mudanca de simetria. Por outro lado, a transi¢do °Do— 'F; é
governada predominantemente pelo mecanismo de dipolo elétrico forcado, mais sensivel a
alteracGes no ambiente quimico que circunda o ion. Isto significa que pequenas mudancgas na
simetria do ion podem ser correlacionadas por altera¢fes no padrdo de linhas no seu espectro
de emissdo (BINNEMANS, 2015).
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Figura 1 - Principais interagles intra-atbmicas para o caso do ion lantanideo livre e considerando a
contribuicdo do campo ligante.
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Fonte: Fornecida pelo proprio autor.

A transicdo °Do — Fotambém é governada por mecanismo de dipolo elétrico, contudo
esta transicdo somente é verificada em simetrias muito baixas (tipicamente para sistemas com
grupos pontuais Cn, Cnyv € Cs,) onde néo suas simetrias ndo possuem de centro de inverséo, e a
regra de selecdo de Laporte, que outrora apresentava-se proibida (AJ = 0), é relaxada (DA
SILVA VIANA et al., 2014; LIMA; MALTA; ALVES JUNIOR, 2005). Além disso, ainda é
possivel, em alguns casos, estimar o nimero de sitios metalicos no composto pela quantidade
de linhas presentes na transicdo Do — ‘Fo, quando houver ocorréncia da mesma no sistema
estudado, pois cada sitio devera contribuir com uma linha nesta transi¢do (multiplicidade: 2J+1
= 1) (BINNEMANS, 2015).

As excelentes propriedades apresentadas anteriormente sugerem de a exploragcdo da
espectroscopia de fons Eu®* em diferentes materiais. Para isso, duas classes de compostos serdo
investigadas neste trabalho: i) nanoparticulas do tipo NaYF4:Eu®* e ii) compostos hibridos de

coordenacdo com ions Eurdpio inseridos em nanoparticulas de silica radiomarcados

(EuDPACSIO,-NH>) visando a composic¢do de materiais alternativos para biomarcagéo.
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3.2 BIOMARCADORES

321 BIOMARCADORES LUMINESCENTES

Os compostos luminescentes vém ao longo dos anos representando uma das mais
importantes classes de materiais, visto que a eles sdo atribuidos uma vasta gama de aplicacdes
que podem influenciar direta ou indiretamente no progresso das mais diversas areas, bem como
no desenvolvimento de novas tecnologias (BUNZLI; PIGUET, 2005; DA LUZ et al., 2015),
seguranca (WEBER et al., 2011) e saude publica (HUANG et al., 2014). De forma geral, a
luminescéncia destes compostos pode ser definida como a emisséo de luz gerada como resposta
a um estimulo qualquer aplicado a matéria, com excessao a variagao de temperatura. Quando
um corpo material é estimulado através da incidéncia de luz (fotons) a luminescéncia resultante
é classificada por fotoluminescéncia (BLASSE; GRABMAIER, 1994).

O processo de fotoluminescéncia pode ocorrer por diferentes caminhos (mecanismos) e
estd relacionado com o comportamento Optico intrinseco de cada material. Um exemplo
classico de matérial luminescente sdo os pontos quanticos (Qdots). Qdots sdo nanocristais
inorganicos da classe dos semicondutores e 0 seu comportamento éptico pode ser
correlacionado com o seu tamanho de particula, devido ao fendmeno conhecido como
confinamento quantico (MATTOUSSI; PALUI; NA, 2012).

Além da escolha do tipo do composto luminescente é de fundamental importancia o
entendimento da aplicagédo de interesse. Quando estes materiais exploram suas propriedades
Opticas no meio biologicos séo classificados como biomarcadores luminescentes. Os
biomarcadores sdo materiais que podem ser introduzidos em um organismo e que possuem
capacidade de servir como indicador mensuravel, ou seja, capaz de monitorar funcées biolégica
normais, progressdes de doencas, eficcia de tratamentos e efeitos adversos ocasionados por
agentes terapéuticos (YE et al., 2018). Na literatura existem varios sistemas luminescentes que
utilizam nanomateriais inorganicos como plataformas para diversas aplicacdes na composi¢ao
de biomarcadores (HUANG et al., 2014),(LI1U et al., 2013). Um exemplo disso é mostrado por
Chatterjee e colaboradores (CHATTERJEE; RUFAIHAH; ZHANG, 2008), onde é descrito um
sistema para marcacdo de células e tecidos utilizando nanoparticulas luminescentes formadas
pelo composto NaYF4:Yb,Er recoberto com polietilenimina (NaYFa4:Yb,Er/PEI). Este material
apresenta emissdo de luz violeta intensa, avaliando-se a suspensdo de particulas em tampéo

fosfato-salino (PBS), apds exposicdo a radiagdo laser (Aex = 980 nm) em funcéo do tempo de
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incubacdo. Adicionalmente, o material apresenta viabilidade celular, efeitos na proliferacéo
celular ou efeitos toxicos que eventualmente podem conduzi-las a morte, acima de 80%, além
de revelar eficiente marcacdo em células tumorais para as linhagens HT-29 e OVCARS3
referente aos carcinomas de colorretal e ovario, respectivamente (Figura 3a-b). A eficiéncia no
uso das particulas NaYF4:YDb,Er/PEI em sistema de marcacdo in vivo também foi verificado
pela injecdo das particulas em camundongos, as quais revelaram-se sondas eficazes como pode
ser observado pela emissdo de luz visivel no tecido do animal (Figura 3c).

Um outro exemplo de biomarcadores luminescentes sao os nanocompostos hibridos formados
pela encapsulagdo de complexos metalicos fluorescentes por nanoparticulas de silica amorfa
funcionalizada (SNP). Um representante desta classe de materiais é relatado por Gomes e
colaboradores (GOMES et al., 2013) no qual é explorado a luminescéncia do complexo de
Térbio, formado pela coordenacdo com o acido picolinico, inserido dentro de SNP (Tbpic—
SiOgy; Figura 4).
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Figura 2: Representacdo do uso das nanoparticulas NaYF4:Yb,Er/PEI para biomarca¢do em ensaios in vitro
utilizando células a) HT-29 e b) OVACARS3. O ensaio de biomarcagdo com experimentos in vivo é apresentado

em c).

)

Fonte: Adaptado de (CHATTERJEE; RUFAIHAH; ZHANG, 2008).

Este sistema foi projetado visando minimizar a instabilidade quimica do marcador fluorescente
em relacdo ao meio externo. O composto hibrido Tbpic-SiO, formado mostrou-se atoxico apds
incubacdo em células de levedura Candida albicans, além de apresentarem boa intera¢do na

membrana celular, o que é revelado pela microscopia dptica confocal (Figura 4).
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Figura 3: Imagens de TEM (esquerda) e micoscopia Optica confocal (direita) para nanoparticulas hibridas
luminescentes Tbpic-SiO, isoladas e ap0s incubacdo em células de levedura Candida albicans,

respectivamente.

10 pm

Fonte: Adaptado de (GOMES et al., 2013).

Importante notar que existem outras classes de biomarcadores, tais como materiais para
ressonancia magnética de imagem (RMI) e radiomarcadores biolégicos, onde estes Gltimos

iremos explorar em maiores detalhes para composicdo de parte de nossos materiais.

3.2.2 BIOMARCADORES A BASE DE NANOMATERIAIS RADIOATIVOS

A diferenca bésica entre um nanomaterial convencional e um nanomaterial radioativo
esta na possibilidade de introduzir as propriedades fisico-quimica Unicas dos radionucleotideos
em nanocompostos de forma sinérgica, explorando a capacidade de deteccdo da radiacdo
emitida pelo radioisétopo na geracdo de imagem (LU; HONG; CAI, 2016). A maioria dos
nanomateriais radioativos sdo utilizados como agentes para obtencéo de imagem por tomografia
por emissdo de pdsitron (PET) ou tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico
(SPECT). No presente trabalho daremos mais enfoque em imagens obtidas pela técnica de
SPECT, principalmente oriudas dos radionucleotideos escolhidos para composicdo dos
biomaterais geradores de radiagdo gama (Lu-177 e 1-123).

O SPECT é uma técnica nuclear para obtencdo de imagens de moléculas, metabolismos

e/ou funcdes bioquimicas dos 6rgaos e células. Como o0 nome sugere as imagens sao formadas
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a partir de Unico raio-y por desintegragdo nuclear. Uma quantidade grande de raios-y sdo
coletadas por cameras de detec¢do que recebem essa radiacdo ap0s a aquisi¢do dos sinais em
movimento rotacional, comumente em angulos de 0° a 360°, convertendo-os em imagens 3D,
as quais identificam a localizacdo do radionucleotideo com precisdo (LONG, 2015).

Além das impressionantes caracteristicas Opticas destacadas anteriormente, 0s
lantanideos se destacam também pelas suas propriedades radioativas (BANERJEE; PILLAI;
KNAPP, 2015). Esta classe de radioisétopos sd@o conhecidos por serem extensivamente
utilizados como agentes de imagens com capacidade de formar compostos metalorganicos
estaveis e especificos que sdo Uteis para uso em diagnostico e terapia de diversas doengas
(HOWELL et al., 1994; LU; HONG; CAI, 2016). Um exemplo destes sdo 0s compostos
metalorganicos que utilizam ligantes quelatos, onde 0s seus representante mais conhecidos sao
proveniente de complexos utilizando o composto macrociclico DOTA (acido 1,4,7,10 -
tetraazaciclododecano - 1,4,7,10 - tetraacético), devido sua estrutura quimica favorecer alta
estabilidade na coordenacdo com radioisétopos, o que viabiliza a obtencdo de sondas eficazes
para geracdo de imagens. (STASIUK; LONG, 2013). Na Figura 4 é representada a estrutura
quimica do complexo Lu-DOTA, configuracdo analoga ao seu complexo radioativo
(BANERJEE; PILLAI; KNAPP, 2015) .

Figura 4:.Estrutura representativa do complexo Lu-DOTA
O

Fonte Adaptado de (BANERJEE; PILLAI; KNAPP, 2015).
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A escolha do radiois6topo para uso médico depende de alguns fatores importantes, bem
como o seu tempo de meia vida (ti2), tipo de decaimento radioativo (@, S~ ou y), energia de
emissdo (KeV) e atividade especifica (mCi/mg) (CUTLER et al., 2000). Dentre as particulas
emissoras existentes as o e f~ sdo potencialmente utilizaveis para radioterapia, pois sua energia
é capaz de produzir danos em distancias mais curtas (entre 50 - 100 um e entre 0,2 - 15 mm,
respectivamente), possibilitando assim a realizagdo no tratamento de cancer de colorretal, por
exemplo, com maior precisdo atingindo tanto quanto possivel apenas a regido enferma. Dentre
os lantanideos beta-emissores, 0s mais apropriados para uso em tratamentos sdo: Pm-149, Sm-
153, Dy-166, Ho-166, Yb-175e Lu-177 (CUTLER et al., 2000). Na Tabela 1 é descrito o tempo

de meia vida, energia maxima para emissao beta e a energia da emissdo gama destes elementos.

Tabela 1: Tempo de meia vida (ti2) e principais energias dos decaimentos beta (Egmax) € gama (E,) para 0s

lantanideos beta-emissores.

Decaimento
Radioisotopo tu2 (dias) Epmax (MeV) E, (KeV)
Pm-149 2,21 1,10 286,00
Sm-153 1,93 0.69 103,00
Dy-166 3,40 0,40 82,50
Ho-166 1,12 1,80 80,60
Yb-175 4,19 0,47 396,00
Lu-177 6,71 0,50 208,00

Diante dos radioisétopos lantanidecos anteriormente apresentados podemos destacar o
Lu-177 como um dos elementos mais interessantes para composicdo de compostos para
diagndsticos e terapia (BANERJEE; PILLAI; KNAPP, 2015). Como supracitado, as particulas
[~ sdo capazes de se depositarem em distancias mais curtas do tecido e isso pode ser explorado
no tratamento de tumores de forma especifica (evitando 6rgéos sadios). Neste ambito o Lu-177
apresenta-se como um forte candidato no campo da radioterapia devido a0 mesmo possuir
grande abundancia para sua emissao £~ de maior energia (498 KeV), cerca de 79,3%, seguido
de 9,1 e 12,2% para as emissdes S de energia intermediaria (380 KeV) e de baixa energia (176
KeV), respectivamente (BANERJEE; PILLAI; KNAPP, 2015). Além disso, este radioisotopo
possui duas emissdes y com abundancias consideraveis 208 KeV (11,00%) e 112.95 KeV

(6,40%), as quais sdo capazes de ser detectaveis e convertidas em imagem (SPECT/CT), que
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sdo importantes para andlises de pré-terapia, biofarmacocinética e guia de dosimetria do
radiofarmaco utilizado (BANERJEE; PILLAI; KNAPP, 2015).

O segundo radionucleotideo explorado nestre trabalho € o 1-123. Este radiois6topo vem
se apresentando como um 6timo candidato na composicao de biomarcadores explorando sua
propriedade y-emissor. O uso deste radionucleotideo surge como uma resposta aos problemas
enfrentados pelo radiomarcadores classicos, principalmente o Fldor-18 (ti2 = 109.7 minutos),
devido a sua maior facilidade de promover reacfes de halogenacdo, por apresentar tempo de
meia vida suficientemente longo para detec¢éo e monitoramento de processos bioquimicos (ti2
= 13.3 h), além de possuir linhas gama com enrgias e abundancias capazes de serem detectadas
com eficiéncia por cameras de radiacéo ionizante (STOCKLIN, 1977).

Para composicdo do biomarcador ¢é altamente importante a determinagdo do método de
radiomarcacdo escolhido, o que passa pelo conhecimento das propriedades quimicas e
composicionais do material estudado. Neste sentido, técnicas de radioiodacéo aplicaveis ao I-
123 podem ser divididas pela natureza do processo empregado, onde € possivel destacar os
métodos fisico-quimico, enzimatico e quimico (BOURGUIGNON et al., 1997). Além disso, no
que se refere a técnica de radioiodacdo quimica é possivel classifica-la pela reacdo de
substituicdo envolvida: eletrofilica ou nucleofilica. Considerando as reagdes de radioiodacao
para preparacdo de biomarcadores, teremos que as reacGes nucleofilicas ocorrem pela
substituicdo de um iodeto radioativo por substituintes organicos, como por exemplo reacdes de
substituicdo em aneis fendlicos. Por outro lado, reacdes eletrofilicas podem ser realizadas a
partir do uso de iodo molecular (**I;) juntamente com reagentes oxidantes favorecendo a
obtecdo do material de interesse (BOURGUIGNON et al., 1997).

3.3 NANOPARTICULAS INORGANICAS DA CLASSE NalLnF4

Compostos do tipo NaLnF4 (onde, Ln = lantanideos) comp&e um importante grupo de
materiais com uma larga variedade de aplicacdes resultante de suas propriedades, tais quais, 0
baixo tamanho médio de particulas, baixa citotoxicidade e por apresentar sua espectroscopia de
fotoluminescéncia com caracteristicas Unicas (QIAN; ZHANG, 2008).

Em termos de estrutura cristalina esta classe de materiais pode assumir duas fases
distintas: a-NaLnF4 (cubica) e B-NaLnF4 (hexagonal). A fase B-NaLnF4 é sem ddvida a mais
relatada na literatura para composicdo de dispositivos luminescentes, principalmente por

apresentar um grupo pontual de simetria mais baixa na vizinhanga do ion Ln3*, o que favorece



36

0 aparecimento das transicOes f-f e, por conseguinte, a observacdo mais expressiva de linhas
caracteristicas do ion lantanideo no espectro de emiss&o.

O primeiro relato de uma descricdo detalhada desta estrutura cristalina foi feita por
Burnis em 1965 (BURNS, 1965). Neste trabalho o NaLnF4 apresenta grupo espacial P-6 onde
os anions flior se organizam em arranjos triangulares e os cations com trés formas distintas:
um sitio ocupado por Ln®*, um sitio ocupado estatisticamente por %2 Na* e % Ln3* e dois sitios
ocupados estatisticamente por Na* e vacancias (BURNS, 1965). Neste arranjo cristalino o ion
lantanideo pode assumir ambos os sitios cristalograficos com disposicdo estatistica com
nameros de coordenacdo 9 compondo dimeros conectados da forma Ln-F-Ln. A Figura 5
mostra 0 ordenamento cristalino desta classe de composto representado pela célula unitaria do
NaEuFs (ZAKARIA et al., 1997).

Figura 5: Representacdo da célula unitéria para o composto B-NaEuF, ilustrando os ambientes quimicos

entorno dos cations metélicos presentes na estrutura cristalina.
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Fonte Adaptado de (ZAKARIA et al., 1997).

O que mais chama atencdo em relacdo aos compostos NaL.nF, sdo suas propriedades
Opticas. Dentre a grande quantidade de ions lantanideos possiveis para escolha, o ion eurdpio
inserido como dopante na composicdo do NaYFsEu®* merece destaque, principalmente
atuando como material promissor no campo da nanomedicina para composicdo de
biomarcadores luminescentes (KUMAR et al., 2009; PODHORODECKI et al., 2012).
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Atualmente a evoluc¢do tecnoldgica traz significativa melhora na relacéo de tempo entre
a deteccdo de uma doenca e a realizacdo de um diagnostico. Entretanto, no que se refere ao
desenvolvimento de biomarcadores alguns critérios devem ser satisfeitos: as sondas devem ser
preferencialmente multifuncionais, ndo-tdxicas, opticamente estaveis, pequenas em tamanho
(tipicamente < 200 nm) além de serem funcionalizaveis com vetores seletivos (proteinas,
anticorpos, dentre outros) (YAO; YAO; TONG, 2012).

Os materiais mais classicos utilizados na formacéo de biomarcadores luminescentes sao
0s Qdots. Entretanto, os métodos mais classicos de preparacdo destes materiais baseiam-se no
uso de metais pesados, como o Cadimio (CdTe, CdS), o que confere ao composto uma elevada
toxicidade (GHADERI; RAMESH; SEIFALIAN, 2011). Tendo em vista esta problematica é
importante buscar alternativas mais eficientes para a composicdo de biomarcadores
luminescentes e neste ponto os compostos NaL.nF4 podem ser utilizaveis principalmente devido
a sua alta biocompatibilidade (YANG, 2014). Na literatura sdo encontrados diversos exemplos
destes materiais (NaYFs, NaGdF3,...) que, por ndo apresentarem biotoxicidade e exibirem
intensa emissao de luz, sdo fortes candidatos para composicao de biomarcadores luminescentes
(CHEN; LIU; TU, 2014).

Diante deste panorama, a utilizagdo de nanoparticulas do tipo NaLnF4:Eu®* é uma via
interessante na formacao de biomarcadores eficientes, principalmente pelo ion eurdpio possuir
propriedades luminescentes unicas, bem como linhas de emissdes estreitas e bem definidas e
por possuir emissdo predominante na regido do vermelho/infravermelho préximo (NIR), o que
€ uma caracteristica importante para uso em biomarcacéao, considerando o poder de penetracdo
da radiacdo na pele (AVCI et al., 2013). A Figura 6 mostra a relagéo entre a penetracdo da luz
em relacdo a irradiacdo em diferentes comprimentos de onda. E possivel perceber que a
radiacdo na regido do vermelha/NIR pode chegar até a parte mais interna da pele (hipoderme)
0 que é interessante no que se refere ao desenvolvimento de biomarcadores luminescentes. A
Tabela 2 mostra uma relacao entre diferentes faixas de comprimento de onda e a profundidade

de penetracao da luz na pele.
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Figura 6: llustracdo da correlacdo entre a penetracdo da luz em tecidos epiteliais e o0 comprimento de onda

utilizado.

(Comprimento de Onda)
150-380 390-470 475-545 545-600 600-650 780-940 940-1100

Epiderme

Derme

Hipoderme

Fonte: Adaptado de (AVCl et al., 2013).

Tabela 2: Faixa de comprimento de onda, variacao de cor e distancia de penetragdo da luz quando exposta a pele
humana (AVCl et al., 2013.)

Comprimento de Onda (nm) Variagéo de Cor Penetracdo (mm)
150-380 Ultravioleta <0,1
390-470 De Violeta para Azul <0,3
475-545 Azul-Verde ~0,3-0,5
545-600 De Amarelo para laranja ~0,5-1,0
600-650 Vermelho ~1,0-2,0
650-950 Vermelho-NIR 2-3

950-1200 NIR 1
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Existem exemplos reportados na literatura que utilizam o NaLnF4:Eu®* para bioimagem
luminescente. Sojka e colaboradores (SOJKA et al., 2016) descrevem uma estratégia de sintese
para as nanoparticulas NaGdF4:Eu®* utilizadas como biomarcador, de alta especificidade,
aplicada a cancer de pele (melanoma). Tendo em vista que as células do melanoma ndo eram
diferenciadas através de um unico marcador protéico, os autores apresentam uma estratégia de
conjugacao de Lectinas as nanoparticulas, visando o direcionamento do biomarcador para o
sitio tumoral. A andlise obtida via imagens de luminescéncia exploram o poder de penetracdo
da emissdo de luz do Eu®* na regido do vermelho/infravermelho préximo (NIR) para deteccédo
das nanoparticulas no tecido dos animais ex vivo (apds seu sacrificio). Os resultados obtidos
pela microscopia de fluorescéncia revelam que o sistema adquire especificidade pela
conjugacdo NaGdF4:Eu®*-Lectina na marcacéo de células de melanoma (Figura 7) .

Figura 7: Imagem de tecidos de melanoma com PNA-conjugado com NaGdF 4:Eu®*. Tecidos de camundongos
corados com H&E (A) Demosntracdo da abundéancia dos vasos (laranja) e sitios de produgéo de melanina (preto)
(B); O mesmo campo de visdo fotografada no modo campo claro demonstrando a absorgdo de luz de melanina
(C). Representam com maior magnificacdo da regido indicada, utilizando a fluorescéncia do DAPI, indicando

a coloragéo nucleos (D), b-NaGdF4: Eu®* (E) e os sinais fundidos (Marge; F).
. . —
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Fonte: Adaptado de (SOJKA et al., 2016).

Em outro trabalho Kumar e colaboradores (KUMAR et al., 2009) descrevem a utilizagéo
do NaYF4 dopado com diferentes lantanideos (incluindo o Eu®*) para marcagéo de células de
tumor pancreatico (linhagem de célula Panc 1) utilizando a microscopia confocal para

verificacdo da marcacdo luminescente. O composto NaYF. dopados com Gd3* (10%) e Eu®*
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(10%) apresenta as transicdes caracteristicas do Eu3* no seu espectro de emissdo na regido do
visivel, o qual se correlaciona com a cor vermelha detectada pelo olho humano. A anélise do
tempo de vida mostra um valor igual a T~10 ms, o que os autores qualificam como uma
caracteristica 6tima para bioimagens resolvidas no tempo. Na Figura 8 é mostrado as imagens
confocais considerando apenas o anticorpo Anti-claudin 4 (especifico para reconhecimento das
células tumorais) e o sistema conjugado formado pelo composto NaYF, dopados com Gd3*
(10%) e Eu®* (10%) funcionalizagdo com o anticorpo Anti-claudin 4.

Figura 8: Imagem confocal mostrando a marcagao da linhagem de célula Panc 1, em (A) células ndo marcadas
e (B) o composto NaYF4:Gd (10%), Eu (10%) conjugado com anticorpo Anti-claudin 4 com luminescéncia no

vermelho.

Fonte: Adaptado de (KUMAR et al., 2009).

3.4 COMPOSTOS DE COORDENACAO COM [ONS LANTANIDEOS
INSERIDOS EM NANOPARTICULAS DE SIO;

Outra classe de composto que merece destaque sdo as nanoparticulas de silica. Este
material foi observados pela primeira vez por Stéber e colaboradores em 1968 (STOBER;
FINK; BOHN, 1968) na obtencdo de micro- e nanoparticulas com morfologia esférica
produzida a base de alcoxidos de silicio (tipicamente tetraortosilicato de etila e/ou 3-
(aminopropil)trietoxilano para o TEOS e APTES, respectivamente). A formacdo destas
nanoparticulas é oriunda de uma reacéo de condensacao destes alcdxidos que, apds um processo

de hidrdlise, sdo conectados através dos grupos -OH, produzindo assim particulas de silica
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estabilizadas por ligacdes siloxiano (Si-O-Si). A Figura 9 mostra uma esquema geral da

construgdo destas particulas.

Figura 9: Representagdes do mecanismo de formacéo das nanoparticulas de SiO- utilizando o método sol-gel
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Fonte: Fornecida pelo préprio autor

Quando se deseja inserir grupos amina na superficie de particulas como, por exemplo,
as nanoparticulas de NaLnF4 supracitadas, utiliza-se comumente um processo analogo ao
utilizado na producéo da nanoparticulas de SiO». Para isto as particulas de interesse atuam como
sementes (pontos de nucleacdo) e uma camada de silica é formada no entorno de suas paredes
em um processo de recobrimento regular na forma de casca (Figura 10). Deste modo o0 uso do
APTES confere a particula grupos funcionais -NH> em sua superficie, 0 que € de suma
importancia, pois permite que ligacdes quimicas possam ser realizadas na regido

funcionalizada, possibilitando que moléculas possam ser conjugadas as particulas.
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Figura 10: Diagrama representativo dos processos ocorridos na funcionalizacdo com grupos amina para
particulas do tipo NaLnF4, utilizando o método Stober (STOBER; FINK; BOHN, 1968).

NH,

TEOS

NH,

Fonte: Fornecido pelo proprio autor.

Ao longo dos anos esta metodologia sofreu varios avancos e sua utilizacdo foi adaptada
ndo somente para obtencdo de micro- ou nanoparticulas e funcionalizacdo de suas superficies,
mas também para o encapsulamento de diferentes moléculas no interior das nanoestruturas de
silicio (HERMANSON, 2013). No que se refere a esta estratégia, o encapsulamento de
compostos luminescentes tem-se mostrando uma via interessante na formagdo de novos
biomarcadores. Neste sentido, podemos destacar a composicao de materiais hibridos formados
por complexos metalicos utilizando, por exemplo, ions lantanideos introduzidos em
nanoparticulas de silica (CHEN et al., 2015; DUARTE et al., 2013; LIU; YAN, 2015; YU et
al., 2013). E bem verdade que esta classe de complexos de coordenacdo é amplamente
conhecida isoladamente por suas propriedades Opticas, entretanto a estabilidade quimica,
solubilidade e biocompatibilidade por vezes podem dificultar a exploracdo destes complexos
de coordenacdo na biomedicina. Por outro lado, o encapsulamento destes compostos com
materiais baseados em SiO> apresenta-se como uma excelente condic¢do de contorno, visto que
estes sdo conhecidos por serem biocompativeis, soliveis em agua e quimicamente estaveis
(GOMES et al., 2013). Existem na literatura variadas metodologias para a obtencdo destes
compostos hibridos de coordenacdo (CHEN et al., 2015; DUARTE et al., 2013; LIU; YAN,
2015; YU etal., 2013). Um exemplo disso é reportado por Yu e colaboradore (YU et al., 2013),
onde um complexo formado com o ion Europio coordenado aos ligantes Dibenzoilmetano e
fenantrolina (Eu(DMB)3sPhen) foi envolvido por uma camada de SiO- que foi oriunda da adi¢céo
de TEOS e ambnia para a fomagdo do sistema nucleo-casca para 0 composto
Eu(DBM)3Phen@SiOo.
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35 METODOS DE CONJUGACAO APLICADO A REACOES DE AMIDAS

Um dos mais importantes fatores que qualificam o uso de nanoparticulas como
biomateriais promissores é a eficacia de sua interacdo com o meio biolégico (HERMANSON,
2013). Visando alcancar inteiramente este objetivo é necessario fornecer um aumento da
especificidade do biomaterial. Uma meio para que a especificidade seja alcancada é
promovendo-se modificacBes quimicas ou processos de conjugacdes entre grupos funcionais
distintos que resultem na formacdo de ligacBes covalentes, responsaveis pela unido de
nanoparticulas com vetores bioativos que promovam essa especificidade (HERMANSON,
2013). Estes vetores podem ser os mais diversos possiveis como: proteinas, peptideos,
aptameros e pequenas moléculas organicas, onde todos tem a funcdo de direcionar o0s
nanomateriais conjugados para proximo de regides onde 0s processos biomoleculares ocorram
(HERMANSON, 2013) . Um exemplo disso € apresentado por Kostiv e colaboradores
(KOSTIV et al, 2016) que descrevem o uso de nanoparticulas de NaYFs:Yb3/Er3*
funcionalizadas com grupos amina (derivada de silanois) para conjugacdo com peptideo RGDS
objetivando a preparacdo de biomarcadores seletivos. Os autores exploram o conhecimento
prévio da sequéncia de aminoacidos deste peptideo (arginina (Arg), glicina (Gly) e acido
aspartico (Asp)) como unidade béasica de reconhecimento celular e o utiliza como vetor de
direcionamento das particulas luminescentes para as células tumorais HeLa.

Como visto anteriormente o processo de conjugacdo de nanoparticulas € uma estratégia
importante para aplicacdo de biomateriais, contudo é necessario entender as reagdes envolvidas
para a sua formacdo. Existe na literatura cientifica uma diversidade de métodos para
conjugacdo, onde sua escolha esta intimamente ligada a reatividade dos grupos funcionais
envolvidos. O grupo funcional mais abundante nestas reacdes é a amina, principalmente por
este grupo ser o principal responsavel pela maior parte das reacBes de conjugacdo com
peptideos e proteinas, que interagem com o0s acidos corboxilicos presentes nas macromoléculas
para geracdo de ligacbes amida (HERMANSON, 2013). Em geral a unido de &cidos
carboxilicos e aminas ndo ocorre espontaneamente sob temperatura ambiente, estas sdo
tipicamente observadas com eliminacdo de 4gua ocorrendo apenas em altas temperaturas (>
200 °C), o que pode levar a decomposicao dos reagentes de partida. Por isso, € necessario que
se converta o -OH proveniente do acido carboxilico em um grupo funcional mais reativo antes
do processo de conjugacdo com amina e, para isso, utilizam-se comumente os chamados
reagentes de acoplamento (VALEUR; BRADLEY, 2009a).
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Uma das classes de reagentes de acoplamento que merece destaque s@o os sais de
urénio/aminio. A estrutura quimica destes sais favorecem uma alta reatividade com os acidos
carboxilicos na formacéo de éster ativos mantendo o compromisso com a velocidade de reacao,
pureza e minimizacdo da geracdo de subprodutos, produzindo assim as conexfes amidas
necessarias para a conjugacédo (VALEUR; BRADLEY, 2009a). O mecanismo geral para esta
esta reacdo utilizando sal de urdnio/aminio é representado da Figura 11. E importante
mencionar que esta classe de reagente de acoplamento sdo tipicamente utilizados como
reagentes na sintese de peptideos (HERMANSON, 2013). Entretanto, em alguns casos o sal de
uronio/aminio N,N,N’,N’-Tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)uranio tetrafluoroborato (TBTU) €
utilizado como um eficiente agente de acoplamento na conjugacdo de pequenas moléculas
organicas com nanoparticulas (BASU et al., 2009; HAGLUND et al., 2008; KIZILTEPE et al.,
2012; LITTI et al., 2018, MCMASTERS et al., 2017; ROY; BAEK, 2003). Contudo, neste
trabalho utilizou-se o TBTU como reagente de acoplamento na conjugagdo de parte das
nanoparticulas (NaYF4:5%Eu-Coumaric, NaYFs:5%Eu- Tyr03, NaYFs:5%Eu- BODIPY
COOH, NaYF4:5%Eu- ZnPc e NaYF4:5%Eu- BODIPY NCS/Tyr03).

Figura 11: Mecanismo para reacdo de acoplamento utilizando o sal de urénio/aminio TBTU na formac&o de

ligacGes amida.
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Fonte: Fornecido pelo préprio autor.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Todos os procedimentos experimentais foram realizados usando reagentes com grau

analitico adquiridos comercialmente, os quais foram listados na Tabela 3.

Tabela 3: Reagentes utilizados nos procedimentos experimentais.

Composto
Oxido de Eurépio
Oxido de Lutércio
Cloreto de Zinco

Sulfeto de Magnésio

lodeto de Sddio (*2°I)

Cloreto de Lutércio (*"7Lu)

Carbonato de Potassio
Tertraetil ortosilicato (TEQS)
3-aminopropil)trietoxilano (APTES)
Hidroxido de Litio
Hidroxido de Sodio
Cloreto de Sodio
Fluoreto de Sddio

Hidroxido de Amonia

Férmula molecular

EU203

LU203

ZnClz

MgSO,

Na123|

T7LuCly

K2CO3

Si(OC2Hs)s

H2N(CH,)sSi(OC2Hs)3

LiOH

NaOH

NaCl

NaF

NH,OH

Procedéncia

Sigma-Adrich

Sigma-Adrich

Sigma-Adrich

Sigma Aldrich

Nordion
International,
Ltd.

Missouri
University
Research
Reactor
(MURR)

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

AcCros

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Vetec

Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich

Pureza

99,9%

99%

97%

98%

97%

98%

99%

98 %

P.A.

P.A.

98%

28%



Acido Cloridrico
Compostos Organicos
Pirrol
Acido Oléico
1,2-Dicianobenzeno
Anidrido Acético
1-Pentanol

N,N,N’,N’-Tetrametil-O-
(benzotriazol-1-iljuranio
tetrafluoroborato (TBTU)

Alcool isopropilico
Trietilamina (EtsN)
Octadeceno
Acido p-Cumérico
Acido dipicolinico (H.DPA)
Piperidina

Eterato de Trifluoreto de Boro
(BFsOEty)

1,8-Diazabicyclo [5.4.0] undec-7-
eno (DBU)

Isotiocianato de trimetilsilano
Acido 4-hidroxibendico
Anidrido Succinico

Solventes

HCI

Férmula molecular

C4H:sN

CHs(CH,),CH=CH(CH,);COOH

C6H4(CN)2

(CHsC0),0

CHs(CH,)40H

C1:H16NsO.BF4

C3H;OH

(CoHs)sN

CigHss

CoHgOs3

C7HsNO4

CsHuN

BF30-(CzHs),

CoHisN>

(CH3)sSINCS

HOCeH4CO-H

CH.CO):0

Férmula molecular

Sigma Aldrich

Procedéncia

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Adrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Dinamica

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Procedéncia

37%

Pureza

98%

99%

98%

98%

99%

97%

P.A.

99%

90%

98%

99%

P.A.

P.A.

98%

99%

99%

99%

Pureza

46



Acetonitrila

Diclorometano (DCM)

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Metanol (MeOH)

Acetato de Etila (EtOAc)

Dimetilformamida (DMF)

Tetrahidrofurano (THF)

Tolueno

Substancias para Cultivo Célular

Linhagem celular HT-29

Hoechst 33342

Soluc¢do tampéo de fosfato
(BUBECO'S PBS)

Penicilina

Soro fetal Bovino

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Trypsin

Estreptomicina

C2H3N

CH:Cl>

(CHs).SO

CH30H

C4Hs0,

CsH7NO

C4HsO

CeHsCH3

Férmula molecular

Ca27H31Ns

CgoH11N204S

C3s5H47N7010

Ca1H39N7O12

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Procedéncia

American Type
Culture
Collection
(Manassas, VA)

Thermo Fisher

Scientific

Gen Clone

HyClone

CAISSON
LABS

Gen Clone

P.A.

P.A.

P.A.

P.A.

P.A.

P.A.

99%

99 %

Pureza

P.A

P.A.

P.A

P.A.

P.A.

P.A.

P.A.

P.A.

47
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411 SINTESE DO 10- (2-CARBOXIETIL) -5,5-DIFLUORO-5H- DIPIRROLO [1,2-
C:2', 1'-F] [1,3,2] DIAZABORININ-4-lUM-5- UIDE (BODIPY COOH)

A sintese do BODIPY COOH foi previamente relatada por Wang at al. (WANG et al.,
2009) e cedido para 0s nossos experimentos pelo Vicente Research group atuamente sediado
na Louisiana State Univerity — USA, como descrito a seguir.

Em um baldo de fundo redondo, uma mistura de anidrido succinico (200 mg, 2,0 mmol)
e pirrol (457 mg, 4,80 mmol), dissolvida numa mistura de CH2Cl, seco (20 mL) e CH3CN seco
(5 mL), foi aquecida a refluxo. sob N2 por 8 h. Depois da solucéo ter sido arrefecida até alcancar
a temperatura ambiente, adicionaram-se lentamente 6 equivalentes de EtsN (1,21 g, 12 mmol)
e depois adicionou-se continuamente 8 equivalentes de BFsOEt; (2,27 g, 16 mmol). A mistura
reacional foi rapidamente agitada sob N2 a 50 durante mais 4 horas. A reaccéo foi extinta, lavada
com agua, extraida com CHClI; e depois a fase organica foi lavada com salmoura e seca sobre
MgSOs anidro. Finalmente, o solvente foi evaporado em vacuo. ApoOs a cromatografia em
coluna de silica gel (CH2Cl/EtOAC, gradiente de 4:1 a 1:1) produziu 134 mg do composto na
forma de um p6 vermelho alaranjado. A estrutura quimica do composto obtido € mostrada na

Figura 12.

Figura 12: Representacdo da estrutura quimica do BODIPY COOH
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Fonte: Fornecido pelo proprio autor.

4.1.2 SINTESE DO 5,5-DIISOTIOCIANATO-1,3,7,9-TETRAMETHIL-10-FENIL-5H
DIPIRROLO [1,2:2', 1'F] [1,3,2] DIAZABORININ-4-lUM- 5-UIDE (BODIPY
NCS)

O BODIPY NCS foi sintetizado pela adi¢do de solucéo de cloreto de estanho a mistura
de F-BODIPY e isotiocianato de (trimetilsilil) em diclorometano (DCM). O produto foi
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recristalizado a partir da evaporao lenta da soluo de DCM com 92% de rendimento. F-BODIPY
foi obtido como relatado (BUYUKCAKIR et al., 2009; DOST; ATILGAN; AKKAYA, 2006;
LOUDET; BURGESS, 2007) e cedido para 0s nossos experimentos pelo Vicente Research
group atuamente sediado na Louisiana State Univerity — USA. A estrutura quimica do composto
BODIPY NCS é mostrada na Figura 13.

Figura 13: Representacdo da estrutura quimica do BODIPY NCS

Fonte: Fornecido pelo préprio autor.

413 SINTESE DA FTALOCIANINA DE ZINCO (ZnPC)

A metodologia utilizada na preparagdo do composto ZnPc foi adaptada do trabalho
descrito por Luan et al. (LUAN et al., 2016) e cedido para 0s nossos experimentos pelo Vicente
Research group atuamente sediado na Louisiana State Univerity — USA. O composto ZnPc foi
sintetizado por reacdo de 2,01 g (0,011 mol) de 1 com 1,89 g (0,011 mol) de &cido 4-
hidroxibenzdico e 1,50 g (composto 1; 0,010 mol) de K>CO3z seco em 20 mL de DMSO seco
por 48 horas a rendimento 2,18 g do composto 2. O composto 2 foi precipitado utilizando agua
gelada contendo algumas gotas de HCI. O precipitado foi filtrado, lavado com agua e
recristalizado duas vezes com metanol. A sintese de ZnPc foi também realizada utilizando
condensagdo mista de dois ftalonitrilos como se segue: 1,2 Dicianobenzeno (0,320 g, 2,5 mmol)
e composto 2 (0,435 g, 1,5 mmol) foram misturados com cloreto de zinco (0,20 g, 1,5 mmol )
em 2 ml de 1-pentanol. A reacc¢do foi realizada a 160 ° C durante 7 horas catalisada com algumas

gotas de DBU. O produto desejado (ZnPc) foi separado da mistura por cromatografia em coluna
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extensa de silica e 5% de metanol em THF como o solvente de eluigdo. A estrutura quimica dos
reagentes e do composto final obtido € mostrada na Figura 14.

Figura 14: Representacdo da estrutura quimica do ZnPC

OH NC

e)) (2)
K,COs, Ar, DMSO NC 0
— >
COOH COOH
CN
160 °C, 7h, ZnCl,,
pentanol
CN

Fonte: Fornecido pelo préprio autor.

4.1.4 ACETILACAO DO ACIDO P-CUMARICO

A producéo do acido 3-(4-acetoxifenil)acrilico realizou-se pela utilizacao da reacéo de
acetilacdo. Para isso em um bal&o de fundo redondo adicionou-se 5 mL de anidido acético, 1 g
do &cido p-cumaérico (6,1 mmols) e 5 mL de piridina, os quais foram submetidos a agitacdo
vigorosa por 24 horas. Apo0s isso, adicionou-se ao sistema pequenas porc¢des de HCI (gota-a-
gota) até alcancar o pH = 7. O produto foi extraido com acetato de etila e rotaevaporado para

obtencdo do composto orgénico acetilado na fase solida (Figura 15).
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Figura 15: Estrutura quimica do acido 3-(4-acetoxifenil)acrilico (acet_cumarico)
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Fonte: Fornecida pelo prdprio autor.

4.15 PREPARACAO DOS CLORETOS DE ITRIO, EUROPIO E LUTERCIO

Os sais de lantanideos foram obtidos pela reacéo entre o acido cloridrico e o 6xido de
Lantanideo (Y, Eu ou Lu), seguindo a procedimento empregado no Laboratorio de Terras Raras
- BSTR.

O procedimento utilizado para a sintese consiste no condicionamento do Ln,Ozem um
béquer com 10 mL de &gua destilada, em seguida adicionamos HCI 1M gota-a-gota sob
aquecimento e agitacdo até que o sistema seja totalmente solubilizado. Neste momento a
solucdo € mantida sob aquecimento e agitacdo, sofrendo evaporacgdes e adi¢cdes sucessivas do
de pequenas porcdes de H20 até o alcance do pH entre 5-6. Quando o sistema encontra-se neste

estado, o sélido residual é removido e transportado para um recipiente, lacrado e armazenado

em local seco.
4.2 PARTE EXPERIMENTAL
4.2.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE NaYF4:5%Eu

As particulas foram sintetizadas utilizando-se a metodologia adaptada de Johnson e
colaboradores (JOHNSON et al., 2011). Para isso, adicionou-se no interior de um baldo de
fundo redondo, com volume total de100 mL, 0.95 mmol de YCls.6 H20 e 0.05 mmol de
EuCls.6H20, 4 mL de &cido oléico, e 15 mL de octadeceno. Todo o sistema foi aquecido por
30 min a 140 °C sob atmosfera de nitrogénio, onde uma solucdo amarela foi formada.
Subsequentemente, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e uma mistura formada de
2,5 mmol de NaOH e 4 mmol de NH4F em 10 mL de metanol foi preparada e adicionada ao

frasco. O frasco foi agitado durante 15 horas sob atmosfera de nitrogénio. Depois disso, o0 baldo
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foi aquecido a 70 ° C durante 5 min. Finalmente, o frasco foi rapidamente aquecido até a
temperatura de 280 °C durante 90 min e a solucdo tornou-se escura, indicando a formacao das
particulas desejadas. O contetido do baldo foi recolhido a temperatura ambiente e o material
produzido foi precipitado utilizando metanol. O produto foi centrifugado, separado e lavado

cinco vezes com tolueno utilizando centrifugacGes sucessivas durante 15 min a 8000 rpm.

42.1.1 FUNCIONALIZACAO DAS PARTICULAS NaYF45%Eu COM GRUPOS
AMINA (NaYF4:5%Eu - NHy)

A funcionalizacdo das particulas com grupos funcionais amina baseou-se na utilizacdo
do método Stober (STOBER; FINK; BOHN, 1968) adaptado do trabalho descrito por Liu e
colaboradores (LIU et al., 2014). Para o presente trabalho 30 mg de NaYF4:5%Eu foi disperso
em 80 mL de alcool isopropilico em banho ultrassénico por 1 hora em um erlemeyer com
volume total igual a 200 mL. Logo apés adicionou-se 7,50 mL de &gua ultrapura, 8,94 mL de
NH4OH e 54 uL de Tertraetil ortosilicato (TEOS), na suspensdo previamente preparada, e o
sistema foi agitado vigorosamente por 4 horas. Finalmente, 26 puL de (3-
aminopropil)trietoxilano (APTES) foi adicionado e o sistema permaneceu em regime de
agitacdo por mais 1 hora. O produto obtido for removido na forma de um soélido de cor marrom
por centrifugacdo a 6000 rpm por 10 minutos, devidamente lavado por centrifugacfes
sucessivas (cinco lavagens com utilizando a mistura etanol:H»O ultrapura na proporgao 1:1) e

Seco a vacuo.

42.1.2 METODOLOGIA DE CONJUQACAO DAS PARTiCULAS NaYF4:5%Eu -
NH2 COM COMPOSTOS ORGANICOS AROMATICOS

42121 MODI,FICACAO DA SUPERFICIE DE NaYF4: 5% Eu-NH, COM ACIDO P-
CUMARICO (NaYF4: 5% Eu - Coumaric)

O primeiro passo inclui a introducdo de uma porcdo de &cido p-cumarico as
nanoparticulas NaYF4:5% Eu-NH: utilizando a metodologia de amidificagdo ativada por agente
de acoplamento. Nesta reagdo, NaYF4:5% Eu-NH2 (10 mg) e o &cido 3- (4-acetoxifenil) acrilico
(1,5 mmol) foram activados com N, N, N ', N'-tetrametil-O- (benzotriazol-1 -il)urio (TBTU,
1,5 mmol) numa mistura de DMF (5 mL) e trietilamina (5 ml), ambos a seco. A mistura foi

deixada reagir durante 24 h sob uma atmosfera inerte de nitrogénio. Apds este periodo, o
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produto da reacdo foi centrifugado, separado e lavado cinco vezes com DMF (5 mL cada),
utilizando ciclos de centrifugacdo sucessivos durante 15 minutos a 8000 rpm, produzindo as
particulas NaYF4: 5%Eu-Ac. Coumaric. O segundo passo consistiu na remog&o do grupo acetil
presente nas particulas. Neste procedimento, NaYF4: 5%Eu-NH> (5 mg) foram adicionados a
uma mistura de LiOH (10,5 mg), agua destilada (2,5 mL), metanol (2,5 mL) e THF (2,5 mL).
A mistura foi mantida durante 24 h a temperatura ambiente sob condic¢Ges de agitagdo. Depois
disso, adicionou-se HCI 1 M gota a gota até se obter um pH 5,0. As particulas foram
centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com agua (5 mL de cada vez), utilizando ciclos
de centrifugacdo sucessivos durante 15 minutos a 8000 rpm, 0 que gerou as particulas
NaYF4:5%Eu-Coumaric.

42122 MODIFICACAO DA SUPERFICIE NaYFi5%Eu-NH, COM TIROSINA
(NaYF4: 5% Eu - Tyr3)

O primeiro passo incluiu a introducéo de um residuo de tirosina em NaYF4:5%Eu-NH:
usando a metodologia de amidificacdo ativada por reagente de acoplamento. A reacdo envolveu
a conjugacdo das nanoparticulas com Fmoc-O-terc-butil-L-tirosina (1,5 mmol) sob ativagéo
com N, N, N’, N' -tetrametil-O- (benzotriazol-1-il) urdnio tetrafluoroborato (TBTU; 1,5 mmol)
numa mistura de DMF (5 mL) e trietilamina (5 mL), ambos secos. Esta mistura foi mantida sob
condicdes de agitacdo durante 24 horas e sob atmosfera inerte. Apds esta etapa as particulas
resultantes foram centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com agua destilada (5 mL cada
vez) utilizando ciclos sucessivos de centrifugacao durante 15 min a 8000 rpm, produzindo
NaYF4:5%Eu-Tyrl. O segundo passo consistiu na remog¢do do grupo Fmoc presente nas
particulas. Para isso, NaYFa: 5% Eu-Tyrl (5 mg) foram dissolvidos em 5 mL de piperidina:
DMF (8:2, v/v) e mantidos durante 24 horas a temperatura ambiente sob condicdes de agitacéo.
As particulas foram novamente centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com DMF (5
mL cada) usando ciclos sucessivos de centrifugacdo durante 15 min a 8000 rpm, produzindo
NaYF4:5% Eu-Tyr2. O terceiro passo removeu o grupo terc-butilo das particulas. As
nanoparticulas de NaYF4:5%Eu-Tyr2 (5 mg) foram dissolvidas em uma mistura de LiOH (10,5
mg), agua destilada (2,5 mL), metanol (2,5 mL) e THF (2,5 mL) e mantidas por 24 horas sob
temperatura ambiente e condi¢des de agitacdo. Depois disso, adicionou-se HCI 1M gota a gota

até se obter um pH 5,0. As particulas foram centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com



54

agua (5 mL cada) usando sucessivos ciclos de centrifugacdo durante 15 min a 8000 rpm,
produzindo NaYF4: 5% Eu-Tyr3.

4.2.1.2.3 MODIFICACAO DA SUPERFICIE NaYF4:5%Eu-NH, COM BODIPY COOH
(NaYF4: 5% Eu — BODIPY COQOH)

Para obter nanoparticulas de NaYFs5%Eu-BODIPY COOH, uma reacdo de
acoplamento  entre  10-(2-carboxietil)-5,5-difluoro-5H-dipirrolo  [1,2-c:2',1'-f] [1,3,2]
diazaborinin-4-ium-5-uide (BODIPY COOH; 1,5 mmol) e nanoparticulas NaYF4:5% Eu-NH:
(10 mg) foi realizada usando como agente de ativagdo o N, N, N’, N’ -tetrafluoroborato de
tetrametil-O- (benzotriazol-1-il) urio (TBTU; 1,5 mmol) numa mistura de DMF (5 mL) e
trietilamina (5 mL), ambos secos. A mistura reagiu durante 24 horas sob uma atmosfera inerte.
As particulas resultantes foram centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com DMF (5 mL
cada) utilizando ciclos sucessivos de centrifugacdo durante 15 min a 8000 rpm, produzindo o
composto NaYF4:5%Eu-BODIPY COOH.

42124 MODIFICACAO DA SUPERFICIE NaYF45%Eu-NH, COM BODIPY NCS
(NaYF4: 5% Eu — BODIPY NCS)

Para obter nanoparticulas de NaYFs: 5% Eu-BODIPY NCS uma mistura entre 5,5-
diisotiocianato-1,3,7,9-tetrametil-10-fenil-5H dipirrolo [1,2: 2 ', 1'f ] [1,3,2] diazaborinina-4-
ium-5-uida (BODIPY NCS; 1,5 mmol), nanoparticulas NaYF4:5%Eu-NH2 (10 mg) e acetona
anidra (5 mL) foi preparada. Deixou-se a mistura reagir durante 24 horas a temperatura
ambiente sob atmosfera inerte de nitrogénio. As particulas resultantes foram centrifugadas,
separadas e lavadas cinco vezes com acetona (5 mL cada) utilizando ciclos sucessivos de
centrifugacao durante 15 min a 8000 rpm, produzindo NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS.

4.21.2.5 MODIFICACAO DA SUPERFICIE NaYF5%Eu-NH, COM BODIPY
NCS/TYRS (NaYFa: 5% Eu — BODIPY NCS/Tyr3)

A sintese das particulas NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3 é descrita em duas etapas.
Na primeira etapa, reproduzimos o procedimento de sintetize para as particulas de NaYF4:5%
Eu-BODIPY NCS, como descrito acima (se¢do 4.2.1.2.4). Na segunda etapa, usamos
NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS (10 mg) e reproduzimos o procedimento descrito na segéo

4.2.1.2.2. As particulas resultantes foram centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com
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acetona (5 mL cada) utilizando ciclos sucessivos de centrifugacdo durante 15 min a 8000 rpm,
produzindo NaYF4:5%Eu-BODIPY NCS/ Tyr3.

4.2.1.2.6 MODIFICACAO DA SUPERFICIE NaYF4:5%Eu-NH, COM ZnPC

Para obter nanoparticulas de NaYF4:5%Eu-ZnPc através de uma reacao de acoplamento,
foram conjugadas combinando-se a ftalocianina de zinco (ZnPc; 1,5 mmol) e nanoparticulas
NaYF4:5%Eu-NH2 (10 mg), utilizando o N, N, N', N'- tetrafluoroborato de tetrametil-O-
(benzotriazol-1-il) urio (TBTU: 1,5 mmol) numa mistura de DMF (5 mL) e trietilamina (5 mL);
a mistura foi deixada reagir durante 24 h sob uma atmosfera inerte. As particulas resultantes
foram centrifugadas, separadas e lavadas cinco vezes com DMF (5 mL cada) utilizando ciclos

sucessivos de centrifugacdo durante 15 min a 8000 rpm, produzindo NaYF4: 5%de Eu-ZnPc.

4213 ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE COMPOSTO ORGANICO
ADICIONADO MODIFICAGAO AS SUPERFICIES DAS PARTICULAS

Para racionalizar a quantidade de compostos organicos usados na conjugacdo com as
nanoparticulas a base de NaYF4:5% Eu, trés diferentes condi¢des de reacdo foram avaliadas. A
optimizacdo da quantidade de composto conjugado a ser adicionado foi obtida em funcéo de
combinacdo entre equivalentes molares dos composto utilizandos (&4cido p-cumarico e tirosina),
com os valores iguais a 0,18 mmol, 0,30 mmol e 1,50 mmol reagindo com 10 mg do NaY F4:5%-
NH: por sintese. A analise por TGA dos compostos conjugados (NaYF4:5% Eu-Coumaric e
NaYF4:5% Eu-Tirosina) revela uma quantidade de massa residual diretamente proporcional a
quantidade de composto organico conjugado (Tabelas 3-5). A analise mostra que a melhor
condicdo foi obtida com o uso de 1,5 mmol de fracdo organica, o que proporcionou maior
porcentagem de conjugacdo de moléculas organicas nas particulas, o que é evidenciado pela
diferenca entre os residuos dos nanomateriais (AResiduo). Experimentos adicionais indicaram
que maiores quantidades molares ndo apresentaram grandes alteracdes. A partir desses dados,
esta condicdo sintética foi adotada para todas as reagdes de conjugacdo apresentadas neste

trabalho.
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Tabela 4. Quantificacdo de residuos organicos presentes nas nanossondas luminescentes sintetizadas a partir do
acido p-cumarico e tirosina obtidos a partir dos dados da TGA. Os compostos foram obtidos combinando 0,2 mmol

de compostos organicos e 10 mg de NaYF4:5%Eu-NH,.

Residuo (%)  Agyiaue (%0)
NaYF,:5%Eu- NH, 95,7 -
NaYF,:5%Eu- NH-Ac. Coumaric 53,4 42
NaYF,:5%Eu- NH-Coumaric 79,8 16
NaYF,:5%Eu- NH-Tyrl 82.7 13
NaYF,:5%Eu- NH-Tyr2 84,3 11
NaYF,:5%Eu- NH-Tyr3 88,7 7

Tabela 5. Quantificacdo de residuos organicos presentes nas nanossondas luminescentes sintetizadas a partir do
acido p-cumarico e tirosina obtidos a partir dos dados da TGA. Os compostos foram obtidos combinando 0,3 mmol

de compostos organicos e 10 mg de NaYF4:5%Eu-NH,.

Residuo (%)  Aguiauo (20)
NaYF,:5%Eu- NH, 95,7 -
NaYF,:5%Eu- NH-Ac. Coumaric 74,2 22
NaYF4:5%Eu— NH-Coumaric 76,4 19
NaYF,:5%Eu- NH-Tyrl 66,0 30
NaYF,:5%Eu- NH-Tyr2 67,2 28

NaYF,:5%Eu- NH-Tyr3 82,1 14
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Tabela 6. Quantificacdo de residuos organicos presentes nas nanossondas luminescentes sintetizadas a partir do
cido p-cumarico e tirosina obtidos a partir dos dados da TGA. Os compostos foram obtidos combinando 1,5 mmol

de compostos organicos e 10 mg de NaYF4:5%Eu-NHs,.

Residuo (%)  Agyiaue (%0)
NaYF :5%Eu- NH, 95,7 -
NaYF,:5%Eu- NH-Ac. Coumaric 59,1 37
NaYF,:5%Eu- NH-Coumaric 62,7 33
NaYF,:5%Eu- NH-Tyrl 67,8 28
NaYF,:5%Eu- NH-Tyr2 72,6 23
NaYF,:5%Eu- NH-Tyr3 75,7 20

4214 CULTURA DE CELULAS E MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL

A linhagem celular HT-29 de adenocarcinoma de colon humano foi obtida da American
Type Culture Collection (Manassas, VA) e cultivada em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 U / mL de penicilina e 50 mg / mL
de estreptomicina sob condigdes de cultura de 5% de CO2 e 37 ° C. As células foram plaqueadas
em placas de cultura de células de fundo de vidro de 35 mm (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, MA) para microscopia confocal. Apos 24 horas, as células foram tratadas com 100
ug / mL de cada nanoparticula por mais 24 horas. Ap0s este periodo o meio foi removido e as
celulas foram incubadas durante 10 min com 1 mL de uma solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS; pH 7.4) contendo 5 mL de corantes Hoechst 33342. Subsequentemente, as células
foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS e visualizadas por microscopia confocal utilizando

uma plataforma confocal Leica SP8.
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4215 METODOLOGIA DE RADIODACAO APLICADA AS NANOPARTICULAS
NaYF4:5% Eu - COUMARIC, NaYF4:5% Eu - Tyr3 E NaYF4:3% Eu -
BODIPY/Tyr3 COM O RADIOISOTOPO 1-123

Em uma microbalanca foi pesado 0.400 mg de particulas (NaYF4:5%Eu - Coumaric,
NaYF4:5%Eu - Try3 ou NaYF4:5%Eu - BODIPY/Tyr03) no interior de um eppendorf. Em
seguida, adiciou-se 400 pL de PBS (1 mg/mL), e este sistema foi sonicado durante 3 minutos
até obtencao de uma suspensdo estavel de particulas.

O procedimento de radioiodacéo foi realizado no interior de um tubo iodacdo de vidro
fabricado pela Thermo Scientific Pierce pré-revestido com lodogénio, reagente necessario para
oxidacdo quimica onde o iodeto de sodio é convertido em sua forma reativa de iodo, que entdo
incorpora espontaneamente em grupos tirosil (derivados da Tirosina). Para isso, inseriu-se 50
uL de Na'?3lq) (~1 mCi) e 250 uL de particulas (1 mg/mL) no interior do tudo de iodagéo. O
sistema foi agitado em um shaker horizontal por 30 minutos sob temperatura ambiente. Apds a
reacdo o composto foi transferido para um eppendorf e centrifugado por 10 minutos a 8000
RPM. O procedimento de centrifugacao foi reproduzido mais trés vezes utilizando 1mL de PBS
para lavagem do material. Por fim, a atividade foi registrada pelo detector de radiacdo ionizante
e o material foi devidamente estocado para as analises subsequentes.

A quantidade de incorporacédo de 1-123 nas nanoparticulas conjugadas (IR) foi definida
pela quantidade final de radioatividade emanada (atividade) pelo composto apds a reacdo, a
qual e da pela relacdo entre a atividade inicial (Ainiciar) € a atividade final (Afina), COMO mostrado

a seguir na Equacéo 1:

%IR = LM 3100%. (1)

inicial
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4.2.1.6 METODOLOGIA DE ABSORCAO DAS NANOPARTICULAS NaYF4:5% Eu
— COUMARIC-Z], NaYF4:5% Eu - Tyr3-2I E NaYF4#5% Eu -
BODIPY/Tyr3-12] POR CELULAS HT-29

A linha celular de adenocarcinoma do colon humano HT-29 foi cultivada em meio de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 50
U / mL penicilina e 50 mg / mL de estreptomicina, sob condicGes de cultura de CO2 a 5% e 37
° C. As células foram plaqueadas em placas de cultura de células de 12 pogos (Thermo Fisher
Cientifico; Waltham, MA). Ap6s 24 h, as células foram tratadas com 100 pg/mL (1 mCi) de
NaYF4:5%Eu — Coumaric-1231, NaYF4:5%Eu - Try3-2%| ou NaYF4:5%Eu - BODIPY/Tyr3-123
em diferentes intervalos de tempot =0, 0,5, 1, 3, 6 € 12 h. Apds esse periodo de incubacdo, o
meio foi removido, lavado trés vezes com 1 mL de PBS e a atividade do radionucleotideo
contida no sobrenadante foi registrada utilizando um detector de radiacéo ionizante. As células
aderidas na superficie dos pocos também foram removidas com adi¢do de 1mL de tripsina e
transferidas para um tubo falcon. Por fim, a atividade das particulas absorvidas pelas células foi
registrada.

4.2.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS EuDPACcSIO; - NH2 e Luos-
EuosDPA=SiO»>-NH>»

O composto hibrido foi sintetizado em duas etapas: i) Sintese do complexo de
coordenacdo EuDPA; ii) Sintese das nanoparticulas hibridas.O procedimento empregado é
mostrado a seguir:

i) Composto de coordenacdo (EuDPA): O complexo EuDPA foi sintetizado utilizando a

medotodogia descrita por Tao e colaboradores (TAO et al., 2015a). Para isso, 0,343 g
de H2DPA (2 mmol) foi adicionado a 20 mL de etanol sob agitacdo. Logo em seguida
adicionou-se gota-a-gota por¢des de NaOHq 1 M até que a solucéo alcance o pH = 7.
Por fim, 0,366 g de EuCls-6H20 (1 mmol) foi dissolvido em outros 20 mL de etanol. O
precipitado foi produzido adicionando gota a gota solu¢do de EuClz-6H20. Depois
disso, o precipitado foi filtrado, lavado com etanol e estocado em um frasco limpo e
seco.

i) Nanoparticulas hibridas EUDPAcSiO,- NHy: Para sintese das nanoparticulas hibridas

empregou-se uma adaptacio do método sol-gel de Stober (LIU et al., 2014; STOBER,;
FINK; BOHN, 1968) visando incorporacdo do complexo EuDPA na matriz de
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nanoparticulas de silica. A metodologia consiste na mistura de 30 puL/0,09 mmol de
EUDPA@g) (2 mg/mL), 20 uL de NH4OH e 27 uL. de TEOS durante 4 horas sob agitacéo
a temperatura ambriente. Logo ap6s este periodo é adicionado a mistura 5,2 pul de
APTES e o sistema € agitado por mais 1 hora. Por fim, o composto foi transferido para
um tubo falcon e centrifugado por 10 minutos a 8000 RPM. O procedimento de
centrifugagdo foi reproduzido mais trés vezes utilizando 1 mL de &gua ultrapura para
lavagem do material. Para obtencéo das particulas Luos-EuosDPAcSiO2-NH; utilizou-
se 0 mesmo protocolo empregado para a sintese do EuDPAcSiO; - NHy, alterando-se
apenas a adicdo de 0,045 mmol of EUDPAq € 0,045 mmol LuClz-6H20(q) em um
volume de 30 puL de agua ao invés de apenas 0,09 mmol de EuDPA@Eg como

previamente descrito.

4221 CULTURA DE CELULAS E MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL

A linhagem celular de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) foi obtida da
American Type Culture Collection (Manassas, VA) e cultivada em Ulbecco's Modification of
Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 U / mL de penicilina
e 50 mg / mL de estreptomicina. sob condi¢6es de cultura de 5% de COz e 37 ° C. As células
foram plagueadas em placas de cultura de células de fundo de vidro de 35 mm (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA) para microscopia confocal. Apos 24 horas, as células foram tratadas
com 10, 100 e 1000 pg/mL de nanoparticulas hibrida de EuDPAcSiO2- NH2 por mais 24 horas.
Apos este periodo o meio foi removido e as células foram incubadas durante 10 min com 1 mL
de uma solucéo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7.4) contendo 5 mL de corantes
Hoechst 33342. Subsequentemente, as células foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS e
visualizadas por microscopia confocal utilizando uma plataforma confocal Leica SP8 com uma

fonte laser de luz branca.

4.2.2.2 SINTESE DO COMPOSTO HIBRIDO Y’Lu- EuDPAcSiO>- NH>

A sintese do composto '’Lu-EuDPAcSiO2-NH; é realizada de forma anéloga ao
sistema descrito na seccao 4.2.2. item ii). Para isso, foi preparada uma mistura a partir de 25
uL/0.09 mmol de EUDPAg) (2 mg /mL), 5 uL de Y7LuCls (1-3 mCi), 20 uL de NH4OH e 10

uL of TEOS, a qual foi condicionada durante 4 horas sob agitacdo a temperatura ambriente.
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Logo apds este periodo € adicionado a mistura 5,2 uLL. de APTES ¢ o sistema ¢ agitado por mais
1 hora. Por fim, o composto foi transferido para um eppendorf e centrifugado por 10 minutos a
8000 RPM. O procedimento de centrifugacdo foi reproduzido mais trés vezes utilizando 1 mL
de a4gua para lavagem do material, registrando-se a atividade do sobrenadante e do sélido obtido
apos a centrifugacdo. Apés os processos de lavagem o composto //Lu- EuDPAcSiO,- NH- foi

obtido na forma de um sélido branco.

4223 METODOLOGIA DE ABSORCAO DO COMPOSTO HIBRIDO *Lu-
EuDPACSiO>- NH2 EM CELULAS HT-29

A linha celular de adenocarcinoma do colon humano HT-29 foi cultivada em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 50 U /
mL penicilina e 50 mg / mL de estreptomicina, sob condicGes de cultura de CO2a 5% e 37 ° C.
As células foram plaqueadas em placas de cultura de células de 12 pogos (Thermo Fisher
Cientifico; Waltham, MA). Ap6s 24 h, as células foram tratadas com o "’Lu-EuDPAcSiO2-
NH; avaliando-se a absor¢do do composto em rela¢do ao tempo e em relacéo a atividade.

Absorcdo celular em funcdo do tempo de incubacdo: As células HT-29 foram tratadas

com 100 pg/mL (200 uCi) de particulas em diferentes intervalos de tempot=0, 1, 3,6, 12 e 24
h. Apos cada tempo de tratamento, o meio foi removido, lavado trés vezes com 1 mL PBS e a
atividade do radionucleotideo apresentada no sobrenadante foi registrada. As células aderidas
na superficie dos pogos também foram removidas com adi¢do de 1mL de Tripsina e transferidas
para um tubo falcon. Por fim a radiacdo emitida pelas particulas absorvidas pelas celulas foi
registrada.

Absorcdo celular em funcdo da atividade inserida: Analogamente ao experimento

anterior as células HT-29 foram tratadas com diferentes atividades obtidas a partir das
diferentes concentra¢fes de nanoparticulas, com valores iguais a 200 pg/mL (200 pCi), 100
ug/mL (100 uCi), 10 pg/mL (50 uCi), 1 ug/mL (25 uCi), 0.1 pg/mL (12,5 uCi) e 0.01 ug/mL
(6,25 uCi) dutante 24 h de incubacdo. Apds esse periodo, 0 meio foi removido, lavado com 1
mL PBS (3 vezes) e a atividade do radionucleotideo contida sobrenadante foi registrada. As
células aderidas na superficie dos po¢cos também foram removidas com adicdo de 1mL de
Tripsina e transferidas para um tubo falcon. Por fim, a radiacdo emitida pelas particulas

absorvidas pelas células foi registrada.



62

4.3 INSTRUMENTACAO

43.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho, foram obtidos a temperatura
ambiente em um espectrdmetro FT-IR Brucker, modelo Tensor 27, no intervelo de 4000 cm™t
a 650 cm?, equipado com uma célula para ATR de diamante/ZnSe. Todas as medidas de FT-

IR foram obtidas no Departamento de Quimica da Louisiana State University - USA.

4.3.2 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

As analises de DLS foram realizadas em um contador de particulas Microtrac Zeta Trac
150, modelo/série: S3000/S3500 obtidas através da preparacao de uma suspensdes de particula
em meio aquoso. Todas as medidas foram obtidas no Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas.

4.3.3 DIFRACAO DE RAIOS-X DE PO

Os dados de difragdo de raios-X em p6 (PXRD) foram registrados a temperatura
ambiente em uma radiagio XRD Empyrean PANalytical com radiagio Cu Ko (A = 1,5406 A),
passo de 0,02°, tempo de aquisi¢do de 1 segundo e janela angular (20) de 5°-70°. Todas as
medidas de PXRD foram obtidas no Departamento de Quimica da Louisiana State University -
USA.

4.3.4 ESPECTROSCOPIA DE FOTOLUMINESCENCIA

As propriedades fotoluminescentes (espectros de excitagdo e emisséo, e tempo de vida
do estado excitado) dos materiais produzidos neste trabalho foram realizadas em um
espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-3 ISA. O aparelho é equipado com
monocromador duplo de excitacdo e de emissdo, modelo FL-1039/40. Lampadas continua de
xendnio com poténcia de 450 W e pulsada de xénon de 150 W, fotomultiplicadora R928P. Os
dados foram coletados em um angulo de 90°, em relacédo ao feixe de emissdo. Os espectros de
emissdo foram corrigidos para a resposta dependente do comprimento de onda do sistema de

deteccdo. Um detector de referéncia de fotodiodo de silicio foi usado para monitorar e
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compensar a variacdo na saida da lampada de xenénio, usando espectros de correcao tipicos
fornecidos pelo fabricante. Todas as medidas de Luminescéncia foram obtidas nas instalagdes
do Departamento de Quimica da Louisiana State University — USA ou no Laboratério de Terras
Raras — BSTR, localizado no Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal

de Pernambuco.

434.1 CACULO DAS TAXAS RADIATIVAS Aoz, Aoz, Aoz € Aos

As taxas radiativas Aoi1, Aoz, Aoz € Aos sS40 também conhecidas como coeficiente de
emissdo espontanea (Ao), que estima quantitativamente um valor referente as transices
radiativas ocorridas para cada transicéo °Do — ’F; (com J =1, 2, 3e 4) do ion Europio trivalente.
Para o célculo destas é levado em consideracdo as areas sob as curvas (So;), as energias dos seus
baricentros (vo;), ambas referentes as suas respectivas transicdes observadas no espectro de

emissdo, e utiliza-se o indice de refragdo médio (n = 1,5), onde sua expressdo é dada por: Aq; =

S v . . - .
Aoy (S—"’) (Vﬂ) . Para o célculo anterior a transi¢do °Do — ’F1, governada por mecanismos de
01 01

dipolo magnético, foi tomada como referéncia devido a esta ser insensivel a influéncias do
campo ligante no fon Eu®. Deste modo o Anm €é obtido pela expressdo: Ay, =
0,31x10711(n)3(vy,)3, onde Ao é o coeficiente de emissdo espontanea para a transicdo
’Do—'F1, vo; € a energia média do seu baricentro e 0 0,31x10-** um fator de correcdo para o
fon Eud* (DONEGA; SILVA, 2000), (BORGES et al., 2012).

4.3.4.2 EFICIENCIA QUANTICA DE EMISSAO

A eficiéncia quéantica de emissdo (1) é definida como a razdo entre o taxa de fotons
emitidos e absorvidos pelo ion no estado emissor. Neste trabalho, esta relacéo foi calculada a
partir da Equagdo 2, onde Arad € a taxa de decaimento radiativo, dada por A;,q = Zf*zlA] ea
taxa de decaimento radiativo total (Awta) € dada pela relacdo Al = T2, onde T representa o
tempo de vida para o decaimento radiativo relacionado com a transicdo °Do—'F». Por fim, a

taxa de decaimento néo radiativo (Anrad) € dada pela diferenga Anrad = Atotal — Arad.

n= drad __ »100% 3)

Arad + Anrad
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4.3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Todas as imagens foram adquiridas em um microscopio eletrénico de varredura de baixo
vacuo JEOL JSM-6610LV. Todas as medidas de SEM foram obtidas nas instalacBes do

Departamento de Quimica da Louisiana State University.

4.3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

O equipamento utilizado foi um microscopio eletrénico de transmissdo da marca FEI,
modelo Morgagni 268 D, voltagem de aceleragdo 40-100 kV, resolugéo de ponto de 0,45 nm,
resolucdo de linha 0,34 nm, magnificacdo de até 180, 000 vezes e cAmera de CCD acoplada.
Todas as medidas de TEM foram obtidas nas instalacbes do Departamento de Quimica da

Louisiana State University.

4.3.7 VIABILIDADE CELULAR

As células HT-29 foram plagueadas durante uma noite em placas de 96 pogos em uma
concentracdo de 10.000 células/pogo em 200 pL de meio DMEM descrito acima sob condicdes
de cultura de 5% de CO; e 37 °C. Apos esse periodo, o meio foi removido e substituida por 200
uL de meio contendo 1, 10 ou 100 pg/mL de particulas. Como controles para o experimento,
as células ndo tratadas (PBS) ou tratadas com uma solu¢do10 pg/mL de doxorrubicina. Apds
72 h de tratamento, a viabilidade celular foi determinada usando um ensaio XTT de acordo com
0 protocolo reportado na literatura (Scudiero et al. 1988). Para cada poco foi adicionado 50 puL
de solucdo de deteccdo XTT (Cell Signaling Technology; Danvers, 12 MA), e ap6s 2 horas de
incubacdo a 37 °C, a densidade Optica de cada poco foi medido a 450 nm utilizando um leitor
de placas Spectra Max 190 (Molecular Devices; Sunnyvale, CA). Pocos sem células, contendo
0s meios DMEM e XTT reagente sozinho foram utilizados como leituras em branco. Os dados
foram analisados e expressos como percentagem média de crescimento celular de células de
controle (ndo tratadas) para determinar qualquer efeito na viabilidade celular. Todas as amostras
foram analisadas em réplicas de oito. Todas as analises de viabilidade celular foram realizadas
nas instalagdes do Departamento de Ciéncias Biomedicas Comparadas da Louisiana State

University.
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4.3.8 ANIMAIS

Os camundongos nude (nu/nu) fémeas de 4-5 semanas (Envigo, Indianapolis, IN) foram
utilizados neste trabalho para obtencdo das imagens via SPECT.

Os animais foram ambientados em salas climatizadas localizadas no Departamento de
Ciéncias Biomédicas Comparativas da Louisiana State University (LSU) nas condi¢des de
criacdo de temperatura ambiente (22 + 2 °C), iluminacéo artificial com ciclos de 12 horas de
luz/ 12 horas de escuriddo com racao e agua ad libitum.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité Institucional de
Cuidados e Uso Animal da Louisiana State University (LSU) (Protocolo LSU IACUC n° 18-
004). Os procedimentos e politicas da LSU IACUC seguem as diretrizes estabelecidas no Guia
do NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

A inducdo do tumor foi realizado pela injecdo de células HT-29 via subcutanea nos
animais. Apds sete dias foi possivel observar a olho nu a presenga de uma massa no dorso dos
camundongos, possibilitando assim a realizacdo dos nossos experimentos de biomarcacao

radioativa.

4.3.9 DETECTOR DE RADIACAO IONIZANTE

Toda a atividade dos nanocompostos foi quantificada utilizando-se uma camara de
ionizacdo de raios gama equipada com um calibrador CRC®-55tR e contador de pogos
(Capintec, Inc., Florham Park, NJ), calibrando-se previamente o equipamento com padrdes de
Lu-177 e 1-123 antes das medicdes realizadas. Todas as manipula¢des com radioisotopos foram
realizadas nas instalacfes do Departamento de Ciéncias Biomedicas Comparadas da Louisiana

State University.

4.3.10 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSAO DE FOTON UNICO
(SPECT)

Todas as imagens obtidas nos experimentos in vivo foram coletadas em um instrumento
Triumph Il SPECT/CT (Northridge Tri-Modality Imaging, Inc., Chatsworth, CA). Todas as
manipulacdes com radioisétopos e obtencdo das imagens de SPECT/CT foram obtidas nas
instalagées do Departamento de Ciéncias Biomedicas Comparadas da Louisiana State
University.



66

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 BIOMARCADORES LUMINESCENTES
5.1.1 BIOMARCADORES LUMINESCENTES A BASE DE NAYF4:5%Eu

5.1.1.1 CARApTERIZA(}AO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL DAS
PARTICULAS NAYF4:5%Eu E NAYF4:5%Eu-NH:

A difracédo de raios-X de po (PXRD) foi realizada para os compostos a fim de obter-se
informacBes sobre a cristalinidade e identificacdo de fases dos materiais. Na Figura 16 é
realizada a comparacdo entre os resultados de PXRD para o NaYF4:5%Eu (Figura 16; linha
vermelha) e NaYF4:5%Eu-NH. (Figura 16; linha azul) em relagdo ao padrdo de raios-X
simulado (Figura 16; linha preta), o qual foi obtido através dos dados cristalograficos para o
composto NaYFs previamente descrito na literatura (TU et al., 2013). Observa-se que 0s
resultados de PXRD para o composto NaYF4:5%Eu apresentou boa correlagdo de picos em
relacdo ao padrdo de raios-X simulado, indicando a obtencéo da fase analoga a 3-NaYFs, que
se arranja em uma conformacao hexagonal com grupo espacial P-6. A analise comparativa entre
as duas amostras NaYF4:5%Eu e NaYF4:5%Eu-NH; revela a manutencdo dos picos de difracéo,
indicando que o processo de funcionalizacdo com grupos -NHz ndo promove danos no arranjo
cristalino do material e preserva a sua estrutural original.

Para determinagdo do tamanho médio do cristalito (Tmed) para 0s materiais NaYFs:5%Eu

e NaYFs5%Eu-NHy, utilizou-se a equagdo de Scherrer como descrita na Equacdo 3
(CULLITY, 1978). Para isto, avaliou a média entre os valores T obtidos para os planos (100),

(200) e (2-11). O célculo considerou o valor A igual a Kocy = 1,54056 A, sabendo que 6 é a
posicao angular referente a intensidade maxima do pico e B largura a meia altura do pico de
difracdo. Importante salientar que esta equacao admite particulas esféricas como aproximacéo.
Deste modo, pdde-se obter o tamanho médio de cristalito para os sistema NaYF4:5%Eu e
NaYF4:5%Eu-NH,, como apresentado na Tabela 7.

0,91

T = 3
BcosO @)
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Figura 16: Comparagdo entre difratogramas de raios-X experimentais B-NaYF4:5%Eu (linha vermelha), p-
NaYF4:5%Eu-NH; (linha azul) e o padréo de raios-X simulado para o B-NaYF4 (linha preta) obtido a partir da

informac&o cristalogréafica descrita na literatura (TU et al., 2013).
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Fonte: Fornecida pelo préprio autor.

Tabela 7: Valores para as distancias angulares relativas ao picos de difragdo tomados a meia altura (B(00), Booo) €

B-11)) € 0s tamanho medios de cristalito (Tmed) calculados para as amostras NaYF4:5%Eu e NaY F:5%Eu-NHo.

5(100) T(100) ﬁ(ZOO) T(200) 3(2-11) T(2-11) Tmed
(rad) (nm) (rad) (nm) (rad) (nm)  (hm)
NaYF4:5%Eu 022 36 025 33 0.45 19 29%9
NaYF4:5%Eu-NH, 017 47 019 46 0.23 37 43+ 6

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foi realizada para as particulas
sintetizadas visando a identificacdo morfoldgica e estimar o tamanho de particula a partir de
suas imagens. A analise de TEM para a amostra NaYF4:5%Eu (Figura 17a) revela particulas
em escala nanomeétrica, apresentadas em pequenos aglomerados com tamanho préximo de 20

nm (estimada com base na barra de escala do equipamento). Este valor esta de acordo com a
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estimativa calculada pela equacéo de Sherrer, onde 0 Tmeq apresenta valor igual a 29 nm (Tabela
3). Apos o procedimento de funcionalizagdo com grupos -NH2 notamos que as particulas
NaYF4:5%Eu-NH> (Figura 17b) apresentam um aumento em seu tamanho, com dimensdes
maiores que 20 nm (estimada com base na barra de escala do equipamento), o que também &

compativel com o valor encontrado para o tamanho de cristalito, como mostrado na Tabela 7.

Figura 17: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo para o composto B-NaYF:5%Eu em diferentes

magnificagdes.

Fonte: Fornecida pelo préprio autor.

A andlise de tamanho de particulas também foi realizada utilizando-se a técnica de DLS
para as nanoparticulas NaYF4:5%Eu - NH> mostrado nas Figura 18. A andlise revela que as
particulas tem tamanho médio de particula de 27,7 nm, apresentando valores proximos ao
estimado pela analise das imagens de TEM.
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Figura 18: Histograma de distribuicdo de tamanho obtidos por DLS para as particulas NaY F4:5%Eu-NH;
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Fonte: Fornecida pelo préprio autor

5.1.1.2 ANALISE COMPOSICIONAL DAS NANOPARTICULAS CONJUGADO A
BASE DE NAYF.:5% Eu

O composto NaYF4:5% Eu-NH. foi utilizado como matriz para a conjugagcdo com
pequenas moléculas aromaticas, objetivando proporcionar uma melhor interacdo entre as
nanoparticulas e células HT-29. E conhecido na literatura que o aumento na lipofilicidade das
espécies a serem usadas como ligantes em um meio bioldgico elevam a especificidade na
interacdo com os alvos na superficie celular (WARING, 2010). Deste modo, selecionamos seis
compostos organicos diferentes, conhecidos na literatura por possuirem boa interagdo em
sistemas bioldgicos, visando ancora-los na superficie das nanoparticulas de NaYF4:5% Eu-NH;
por intermédio de conjugacdo entre as duas espécies. As nanoparticulas que serdo utilizados
neste trabalho: NaYF4:5% Eu-Coumaric, NaYF4:5% Eu -Tyr3, NaYF45% Eu -BODIPY
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COOH , NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS e NaYF4:5% Eu -ZnPc e NaYF4:5% Eu -BODIPY
NCS/Try3 sdo apresentadas no diagrama mostrado na Figura 19. E importante notar que a
adicdo de compostos organicos ja foi relatada na literatura como uma medida interessante para
aumento da especificidade celular e viabilidade na interacdo entre nanoparticulas e células
tumorais (LI et al., 2014). Diante disso, neste trabalho fornecemos novas alternativas para obter

essa classe de materiais e utiliza-los como nanomarcadores luminescentes e radioativos.

Figura 19: Representacdo das nanoparticulas conjugadas obtidas a partir de reacdes de conjugacdes

entre o NaYF4:5%Eu-NH; e os compostos orgénicos investigado neste trabalho.
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Fonte: Fornecida pelo proprio autor.

O processo de funcionalizacdo do NaYF4:5% Eu-NH: foi analisado por espectroscopia

na regido do infravermelho (FT-IR), onde foi realizada uma comparagdo entre 0s espectros
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NaYF4:5% Eu (Figura 20; linha preta) e NaYF4:5% Eu-NH: (Figura 20; linha azul). O espectro
com linha azul na Figura 20 revelou a presenca de uma banda larga e intensa centrada em 1070
cm? para 0 NaYF4:5% Eu-NH>, o que esta relacionado ao estiramento assimétrico Si-O-Si
proveniente de grupos silano nas superficie das particulas. A funcionalizacdo com grupos -NH>
foi caracterizada pela presenca de duas bandas localizadas em 1635 cm e 794 cm™* devido aos
estiramentos N-H da amina (Figura 20; linha azul), respectivamente (PAVIA et al., 2009). E
importante notar que os resultados descritos na literatura apresentam um perfil de FT-IR
semelhante ao encontrado no presente estudo, o que fortalece a hipdtese de funcionalizacao

bem sucedida para o nosso material (LIU et al., 2014).

Figura 20: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu — NH;

(linha azul).
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Reac0es de acoplamento foram usadas como estratégia para produgdo de nanoparticulas
conjugadas. Esta metodologia foi realizada em duas etapas utiliando o TBTU como o agente de
acoplamento para a reacdo de amidificacdo (VALEUR; BRADLEY, 2009b). Esta rota sintética
foi utilizada para a conjugacéo no processo de formagdo particulas NaYF4:5% Eu-Coumaric,
como mostrado no esquema descrito na Figura S1. A reacgéo foi realizada em duas etapas, onde
0 primeiro passo consiste na reagdo entre o ido 3- (4-acetoxifenil)acrico(ido cumarico) e as
particulas NaYF4:5% Eu-NH2 na producdo do composto intermediario NaYF4:5% Eu-NH-Ac.
Coumaric. Para a segunta etapa a remocdo do grupo protetor acetil é realizada gerando grupo
hidroxilas no composto final, mantendo a estrutura da fracdo organica conjugada no NaYF4:5%
Eu-Coumaric 0o mais proximo possivel da estrutura molecular do acido p-Cumarico. Para
analisar a preparacdo das particulas de NaYFs: 5% Eu-Comaric, os materiais obtidos na
primeira e segunda etapas foram caracterizados utilizando FT-IR. Uma analise preliminar
mostra os perfis espectrais comparando NaYF4:5% Eu-NH: (Figura 21; linha vermelha),
NaYF4:5% Eu-Ac. Coumaric (Figura 21; linha azul) e NaYF4:5% Eu-Coumaric (Figura 21;
linha rosa). Observou-se alteragOes significativas na regido de impressao digital compreendida
entre 1800-1250 cm™. A Figura 21 mostra ainda uma secgdo do espectro, onde a presenca de
um estiramento N-H em 1635 cm™ foi notada para NaYF4:5% Eu-NH: (Figura 21; linha
vermelha) (PAVIA et al., 2009). O espectro do composto NaYF4:5% Eu-Ac. Coumaric
apresenta uma banda com maximo em 1738 cm?, a que esta relacionada com o estirmento de
éster carbonilico, relacionado ao grupo acetila do composto (Figura 21; linha azul). Além disso,
a revelacdo de uma banda centrada em 1630 cm™ indica a presenca de grupos C = O da amida
que surge pela reagdo de formagdo do NaYF4:5% Eu-Ac. Coumaric. Para o composto
NaYF4:5% Eu-Coumaric (Figura 21; linha rosa) observa-se a manutencéo da banda C = O do

grupo amida, sugerindo que o material conjugado foi obtido com sucesso.
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Figura 21: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF.:5% Eu — NH; (linha vermelha), NaYF4:5% Eu - Ac. Coumaric (linha

azul) e NaYF4:5% Eu - Coumaric (linha rosa).
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ReacBes de conjugacdo para formacdo das particulas NaYF4:5%Eu-Tyr3 foram
realizadas como mostrado no esquema da Figura S2. A reacdo foi realizada em trés etapas, onde
a primeiro delas consiste na reacdo de acoplamento entre Tirosina e NaYF4:5%Eu-NHa,
gerando NaYF4:5%Eu-Tyrl como produto. A segunda etapa consistiu na remocao do primeiro
grupo protector em meio alcalino e producdo de NaYF4:5% Eu-Tyr2. Finalmente, o composto
desejado NaYF4:5% Eu-Tyr3 foi obtido pela remocédo do Gltimo grupo protector por exposicao
do sistema em meio &cido. A funcionalizagéo entre as nanoparticulas de NaYF4:5% Eu-NH>
com compostos derivados da tirosina foram avaliado usando FT-IR, como mostrado na Figura
21. A analise preliminar o FT-IR mostrou que os perfis espectrais de NaYFs: 5% Eu-NH:
(Figura 22; linha vermelha), NaYF4:5% Eu-Tyrl (Figura 22; linha azul), NaYF4: 5% Eu-Ty2
(Figura 22; linha rosa) e NaYF4:5% Eu -Ty3 (Figura 22; linha verde) ndo sofreram grandes
alteracOes, com excecdo da regido entre 1800-1300 cmt. Uma anélise para a regido supracitada
observou-se a presencga da estiramento de C = O oriundo dos grupos amida com méaximo
centrado em 1658 cm para 0 NaYF4:5% Eu-Tyrl (Figura 22; linha azul), indicando que as
particulas continham a porcdo organica de interesse em sua constituicdo. Os compostos
NaYF4:5% Eu - Tyr2 (Figura 22; linha rosa) e NaYF4:5% Eu - Tyr3 (Figura 22; linha verde)
também ndo mostraram alteracdes significativas na intensidade referente estiramento C = O dos
grupos amida, indicando que as liga¢des conjugadas ndo sofreram eliminacéo apds 0s processos
de remocdo dos grupos protetores. Estes dados sugerem que apos todas as reagdes, lavagens e
etapas de purificagdo os componentes organicos residuais foram removidos das particulas da
fase sélida e que o composto derivado de tirosina foi formado.

Utilizou-se a mesma metodologia empregada anteriormente, agora realizada em uma
Unica etapa, para realizar a conjugacdo de moléculas BODIPY contendo em sua estrutura cidos
carboxilicos terminais (BODIPY COOH). O diagrama esquematico para esta reacdo de
conjugacdo é mostrado na Figura S3. A avaliagcdo da conjugacdo da fracdo organica também
foi realizada utilizando espectroscopia de infravermelho (Figura 23). Os resultados de FT-IR
mostraram pequenas mudangas nos espectro de e NaYF4:5% Eu-BODIPY COOH (Figura 23;
linha azul) na regido de formacdo da ligacdo amida, percebida pela modificacdo do perfil
espectral com surgimento de uma banda localizada em 1642 cm devido ao estiramento C = O
do grupo amida (PAVIA et al., 2009).
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Figura 22: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu — NH, (linha vermelha), NaYF4:5% Eu — Tyrl (linha azul),
NaYF4:5% Eu - Tyr2 (linha rosa) e NaYF4:5% Eu — Tyr3 (linha verde).
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Figura 23: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu - NH; (linha vermelha) e NaYF4:5% Eu - BODIPY COOH (linha

azul).
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Também avaliou-se a conjugacdo de nanoparticulas de NaYFs:5% Eu-NH2 com
BODIPY contendo em sua estrutura o grupo -N = C = S terminal (BODIPY NCS). O diagrama
esquematico para esta reacdo € mostrada na Figura S4. Também realizou-se para este composto
uma comparacdo entre os espectros de FT-IR entre NaYF4:5% Eu-NH2 (linha vermelha),
NaYFs: 5% Eu-BODIPY NCS (linha azul) e BODIPY NCS livre (linha rosa), como mostrado
na Figura 24. Admitindo 0 sucesso no processo de conjugacao, seria de se esperar que 0 espectro
de FT-IR néo apresente ou apresente parcialmente (para o caso de conjugacdo em apenas um
dos grupos -N = C = S) uma banda referente ao estiramento -N = C = S referente a0 composto
BODIPY NCS livre, representada por um sinal pronunciado no espectro com maximo centrado
em 2088 cm! (Figura 24; linha rosa) (PAVIA et al., 2009). Entretanto, tal estiramento ndo pode
ser observado, sugerindo que a nanoparticula NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS foi obtida com
sucesso.

Para validar a conjugacdo de ZnPc com as nanoparticulas de NaYF4:5% Eu-NH, foi
utilizado a mesma metodologia para as reagdes de acoplamento descritas neste trabalho. O
diagrama esquematico da metodologia empregada é mostrado na Figura S5. A anélise da reacao
de conjugacdo também foi realizada usando FT-IR (Figura 25). O espectro de infravermelho
revela pequenas alteragGes para o composto NaYF4:5% Eu-ZnPc (Figura 25; linha azul), onde
notou-se a formacao da ligacdo amida, o que foi indicado pela modificacéo do perfil espectral
do FT-IR evidenciado pelo sugimento do sinal C = O do grupo amida centrado em 1642 cm™
(PAVIA et al., 2009).

A (ltima nanoparticula conjugada obtida neste trabalho foi o NaYF4:5% Eu-BODIPY
NCS / Tyr3, que foi sintetizado utilizando a combinag&o entre os procedimentos de conjugacdo
do NaYFs5% Eu-BODIPY NCS e NaYF45% Eu-Tyr3. Um diagrama esquematico da
metodologia empregada é mostrado na Figura S6. Uma analise do composto obtido foi realizada
utilizando FT-IR (Figura 26). Ao comparar NaYF4:5% Eu-NH: (Figura 26; linha vermelha) e
NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3 (Figura 26; linha azul), observamos a auséncia do sinal
referente ao estiramento -N = C = S, indicando que ndo hd BODIPY NCS livre nas particulas
sintetizadas. Além disso, observamos a presenca do estiramento C = O referente a presenca de
grupos amida, indicando que um residuo de tirosina integra o material final (PAVIA et al.,
2009).
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Figura 24: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu — NH; (linha vermelha), BODIPY NCS (linha azul) e NaYF4:5%
Eu - BODIPY NCS (linha rosa).
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Figura 25: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu - NH, (linha vermelha) e NaYF4:5% Eu - ZnPc (linha azul).
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A quantificacdo do residuo organico conjugadas nas nanoparticulas foi estimada por
meio de analise termogravimétrica (TGA). O protocolo de avaliacdo foi baseado na diferenca
entre a porcentagem da massa residual (AResiduo) entre 0 NaYF4:5% Eu-NH; e as particulas
conjugadas (Figura 27). As particulas sintetizadas com derivados do Acido p-Cumarico
apresentam 59% de massa residual para NaYF4:5% Eu-Ac. Coumaric e 63% para NaYF4:5%
Eu-Coumaric. A analise da diferenga para NaYF4:5% Eu-Coumaric resultou em um AResiduo
= 33% (Figura 27a). Por outro lado a mesma anélise realizada para particulas conjugadas com
tirosina sdo observados valores iguais a 68%, 73% e 78% para NaYF4:5% Eu-Tyrl, NaYF4:5%
Eu-Tyr2 e NaYF4:5% Eu-Tyr3, respectivamente. A partir da analise de TGA da particula
NaYFs: 5% Eu-Tyr3, obtida apos os trés estagios de preparacao, revela um AResiduo = 20%
referente a0 composto organico em sua constituicdo, corroborando com a hipotese de sucesso
no processo de conjugacao (Figura 27b). Analogamente, os compostos NaYF4:5% Eu-BODIPY
COOH (Figura 27c.), NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS (Figura 27d), NaYF4:5% Eu-ZnPc (Figura
27e) e NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS/Tyr3 (Figura 27f) foram analisadas usando curvas TGA,
apresentando AResiduo = 23%, 16%, 9% e 9% respectivamente. Uma analise mais detalhada
dos valores de AResiduo revelou a relagdo entre a quantidade de compostos aromaticos
conjugados e o0 tamanho de sua estrutura quimica. Observamos que estruturas menos
volumosas, como o acido p-Coumarico, possuem maior massa residual (AResiduo = 33%) em
relacdo aos demais compostos, como por exemplo o0 BODIPY NCS (AResiduo = 9%).
Acreditamos que o efeito estérico tenha influéncia significativa nas reacdes de conjugacéo e,
consequentemente, no aumento ou diminui¢do da massa residual. Observamos também que os
compostos com ZnPC (AResiduo = 16%) e BODIPY COOH (AResiduo = 23%) apresentam
alta variacdo de massa residual em relacdo as demais particulas conjugadas, o que pode estar
relacionado com o maior espagamento entre a unidade base molecular e o grupo terminal -

COOH participante da reacdo de acoplamento, favorecendo assim as reagc0es de conjugacéo.
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Figura 26: Espectros de infravermelho para os compostos NaYF4:5% Eu (linha preta) e NaYF4:5% Eu - NH; (linha vermelha) e NaYF4:5% Eu — BODIPY NCS/Tyr3

(linha azul).
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Figura 27: Analise temogravimétrica para cada etapa de obtencéo dos nanoparticulas conjugadas produzidas a partir dos derivados de a) acido p-Cumérico, b) Tirosina,
c) BODIPY COOQH, d) ZnPc, ) BODIPY NCS e d) BODIPY NCS/Tyr3.
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5113 ESTUDO ESPECTROSCOPICO DO SISTEMA CONJUGADO

A fotoluminescéncia dos compostos B-NaYFs:5%Eu e B-NaYF4:5%Eu-NH> foram
analizadas por intermédio dos seu espectros de excitacdo (Aem = 615 nm) e emissao (Aex= 395
nm) como mostrado na Figura 28. De forma geral, podemos observar que o0s espectros de
excitacdo e emissdo para os compostos NaYF4:5%Eu (Figura 28; linha vermelha) e
NaYF4:5%Eu-NH> (Figura 28; linha preta) apresentam mesmo perfil espectral, indicando que
a funcionalizacdo com grupos -NH> n&o produz grandes modificagfes em suas propriedades
dpticas. Uma andlise mais detalhada mostra que ambos os espectros de excitagdo dos compostos
apresentam linhas finas referentes as transicdes do ion Eud*: 5Dz, °Ls € °G; <— Fo para a
configuracdo 4f°® do Eu®* situadas na regido entre 350-550 nm (BINNEMANS, 2015). Os
espectros de emisséo revelam as transicoes referentes a relaxacdo do nivel emissor °Do do Eu®*
para os niveis de mais baixa energia 'F; (J =0, 1, 2, 3 e 4). Adicionalmente, 0s espectros revelam
a presenca da transicdo °Do — 'Fo 0 que indica a restricdo da simetria pontual entorno do ion
para as representacdes Cn, Cny € Cs.

As propriedades 6pticas dos compostos conjugados também foram analisadas usando
espectros de excitacdo e emissdo. Os primeiros resultados apresentados referem-se com a
comparacdo entre a fotoluminescéncia do NaYF4:5% Eu-NH2 (Figura 29; linha preta),
NaYF4:5% Eu-Coumaric (Figura 29; linha laranja) e NaYF4:5% Eu-Tyr3 (Figura 29; linha
violeta), para isto, 0s espectros de excitagdo foram obtidos utilizando Aem = 615 nm (Figura 29;
linhas pontilhadas). Observamos que os compostos apresentaram as transicoes f-f °Di,2.4, °Ls €
5G; « "Fo caracteristicas para o ion Eu®** comprendidos na regido de 350-525nm. Os espectros
de emisséo para o NaYF4:5% Eu-NH; (Figura 25; linha cheia preta), NaYF4:5% Eu-Cumaric
(Figura 29; linha cheia laranja) e NaYF4:5% Eu-Tyr3 (Figura 29; linha cheia violeta) também
foram obtidos pela excitagdo da transi¢do °Le < "Fo (Aex = 395 nm). Os dados apresentados
para os espectros de emissdo revelam as transi¢des °D1 — ’F12, °Do — ’F; (onde, J=0, 1, 2, 3
e 4) que sdo tipicas para o ion europium trivalente. Dentre estas a transi¢do °Do — ’F» apresenta-
se com maior intensidade no espectro, bem como € a principal responsavel pela caracteristica
emissdo de cor vermelha do material. E importante notar que tanto os espectros de excitacio
quanto de emissdo apresentam perfis espectrais com fortes semelhancas entre suas posicoes e
intensidades relativa entre suas linhas, indicando que a conjugacao entre as nanoparticulas
NaYF4:5% Eu-NH, e o Acido p-Coumérico ou Tirosina nio promovem alteragdes nas

propriedades Opticas originais das particulas.
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Figura 28: Espectros de excitagdo (Aem = 615 nm; linha pontilhada) e emisséo (Aex = 395 nm; linha cheia) para
0s compostos B-NaYF4:5%Eu (linha vermelha) e B-NaYF4:5%Eu - NH; (linha preta) obtidos a temperatura

ambiente na forma de suspenséo de particulas em PBS (pH = 7,4; Concentragdo 100 ug/mL).
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Figura 29: Espectros de excitagdo (Aem = 615 nm; linha pontilhada) e emissdo (Aex = 395 nm; linha cheia) para

0s compostos B-NaYF4:5%Eu - NHx(linha preta), B-NaYF4:5%Eu - Coumaric (linha laranja) e -NaYF4:5%Eu

— Tyr3 obtidos a temperatura ambiente na forma de suspenséao de particulas em PBS (pH = 7,4; Concentracdo

100 pg/mL).
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As propriedades fotoluminescentes dos compostos NaYF4:5% Eu-BODIPY COOH
(Figura 30), NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS (Figura 31), NaYF4:5% Eu-ZnPc (Figura 32) e
NaYFs: 5 % Eu-BODIPY NCS / Tyr3 (Figura 33) também foram analisadas. O espectro de
excitagdo do composto NaYFs: 5% Eu - BODIPY COOH foi obtido monitorando o

comprimento de onda Aem = 615 nm, onde apresentara-se duas bandas largas na regido entre

350-580 nm com um méaximos centrados em 370 nm e 493 nm, referindo-se a transi¢es n* «—

n do BODIPY COOH conjugado a particula. Também foi possivel observar a transicdo °Lg «

"Fo centrada em 395 nm, indicando a presenca de uma das transi¢des do ion Eu®*, ocorrendo

com menor intensidade no material sintetizado (Figura 30; linha preta). O espectro de emissao
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para 0 NaYF4:5% Eu-BODIPY COOH, obtido usando Aex = 395 nm, mostrou uma banda larga
na regido entre 500-700 nm indicando o relaxamento do estado excitado para o estado
fundametal * — =, onde o0 seu maximo encontra-se centrado em 508 nm. Além disso, a
transicédo °Do — F» foi observada em seu espectro de emissdo, com menor intensidade quando

comparado a sua emissao oriunda da parte organica (Figura 30, linha azul).

Figura 30: Espectros de excitagdo (Aem = 615 nm; linha preta) e emissdo (Aex = 395 nm; linha azul) para o
composto B-NaYF4s:5%Eu — BODIPY COOH obtidos a temperatura ambiente na forma de suspenséo de
particulas em PBS (pH 7,4; Concentragdo 100 pg/mL).
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Fonte: Fornecida pelo autor.

A investigagdo espectroscopica do composto NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS também foi
estudada como mostrado na Figura 31. O espectro de excitacdo para o composto foi obtido

atravéz do monitoramento do comprimento de onda Aem = 615 nm (Figura 31; linha cinza).



87

Podemos observar uma banda larga na regido entre 325-575 nm com maximos localizados em
467 nm ¢ 493 nm referente as transigdes n* «— w para o derivado derivado de BODIPY NCS
conjugado as nanoparticulas. Adicionalmente, é possivel perceber também um sinal centrado
em 395 nm referente a transicdo °L¢ «— ‘Fo do fon Eu®*. Além disso, obtivemos o espectro de
excitacdo monitorando o comprimento de onda igual a Aem = 540 nm (Figura 31; linha preta),
que apresentou espectro semelhante ao obtido anteriormente, com excecdo da transicédo °Le «—
"Fo que agora é percebida sugerindo que o composto organico adicionado ndo deve contribuir
com processos de transferéncia de energia para o ion lantanideo. O espectro de emissdo do
NaYF4:5% Eu - BODIPY NCS foi obtido utilizando o comprimento de onda Aex = 395 nm
(Figura 31; linha azul) o qual apresenta as transi¢cdes °Do — ’F; (onde, J =0, 1, 2, e 4) referente
as linhas de emissdo tipica para o ion europium trivalente na regido entre 425-720 nm.
Observamos também nesta regido a presenca de uma banda larga com um maximo centrado em
507 nm, resultante do relaxamento *1 — 7 proveniente do composto organico conjugado.

As propriedades Opticas do NaYFs:5% Eu-ZnPc também foram avaliadas como
mostrado na Figura 32. O espectro de excitagdo do composto foi obtido monitorando o
comprimento de onda Aem = 658 nm, onde é revelado um sinal centrado a 414 nm no espectro,
representando a transicdo n* «— w da parte organica do composto conjugado (Figura 32; linha
preta). O espectro de emissdo utilizando Aex = 395 nm (Figura 32; linha azul) apresentou dois
sinais intensos com maximos a 455 nm e 658 nm relativos ao relaxamento para o estado
fundamental ©* — = oriunda dos derivados do ZnPc no composto conjugado final. Além disso,
o composto exibiu linhas de emissdo do fon Eu®*, com mais baixa intensidade, relacionada as
transicdes Do — "Fo-4 do fon Eu®* para a particula NaYF4:5% Eu-ZnPc.

O comportamento fotofisico do composto NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3 também
foi analisado, como mostrado na Figura 33. Para este material observa-se um sinal centrado em
395 nm referente a transicao °Ls < ’Fo do ion Eu®* no seu expectro de excitagdo (Aem = 615
nm; linha preta). O espectro de emissao obtido usando Aex = 395 nm, mostrou uma banda larga
na regido de 525-675 nm em relacionado ao composto organico conjugado BODIPY NCS.
Observamos também as transicdes f-f para o ion Eu* °D1 — "F12 € °Dg — 'Fo (onde, J =0, 1,

2, 3 e 4), como mostrado na Figura 33 (linha azul).



Figura 31: Espectros de excitagdo (Aem = 615 nm; linha preta e Aem = 540 nm; linha cinza) e emissdo (Aex = 395 nm; linha azul) para o composto B-NaYF4:5%Eu

— BODIPY NCS obtidos a temperatura ambiente na forma de suspensdo de particulas em PBS (pH 7,4; Concentragdo 100 pg/mL).
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Figura 32: Espectros de excitagdo (Aem = 658 nm; linha preta) e emissdo (Aex = 395 nm; linha azul) para o composto B-NaYF4:5%Eu — ZnPc obtidos a temperatura

ambiente na forma de suspenséo de particulas em PBS (pH 7,4; Concentragdo 100 pug/mL).

Fonte: Fornecida pelo autor.
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Figura 33: Espectros de excitacdo (Aem = 615 nm; linha preta e Aem = 540 nm; linha azul) e emisséo (Aex = 395 nm; linha vermelha) para o composto f3-

NaYF.:5%Eu — BODIPY NCS/Tyr3 obtidos a temperatura ambiente na forma de suspenséo de particulas em PBS (pH 7,4; Concentra¢do 100 pg/mL).
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O diagrama CIE (Comission Internationale de L'clairage [International Commission on
Illumination]) é um sistema de 2 coordenadas usado para representar a cor percebida pelo olho
humano a partir de dados espectroscopicos (SMITH; GUILD, 1931). No caso dos espectros de
emissdo apresentados nas Figuras 28-33, os dados podem ser traduzidos em coordenadas de
cores em um diagrama de cromaticidade CIE. Como mostrado na Figuras 34a-f, os diagramas
de cromaticidade para os biomarcadores luminescentes exibiram uma cor de emissao diferente

apos irradiacdo com luz ultravioleta.

Figura 34: Representacao do diagrama de cromaticidade para as nanoparticulas conjugadas a)
NaYF4:5% Eu - Coumaric, b) NaYF4:5% Eu - Tyr3, c) NaYF4:5% Eu - BODIPY COOH, d) NaYF4:5%
Eu — BODIPY NCS, d) NaYF4:5% Eu — BODIPY NCS/Tyr3 e €) NaYF4:5% Eu — ZnPc obtido pelo

software Spectra Lux 2.0.
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Fonte: Fornecida pelo autor.

A analise do diagrama de cromaticidade da CIE revelou para NaYF4:5% Eu-Coumaric
uma cor vermelha e coordenada igual a (0,559; 0,430), NaYF4: 5% Eu-Tyr3 uma cor vermelha
e coordenada igual a (0,591; 0,596), NaYF4: 5% Eu-BODIPY COOH uma cor verde e
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coordenada igual a (0,214; 0,653), NaYF4: 5% Eu-BODIPY NCS uma cor verde e coordenada
igual a (0,218; 0,436), NaYF4: 5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3 uma cor branca e coordenada igual
a(0,377; 0,375) e NaYFa4: 5% Eu-ZnPc uma cor rosa e coordenada igual a (0,334; 0,267). Estes
resultados indicam que a adi¢cdo de compostos cromdéforos organicos, além de ampliar a faixa
de emissdo de luz no espectro, modificou a cor resultante das nanoparticulas conjugadas,

possibilitando o ajuste da cor para a utilizagdo desejada.

5.1.1.4 ANALISE DA ABSORCAO DOS BIOMARCADORES LUMINESCENTES
POR CELULAS HT-29 VIA MICROSCOPIA CONFOCAL

A propriedade de biomarcacdo para as nanoparticulas conjugadas foi analisada por
microscopia confocal através de ensaio in vitro utilizando células da linhagem HT-29. Em uma
investigacdo preliminar, observamos que as particulas apresentaram boa interacdo celular
durante o seu cultivo, além de ndo apresentarem indicacdo de alteragdes morfoldgicas das
mesmas apos 24 horas de incubacdo. Além disso, a citotoxicidade do NaYF4:5% Eu-NH; foi
testada em células HT-29 usando um ensaio XTT para avaliar a biocompatibilidade das
particulas precursoras. Os ensaios realizados revelam que a viabilidade celular ndo foi
significativamente afetada pelas nanoparticulas nas concentragdes de 1, 10 ¢ 100 pg/mL (Figura
35). Estes dados mostram resultados satisfatorios, indicando que o material pode servir como
uma biomarcador luminescente promissor de baixa citotoxicidade. Da mesma forma, o0s
compostos BODIPY's, ZnPc, Acido p-Cumarico e Tirosina sdo amplamente relatados na
literatura por apresentarem biocompatibilidade quando utilizados na forma de biomarcadores
(BIZET et al., 2018; ESCOBEDO et al., 2010; LOUDET; BURGESS, 2007; NASKAR et al.,
2016) ou como constituintes moleculares presentes nos alimentos (DZIEDZIC et al., 2018;
PANDEY; RIZVI, 2009; SOOBRATTEE et al., 2005), favorencedo a possibilidade de uso
destes para a conjugacdo com as nanoparticulas de NaYFa4: 5% Eu-NHo.

Apbs o procedimento de exposicdo das nanoparticulas conjugadas observa-se a
excelente afinidade celular do sistema, representada pelo acumulo de particulas luminescentes
na superficie das células HT-29 (Figura 36). Entretanto, as imagens de microscopia obtidas para
0 NaYF4: 5% Eu-NH: revelam que o composto ndo apresentaram boa afinidade celular em
comparacgdo aos demais particulas, mostrando que a etapa de modificacdes de superficie por
grupos lipofilicos é importante para o melhoramento desta propriedade. Uma analise mais
detalhada revela que mesmo com a diferenca nas intensidades de luz detectada pelo
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microscopio, todos as nanoparticulas conjugadas apresentaram absor¢éo celular com deposicéo
anivel citoplasmatico. Na literatura, € possivel encontrar alguns outros marcadores particulados
gue mostram resultados semelhantes as imagens obtidas na interacdo particula-citoplasma
descrita neste trabalho, suportando mais fortemente os resultados apresentados (WOLFBEIS,
2015; YAN et al., 2015). Estes resultados sdo importantes na classificacdo dos nanoparticulas

conjugados como promissores na composic¢ao de biomarcadores luminescentes alternativos

Figura 35: Viabilidade celular para NaYF4:5% Eu-NH; apds 48 h nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL,

determinado por ensaio de XTT.
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Figura 36: Imagens de microscopia confocal (lente ampliada de 63x) para NaYF4:5%Eu - Coumaric, NaYF4:5%Eu - Tyr3, NaYF4:5%Eu - BODIPY COOH,
NaYF4:5%Eu - BODIPY NCS, NaYF4:5%Eu - BODIPY NCS/Tyr3 e NaYF.:5%Eu - ZnPc marcando células da linhagem HT-29; o nicleo celular é azul e os

nanoparticulas conjugadas sdo vermelhos (excitacdo e detec¢do a 395 e 500-700 nm, respectivamente) obtidos na concentracdo de 100 pg/mL em PBS (pH 7,4).
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5.1.2 BIOMARCADORES LUMINESCENTES A BASE DAS PARTICULAS HIBRIDAS
EuDPAcSIO-NH2

5.1.2.1 ANALISE MORF'OLOGICA’ DAS PARTICULAS HIBRIDAS EuDPA A
BASE DAS PARTICULAS HIBRIDAS EuDPAcSIO>-NH;

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e microscopia eletrdnica de varredura
(SEM) foram realizadas para as particulas de EuDPACSIO2-NH> sintetizadas, visando a
elucidacdo das propriedades morfoldgicas do sistema. A anélise de SEM (Figura 37a-b) revela
a formacéo de pequenos blocos com geometria irregular. Os resultados de TEM (Figura 37c-d)
mostraram que o composto EUDPACSIO,-NH, é formado por particulas organizadas em
pequenas particulas, com tamanhos menores que 20 nm (estimado a partir da barra de escala do
equipamento). Importante salientar que particulas possuem morfologia semelhante a trabalhos
publicados na literatura que apresentaram bons resultados na composicdo de materiais
utilizados como biomarcadores luminescente (AYGAR et al., 2015; SHAH, 2018; SHAH et al.,

2017), o que fortalece a ideia de utilizagdo do sistema apresentado neste trabalho.
A analise de tamanho de particulas também foi realizada utilizando-se a técnica de DLS

para as nanoparticulas de silicio sem EuDPA e para o composto EuDPACSIiO2-NH2, como
mostrado nas Figura 38a e 38b respectivamente. A analise revela que as particulas de silicio
tem tamanho medio de particula de 21,7 nm enquanto as particulas EUDPACSiO2-NH>

apresenta valor igual a 63.3 nm, indicando que 0 composto se mantém em escala nanométrica
e que a introducdo do complexo no meio reacional favorece um aumento no tamanho das

particulas



Figura 37: Imagens de (a-b) microscopia eletrdnica de varredura e (c-d) microscopia eletrdnica de transmissao obtidas para 0 material EUDPACSIO,-

<
p
{
/

NH,.

%

SEl  15kV
Sample 2

Fonte: Fornecida pelo autor.

96



97

Figura 38: Histograma de distribuicdo de tamanho obtidos por DLS para as particulas a) SiO, e b)
EuDPAcSiO2-NH,.
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A fim de determinar se ha ocupacdo preferencial do Lu®*, projetando a preparacéo do
radiofarmaco 1’Lu- EUDPACSiIO2-NH_, as imagens de microscopia eletrénica de transmissao
foram analizada para o composto Luos-EuosDPACSIO2-NH:2 (Figura 39a-c). Observamos que
0 composto apresenta morfologia semelhante a apresentada para 0 EUDPACSiIO2-NH,, com a

presenca de pequenos blocos irregulares indicando que a introdugdo do ion Lutércio no material

ndo atera a morfologia do material.



Figura 39: Imagens de (a-c) microscopia eletrdnica de varredura e (d) Imagem de mapeamento obtidos por EDS para 0 material Lugs-EugsDPAc=SiO2-NH,.

Fonte: Fornecida pelo autor.
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Também foi realizado o mapeamento do composto Luos-EuosDPACSiIO2-NH2 por EDS
(Figura 39d), a qual revelou que o material realmente é constituido em maior quantidade Si
(13% ) dentre os elementos inorganicos presentes. Adicionalmente, observou-se que a
porcentagem de Eurdpio e Lutércio encontrados dentro do material € a mesma (0,4%),
indicando que ndo ha preferéncia na introducéo dos ions metalicos na matriz de silicio, além
dos lantanideos estarem distribuidos em toda a amostra de maneira uniforme. A identificacdo
todos os elementos fica mais evidente pela analise do espectro de EDS, mostrado na Figura 40.
A representacdo quantitativa das porcentagens de massa e porcentagem atdbmica para 0S

elementos presentes na amostra sao apresentados na Tabela 8.

Figura 40: Espectro de EDS para a amostra Lugs-EugsDPAcSiO2-NH;
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Fonte: Fornecida pelo autor.
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Tabela 8: Andlise quantitativa elementar com as porcentagens atbmicas e de massas obtidas pelo EDS para o
composto Lugs-EuosDPAcSIO2-NH;

Elemento (%0) Massa (%0) Atomica (%) Erro (%)
CK 32,8 45,5 9,9
oK 38,9 40,5 8,7
SiK 22,0 13,2 3,2
EulL 3,0 0,4 213
LulL 3,3 0,4 36,6

5.1.2.2 ANALISE QUIMICA E COMPOSICIONAL DAS PARTICULAS HIBRIDAS
EuDPAcCSiO>-NH-»

Para analise do composto EUDPAcSIO2-NH2 é necessario que se conhega com mais
detalhes os principais grupos funcionais presentes no acido dipcolinico (H2.DPA) e, para isto, 0
composto foi submetido a espectroscopia no infravermelho (FT-IR). O espectro da Figura 41
revela uma banda larga e de média intensidade na regido de 3300-2500 cm?, referente ao
estiramento O-H do acido carboxilico localizado nos terminais do ligante (PAVIA et al., 2009).
Também é possivel identificar o sinal referente a carbonila (C=0) por uma banda Unica de perfil
estreito e bastante pronunciada localizada em 1701 cm (PAVIA et al., 2009). Ainda para a
carbonila, observa-se o estiramento fora do plano C-O-H representado por um sinal de
intensidade mediana centrado em 1419 cm™, além de um sinal em 939 cm™ que esta
correlacionado com as ligacdes de hidrogénio intermoleculares presentes no solido (PAVIA et
al., 2009). Também é verificado o estiramento simétrico C-O com um sinal situado em 1254
cm? (PAVIA et al., 2009). A presenca do anel aromatico é evidenciada pela observacéo dos
estiramentos C=C do anel, composto por trés sinais em 1569, 1538 e 1462 cm-!, além dos dos
estiramentos C-H assimétrico e simétrico em 2962 e 2871 cm™, respectivamente (PAVIA et al.,
2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Tendo-se obtida a identificagdo dos principais grupos funcionais do H2DPA, agora €
possivel realizar uma analise comparativa do complexo metadlico EuDPA com maior
propriedade (Figura 42; linha azul). Inicialmente pdOde-se verificar que o estiramento
assimétrico vass (COO") da carbonila (1591 cm™) apresenta-se deslocado em relagdo ao sinal
C=0 provenietnte do ligante (1701 cm), e isto se d& devido a desprotonacéo da carbonila e
coordenacdo deste grupo com o ion metalico que proporciona uma reducdo da frequéncia da

vibracdo molecular e surgimento de sua banda em um numero de onda mais baixo do que
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observado para o ligante livre (PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005).

Figura 41: Espectro de infravermelho para o compostos H.DPA.
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Fonte: Fornecida pelo autor.

Ainda de modo a fortalecer os indicios de coordenagdo no composto, 0 espectro revela um
deslocamento do estiramento C-O de 1247 cm, do ligante puro H2DPA, para 1277 cm™ no
EuDPA referente a coordenacao do ion lantanideo pelo oxigénio na carbonila, o que indica a
desprotonacéo do acido carboxilico e formacdo da ligacdo metal-ligante neste sitio (PAVIA et
al., 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

A anédlise das nanoparticulas de EUDPAcSIO2-NH> também foi realizada utilizando a
técnica de FT-IR, como mostrado na Figura 42 (linha vermelha). Esta revelou a presenca de
uma banda larga e intensa com maximo centrado em 1070 cm™, que esta relacionada ao
estiramento assimétrico Si-O-Si proveniente de grupos derivados do silano. A funcionalizagdo
com grupos -NH2 p0de ser caracterizada pela presenca de uma banda pouco intensa localizada

em 800 cm? devido as vibracoes N-H direcionadas fora do plano(PAVIA et al., 2009;



102

SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Adicionalmente, é observado um sinal na
centrado em 1562 cm-t, referente a deformacéo angular N-H para amina primaria.

Figura 42: : Espectros de infravermelho para os compostos H,DPA (linha preta) e EuUDPA (linha azul) e

EuDPACSIO,-NH; (linha vermelha).
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Fonte: Fornecida pelo autor.

O composto EUDPAcSiIO,-NH2 também apresenta um sinal de baixa intensidade, com maximo
centrado em 1637 cm-t, o qual € atribuido ao estiramento assimétrico vass(COO") do complexo
de coordenacdo incorporado as nanoparticulas de SiO, (PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005). Os resultados sugerem que o complexo esta internalizados na
rede de rigida de silicio, em sua conformac&o original, a qual estabiliza o sistema hibrido por
interagOes supramoleculares.

A andlise termogravimétrica (TGA) também foi instrumento importante tanto para
auxiliar a caracterizacdo do complexo metélico EUDPA quanto para determinacdo do perfil de

estabilidade térmica dos compostos EUDPA e EuDPAcSIO.-NH2. No que se refere ao
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comportamento térmico para o EuDPA observamos a sua decomposi¢cdo em duas fragdes
(Figura 43). Na primeira evento térmico observamos a eliminacéo de 14% de massa na faixa de
temperatura entre 30-150 °C ocorrendo em duas etapas, a qual é atribuida a remocéo de sete
moléculas de agua, de hidratacdo e coordenacdo, presentes no complexo de coordenagdo. O
segunda evento térmico em destaque é relacionado com a parte organica do ligante DPA?*
coordenado que é eliminado em trés etapas, totalizando 45% de perda de massa na faixa de
temperatura entre 150-800 °C, conferindo ao composto dois ligantes coordenados ao ion
metalico. Deste modo, a composicdo quimica do complexo sintetizado apresenta boa
concordancia com a estrutura proposta teoricamente Eu(DPA)2(3H20)]-4H20, como mostrado
na Tabela 9.

Tabela 9: Anéalise termogravimétrica utilizada como estimativa composicional do complexo EuDPA.

2 DPAZ 7 H20 Eu Na

(%) (%) (%) (%)
EuDPA Experimental 45 14 - -
Na[Eu(DPA)2(3H20)]4H:0 Teorico (TAO et al., 2015b) 51 14 24 4

A andlise de TGA para as nanoparticulas de EUDPACSiO.-NH: foi realizada entre as
regides de 25-600 °C, como apresentado na Figura 44. Observa-se que 0 composto apresenta
dois eventos de perda de massa até a producao de residuo proveniente da eliminagédo de 25%
da massa inicial do composto. Importante salientar que o perfil do termograma encontrado para
EuDPACSIiO2-NH; se assemelha com o descrito na literatura para nanoparticulas de SiO2 (KIM
et al., 2014). Adicionalmente, os resultados encontrados concordam com dados reportados,
onde compostos derivados de nanoparticulas de SiO» tem a percentagem de massa
remanescente aumentada com o acréscimo dos outros componentes.

A anélise de TGA para as nanoparticulas de EUDPACSiO.-NH: foi realizada entre as
regides de 25-600 °C, como apresentado na Figura 44. Observa-se que 0 composto apresenta
dois eventos de perda de massa até a producdo de residuo proveniente da eliminacdo de 25%
da massa inicial do composto. Importante salientar que o perfil do termograma encontrado para
EuDPACSIiO2-NH; se assemelha com o descrito na literatura para nanoparticulas de SiO2 (KIM
et al., 2014). Adicionalmente, os resultados encontrados concordam com dados reportados,
onde compostos derivados de nanoparticulas de SiO» tem a percentagem de massa

remanescente aumentada com o acréscimo dos outros componentes.
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Figura 43: Analise temogravimétrica para o complexo de EuDPA.
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Figura 44: Analise temogravimétrica para as nanoparticulas EUDPACSiO2-NH;

Fonte: Fornecida pelo autor.
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5.1.2.3 ESTUDO ESPECTROSCOPICO DAS PARTICULAS HIBRIDAS
EuDPAcSiI02-NH:2

O comportamento Optico dos compostos EUDPA e EuUDPAcSiO2-NH; foi analisado
utilizado espectros de excitacdo, emissdo e tempo de vida. O espectro de excitacdo para o
complexo EuDPA, obtido monitorando Aem = 615 nm (Figura 45; linha pontilhada azul),
apresenta duas bandas na regido entre 240-310 nm, com méaximo centrado em 283 nm referente
a transi¢do © — n* do ligante DPA?. Também é possivel observar a presenca de um sinal de
menor intensidade centrado em 395 nm, o qual é relacionado a transicéo °Fo — 5L do fon Eu*.
O espectro de emissdo para 0 EUDPA, utilizando Aex = 283 nm (Figura 45; linha cheia azul),
revela as transicdes °Do — ‘F;(onde J=0, 1, 2, 3 e 4) tipimente relacionadas com a configuracéo
4f% do Eu®*. A andlise do espectro de emissdo também revela a auséncia de bandas de emissdo
oriundas do ligante, indicando que a conversdo de energia ligante-metal acontece
eficientemente (efeito antena). Adicionalmente, o espectro revela a presenca da transicéo °Do
— "Fo 0 que indica a restricdo da simetria pontual entorno do fon para as representagdes Ci, Cn,
Cnv € Cs. E importante mencionar que o perfil de emiss&o para o composto EUDPA ¢é analogo
ao reportado na literatura (TAO et al., 2015b).

A analise da fotoluminescéncia para 0 composto EuUDPAcSiO2-NH; também foi
avaliada pelos seus espectros de excitagdo (Figura 45; linha pontilhada vermelha) e emissao
(Figura 45; linha cheia vermelha). O espectro de excitagdo, obtido monitorando Aem = 615 nm,
revela a presenca de duas bandas na regido entre 240-310 nm, com maximo centrado em 279
nm referente a transi¢do m — n* do ligante DPA?, agora com perfil levemente diferente do
observado para 0 EuDPA. Esta diferenca deve estar relacionada com a organizagédo do
complexo EuDPA que agora se encontra imobilizado em estado solido na forna de
nanoparticulas EUDPAcSiO2-NH2. O espectro de emissao para 0 EUDPAcSIO2-NH; apresenta
mesmo perfil espectral em relagéo ao apresentado para o EUDPA, indicando que o complexo
incorporado na rede hibrida confere a mesma simetria pontual entorno do ion em rela¢éo ao

complexo de coordenacéo livre.
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Figura 45: Espectros de excitacdo (linha pontilhada) e emissdo (linha cheia) para os compostos EUDPA (Aem =
615 nm e Aex = 283; linha azul) e EuDPACSiO2>-NHz (Aem = 615 nm e Aex = 279; linha vermelha) obtidos a
temperatura ambiente; O EuDPA em solugdo aquosa 1x10° mol/L e 0 EuDPAcSiO,-NH; na forma de

suspensdo de particulas em PBS (pH = 7,4; Concentragdo 100 pug/mL).
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Fonte: Fornecida pelo autor.
Os decaimentos exponenciais para o estado emissor °Do foram determinados a partir da

curva de decaimento exponencial dos compostos EUDPA e EUDPAcSiO2-NH: (Figura 46). As
curvas de ambos os materiais apresentaram um perfil monoexponencial, indicando a existéncia
de apenas um sitio metalico emissor para cada sistema. Observa-se também que o composto
EuDPA, Figura 46a, apresenta uma baixa eficiéncia quéntica de emissédo em relagdo aos
complexos usuais de Eurépio (DE MELLO DONEGA; JUNIOR; DE SA, 1996), igual a 18 %,
a qual esta associada a um alto valor da taxa ndo-radiativa (Anrad =1546,6 s*) em relacéo a taxa
radiativa (Anrad = 340,5 s1), além de possuir um baixo tempo de vida (t = 0,53 ms). Este baixo
valor obtido para a eficiéncia quantica de emissao pode ser explicado pela presenca de estados

energéticos oriundos dos osciladores O-H da agua, a qual apresenta-se ressonante ao estado



108

emissor °Do do Eu®* promovendo a desativacdo da luminescéncia e, consequentemente,
resultando na baixa eficiéncia quantica de emissdo quando comparado a resultados
apresentados na literatura utilizando outros solventes (STEIN; WURZBERG, 1975; TAO et al.,
2015a).

A analise das curvas de decaimento exponencial para o composto EUDPAcSiO2-NH;
também apresenta valor baixo para a taxa radiativas (Arad = 326,1 s1), enquanto o valor para a
taxa ndo-radiativa apresenta-se elevado (Anrad = 1340,6 s ). Este fato, aliado a diminuicéo no
tempo de vida (t = 0,60 ms) obtido pela curva de decaimento radiativo da Figura 46b, promove
a obtencdo de eficiéncia quantica de emissdo igual a 20 %.

Os parametros experimentais de intensidade (€2,), também foram determinados a partir

do espectro de emissdo usando a Equacdo 4.

o — 4e’w° A,
A 7 2|5 2 (4
3z("FJu* D)

Os detalhes para obtencao dos parametros fisicos sao discutidos em detalhes na literatura
(MALTA, 2008). E conhecido que a analise dos parametros de intensidade () deve sugerir
uma relacdo com o grau de interacGes covalentes entre o ligante e o ion lantanideo. Quando o
acoplamento dinamico é o principal mecanismo, como na maioria dos casos dos compostos de
coordenacdo, o parametro de intensidade Qs € mais apropriado para estimar o grau de
covaléncia (MOURA et al., 2016). Como descrito anteriormente, espera-se que o ion Eu®* na
forma de EuUDPAcSiO2-NH> apresente a mesma simetria pontual que a encontrada para o
complexo de coordenacgdo livre. Entretanto, observa-se que os valores dos parametros de
intensidade Q4 apresentam diferencas em seus valores absolutos, indicando que o composto
coordenacéo livre EuDPA (Q4 = 4,45x102° cm?) possui um grau de covaléncia inferior ao
obtido para as particulas de EUDPAcSiO2-NH: (Q4 = 4,70x1072° cm?). Este resultado sugere
que a imobilizacdo ndo altera 0 ambiente quimico do Eurdpio no sélido nanoparticulado, mas
de alguma maneira deve modificar a distribuicdo eletronica do ligante e, por conseguinte, 0

grau de covaléncia da ligacdo Ligante-Metal no material.
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Os valores experimentais para os parametros de intensidade Q) (A = 2 e 4), taxas
radiativas (Arad) € ndo-radiativas (Anrad) € eficiéncia quantica de emissdo () para os compostos
EuDPA e EUDPACSIO2-NH> estdo disponiveis na Tabela 10.

Figura 46: Curva de decaimento exponencial para os compostos a) EUDPA (hex = 283 nm e Aem = 615 nm) e
b) EuDPACSiO2-NH, (Aex =279 nm € Agm= 615 nm).
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Fonte: Fornecida pelo autor.

Tabela 10: Valores experimentais dos pardmetros de intensidade €, Q4 and Qg, decaimentos radioativos (Arag)
e ndo-radioativos (Anrag) € eficiéncia quantica de emissdo ().

Parametros de Intensidade

(10720 sz) Arad (Sil) Anrad(sil) T(mS) n (%)
Q, Qu Qo Q4
EuDPA 6,31 4,45 1,42 340,5 1546,6 0,53 18
EUDPAcSiO2-NH2 5,79 4,70 1,29 326,1 1340,6 0,60 20

A comparagao entre 0s espectros de excitagdo (Aem = 615 nm) e emissao ((Aex =
283 nm) entre os compostos EuDPAcSiO2-NH2 e Luos-EugsDPAcSiO2-NH2 foi
realizada (Figura 47). Observa-se que o0s padrfes espectrais de excitacdo e emissdo nao
sofrem alteragdes, indicando que a introducdo do Lutércio ndo causa alteragbes no

ambiente quimico do complexo de Eurdpio dentro da matriz.
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Figura 47: Espectros de excitacdo (linha pontilhada) e emissao (linha cheia) para os compostos EuDPAcSiO,-
NHz (kem = 615 nm e Aex = 283; linha vermelho) e Lugs-EugsDPAcSiO2-NH2 (Aem = 615 nm e Aex = 279;
linha rosa) obtidos a temperatura ambiente; O Lugs-EupsDPAcSiO2-NH; e 0 EUDPACSiO,-NH; na forma de
suspensdo de particulas em PBS (pH = 7,4; Concentragdo 100 pug/mL).
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5124 ANALISE DA ABSORCAO DAS PARTICULAS EuDPAcSiO>-NH; POR
CELULAS HT-29 VIA MICROSCOPIA CONFOCAL

As nanoparticulas EUDPAcSIO>-NH, foram analisadas utilizando experimentos de
microscopia confocal como mostrado na Figura 48. Neste ensaio foi avaliado a capacidade de
internalizac&o das particulas em células HT-29 nas concentragdes 10 pug/mL, 100 pg/mL e 1000
pug/mL durante um periodo de incubagdo de 24 horas. Apds uma investigacdo preliminar é
possivel observar que o composto nas diferentes concentragdes apresentaram boa interacdo com

células HT-29 durante o seu cultivo, sem indicacdo de alteracdes morfoldgicas das mesmas
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apos o periodo de incubagdo. Apds o procedimento de exposicdo entre as nanoparticulas de
EuDPACSIO,-NH2 nas diferentes condicdes € possivel observar uma excelente afinidade
celular, representada pelo acimulo de particulas luminescentes na superficie das células HT-
29. Uma analise mais detalhada mostra que mesmo com a diferenca nas intensidades de luz
emitida, todos as concentragdes tiveram absorcdo celular depositada na regido do citoplasma,
semelhante aos outros materiais apresentados na seccao 4.1.2.3 deste manuscrito, indicando
que as particulas EUDPAcSIO2-NH2 sdo promissoras na composicdo de biomacadores

luminescentes.

Figura 48: Imagens de microscopia confocal (lente ampliada de 63x) para EuDPAcSiO2-NH; marcando
células da linhagem HT-29; o nlcleo celular é azul e as particulas sdo vermelhas (excitacdo e deteccdo a 279 e
500-700 nm, respectivamente) obtidos nas concentracfes de 10, 100 e 1000 pg/mL em PBS (pH 7,4).

10pg/mL 100pg/mL 1000pg/mL control

HT-29

Hoechst
33342

Particle

Merge

Fonte: Fornecida pelo autor.
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5.2 BIOMARCADORES RADIOATIVOS

5.2.1 RADIOIODACAO DE BIOMARCADORES CONJUGADOS A BASE DE
NANOPARTICULAS DE NaYF4:5% Eu

Alguns dos nanomarcadores luminescentes sintetizados na se¢do 4.2.1.2., NaYF4:5%Eu
- Coumaric, NaYF4:5%Eu - Tyr3 e NaYF4:5%Eu - BODIPY NCS / Tyr3, foram utilizados
como matrizes para incorporacdo do radioisétopo %I. A estratégia empregada baseou-se na
metodologia de radioiodacao tipicamente aplicada para marcacdo de compostos derivados da
tirosina, como peptideos e proteinas, em reagdes iodacdo oxidativa usando o lodogen
(HERMANSON, 2013).

A quantificacdo da incorporacdo de 2%l nas nanoparticulas conjugadas (IR) foi definida
por uma relagdo entre a atividade emanada pelo composto antes e ap0s a reacdo de radioiodacao,
como descrito na secdo experimental. Apos a reagdo 0s compostos apresentaram valores de IR
iguais a 30, 28 e 19% para NaYF4:5% Eu-Tyr3-12%l, NaYF4:5% Eu-Coumaric-123l e NaYF4:5%
Eu-BODIPY NCS/Tyr3-123], respectivamente. E possivel perceber que os resultados de IR estdo
diretamente relacionados com a quantidade de derivados de tirosina e &cido p-cumarico
conjugados nas amostras (Figura 27), ou seja, os compostos NaYFs:5% Eu-Ty3-1%| e
NaYF4:5% Eu-Coumaric-*2%l apresentam o maior porcentagem de incorporacdo devido a
eficiéncia na reacdo com compostos fenolicos para-substituidos. Consequentemente o menor
valor de IR para 0 NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3-12% deve estar relacionado com a
presenca de menos grupos tirosina conjugadas as nanoparticulas. Adicionalmente, também
pdde-se determinar a atividade especifica, definida pelarelacdo entre a atividade do
radiomarcador e a massa de material utilizado, para NaYF4:5% Eu-Tyr3-12%l, NaYF4:5% Eu-
Coumaric-12%l e NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS / Tyr3-12%|, onde os materiais revelaram valores
iguais a 661, 643 e 596 uCi / mg, respectivamente.

Os valores para as atividades inicial e final, percentual de incorporacgdo e atividade

especifica para todas as nanoparticulas sdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores obtidos para atividade inicial, atividade final, radiacdo incorporada (IR) e atividade especifica
para as particulas NaYF4:5% Eu-Coumaric-123I, NaYF:5% Eu-Tyr3-121, e NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS/ Tyr3-

123|

NaYF :5% Eu— NaYF :5% Eu - BODIPY
NaYF4:5% Eu — 4 4
Coumaric — 12| Tyr3- % NCS/Tyr3 23|
Atividade inicial (nCi) 661 643 596
Atividade final (uCi) 253 273 142
IR (%) 28 30 19
Ativ. Especifica (nCi/mg) 661 643 596
5.2.2 ANALISE DA ABSORCAO DAS NANOPARTICULAS NaYF4:5% Eu —

COUMARIC-121, NaYF4:5% Eu - Tyr03-13| E NaYF4:5% Eu - BODIPY/Tyr03-
123] EM CELULAS HT-29

A determinacdo da quantidade de radioisdtopos absorvida pelas células HT-29 foi
medida atravéz da intensidade da radiacdo emanada pelas particulas absorvidas nas células
remanescentes, as quais encontram-se aderidas nos pocos de cultivo ap06s exposicdo aos
nanocompostos. Na Figura 49 é apresentada a relagcdo entre o tempo de interacéo e porcentagem
de incorporagéo das nanoparticulas nas células HT-29. Observamos que para as nanoparticulas
NaYF4:5% Eu - Coumaric-*?%l e NaYFa: 5% Eu — Tyr3-123 ocorre um incremento da taxa de
incorporagdo em funcdo do tempo seguido de uma estabilizacdo em um patamar proximo de
20% a partir de 6 horas de incubacdo. Diferentemente ao dos outros compostos absorcdo de
NaYF4: 5% Eu - BODIPY NCS/Tyr3-123| foi avaliado em tempos t iguais a 0, 6, 9 e 12 horas
devido a disponibilidade de material suficiente para sintese. Podemos observar que para este
composto ha também uma estabilizacdo da absorgdo celular em um patamar igual a 20%, a

partir de 6 horas de incubagdo, semelhante aos demais compostos apresentados.
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Figura 49: Ensaio de absorcdo das particulas NaYF4:5% Eu-Coumaric-*21, NaYF4:5% Eu-Tyr3-'3, e
NaYF4:5% Eu-BODIPY NCS/ Tyr3-12| em células HT-29 em funcgéo do tempo de tratamento.
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Fonte: Fornecida pelo autor.

52.3 BIOMARCADORES RADIOATIVOS A BASE DAS PARTICULAS HIBRIDAS
7L u-EuDPAc=SIO;-NH2

O nanomarcador luminescente EUDPAcSiO2-NH foi utilizado como matriz para
producéo do radiofarmaco utilizando o elemento *"Lu como constituinte do material (*’’Lu-
EuDPAcSiO2-NH>). A estratégia empregada baseou-se na metodologia de incorporagdo do
radioisotopo one-pot na formagdo do material hibrido a base de nanoparticulas de silica
(detalhes na se¢do 4.2.2.2). Para a quantificacdo da porcentagem de incorporacéo do '’Lu
(%IR) também foi definida tomando por base a relacdo entre quantidade de atividade do
composto antes e apds a reacdo de formacdo das nanoparticulas ’’Lu-EuDPAcSiO2-NHy,
analogamente ao descrito na Equacdo 1. Para isso a quantidade de radioisotopo adicionado a
reacao foi variada buscando-se obter a melhor taxa %IR para o material. Avaliando-se a
introducdo de 22 mCi (~10.000x), 1,8 mCi (~1000x), 192,3 mCi (~100x), 21,0 uCi (~10x) e
2,94 uCi (~1x) de Y7LuCls no sistema observamos valores de IR iguais a 60, 74, 84, 87 e 93%
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para a incorporacdo no *’’Lu-EuDPAcSiO2-NH; (Figura 50; linha preta). Este resultado indica
que o a faixa de melhor incorporacdo do radioisétopo na matriz de silica é obtida quando
utilizado 22 mCi como atividade incial.

Sabendo-se que a atividade especifica é estimada a partir da razdo entre atividade pela
massa de material (uCi/mg), decidiu-se estimar esta grandeza para o composto ’’Lu-
EuDPAcSiO2-NH,. Considerando que a sintese das particulas EuDPAcSiO2-NH2 geram uma
massa igual a 1.75 + 0.50 mg, determinamos a atividade especifica para 0 composto, como

mostrado na Figura 50 (linha azul).

Figura 50:Taxa de incorporagdo de Lu-177 (linha preta) e atividade especifica (linha azul) em fungdo da

radiacdo inicial para as particulas '"’Lu-EuDPAcSiO,-NH,.

100 T T T T T T | Y I !
L 12000
— | |
. -
e 90- - 11750 5,
g _/ _ 5
5 :
S - 11500 £
5 80 (1))
O |- w
£ 8
2 1a 11250 &
© T o
Q
2 70 ./ L 900~
*g i )
K] | L6000 F
3 L =
60 L 300

g |

o -0

| ! | ' I ! | ' | '

0 5000 10000 15000 20000

Radioatividade inicial (uCi)

Fonte: Fornecida pelo autor.

5231 ANALISE DA ABSORCAO DAS NANOPARTICULAS Y"Lu-EuDPACSIO;-
NH2 EM CELULAS HT-29

A determinacdo da quantidade de radioisotopos absorvida pelas células HT-29 foi
medida através da atividade do radionucleotideo nas células remanescentes, as quais
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encontram-se aderidas nos po¢os de cultivo apds exposi¢do aos nanocompostos. Na Figura 51
é apresentada a relacdo entre o tempo de interacdo e porcentagem de incorporagdo das
nanoparticulas nas células HT-29. Observamos que para as nanoparticulas *’’Lu-
EuDPAcSiO2-NH2 ha um incremento da taxa de incorporagdo em funcéo do tempo seguido de

uma estabilizagdo em de 13% ap0s 24 horas de incubagéo.

Figura 51: Ensaio de absorcdo das particulas ’Lu-EuDPAcSiO2-NH, em células HT-29 em funcdo do tempo

de tratamento.
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Fonte: Fornecida pelo autor.

Na Figura 52 é apresentada a relagdo entre a atividade do radiomarcador aplicada no
meio celular e porcentagem de incorporagdo das nanoparticulas nas células HT-29 durante 24
h de incubacgdo. Observa-se a ocorréncia de um aumento gradual da absor¢édo celular ao passo
que a concentracdo de nanoparticulas "/Lu-EuDPAcSiO2-NH2 é elevada. Entretanto o
comportamento da curva sugere que a partir de 100 pCi a absor¢do indica um patamar de

estabilizagc&o de 13% de incorporacéo.
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Figura 52: Ensaio de absorgdo das particulas *’Lu-EuDPAcSiO,-NH; em células HT-29 em fungdo da

atividade utilizada.
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Fonte: Fornecida pelo autor.

5.2.3.2 AVALIACAO DAS  NANOPARTICULAS  YLu-EuDPAcSIO>-NH:
ATUANDO RADIOMARCADORES IN VIVO

Em ensaio preliminar visando o entendimento do comportamento do hanocomposto as
particulas *"Lu-EuDPAcSiO2-NH2 (2 mCi) foram administradas intratumoralmente em
pequenos animais (n = 5) e 0 progresso da atividade radioativa foi avaliada em funcao do tempo
por imagens de SPECT/CT (Figura 53). As imagens revelaram que a radioatividade manteve-
se confinada aos tumores subcutaneos HT-29 em 2 h apés a injecdo de *’’Lu-EuDPAcSiO2-
NH: (Figura 53). Entretanto observou-se uma diminuigéo da radioatividade do tumor em 24 h.
Adicinalmente, esta mesma radioatividade observada apresenta-se mais homogénea em 24 h e
48 h (Figira 53) ap0s a inje¢do, sugerindo difusdo intratumoral das nanoparticulas adicionadas.
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Figura 53: Imagens obtidas apds 2, 24 e 48 h para as nanoparticulas *"’Lu-EuDPAcSiO2-NH; injetadas intratumoralmente em camundongos nude.

2h

Fonte: Fornecida pelo autor
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Verificado que as nanoparticulas possuem potencialidades na absor¢do de células
tumorais, realizou-se experimentos para investigacdo do potencial terapéutico do composto
7 u-EuDPAcSi02-NH2 (27Lu NP) ap6s administragdo intratumoral. Para isso, avaliou-se o
volume do tumor dos animais apds o tempo de tratamento, considerando 0 EuDPAcSiO2-NH2
como controle positivo (NP) e a solucdo de tampéo fosfato-salino como controle negativo

(PBS), como mostrado na Figura 54.

.Figura 54: Avaliac&o do potencial terapéutico das nanoparticulas ’’Lu-EuDPAcSiO2-NH; (*"/Lu NP) através
da investigacdo do volume do tumor em fungéo do tempo de observacao, antes e apds tratamento intravenoso
em camundongos nude, em comparagao com as nanoparticulas EuDPAcSiO2-NH; (NP) e o controle negativo
(PBS)
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Fonte: Fornecida pelo autor

A investigacdo do potencial terapéutico iniciou ap0s 0s animais atingissem tumores de
aproximadamente 500 mm?, o que foi constatado no décimo sexto dia. Apds isso, as substancias
foram injetadas e a avaliacéo do tratamento foi analizada. E possivel através da Figura 54 que
o composto 17’Lu NP apresentou um perfil de regressdo do seu volume tumoral ap6s o vigésimo
primeiro dia de observacéo, o que ndo € apresentado para os controles NP e PBS que continuam

a exibir um crescimento do tumor diretamente proporcional ao nimero de dias. Finalmente,
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apds o trigésimo terceiro dia de observacdo o composto '’Lu NP apresenta regressdo do
tamanho do tumor, comportamento extremamente diferente dos obtidos para os animais
analisados apos tratamento com o NP e PBS. Este resultado indica que 0 nosso composto, além
de apresentar-se como um étimo marcador multifuncional (luminescente-radioativo) apresenta-
se também bastate promissor para uso em diagndstico o que € uma caracteristica interessante

para composicao de um novo radiofarmaco em escala nanométrica.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Pode-se concluir que:

i)

Nanoparticulas a base de NaYF4:5%FEu:

. Os compostos NaYF4:5%Eu e o NaYFs5%Eu-NH, foram sintetizados e

caracterizados com sucesso utilizando difracéo de raios-x de p0, espectroscopia de

fotoluminescéncia;

. O tamanho de particulas do NaYF4:5%Eu-NH foi estimadas utilizando a equagéo

de scherrer (42 nm), microscopia de transmisséo (proxima de 20 nm) e DLS (27,7

nm) indicando que o material final encontra-se em nanoescala;

. As reacdes de acoplamento foram caracterizadas pelas técnicas de FT-IR e TGA,

indicando que todos os compostos conjugados NaYFs:5% Eu-Coumaric,
NaYF4:5%Eu -Tyr3, NaYF4:5%Eu -BODIPY COOH , NaYF4:5% Eu-BODIPY
NCS e NaYF45%Eu -ZnPc e NaYF45%Eu -BODIPY NCS/Try3 foram

devidamente preparados;

. As propriedades Opticas de todos os materiais supracitados foram investigadas

utilizando espectros de excitagcdo e emissao;

. As particulas conjugadas foram eficientemente absorvidas por células HT-29, como

revelou a microscopia confocal,

. Os compostos radiomarcados NaYF4:5% Eu-Coumaric-123l, NaYF4:5% Eu -Tyr3-

1231 e NaYF4:5% Eu -BODIPY NCS/Try3-12%| foram obtidos com reacéo de iodacdo

com valores préximos de 30%;

. Arabsorcéo celular para os compostos radiomarcados NaY F4:5% Eu-Coumaric-1231,

NaYF4:5% Eu -Tyr3-1231 e NaYF4:5% Eu -BODIPY NCS/Try3-123] pdde ser obtida

e as cerca de 20% das particulas foram absorvidas pelas células HT-29.

Nanoparticulas a base de EUDPACSiIO»-NH»

. O composto EuDPA foi devidamente sintetizado e caracterizado por FT-IR, TGA

e Luminescéncia;

. As nanoparticulas hibridas EuDPAcSiO2-NH, também foram sintetizadas e

caracterizadas utilizando SEM, FT-IR, TGA e luminescéncia;
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3. O tamanho de particula para o material hibrido EuDPAcSiO2-NH: foi estimado
através das analises de TEM (menor que 50 nm) e de DLS (21.5 nm);

4. A absorcdo celular das nanoparticulas EuDPAcSiO2-NH, em células HT-29
revelou que as particulas sdo marcadores eficientes a nivel citoplasmatico;

5. Os ensaios do radioinsercao do Lu-177 nas nanoparticulas mostraram que as
particulas *""Lu-EuDPAcSiO2-NH; incorporaram 93% da atividade no composto
final;

6. Experimentos de absorcdo celular em funcdo do tempo e da atividade aplicada
revelaram uma taxa de absorcdo de células HT-29 de 13% em ambos o0s
experimentos apos a estabilizacdo da curva de absorcéo.

7. Imagens preliminares de SPECT/CT foram obtidas para o composto 7’Lu-
EuDPAcSiO2-NH, apds administragdo intravenosa em diferentes tempos de
tratamento 24h, 48h e 72h, onde observou-se a intensidade da radiacao diminuindo
na regido de analise ap6s 48h, indicando uma leve distribuicdo da atividade no
corpo do animal. Por outro lado, a maior parte das nanoparticulas ficaram retidas

na regido tumoral indicando que o material foi absorvido nesta regiao.
Como perspectivas futuras pretende-se:

1. Realizar os ensaios in vivo para as particulas NaYF:5% Eu-Coumaric-123I,
NaYF4:5% Eu -Tyr3-12%l e NaYF4:5% Eu -BODIPY NCS/Try3-12% avaliando-se a
biodistribuicdo do material apds administragdo intravenosa;

2. Realizar experientos de biodistribuicao para as particulas 1"’Lu-EuDPAcSiO2-NH;
ap6s administracdo intravenosa;

3. Auvaliar o potencial das particulas "’Lu-EuDPAcSiO2-NH2 como radiofarmacos

explorando a emissao de radiacao beta do Lu-177.
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APENDICE A: REACOES ENVOLVIDAS NOS PROCESSOS DE CONJUGACAO

Figura S1: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtencdo do NaYF4:5%Eu-Coumaric

O g@—ﬂn;
o 0]

HCr A, Coumaric

TETLU DM E B HN
+ —_—
NH;

13 McORUTHFLaOH
21 HLI

{@"JH
O
HN! Coumane

Fonte: Fornecida pelo autor



Figura S2: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtencéo do NaYF4:5%Eu-Tyr3
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Figura S3: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtencéo do NaYF4:5%Eu-BODIPY COOH
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Figura S4: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtencdo do NaYF4:5%Eu-ZnPC
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Figura S5: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtengdo do NaYF4:5%Eu-BODIPY NCS
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Figura S6: Representacdo do mecanismo de sintese utilizado na obtencdo do NaYF4:5%Eu-BODIPY
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