e
e~
e~

-
-
-

3

Go
ﬂ
Y
m

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA

JOYCE FRANCINE DA SILVA DE LIMA

NANOSSONDA Gd,0s:Yb/Er@Gelatina-MTX: SINTESE, CARACTERIZACAO,

CITOTOXICIDADE E POTENCIAL TERANOSTICO

RECIFE
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL
BACHARELADO EM QUIMICA

JOYCE FRANCINE DA SILVA DE LIMA

NANOSSONDA Gd,0s:Yb/Er@Gelatina-MTX: SINTESE, CARACTERIZACAO,

CITOTOXICIDADE E POTENCIAL TERANOSTICO

TCC apresentado ao Curso de Bacharelado em
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco,
Centro Ciéncias Exatas e da Natureza, como requisito

para a obtencéo do titulo de bacharel em Quimica.

Orientador: Severino Alves Junior

Coorientador: Rodrigo da Silva Viana.

RECIFE
2023



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragéo automatica do SIB/UFPE

Lima, Joyce Francine da Silva de.

Nanossonda Gd203:Y b/Er@GelatinaM TX: Sintese, caracterizacso,
citotoxicidade e potencial terandstico / Joyce Francine da Silvade Lima. -
Recife, 2023.

71:il., tab.

Orientador(a): Severino Alves Junior
Cooorientador(a): Rodrigo da Silva Viana
(Graduacgdo) - Universidade Federa de Pernambuco, Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza, , 2023.

1. upconversion. 2. glutaraldeido. 3. relaxometria. |. Alves Janior ,
Severino. (Orientacdo). I1. Viana, Rodrigo da Silva. (Coorientacdo). IV. Titulo.

540 CDD (22.ed.)




JOYCE FRANCINE DA SILVA DE LIMA

NANOSSONDA Gd,03: Yb/Er@Gelatina-MTX: SINTESE, CARACTERIZACAO,

CITOTOXICIDADE E POTENCIAL TERANOSTICO

TCC apresentado ao Curso de Bacharelado em
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco,
Centro Ciéncias Exatas e da Natureza, como
requisito para a obtencéo do titulo de bacharel em
Quimica.

Aprovado em: 19/09/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof°. Dr. Severino Alves Junior (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Dr. Rodrigo da Silva Viana (Coorientador)
Universidade Federal de Alagoas

Prof2. Dra. Giovannia Araujo de Lima Pereira (Examinadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Ma. Caroliny Oliveira Cavalcante (Examinadora)
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

A minha mae, Inés, agradeco por todo o amor, suporte e conselhos. Obrigada
por acreditar em mim e ndo me deixar desistir. Agradeco por estar sempre presente,
por todas as conversas risadas e apoio. Nenhuma palavra é suficiente para expressar
0 quanto eu te amo. Sem vocé, nada disso teria sido possivel.

Aos amigos que a UFPE me proporcionou e que tornaram meus periodos na
universidade menos dificeis, em especialmente Paulo e Bianca, agradeco
imensamente.

Ao PET-Quimica, onde passei a maior parte da minha graduacao, agradeco
pela contribuigcdo fundamental no meu desenvolvimento como estudante, em especial
a Prof® Giovannia por cada ensinamento, pela generosidade e disponibilidade.

Ao Prof. Severino Junior e ao Rodrigo Viana, agradeco a oportunidade de
desenvolver esse projeto.

Aos meus colegas do Laboratorio de Terras Raras, agradeco a amizade, por
todas as discussoOes cientificas, pelas risadas, pelos desesperos compartilhados, e
por terem contribuido de alguma forma na realizacao desse trabalho.

Aos professores e funcionéarios do departamento de Quimica Fundamental.

Ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica (Pibic/UFPE/CNPQ)
e aos orgaos de fomento CAPES, CNPq e FACEPE.

A todos meu muito obrigada.



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo desenvolver uma nanossonda terandstica para
aplicacdo no cancer colorretal (CCR). Esta nanossonda € composta por
nanoparticulas (NPs) upconversion revestidas com gelatina e conjugadas ao
metotrexato (MTX). Inicialmente, foi sintetizado o 6xido de gadolinio dopado com
itérbio e érbio (Gd203:Yb/Er) por meio da técnica de precipitacdo homogénea. As
particulas Gd»0s3:Yb/Er foram recobertas com gelatina (Gd203:Yb/Er@Gelatina) por
meio do método de dessolvatacdo. Foram conduzidas quatro sinteses com diferentes
concentracdes de gelatina com e sem a utilizacdo do glutaraldeido (GA), como agente
reticulante. Em seguida, o MTX foi conjugado as NPs por meio do emprego do agente
de acoplamento TBTU. A caracterizacdo da nanossonda englobou anélises estruturais,
relaxométricas, luminescentes e de citotoxicidade. Os resultados indicam a reticulacao
com GA diminui o tamanho das NPs, sugerindo uma maior compactacao das cadeias
de gelatina. Observou-se que o revestimento com a gelatina aumenta a concentracéo
de moléculas de agua proximas as NPs, por meio de interacdes de ligacdo de
hidrogénio, além de modular o tempo de difusdo das mesmas nas proximidades do
centro paramagnético influenciando na diminuicdo do tempo de relaxacdo dos
prétons. Por outro lado, a reticulacdo com o GA restringe a mobilidade das moléculas
de 4gua, porém todos os valores da relaxividade se mostraram maiores do que agente
de contrastes comerciais. Na caracterizacdo luminescente, observou-se que embora
o perfil espectral da emissédo upconversion entre ions Yb3" e Er®* ndo tenha alterado
em relacdo ao Oxido, a razéo entre as intensidades de emissao (Ir/lc) diminuiu com o
revestimento e conjugacao do MTX. Foi observado também que as NPs Gd>Os3:Yb/Er
e Gd;0s:Yb/Er@Gelatina ndo tiveram efeito citotoxico em células saudaveis,
apresentando viabilidade celular acima de 90%. Entre as nanossondas sintetizadas,
o composto Gd-Oz:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1, foi a que apresentou o melhor
resultado de carga de farmaco (DLC%), com valor de 6,66 %. A nanossonda
desenvolvida demonstra propriedades luminescentes e relaxométricas, o que a torna

uma ferramenta promissora para bioimagem e terandstica do CCR.

Palavras-chave: upconversion; glutaraldeido; relaxometria.



ABSTRACT

The present study aimed to develop a theranostic nanoprobe for application in
colorectal cancer (CRC). This nanoprobe is composed of upconversion nanoparticles
(NPs) coated with gelatin and conjugated to methotrexate (MTX). Initially, erbium-
ytterbium co-doped gadolinium oxide (Gd20s:Yb/Er) was synthesized using the
homogeneous precipitation technique. The Gd203:Yb/Er particles were coated with
gelatin (Gd203:Yb/Er@Gelatin) using the desolvation method. Four syntheses were
conducted with different gelatin concentrations and the use of glutaraldehyde (GA) as
a cross-linking agent. Subsequently, MTX was conjugated to the NPs using the
coupling agent TBTU. The characterization of the nanoprobe included structural,
relaxometric, luminescent, and cytotoxicity analyses. The results indicate that cross-
linking with GA reduces the size of the NPs, suggesting a greater compaction of the
gelatin chains. It was observed that the gelatin coating increases the concentration of
water molecules near the NPs through hydrigen bonding interactions and modulates
their diffusion time near the paramagnetic center, influencing the decrease in proton
relaxation time. On the other hand, cross-linking with GA restricts the mobility of water
molecules, by all relaxivity values were found to be higher than those of comercial
contrast agents. In the luminescent characterization, it was observed that although the
spectral emission profile of upconversion between Yb3* and Er3* ions did not change
compared to the oxide, the ratio between emission intensities (Ir/lc) decreased with
the coating and conjugation of MTX. It was also observed that Gd.Oz:Yb/Er and
Gd20z:Yb/Er@Gelatin NPs had no cytotoxic effect on healthy cells, with cell viability
above 90%. Among the synthesized nanoprobes, the compound
Gd20z:Yb/Er@Gelatin2_GA-MTX1 showed the best drug loading results (DLC%), with
a value of 6.66%. The developed nanoprobe demonstrates luminescent and
relaxometric properties, making it a promising tool for bioimaging and theranostics of
CRC.

Keywords: upconversion; glutaraldehyde; relaxometry.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) é uma doenca caracterizada pela presenca de
tumores no coélon e no reto, que fazem parte do intestino grosso. Sua principal origem
séo lesBes na parede do intestino, conhecidas como polipos, os quais, se nao tratados,
podem evoluir para um quadro de cancer (American Cancer Society, 2020). De acordo
com o relatério GLOBOCAN 2020 da International Agency for Research on Cancer
(IARC), 0 CCR ¢€ a terceira neoplasia mais comum no mundo, correspondendo a 10%
dos cerca de 19,3 milh6es de novos casos de cancer diagnosticados, ficando atras
apenas do cancer de mama (11,7%) e do cancer de pulméo (11,4%). Em relacdo a
mortalidade, o CCR ocupa a segunda posi¢cédo, com aproximadamente 10 milhdes de
obitos registrados globalmente, evidenciando a gravidade dessa doenca (IARC, 2023).
No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o CCR ocupa a
terceira posicao entre os tipos de cancer mais frequentes no pais (excluindo o cancer
de pele ndo melanoma). Estima-se que ocorrerdo 45.630 novos casos de CCR
durante o triénio de 2023 a 2025. Em relacéo a mortalidade no Brasil, em 2020 foram
registrados 20.245 6bitos por cancer de colon e reto, correspondendo a uma taxa de
9,56 6bitos por 100 mil habitantes (INCA, 2022).

O principal método de diagndéstico do CCR é por meio da colonoscopia, um
procedimento que consiste na introducdo de um tubo fino, chamado colonoscopio no
intestino grosso. O colonoscopio possui uma pequena camera de video permitindo a
visualizacdo do coélon e do reto. Durante o exame, além da visualizacdo é possivel
remover os polipos, caso sejam detectados, 0s quais sdo enviados para andlise
laboratorial por meio de bidpsia. Uma vez confirmada a presenca de cancer € iniciado
0 estadiamento, que permite obter informacdes sobre o estagio e avaliar a extensao
da neoplasia e para isso séo utilizados exames de imagem, como a tomografia
computadorizada, ultrassonografia, entre outros (INCA, 2022 e American Cancer
Society, 2020). O tratamento principal para o CCR é a cirurgia, frequentemente
acompanhada pela radioterapia e/ou quimioterapia. A radioterapia e a quimioterapia
podem ser administradas antes da cirurgia, com o objetivo de reduzir o tamanho do
tumor e facilitar a sua remocao, sendo denominada terapia neoadjuvante. Também
podem ser administradas ap06s a cirurgia, conhecida como terapia adjuvante, visando
destruir eventuais células cancerigenas remanescentes (Cisterna et al., 2016; INCA,
2022).
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No mercado de tratamento e diagnostico do CCR, diversas empresas tém se
destacado. Entre as empresas lideres nesse campo estdo a Roche (Conitec, 2022) e
a Exact Sciences (Imperiale et al.,2014), entre outras. Essas empresas estdo
dedicando esforgos significativos em pesquisa para o desenvolvimento de terapias-
alvo, imunoterapias e medicamentos, além de solu¢des de diagndstico. Apesar das
técnicas bem estabelecidas para o tratamento, diagnéstico e estadiamento, ha uma
busca constante por métodos alternativos que possam complementar e aprimorar as
abordagens existentes, visando desenvolver técnicas ainda mais especificas para o
CCR. Uma dessas alternativas € a exploracao da nanociéncia no desenvolvimento de
nanoterandsticos, que consistem em sistemas nanométricos capazes de fornecer
tanto o diagndstico quanto o tratamento para as células cancerigenas.

O termo "terandstico”, que foi empregado inicialmente por Funkhouser em 2002,
refere-se a um material que combina diagndstico e terapia (Funkhouser, 2002). Os
nanoteranosticos referem-se a sistemas nanomeétricos que integram acodes
terapéuticas e diagndsticas em um unico agente (Enrico, 2018; Aminolroayaei et al.,
2021). Na nanoterandstica, as nanoparticulas (NPs) sao utilizadas como agente
terandstico, sendo possivel explorar algumas propriedades fisico-quimicas como
luminescéncia e magnetismo, o que pode ser (til para o diagndstico e monitoramento,
além da sua grande area superficial que permite acoplar uma quantidade maior de
agentes terapéuticos (Cabeza et al., 2020). Além disso, as NPs apresentam maior
tendéncia em se acumularem no tumor devido ao efeito conhecido como
permeabilidade e retencdo aumentada (EPR, do inglés Enhanced Permeability and
Retention) (Enrico, 2018; Robertson; Rendina, 2021).

O EPR refere-se a capacidade das NPs de penetrarem no microambiente
tumoral devido & maior vascularizacdo dos vasos endoteliais presentes no tumor em
comparacao com o tecido saudavel (Zi et al., 2022). Esse efeito promove o acumulo
das NPs nos tecidos tumorais em detrimento dos tecidos saudaveis, 0 que aumenta a
eficacia do tratamento e reduz a toxicidade em outros 6rgaos e tecidos (Rajora et al.,
2014; Silva et al., 2019). O efeito de permeabilidade e retencdo aumentada € um fator
de grande importancia a ser considerado no desenvolvimento de tratamentos de
cancer que envolvem o uso de nanotecnologia (Shan et al., 2022). Em suma, o
desenvolvimento de nanoterandsticos representa uma abordagem promissora para o

tratamento, diagndstico, estadiamento e acompanhamento do CCR. A nanociéncia
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oferece oportunidades para aprimorar as terapias existentes e melhorar os resultados

para os pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Sintetizar a nanossonda Gd»0s:Yb/Er@Gelatina-MTX e investigd-la como um

potencial material terandstico para o cancer colorretal.

2.2  Objetivos Especificos

(i)

(ii)
(iii)
(iv)
(v)

(vi)

(vii)
(Vi)

Sintese do Gd20z3:Yb/Er;

Caracterizacao estrutural, luminescente e relaxométrica do Gd.>Os:Yb/Er;
Investigar a viabilidade celular das NPs Gd203:Yb/Er em ensaios in vitro;
Sintese das NPs Gd203:Yb/Er@Gelatina;

Caracterizacdo estrutural, luminescente e relaxométrica das NPs
Gd203:Yb/Er@Gelatina;

Investigar a viabilidade celular das NPs Gd»Os:Yb/Er@Gelatina em ensaios
in vitro.

Sintese de acoplamento do MTX as nanossondas Gd»Os:Yb/Er@Gelatina;
Caracterizacdo estrutural, luminescente e relaxométricas das NPs
Gd203:Yb/Er@Gelatina-MTX;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Lantanideos

Os lantanideos sdo um grupo de quinze elementos que se encontram no quarto
periodo da Tabela Periddica e pertencem ao bloco f, formando a série lantanidica.
Essa série tem inicio com o lantanio (La, Z = 57) e se encerra com o lutécio (Lu, Z =
71) (Bettencourt-Dias, 2014). A configuragéo eletrénica dos lantanideos € geralmente
[Xe]4f"6s?, em que n varia de um a quatorze, exceto para o lantanio, cério, gadolinio
e lutécio, que apresentam a configuragdo [Xe]4f"15d16s?. O estado de oxidacdo mais
comum e amplamente estudado dos lantanideos é 3+, em razdo de sua maior
estabilidade. Os ions lantanideos trivalentes (Ln%*) apresentam configuracdes
eletrbnicas [Xe]4f", onde o orbital 4f é preenchido progressivamente ao longo da série
lantanidica, com n variando de zero a quatorze (Eliseeva; Bunzli, 2010; Bettencourt-
Dias, 2014).

Nos lantanideos, os elétrons do orbital 4f estdo localizados em camadas mais
internas em relacdo aos elétrons dos orbitais 5s e 5p. Essa configuracao eletrénica
resulta em um fenbmeno conhecido como efeito blindagem, no qual os elétrons do
orbital 4f sdo "blindados" pelos elétrons dos orbitais posteriores, reduzindo sua
propensdo para interagir com o ambiente externo, especialmente em resposta a
perturbacdes promovidas pelo campo ligante. Isso resulta em uma energia
praticamente invariavel e independente da matriz que esses ions se encontram
(Belian, 2008).

A equacao de Schrodinger descreve o comportamento do elétron em atomos

(Bettencourt-Dias, 2014). Ela é representada por:

HY = Ey (1)

onde H é o operador Hamiltoniano que atua sobre a fungao de onda y, resultando em
um valor de energia. Ao tratar de atomos hidrogendides, € possivel obter solu¢des
exatas para essa equacao. No entanto, ao tratar atomos polieletrénicos, a resolucéo
desse problema requer uma aproximagdo. Uma das aproximagdes comumente
utilizadas € a aproximacdo do campo central, onde a energia total é descrita pelo

Hamiltoniano do campo central (Hcc), correspondente a energia cinética dos elétrons
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e a energia de atragao eletrostatica elétron-nicleo. Nessa aproximacao, assume-se
gue cada elétron se move independentemente dos demais e se comporta como uma
esfera simétrica (Bettencourt-Dias, 2014). No entanto, quando a interacao elétron-
elétron é levada em consideracao, o elétron sente ndo apenas a atracao eletrostatica
do ndcleo, mas também a repulséo eletrostatica dos outros elétrons. Isso resulta na
atenuacéo da atracao elétron-nucleo. Nesse caso, a energia total do sistema passa a
ser descrita pelo Hamiltoniano coulombiano (Hc), que leva em consideracdo a
interacao eletrostatica repulsiva entre os elétrons (Belian, 2008; Bettencourt-Dias,
2014).

Além das interacdes eletrbnicas formadas pelo campo central e pela repulsédo
coulombiana, ocorre a interacao spin-Orbita, resultando em um acoplamento entre o
momento angular orbital (L) e do momento angular de spin (S). Esse acoplamento
causa a quebra da degenerescéncia nos niveis eletrénicos, com uma energia da
ordem de 10° cm™, descrita pelo Hamiltoniano acoplamento spin-érbita (Hso) (Belian,
2008; Bettencourt-Dias, 2014). As interacdes eletronicas formadas pelo campo central
e pela repulsédo coulombiana, juntamente ao acoplamento spin-6rbita, ocorrem no ion
livre. A interacao spin-Orbita desempenha um papel fundamental para o entendimento
das propriedades espectroscépicas dos Ln®*, pois leva a formacdo dos termos
espectroscopicos 2S*lL;, que descrevem os niveis energéticos dos Ln**. No entanto,
guando os ions lantanideos estao presentes em reticulados inorganicos ou compostos
em geral, cada elétron também sofre o efeito perturbativo gerado pelos ligantes que
cercam o ion metalico. Esse efeito é chamado de efeito do campo cristalino ou efeito
Stark, o que resulta na quebra da degenerescéncia de 2J+1, que possuem numeros
guanticos My, onde a energia total é descrita pelo hamiltoniano stark (Hs) (Bettencourt-
Dias, 2014). A representacéo geral dos efeitos perturbativos promovido nos orbitais 4f

sdo mostrados a Figura 1.
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Figura 1. Representacdo geral do efeito perturbativo nos orbitais 4f pelas principais interagdes intra-
atbmicas e com o campo ligante.

4f'5d
10° cm’” 28+
| 28+ 1
~— 10*cm’ 2
4f" | T 28+1
. 103 Cm-'I . JMJ
- 10
S
HCC Hc Hso Hs

Fonte: Adaptado de Bettencourt-Dias (2014).

O campo ligante promove uma distorcdo na simetria esférica no ion, sendo
essa quebra da simetria responsavel pelo relaxamento da regra de Laporte. Segundo
aregra de Laporte, transicoes eletronicas que conservem paridade séo proibidas. Isto
significa que, em simetria esférica, por exemplo, que apresenta uma paridade bem
definida, as transi¢des f-f ndo podem ocorrer. No entanto, com a ocorréncia dessa
distorcdo, surgem transicdes eletrbnicas que antes eram proibidas (Belian, 2008).
Devido a proibicdo das transicdes f-f, a emissdo dos fons Ln3" apresenta um longo
tempo de vida, o que resulta em transicdes eletrénicas nitidas e intensas, conforme

ilustrado na Figura 2, como explica o principio da incerteza (Belian, 2008).
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Figura 2: Espectros de excitagdo (Aem = 615 nm) e emisséo (Aex = 300 nm) do ion eurdpio.
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Fonte: Pereira (2019).

3.2  Upconversion

A conversao ascendente de energia, também conhecida como upconversion, é
um processo optico que converte fétons com energia menor em fétons com energia
maior, por meio da absorcéao sequencial de dois ou mais fotons, resultando na emissao
de radiacdo com comprimento de onda menor (Li et al., 2020). A técnica de
upconversion permite converter radiacao na regido do infravermelho em luz visivel ou
ultravioleta, o que tem implicacdes significativas em diversos campos, incluindo a
biomedicina. A radiacdo na regido do infravermelho proximo, mais conhecida como
NIR (do inglés near-infrared), corresponde a faixa da primeira janela do infravermelho,
gue abrange aproximadamente de 700 a 1400 nm. Ela apresenta baixa absor¢do nos
tecidos biolégicos e maior capacidade de penetracdo, permitindo aplicacbes
importantes, como a deteccdo de cancer (Zhang et al., 2021; Ansari; Parchur; Chen,
2022).

As nanoparticulas de upconversion, mais conhecida como UCNPs (do inglés
upconversion nanoparticles), dopadas com Ln3* apresentam caracteristicas Opticas,
como tempos de vida na ordem de micro/milissegundos e grandes deslocamentos

anti-Stokes. Quando irradiadas na regidao do NIR, as UCNPs exibem altas razdes
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sinal-ruido, causam minimo fotodano na pele e tém notdvel capacidade de penetracdo
em aplicacdes in vitro e in vivo. Essas nanoparticulas sdo geralmente compostas por
uma matriz hospedeira inorganica dopada com ions metélicos que desempenham o
papel de ions ativadores e/ou sensibilizadores (Figura 3) (Zhang et al., 2021; Ansari;
Parchur; Chen, 2022). A matriz hospedeira inorganica é responsavel por fornecer uma
estrutura que permite a incorporacdo e interagcdo dos ions ativadores e/ou
sensibilizadores, viabilizando o processo de upconversion. E importante que a matriz
seja capaz de acomodar os ions ativadores e/ou sensibilizadores, o que € conhecido
como toleréncia para centros luminescentes. Além disso, é preferivel que a matriz
hospedeira apresente baixa energia de fonons, de modo a minimizar os relaxamentos
nao radiativos e evitar a perda de energia por dissipacéo térmica (Dong; Sun; Yan,
2015; Dacosta et al, 2014).

Figura 3: Representacédo da UCNPs.
900
“y

Yb3*

E r3+ 4 . "; . = ..

Fonte: Autoria propria.

Outra caracteristica desejavel é a transparéncia na regido NIR, para permitir a
livre migracéo de fétons na rede cristalina, sendo crucial para a absorcéao e a emissao
de fotons, seja realizada apenas pelos ions ativadores e sensibilizadores. Por fim, a
estabilidade guimica da matriz hospedeira € fundamental para preservar a integridade
das estruturas cristalinas originais. Diferentes tipos de materiais inorganicos, como
oxidos, fluoretos e outros compostos, podem ser utilizados como matrizes
hospedeiras (Dong; Sun; Yan, 2015; Ansari; Parchur; Chen, 2022; Dacosta et al, 2014).
Entre os 6xidos metalicos, o 6xido de gadolinio (Gd203) € amplamente utilizado como
rede hospedeira para o desenvolvimento de materiais luminescentes. Isso se deve a

excelente estabilidade quimica e térmica, sua baixa energia fonica (~ 600 cm™) e
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facilidade de dopagem com ions lantanideos. Assim, o Gd203 € considerado um
material promissor para o desenvolvimento de novas sondas para direcionamento de
farmacos e técnicas de bioimagem, seja para marcag¢do de moléculas ou terandstica
(Ahmad et al., 2020; Ortega-Berlanga et al., 2021).

O Gd203 pode ser sintetizado por diversas técnicas, incluindo a sintese
hidrotérmica, precipitacdo homogénea, decomposicdo térmica de precursores, entre
outras. A técnica de precipitacdo homogénea envolve a gradual liberacédo de agentes
precipitantes na solucdo. Essa técnica foi proposta por Matijevi¢ e Hsu (1987) para a
sintese de Oxidos de lantanideos e baseia-se na hidrdlise da ureia, que libera ions
carbonatos e hidréxidos na solucdo, formando hidroxicarbonatos de ions metélicos,
conforme demonstrados pelas equacbes 3 a 10. Esses precursores séo
posteriormente convertidos em Oxidos metalicos através de tratamento térmico,
mantendo a morfologia dos precursores (Skoog; Holler; Crouch, 2015; Ortega-
Berlanga et al., 2021).

(NH,),CO - NHf + OCN~- 3)
OCN- +2H,0 - CO52 + NH} (4)
CO32 + H,0 — HCO7 + OH~ (5)
HCO; + H,0 — H,CO; + OH~ (6)
H,CO; — CO, + H,0 @)
(NH,),CO+ 3H,0 - 2NH} + CO, + OH- 8

A reacao de precipitacdo do hidroxicarbonato de gadolinio:

Gdly +OHgg + CO3%0 + 1,5 H,0q) = GA(OH)CO5.1,5H,0,, 9

Reacéo global:

Gd+3

42+ L5(NHy),C0) + 5H,0¢y = Gd(OH)CO;.1,5H,0() + NH{ oy + 1,5C0;, ) (10)

Ainda no que se refere as propriedades Opticas dos UCNPs, os sensibilizadores
tém a funcao de transferir energia para os ativadores. A secéo transversal de absorcéo
€ um aspecto importante para os sensibilizadores, pois uma sec¢éo transversal de
absorcéo relativamente grande, na ordem de 102! (no caso dos lantanideos), permite

a absorcéo eficiente de fétons de baixa energia. A ressonancia entre os niveis de
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energia do estado excitado do sensibilizador e do estado excitado do ativador, permite
uma transferéncia eficiente de energia. Também é importante que o estado excitado
do sensibilizador esteja na regido do NIR para permitir a absorcdo eficiente da
radiacao incidente (Dong; Sun; Yan, 2015; Ansari; Parchur; Chen, 2022). A escolha
tipica para sensibilizador dentre os Ln* é o ion itérbio (Yb3*), pois ele apresenta uma
grande secdo transversal de absorcéo, em relacdo a outros Ln%*, cerca de 9,11x107%!
cm™2. Além disso, possui um diagrama de energia simples, contendo apenas um (nico
estado excitado de energia. A diferenca de energia entre seu estado fundamental
(°F712) e seu estado excitado (°Fs2) corresponde a regido do NIR, aproximadamente
no comprimento de onda de 976 nm, e se sobrepde bem com muitas das transicbes
eletronicas f-f de ions ativadores (Dong; Sun; Yan, 2015).

O ion ativador desempenha a funcéo de absorver a energia transferida pelo ion
sensibilizador e emitir fétons de maior energia durante o processo de upconversion. E
essencial que os ions ativadores possuam niveis de energia compativeis (ressonantes)
com os ions sensibilizadores e com a regido de emissédo desejada. Dentre os ions
Ln3* comumente utilizados em materiais upconversion, destacam-se o hdmio (Ho®%"),
o tdlio (Tm?3*) e o érbio (Er®*). No entanto, entre esses trés ativadores, o Er* apresenta
a maior eficiéncia de upconversion. Isso se deve a diferencas de energia semelhantes
entre os niveis %1152 e #1112 (primeira transicdo ascendente) e %112 € *F72 (segunda
transicdo ascendente) (Dong; Sun; Yan, 2015; Ansari; Parchur; Chen, 2022; Dacosta
et al., 2014).

3.3.1 Sistema Yb3*/Er3*

Para as UCNPs dopadas com Yb3* e Er3*, as principais emissées sob excitacdo
em 980 nm sao as de luz verde e vermelha na regido visivel, sendo possivel ocorrem
emissao de luz azul. As emissdes na cor verde ocorrem na faixa de 510 a 570 nm e
sdo atribuidas as transicoes dos estados excitados °Hiiz € %Sz para o estado
fundamental #1152. A emissdo vermelha ocorre na faixa de 610 a 630 nm e é atribuida
a transicdo do estado excitado *Fg, para o estado fundamental 41152 (Dong; Sun; Yan,
2015). Essas transi¢cdes sdo mostradas na Figura 4, onde a ressonancia entre os ions
Yb3* e Er* é claramente ilustrada, respectivamente na transicdo ?Fz, — ?Fs € na
transicdo “lis2 — °l112. O mecanismo tipico de transferéncia de energia envolve a

absorcdo de foétons na regido do NIR pelo o Yb®*, gerando a transicéo 2Fz, — 2Fsp.
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Em seguida, esse ion transfere a energia ao Er®* adjacente, retornando ao seu estado
fundamental, 2F7;. Isso promove o ion Er®* ao estado excitado %1112 (rota 1, %1152 —
“411112) (Dacosta et al., 2014; Dong; Sun; Yan, 2015; Wang et al., 2019).

Apds a absorcédo de um segundo féton por meio do Yb®*, o ion Er3* é populado
para estados excitados mais altos, 0 #Sz2 e/ou 0 *Fg2 (rota 2, #1172 = 4Sz2 ou 4izz -
4Fg2). O Er** populado no estado excitado “Ss pode relaxar radiativamente para o
estado “lis2, gerando emissdo verde, por meio da transicdo (*Ssz — “lisp).
Alternativamente, o elétron no estado “Fe», que é populado por transferéncia ndo
radiativa a partir de niveis de energia mais altos ou por transferéncia de energia
ressonante de “liz2, pode relaxar radiativamente, resultando em emissées na regiéo
do vermelho por meio da transicédo *Fg;» — *l152 (Dacosta et al., 2014; Dong; Sun; Yan,
2015; Wang et al., 2019). Além disso, o ion Er3* pode absorver um terceiro féton,
populando o estado 2F7 (rota 3, *Fo2 — ?F72) €, em seguida, sofrer decaimentos ndo
radioativos para o estado 2Hii» ou para o estado “Ss». A medida que os elétrons
retornam ao seu estado fundamental, podem ocorrer emissdes de luz na regido do
verde correspondentes a faixa de 510 a 570 nm. (Dacosta et al., 2014; Dong; Sun;
Yan, 2015; Wang et al., 2019).

Figura 4: Diagrama de energia entre o Yb3* e Er3*.
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Fonte: Adaptado de Dong; Sun; Yan (2015).
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3.3 Imagem por Ressonancia Magnética

A imagem por ressonancia magnética (IRM) é uma técnica de diagnostico por
imagem que permite visualizar tecidos moles e distinguir entre tecidos saudaveis e
patoldgicos, sendo considerada nao invasiva e ndo destrutiva. A IRM baseia-se na
interacdo entre os spins nucleares dos prétons da agua (*H) e um campo magnético
externo (Bo) (Pereira, 2008; Bottrill; Kwok; Long, 2006). Os protons (spins nucleares)
apresentam um momento angular de spin nuclear (I), com o nimero de estados
possiveis (orientacdes) igual a 21+1, em que | é o spin nuclear total, variando de +i a
-i. Na auséncia de Bo, 0s spins se distribuem aleatoriamente sem uma orientacao
definida com mesma energia (Figura 5a). No entanto, na presenca de By, 0S spins se
alinham a esse campo, em determinadas orientacdes, gerando estados de energia
diferentes (Figura 5b). Os prétons da agua (*H) sé&o os mais utilizados na IRM devido
a sua alta concentracéo no corpo. Para o *H (I = ), existem dois valores de spin: i =
+1/2 e i = -1/2, conhecidos como a e [3, respectivamente, representando os dois
estados de energia (Gil; Geraldes, 2002). Assim, os spins nucleares para o *H podem
se orientar de duas formas em relagdo ao Bo: paralela e antiparalela. O estado de
menor energia (a), estado preferencial, € aquele em que o spin esta alinhado
paralelamente ao Bo, resultando em um excesso de spins alinhados paralelamente,
criando uma magnetizacdo resultante (Mz). Considerando 0 eixo z como 0 €ixo
paralelo ao campo magnético que sera aplicado e o plano xy como o plano transversal,
entao temos, no equilibrio, a magnetizacdo do campo magnético (Mo) € igual a Mz (Mo
= Mz) (Gil; Geraldes, 2002). Contudo, é importante entender que 0s spins nao se
alinham exatamente ao longo do eixo z, mas sim se movimentam em torno dele,
semelhante ao movimento de um pido, como mostrado na Figura 5c, sendo esse

movimento denominado precessao.
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Figura 5: a) Representagéo dos prétons na auséncia de Bo; (b) Alinhamento dos prétons sob Bo, criando
uma magnetizagdo resultante de equilibrio (Mz) e (c) representagdo em ampulheta da precessao.
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Fonte: Adaptado de Souza Sobrinha (2018).

A técnica de IRM é baseada na Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), onde
€ necessario perturbar esse equilibrio. Para isso, é aplicado um pulso de
radiofrequéncia (RF), perpendicular ao campo externo, fazendo com que M; se alinhe
com o plano transversal (xy). Apés o término do pulso, a magnetizagéo retorna ao seu
estado de equilibrio, gerando sinais que sédo detectados para gerar a imagem. O
tempo necessario para o retorno ao estado de equilibrio é chamado de tempo de
relaxacdo (Albuquerque et al., 2021). Para obter a imagem, sdo adicionados
gradientes de campo, que sdo aplicados em combinacdo com o campo magnético
principal (Bo). Esses gradientes codificam informagfes espaciais do sinal e, por meio
da transformada de Fourier, formam a imagem de IRM. O tempo de relaxacéo
longitudinal (T1) € o tempo necessario para que o vetor de magnetizagdo Mz se
realinhe com a direcdo de Bo. Para alcancar esse realinhamento, um pulso de
radiofrequéncia é aplicado, alterando a direcao do vetor de magnetizacao para o plano
transversal. ApGs o término do pulso de radiofrequéncia, a excitacdo € perdida e a
magnetizacao longitudinal é gradualmente recuperada, conforme mostra a Figura 6
(Albuquerque et al., 2021; Gil; Geraldes, 2002).
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Figura 6: (a) Apds aplicar um Bo; (b) Apds transmissao de um pulso de radiofrequéncia; (c) Retornando
a posicao de equilibrio; (d) Comportamento dos prétons ao se alinharem novamente na diregéo do Bo.
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Fonte: Autoria propria.

O tempo de relaxacéo transversal (T2) representa 0 tempo necessario para a
dissipacao da magnetizagéo no plano transversal. Logo apds a excitagdo da amostra
por um pulso de radiofrequéncia, os vetores dos spins estéo inicialmente em sincronia,
movendo-se em precessao, com uma angulacéo de 0° entre eles, estando em fase.
Com o decorrer do tempo, essa sincronia gradualmente se desfaz, resultando em um
desfasamento entre os spins. A medida que os vetores de momento magnético
retornam ao estado de equilibrio, suas projecdes no plano xy tendem a se anular
progressivamente, levando a diminuicdo da projecdo do vetor resultante até sua
completa dissipacédo, conforme mostra a Figura 7. (Albuquerque et al., 2021; Gil;
Geraldes, 2002).

Figura 7: Vetor magnetizacao resultante M (a) Na presenca de Bo; (b) Apos transmissdo de um pulso
de RF; (c) Desfasamento entre os spins; (d) Anulamento das proje¢8es no plano xy e diminui¢cdo do
vetor resultante; (e) Comportamento dos prétons ao se alinhar.
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Fonte: Autoria propria.

Embora haja naturalmente uma diferenca nos tempos de relaxacéo dos prétons
entre tecidos, devido a concentracdo e mobilidade das moléculas de agua presentes
nos varios tecidos, o uso de agentes de contraste (ACs) desempenha um papel crucial
na obtencéo de imagens de maior qualidade, aumentando o contraste dos tecidos e a
relacdo sinal/ruido, o que melhora a sensibilidade de detec¢édo (Caravan, 2006). Os

ACs consistem em compostos contendo espécies (super)paramagnéticas, que tém a
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capacidade de modificar o tempo de relaxacdo dos ntcleos de hidrogénio (*H). Os
ACs podem ser classificados como positivos, quando afetam principalmente o tempo
de relaxacdo T: ou como negativos, quando afetam principalmente o tempo de
relaxagéo T. (Caravan, 2006).

O fon gadolinio (Gd3*) é amplamente utilizado como agente de contraste,
devido aos sete elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia (4f"). Esses
elétrons desemparelhados ddo ao gadolinio um alto momento magnético,
representado pelo nimero quantico de spin S = 7/2. Essa propriedade magnética do
gadolinio torna-o altamente responsivo a campos magnéticos externos, como 0s
utiizados na ressonancia magnética, sendo considerado um dos elementos
paramagnéticos mais poderosos (Caravan, 2006, Bottrill; Kwok; Long, 2006; Sarikhani,
et al., 2022; Albuquerque et al., 2021). A eficiéncia de um AC é medida em termos de
relaxividade (ri) a qual pode ser definida como o aumento nas taxas de relaxacao dos
prétons da agua provocadas por unidade de concentracdo do ion paramagnético,
diminuindo os tempos de relaxacéo intrinseco dos nicleos de 'H. Logo, quanto maior
os valores de r1 e r> (relaxividades longitudinais e transversais, respectivamente),

menores serdo os valores de T:1 e T2. A relaxividade pode ser calculada através de

uma relacao entre (Ti)p e a concentracdo do Gd** através da Equacéo 11:

B (Tii)obs_ (Tii)d _ Gp

T = G [ed] i=12 (11)

)

A taxa de relaxagdo observada, (Ti)obs, que advem de um processo de
i

transferéncia de energia através da interacdo nucleo (H)-elétrons(Gd), € composta
pelas contribuicbes da taxa de relaxacdo diamagnética, (Tl)d, e paramagnética, (Ti)p

(Equacéo 12), relacionadas respectivamente as medidas dos tempos de relaxagao
na auséncia e na presenca da espécie paramagnética. Alguns parametros interferem
na relaxividade observada, tais como as propriedades eletrbnicas do ion
paramagnético, campo magnético aplicado. O numero de moléculas de &agua
coordenadas ao centro paramagnético bem como sua taxa de troca de com moléculas
de agua do bulk, influencia o efeito em Ti1. Por outro lado, o tempo de difusdo das
moléculas de agua nas proximidades do ion metalico influencia o efeito em T2
(Albuquerque et al., 2021).
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Glovs = (a+ G 1=12 (12)

O estudo realizado por Mortezazadeh et al. (2020) teve como objetivo avaliar
um agente de contraste para imagem por ressonancia magnética para a deteccéo de
tumores, sendo baseado em O6xido de gadolinio (Gd.Os) revestido com
policiclodextrina (PCD) e modificado com glicose (Gd:0:@PCD-Glu) para o
direcionamento de receptores de glicose superexpressos. A andlise de relaxividade
foi realizada comparando as NPs Gd>Os@PCD-Glu e o agente de contraste comercial
Dotarem (Dotarem®). As amostras foram obtidas a partir de solucdes de agar a 2,5%
p/vem PBS (0,1 M, pH 7,4) com concentracdes variaveis de gadolinio (0 a 0,64 mM),
determinadas por ICP-MS. Os parametros de imagem utilizados para medir os tempos
de relaxacdo Ti1 e T2 incluiram campo externo de 3 T a 22°C. Os resultados obtidos
foram de uma relaxividade r1 = 4,86 s*mM* e r2 = 7,84 stTmM* para o Gd,0s@PCD-
Glueder1=2,79 s'mM?er:=5,21 s'mM* para o Dotarem.

3.4 Biopolimeros e seu Uso no Recobrimento de Nanomateriais

Os biopolimeros séo polimeros produzidos ou derivados de organismos Vivos.
As unidades monomeéricas dos biopolimeros consistem geralmente em nucleotideos,
aminoacidos ou derivados de acucares e sao classificados em naturais e sintéticos
(Christian, 2016; George et al., 2020). Os biopolimeros de ocorréncia natural sdo
amplamente utilizados na administracdo de medicamentos devido a sua
biocompatibilidade, ndo antigenicidade e fontes renovaveis abundantes. Esses
incluem polimeros a base de proteinas, como albumina, gelatina, soja, colageno e
polissacarideos, como dextrana, acido hialurénico, alginato, carragenina e
ciclodextrina (George; Shah; Shrivastav, 2019). O uso de biopolimeros naturais para
o0 recobrimento core-shell de nanoparticulas tem atraido muita atencdo para
aplicacdes biomédicas devido a sua capacidade de se ligar a drogas, receptores,
ligantes etc. (Soares et al., 2022;). Em razdo da sua estrutura intrinseca, esses
biopolimeros possuem um elevado numero de diferentes grupos funcionais acessiveis
na superficie, como carboxilato (-COOH), hidroxila (-OH) e amino (-NH>), que permite
multiplas possibilidades de modificacdo para o acoplamento de espécies quimicas,
seja por conjugacdo covalente ou nédo covalente (Chatterjee et al., 2014; George;
Shah; Shrivastav, 2019).
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3.4.1 Gelatina

A gelatina (Figura 8) € um dos biopolimeros mais verséateis e amplamente
utiizados na industria farmacéutica devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixo custo e diversos grupos funcionais disponiveis para o
acoplamento de moléculas. A gelatina é obtida pela hidrélise parcial do colageno
animal, que é a proteina mais encontrada naturalmente em humanos e animais,
especialmente na pele, ossos, tenddes e ligamentos. A gelatina tem uma longa
histéria de uso seguro em produtos farmacéuticos, cosméticos, bem como produtos
alimenticios e é considerada um material seguro pela Food and Drug Administration
(FDA) nessas areas (Elzoghby, 2013; Yasmin et al., 2017). Quimicamente, a gelatina
€ composta de 18 variedades de aminoacidos, sendo a glicina, prolina e hidroxiprolina
0s compostos majoritarios, correspondendo aproximadamente 66 % da sua estrutura.
Um terco da cadeia é composto por glicina e outro terco € composto por prolina ou
hidroxiprolina, enquanto o restante, 34%, € formado por outras familias distintas de
aminoacidos, como acido glutamico, alanina, arginina e acido aspartico. Dessa forma,
a gelatina possui grupos catidnicos e anidnicos, juntamente de grupos hidrofébicos
presentes na proporcao aproximada de 1:1:1. A sua estrutura em tripla hélice é
representada por (Gly-X-Pro),, onde X representa principalmente lisina, arginina,

metionina e valina (Alipal et al., 2019; Elzoghby, 2013; Yasmin et al., 2017).

Figura 8: Estrutura quimica da gelatina.
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Fonte: Elzoghby, 2013.

Sirivat e Paradee (2019) desenvolveram uma sintese bem-sucedida de
nanoparticulas de magnetita (FesOs) revestidas com gelatina por meio de co-
precipitacdo quimica em um Unico passo, para carregamento de mercaptopurina, que

possui acdo anticancer. Os resultados mostram que as propriedades das
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nanoparticulas dependem do valor de pH durante a sintese, com tamanhos médios
variando entre 28 e 80 nm e magnetizagdo na faixa de 42-64 emu/g, exibindo
comportamento superparamagnético. A cobertura de gelatina reduz a agregacao das
particulas, a condutividade elétrica e o valor da magnetizacdo. Além disso, foi
demonstrado que é possivel carregar in situ a mercaptopurina nas nanoparticulas
sintetizadas.

O estudo realizado por Mofatehnia, Elhamifar e Ziarani (2023) apresenta um
novo nanocatalisador, o FesO.@Gelatin-Cu, que foi preparado através da cobertura
de gelatina natural em particulas magnéticas de FesO4 seguida pelo tratamento com
um sal de cobre. A gelatina possui grupos multifuncionais, como carboxila e amina,
gue a tornam uma escolha apropriada para a imobilizacdo de catalisadores metalicos,
0 que permitiu a imobilizacado do cobre (Cu). Com isso, o recobrimento com gelatina
permite que o Fez0s@Gelatin-Cu seja um nanocatalisador altamente eficiente na
preparacéo de hexahidroquinolinas sob condi¢des verdes, com alta atividade catalitica
e boa recuperabilidade, reutilizac&do e estabilidade do nanocatalisador. Desse modo,
fica evidente o potencial do uso da gelatina na conjugacéo de ativos farmacéuticos

com nanomaterias de forma eficiente.
35 Metotrexato

O metotrexato (MTX) € um antimetabdlito do acido folico que atua como agente
anticancerigeno. O acido folico € essencial na sintese de purinas e pirimidinas que,
por sua vez, sdo importantes para a sintese de nucleotideos, unidades basicas dos
acidos nucleicos (Hubner; Houlston, 2009). O MTX possui uma estrutura quimica
semelhante ao &cido folico, conforme mostra a Figura 9, e age interrompendo a
divisdo celular através da inibicdo de enzimas relacionadas ao folato, especialmente
a diidrofolato redutase (DHFR). A DHFR é responséavel por catalisar a conversédo do
diidrofolato (DHF) em tetraidrofolato (THF), forma ativa do acido félico, conforme
mostrado na Figura 10, o qual atua como coenzima significativa em diversas reacdes
de metilacdo nas vias de sintese de nucleotideos de pirimidinas e purinas, essenciais
na sintese de DNA. O MTX priva a célula de precursores para a sintese de DNA,
levando a interrup¢do na sintese de DNA e subsequente apoptose celular, atuando

na fase S do ciclo celular. (Hubner; Houlston, 2009; Maksimovic et al., 2020).
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Figura 9: (a) Estrutura quimica do MTX e (b) estrutura quimica do &cido félico.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 10: Mecanismo de atuacéo da enzima diidrofolato redutase.
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Fonte: Autoria propria.

O metil-THF atua como doador de metil nas de sintese de DNA, dessa forma,
a inibicdo da producéo de THF pelo MTX resulta na interrupgéo da proliferacéo celular.
O MTX é metabolizado pela enzima folilpoliglutamil sintase (FPGS), gerando o MTX
poliglutamatado (MTX-Glu), que possui um poder de inibicdo de DHFR maior. O MTX-
Glu priva a célula de precursores para a sintese de DNA, levando a interrup¢cédo na
sintese de DNA e subsequente apoptose celular, atuando na fase S do ciclo celular.
Por isso, 0 MTX é amplamente utilizado no tratamento de cancer (Hubner; Houlston,
2009; Maksimovic et al., 2020).

O trabalho de Meng et al. (2021) apresenta um estudo sobre o uso de
nanoparticulas poliméricas para a entrega de dois agentes quimioterapicos,
metotrexato (MTX) e curcumina (CUR), para o tratamento do cancer colorretal. Os
resultados mostraram que as nanoparticulas foram eficazes na entrega dos agentes
guimioterapicos para as células cancerosas, resultando em uma maior taxa de
apoptose em comparagdo com 0s agentes livres. Além disso, a terapia combinada
com os dois agentes quimioterapicos mostrou ser mais eficaz do que o uso individual
de cada agente. O estudo sugere que essa abordagem pode ser uma estratégia

promissora para o tratamento do cancer colorretal.
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4 METODOLOGIA
4.1 Reagentes

Oxido de gadolinio (I11), 6xido de itérbio (lIl) e 6xido de érbio (1) (Aldrich, 99,9%),
ureia (Vetec, P.A.), gelatina (Sigma-Aldrich), acetona (Dindmica, P.A.), glutaraldeido
(GA) (Dinadmica, 25% P.S.), &cido nitrico (Alphatec, P.A.), tetrafluoborato O-
(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-Tetrametil-uranio (TBTU) (Sigma-Aldrich), metotrexato
(Sigma-Aldrich), dimetilformamida (DMF) (Dinamica, P.A.) e trimetilamina (Dinamica,
P.A.). Ln(NO3)3.6H20 (com Ln®* = Er®*, Yb®* e Gd3*) foram obtidos por reacdo de acido

nitrico com o correspondente 0xido de lantanideo trivalente.

4.2 Sintese do Gd;O3:Yb/Er

A sintese das nanoparticulas de Gd.O3:Yb/Er foi conduzida com base no
trabalho de Kaminska et al (2018), utilizando a técnica de precipitacdo homogénea,
descrita anteriormente. Para obter o Oxido, foram misturados em 100 mL de agua
destilada, 5,44 mmol (2,45 g) de Gd(NOs3)3:.6H20, 0,029 mmol (0,013 g) de
Er(NOs3)3.6H20, 0,53 mmol (0,25 g) de Yb(NO3)3.6H20 e 0,040 mol (2,4 g) de ureia. A
razdo molar nominal entre o Gd**, Er®** e Yb®* foi de 1:0,005:0,01. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo em um banho de glicerina a 75 °C por 3 horas. Em seguida,
o material precursor formado (Gd(OH)COzs:Yb/Er) foi separado por centrifugacéo a
uma velocidade de 5000 rpm por 15 minutos e seco a 80 °C em uma estufa por 24
horas. Por fim, as nanoparticulas de Gd(OH)COa3:Yb/Er foram submetidas ao processo
de calcinacdo a uma temperatura de 900 °C, com uma taxa de aquecimento de

2°C/min por 3 horas.

4.3 Sintese do Gd.0s:Yb/Er@Gelatina

A sintese de Gd-Oz:Yb/Er@Gelatina envolve uma adaptagcdo do método de
dessolvatacdo da gelatina em duas etapas proposto por Mozafari e Moztarzafari
(2010). Com o objetivo de determinar a melhor condi¢cdo de revestimento, foram
realizadas quatro sinteses em condi¢des distintas, conforme indicado na Tabela 1. Na
primeira etapa da sintese, dissolveu-se a gelatina em 100 mL de agua ultrapura, e a
solucdo foi mantida sob agitacdo a uma temperatura de 45 °C até a completa

dissolugcéo da gelatina. Entdo foram adicionados 100 mL de acetona lentamente na
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solugéo para a precipitacdo das cadeias de gelatina de baixo peso molecular. O
sobrenadante foi entdo descartado e a gelatina assentada no fundo do frasco foi
dissolvida em 100 mL de agua ultrapura. Em seguida, foram adicionados 100 mL de
uma suspensao de Gd»03:Yb/Er (1 mg/mL) sob condicdo de agitagdo por 30 minutos
e aquecimento constante a 45 °C. Para a segunda etapa do processo de
dessolvatacao, foram adicionados 150 mL de acetona, e por fim, 1 mL da solugéo de
glutaraldeido 25% (GA). O sistema ficou sob agitacéo durante 20 h a temperatura de
45 °C. As nanopatrticulas revestidas com gelatina foram lavadas com agua destilada,

seguida pela coleta do sélido via centrifugacdo a 5000 rpm por 20 minutos.

Tabela 1: Condicdes da sintese das nanoparticulas de Gd»Oz:Yb/Er@Gelatina.

Amostra Glutaraldeido Concentracdo de Gelatina
(mL) (mg/mL)
I Gd203:Yb/Er@Gelatinal I - I 10 I
Gd203:Yb/Er@Gelatinal GA 1 10
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 - 5
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA 1 5

4.4 Sintese do Gd»O3:Yb/Er@Gelatina-MTX

Na conjugacao do MTX as NPs de Gd203:Yb/Er@Gelatina, foi utilizado como
base o trabalho desenvolvido por Da Silva Viana et al (2019). Com o objetivo de
determinar a melhor condicdo de conjugacao, foram realizadas quatro sinteses em
condi¢Bes distintas, conforme indicado na Tabela 2. Para o inicio da reacéo, foram
dissolvidos 0,125 mmol de MTX em uma mistura composta por 0,125 mmol de TBTU,
5 mL de DMF seco e 5 mL de trietilamina seca, sob agitacdo por 30 minutos e
atmosfera de nitrogénio (Solugcédo A). Em seguida, foi realizada outra solucéo contendo
10 mg de NPs de de Gd20s3:Yb/Er@Gelatina e 5 mL de DMF, também sob agitacao
por 30 minutos e atmosfera de nitrogénio (Solucédo B). Posteriormente, a Solucdo B
foi adicionada a Solucdo A e a mistura reacional foi mantida sob agitacao por 24 horas,
sob atmosfera de nitrogénio. As nanossondas de Gd,Oz:Yb/Er@Gelatina-MTX foram
separadas e lavadas 5 vezes com 5 mL DMF, utilizando ciclos sucessivos de

centrifugagéo por 10 minutos a 1000 rpm.
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Tabela 2: Condi¢des da sintese de Gd2Oz:Yb/Er@Gelatina-MTX.

MTX Massa de Massa de
Condigdo  (mmoly*  Massa (de)’ TBTU MTX Gd,0s: Yb/Er@Gelatina
9 ©) (mg)
1 0,125 0,0568 0,0401 10
2 0,0625 0,0284 0,0200 10
3 0,0313 0,0142 0,0100 10
4 0,0160 0,00700 0,00500 10

*A raz8o de MTX e TBTU foi de 1:1 em todas as condicdes.

45 Caracterizacoes

As instrumentacdes a seguir, descrevem o0s principais componentes e
parametros utilizados nas investigagbes morfologicas, estruturais, fotofisicas,

relaxométricas e viabilidade celular.
4.5.1 Difragéo de raios-X

A difracdo de raios-X (DRX) foi realizada na Central Multiusuario do
Departamento de Fisica (dF) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
utilizado um difratbmetro de raios X SmartLab da marca Rigaku, com uma fonte de
raios X de anodo giratorio de 9 kW com poténcia de 1000 W. A fonte estava acoplada
a um detector de semicondutor multidimensional 2D de alta resolucdo de energia,
HyPix-3000. A analise foi realizada em uma faixa 20 de 10 a 70, em uma velocidade

de varredura de 1°/min e incremento 0,02 °.

4.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva
de Raios-X

Para a realizacdo da microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras
foram colocadas em um suporte de aluminio (stub) revestido com fita de carbono. Em
seguida, as amostras foram metalizadas com uma camada de ouro. As imagens foram
adquiridas utilizando um microscépio eletrébnico de varredura da marca Tescan,
modelo MIRA3, que possui uma fonte de feixe de elétrons por emissdo de campo. A
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS), foi acoplada ao MEV. Todas
as medidas foram obtidas nas instalacdes da Central Multiusuario, localizado no DF
da UFPE.
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4.5.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Foi realizada a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier,
conhecida como FT-IR, do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy, em que 0s
espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos a temperatura
ambiente. Essa analise foi realizada utilizando um espectrémetro por transformada de
Fourier da marca PerkinElmer. A faixa de frequéncia analisada abrangeu de 4000 a
400 cm. Para essa andlise, utilizou-se uma pastilha de KBr. As medidas de foram
obtidas nas instalacdes da Central Analitica localizada no departamento de Quimica
Fundamental (dQF) da UFPE.

4.5.4 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica, mais conhecida como TGA, do inglés
thermogravimetric analyzer, foi realizada por meio de utilizando um analisador
termogravimétrico da marca Shimadzu, modelo TGA-60/60H. Para essa analise, foi
utilizada uma porta amostra de alumina e um fluxo de ar comprimido de 50 mL/min. A
taxa de aquecimento adotada foi de 10 °C/min, variando de 25 até 900 °C. Essas
analises de luminescéncia foram obtidas nas instalagcbes do Laboratorio de Terras
Raras (BSTR), localizado no dQF da UFPE.

Também foi utilizado analisador termogravimétrico da marca Shimadzu,
modelo TGA-50/50H. Para essa analise, foi utilizada uma porta amostra de platina e
um fluxo de atmosfera de N> de 50 mL/min. A taxa de aquecimento adotada foi de
10 °C/min, variando de 25 até 900 °C. Essa analise foi obtida nas instalacdes do
Laboratério de Nanodispositivos Fotonicos e Bioinspirados Francois Auzel (LandFoton
Francois Auzel) do dQF da UFPE.

4.5.5 Espectroscopia de Luminescéncia

Os espectros de emisséo de upconversion foram obtidos utilizando um laser de
980 nm, da marca Laser tool, como fonte de excitacdo, com poténcia variando de 500
a 1900 mW. Esses espectros foram detectados pelo espectrofluorimetro Fluorolog-3
ISA, da marca Horiba Jobin Yvon, que possui uma faixa de detec¢do abrangendo de
400 a 750 nm. A partir das intensidades obtidas nos espectros de emisséo, foram

realizados estudos para determinar o nimero de fétons envolvidos na emissdo de
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upconversion. Essas analises de luminescéncia foram obtidas nas instalacdes do
BSTR, localizado no dQF da UFPE.

Também foram realizadas medidas da emissdo de upconversion no
espectrofluorimetro modelo Fluorolog-3 FL3-122 da Horiba Jobin Yvon, utilizando um
laser de 980 nm, modelo CL- 2005 da marca CrystaLaser, com poténcia de 300 mW.

Essas andlises foram conduzidas na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
4.5.6 Relaxometria

A caracterizacdo relaxométrica consistiu na medi¢éo dos tempos de relaxagéo
longitudinal e transversal (T1 e T2) dos nlcleos de 'H das moléculas de agua. Os
valores de T1 e T, foram medidos a 37 °C utilizando relaxdmetros da marca Bruker.
Foram utilizados o modelo Minispec mg20, com campo magnético de 0,47 T, e 0
modelo Minispec mg60, com campo magnético de 1,41 T. Para a analise
relaxométrica, foram preparadas cinco suspensdes com concentracdes diferentes de
Gd** (0,1, 0,08, 0,06, 0,04 e 0,02 mM) para cada amostra. Essas concentracdes foram
preparadas considerando o valor nominal de Gd3** em 1 mol de Gd.Os:Yb/Er,
posteriormente, as suspensdes com concentracdes diferentes de Gd3* das NPs
Gd20z:Yb/Er@Gelatina e para Gd20s:Yb/Er@Gelatina-MTX foram preparadas com o
auxilio do TGA. Essas suspensdes foram preparadas utilizando agua ultrapura
contendo 0,0140 g de goma xantana, que foi utilizada como agente dispersante. As
amostras foram submetidas a um banho ultrassénico por 5 minutos. Todos os valores
experimentais de taxas de relaxagao foram corrigidos para considerar as contribui¢cdes
diamagnéticas, utilizando uma solucdo de goma xantana em agua. As medidas foram

obtidas nas instalacdes da Central Analitica localizada no dQF da UFPE.
4.5.7 Viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade das NPs, células Vero foram cultivadas em uma
placa de 96 pocos por 24 horas. Posteriormente, o meio de cultura foi removido e as
NPs com varias concentracfes (3, 6, 12, 25, 50, 100 ug/mL). Além disso, células
cultivadas apenas com o meio livre de NPs foram usadas como controle. Ap6s uma
incubacao de 24 horas, a solugdo de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio

brometo] foi adicionada a uma concentracdo de 5 mg/mL. Apos mais uma incubacédo
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de 4 horas, a absorbancia da solugdo foi medida a 570 nm utlizando o

espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh da marca Thermo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Gd>03:YD/Er

Realizou-se o0 DRX nos compostos com o objetivo de obter informagdes sobre
a cristalinidade do material. O resultado do DRX (Figura 11) para o composto
Gd203:Yb/Er foi comparado com o padrao de raios-X simulado obtido do trabalho de
Zachariasen et al. (1927). Observa-se uma boa correlagdo de picos entre os
difratogramas do composto Gd>Oz3:Yb/Er e 0 padréo de raios-X simulado, indicando a
obtenc@o de uma estrutura analoga ao Gd»0O3, que possui uma estrutura cristalina

cubica no grupo espacial 1-213.

Figura 11: DRX para o Gd20s:Yb/Er e Gd>O3 simulado obtido do trabalho de Zachariasen et al.
(1927).
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Fonte: Autoria propria.

A anadlise de MEYV foi realizada com o objetivo de identificar sua morfologia e
estimar o tamanho médio das particulas a partir das imagens obtidas. A andlise de
MEV da amostra Gd(OH)COz:Yb/Er (Figura 12a) revelou a presenca de particulas
nanomeétricas com morfologia esférica e uniforme, apresentando um tamanho médio
de particula de 70,7 £ 9,2 nm. Na analise de MEV da amostra Gd.Oz:Yb/Er (Figura
12b), observou-se a manutencdo da morfologia esférica, porém houve uma

diminuicdo no tamanho médio das NPs, sendo o tamanho médio do Gd»03:Yb/Er de
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57,7 £ 6,5 nm. Esse resultado pode ser atribuido ao processo de eliminagdo do

carbonato e da hidroxila presente no Gd(OH)CO3:Yb/Er durante a etapa de calcinagéo.

igura 12: Imagens de MEV para os composto a) Gd(OH)COa3:Yb/Er e b) Gd203:Yb/Er.
T W G4OMED, Yok | S [ EeR
SHOMCO, Yor! LE Cd O, Yoty

292 e 1 NT265mm
']
I |
)
|
| s
5

Dy AMSe Lrew |

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 13 mostra os espectros de FT-IR do Gd(OH)COs:Yb/Er e do
Gd203:Yb/Er. No espectro do Gd(OH)COzs:Yb/Er, foram identificadas as seguintes
bandas: 3434 cm™ relacionada ao estiramento da ligacdo O-H, 1523 cm™ e 1403 cm™,
associadas aos estiramentos assimétricos da ligacdo C-O. Além disso, as bandas em
1091 cm™ e 848 cm™ correspondem ao estiramento simétrico e a deformacéo da
ligacdo C-O, respectivamente, referentes ao ion carbonato (Paiva et al., 2001). No
espectro do Gd2Os:Yb/Er, € possivel observar o desaparecimento da maioria dos
sinais relacionados aos grupos funcionais presentes no Gd(OH)COzs:Yb/Er, indicando
a transformacéao do precursor em GdOs:Yb/Er. Além disso, observou-se o surgimento
de uma nova banda em 561 cm™, atribuida ao estiramento da ligacdo Gd-O. O perfil
espectral do Gd(OH)COa3:Yb/Er e do Gd20s3:Yb/Er, sdo muito semelhantes aos

encontrados na literatura (Gai et al., 2011).
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Figura 13: Espectros de FT-IR para os compostos Gd(OH)COs:Yb/Er e Gd20s:Yb/Er.
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Fonte: Autoria propria.

O comportamento térmico dos materiais foi analisado por meio do TGA. O
termograma do Gd(OH)COz:Yb/Er (Figura 14a) apresenta trés eventos de perda de
massa. Segundo Anh et al. (2021) e Li et al. (2021), o primeiro evento ocorre entre 25
- 161 °C e esta associado a eliminacédo de 8,20% da massa, o qual esta relacionado
a agua adsorvida na superficie do material, a saida da hidroxila e a residuo de ureia
presentes no precursor. O segundo e o terceiro eventos de perda de massa ocorrem
entre 161 - 787 °C e correspondem a perda de massa de 22,24%, os quais estao
relacionadas a saida do CO e CO: devido a decomposigéo do grupo COs, totalizando
30,44% de eliminagcdo. O termograma do Gd.Os:Yb/Er (Figura 14b) revela a
ocorréncia de dois eventos de perda de massa, ocorrendo entre 100-600 °C
totalizando 4,29% de eliminacdo. O primeiro evento ocorre entre 30-100 °C e
evidencia o processo de evaporacdo da agua adsorvida na superficie das NPs (cerca
de 1,12 %) e na regido entre 100-623 °C, observa-se uma perda de massa de 3,17 %

referente & massa residual do precursor.
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Figura 14: TGA para os compostos (a) Gd(OH)COs:Yb/Er e (b) Gd203:Yb/Er.
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Fonte: Autoria propria.

Através da técnica de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS),
foi possivel obter os resultados semi-qualitativos em termos das porcentagens de
massa para os metais Gd3*, Yb®* e Er3* presentes nas amostras Gd(OH)COs:Yb/Er e
Gd03:Yb/Er, conforme apresentado na Tabela 3. E possivel verificar que as
porcentagens de massa do Gd®*, Yb®* e do Er®* apresentam valores muito proximos
para ambos os compostos, sendo que o Gd20s3:Yb/Er apresentou uma insergéo de

24,6% do sensibilizador Yb®* e uma dopagem de 0,4% do ativador Er3*,

Tabela 3: Analise semi-quantitativa das porcentagens de massas para os metais Gd3*, Yb%* e Er3*
obtidas pelo EDS para os compostos Gd(OH)COs:Yb/Er e Gd20s:Yb/Er.

Amostra Gd (%) Yb (%) Er (%)

Gd(OH)COs:Yb/Er  755%0,3 244+01 0,1%0,3

Gd20s:Yb/Er 75,0+0,4 246+04 0,4+0,3

A Figura 15a mostra o espectro de emisséo, evidenciando o processo de
upconversion entre Yb — Er, para o Gd203:Yb/Er sob excitagéo de laser em 980 nm
com uma poténcia de 1900 mW. As NPs exibiram luminescéncia de upconversion
maxima em 659 nm (emissdo na regido do vermelho), conforme observado na
literatura (Anh et al., 2021; Kaminska et al., 2018). Além disso, cinco picos finos com
comprimentos de onda em 653, 662, 667, 673 e 680 nm também podem ser
observados. Todos os picos podem ser atribuidos a transicdo e “Fo2 — “lisp. A
emissao na regido do verde teve comprimento de onda maximo de emissdo em 521

nm, com trés picos adicionais com comprimentos de onda em 525, 532 e 537 nm que
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podem ser atribuidas as transicdes caracteristicas do Er3*: 2Hiy2 — 4lis2, € mais trés
picos com comprimento de onda em 547, 552 e 561 nm que s&o atribuidos a transi¢éo
4S3/2 — “l1s512 (Anh et al., 2021).

Figura 15: a) Espectro de emissdo upconversion do Gd20z:Yb/Er, com poténcia em 1900 mW; (b)
Espectros de emisséo upconversion do Gd20z3:Yb/Er, com poténcia variada (500 a 1900 mW) de 510 e
580 nm; (c) Espectros de emisséo upconversion do composto Gd20z:Yb/Er, com poténcia variada (500
a 1900 mW) de 630 a 710 nm; (d) Grafico log-log da intensidade de emisséo em funcéo da poténcia de
bombeamento para o Gd20s:Yb/Er.
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Fonte: Autoria propria.

Para entender o mecanismo de upconversion, a intensidade de emissao (lup)
foi medida em funcédo da poténcia de excitacao (P). As Figuras 15b e 15¢ mostram a
dependéncia de lup em relacdo a P, onde com o0 aumento da poténcia do laser resultou
no aumento a intensidade do processo de upconversion, portanto uma relacao
diretamente linear. A Figura 15d demonstra a dependéncia de lupp em P para o
Gd203:Yb/Er. A linha de log (lup) versus log (PV) é ajustada de acordo com a Equacé&o
13 (Li et al., 2015):

L, o« (PV) - log(]up) = log(kPN) = NlogP + C (13)
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onde N é o numero de fétons incidentes necessérios para produzir emissédo de
luz através do processo de upconversion, o qual é determinado pela inclinagédo da reta
(coeficiente angular) obtida pelo ajuste linear dos pontos e k é a constante de
proporcionalidade. Em nosso estudo, os coeficientes angulares das retas para essas
bandas de emissdo localizadas em 659 nm e 521 nm sdo 2,53 e 1,54,
respectivamente. A equacao obtida para a emisséo na regiao do verde foiy = 1,54x +
2,34, com um ajuste de R= 0,9997, j& a equacao obtida para a emissdo na regido do
vermelho foi de y = 2,53x - 2,99, com um ajuste de R = 0,9995. Esses resultados
sugerem que o processo de trés fétons é responsavel pela upconversion da transicéo
4S312 — 4152 (verde) e 2Hiiz — “lis2 (verde) e o processo de dois fétons responsavel
pelo upconversion da transi¢do *Fg;» — “*l152 (vermelho).

Na Figura 16, sdo apresentados dados relaxométricos das NPs de
Gd203:Yb/Er e observamos que as medidas dos tempos de relaxagéo longitudinal e
transversal a 20 MHz demonstram um comportamento proximo da linearidade de 1/T1
e 1/T2 na faixa de concentracdes analisada. Portanto, os coeficientes angulares,
obtidos por meio da equacao 11 (secdo 3.3) fornecem os valores para relaxividade:
ro= 8,87 stmM- (Figura 16a) e r. = 11,78 smM~! (Figura 16b). Isso indica que a
diminuicdo do tempo de relaxagdo € menos efetiva para T1 e maior para T2, 0 que
sugere que o processo de difusdo da agua entre as particulas tem uma influéncia
maior. Esse mesmo comportamento foi observado no trabalho de Norek et al. (2007)
foi visto que as NPs de Gd20s3, em um campo de 7 T e 25 °C apresentaram um efeito
muito menor no tempo de relaxagcdo Ti1 do que no T2, 0 que indica o processo de
difusdo da agua entre as particulas tem uma influéncia maior. O mesmo efeito foi
observado para outros 6xidos de Ln®*, analisados no trabalho. Esses valores obtidos
sdo valores superiores dos relatados para os complexos comerciais, como 0 DTPA-
Gd (MAGNEVIST®), que apresentarier; 3,4+0,2 e 4,0+0,2 s'mM* respectivamente,
a 20 MHz e 37 °C. E 0 DOTA-Gd (DOTAREM®) que apresentarier23,4+0,2e 4,1 +
0,2 mM-1srespectivamente, a 20 MHz e 37 °C (Rohrer et al., 2005).
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Figura 16: Variagdo da taxa de relaxag&o longitudinal (1/T;) e da taxa de relaxacéo transversal (1/T,)
em fungdo da concentragdo de ions Gd3* (20 MHz, 37°C).
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Fonte: Autoria propria.
5.2 Gd:03:Yb/Er@Gelatina

O DRX foi realizado com o objetivo de obter informacdes sobre possiveis
alteracoes na cristalinidade do material original, Gd2O3:Yb/Er, devido ao revestimento
com a gelatina. Essas alteracdes podem levar a mudancas no perfil espectral de
emissao no processo upconversion. Foram comparados os resultados de DRX para
as seguintes amostras: Gd203:Yb/Er@Gelatinal, Gd203:Yb/Er@Gelatinal_GA,
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2, Gd2Oz:Yb/Er@Gelatina2_ GA em relagdo a amostra
Gd203:Yb/Er (Figura 17). Observa-se nos difratogramas a manutencao dos picos de
difracdo devido a boa correlacdo de picos em relacdo ao Gd.Oz:Yb/Er. Isso sugere
gue o processo de revestimento com a gelatina ndo promoveu alteracdes no arranjo
cristalino e preservando a sua estrutura original do material. Isso esta alinhado com o
estudo de Lin et al. (2017), no qual o processo de revestimento das NPs de ZnO com

a gelatina ndo provocou alteracfes na estrutura hexagonal das NPs.
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Figura 17: DRX para os compostos Gd:0szYb/Er@Gelatinal, Gd:0z3:Yb/Er@Gelatinal_GA,
Gd203:Yb/Er@Gelatina2, Gd>Os:Yb/Er@Gelatina2_GA e Gd>0s:Yb/Er.
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Fonte: Autoria propria

A Tabela 4 apresenta os diametros meédios das particulas sintetizadas, obtidos
por meio da andlise de MEV (Figura 18). O Gd.Os:Yb/Er@Gelatinal possui um
tamanho médio de 88,5 £ 9,1 nm, enquanto o0 Gd203:Yb/Er@Gelatinal_GA, apresenta
um tamanho médio de 83,6 + 9,8 nm. O Gd203:Yb/Er@Gelatina2 possui um tamanho
de 78,1 + 5,7 nm e o Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA apresenta um tamanho de 73,9
2,9 nm. Observou-se que a morfologia esférica foi mantida e, de maneira geral,
verificou-se que o tamanho médio das particulas foi maior em comparacdo ao
composto Gd>0z:Yb/Er. Isso sugere que o0 processo de revestimento permitiu a
formacdo de uma camada de gelatina ao redor do Gd2O3:Yb/Er.

Para os compostos Gd.O3:Yb/Er@Gelatinal e Gd.Oz:Yb/Er@Gelatinal GA,
0s quais forma sintetizados como uma concentracdo maior de gelatina (10 mg/mL),
observou-se um aumento maior no tamanho médio das particulas, de
aproximadamente 30,8 nm e 25,9 nm, respectivamente, em comparacdo ao
Gd203:Yb/Er. Notavelmente, as NPs Gd:Os:Yb/Er@Gelatinal_GA, que foram
reticuladas com GA apresentaram o menor tamanho. Por outro lado, nos compostos
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2 e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA, que foram sintetizados com
uma concentragao menor de gelatina (5 mg/mL), observou-se um aumento menor no
tamanho médio das particulas, de aproximadamente 20,4 nm e 16,2 nm,

respectivamente, em comparacao ao Gd203:YD/Er. As NPs
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Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA reticuladas com GA, teve o menor aumento de tamanho.
Em resumo, os resultados indicam a reticulagdo com GA diminui o tamanho das NPs,

sugerindo uma maior compactacéo das cadeias de gelatina.

Tabela 4: Diametro de particula dos compostos Gd203:Yb/Er@Gelatinal,
Gd203:Yb/Er@Gelatinal_GA, Gd20s3:Yb/Er@Gelatina2 e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA.

Amostra Didmetro de particula (nm)
Gd203:Yb/Er@Gelatina1 88,5+ 9,1
Gd203:Yb/Er@Gelatina1_GA 83,6 +9,8
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 78,1+£57
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA 73,9+29

Figura 18: Imagens de MEV e histogramas para os composto a) Gd:0s3:Yb/Er@Gelatinal, b)
Gd20s: Yb/Er@GeIatlnal GA, C) GdzOs Yb/Er@Gelatina2 e d) Gd20s: Yb/Er@GeIatlnaZ GA
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Fonte: Autoria prépria.
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O processo de funcionalizagdo do Gd20s:Yb/Er com a gelatina também foi
analisado pela técnica de FT-IR (Figura 19). Os espectros da
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal e Gd203:Yb/Er@Gelatinal GA revelam uma banda
centrada em 3733 cm™ e 3292 cm™ referentes aos estiramentos simétricos das
ligagbes O-H e N-H, respectivamente. A banda em 1665 cm™ é referente ao
estiramento da ligacdo C=0 de amidas. A banda em 1538 cm™ ¢ atribuida a
deformagédo da ligagdo N-H do grupo amino e, a banda em 858 cm™ é referente a
deformacgdo da ligagdo N-H de aminas. A banda em 1380 cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo C-N de aminas, a banda em 1236 cm™ é referente ao
estiramento da ligagdo C-O. Por fim, a banda em 548 cm™ é atribuida a ligacdo Gd-
O, presente no composto Gd>Oz:Yb/Er (Paiva et al., 2001). Por outro lado, o espectro
de FT-IR obtido para a Gd:0s:Yb/Er@Gelatina2 e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA
apresenta uma banda larga centrada em 3413 cm™, correspondente aos estiramentos
simétricos das ligagées O-H e N-H. A banda em 1658 cm™ & atribuida ao estiramento
da ligacdo C=0 de amidas. A banda em 1519 cm™ é atribuida a deformacgédo da
ligacdo N-H do grupo amino, e a banda em 860 cm™ é referente a deformacéo da
ligacdo N-H de aminas para fora do plano. A banda em 1382 cm™ é corresponde ao
estiramento da ligagdo C-N de aminas, enquanto a banda em 1238 cm™ é referente
ao estiramento da ligacdo C-O. Por fim, a banda em 543 cm™ é atribuida a ligacéo
Gd-O, presente no composto Gd203:Yb/Er. A identificacdo do grupo amino (-NH2) no
recobrimento com a gelatina sugere a possibilidade de funcionalizacéo neste sitio com

farmacos, a partir de reacéo covalente de acoplamento.
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Figura 19; FT-IR para 0s compostos Gd203:Yb/Er, Gd203:Yb/Er@Gelatinal,
Gd203:Yb/Er@Gelatinal_GA, Gd20s:Yb/Er@Gelatina2 e Gd-0s:Yb/Er@Gelatina2_GA.
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Fonte: Autoria propria.

A andlise de TGA revela duas perdas de massa, para 0s compostos revestidos
com gelatina conforme ilustrado na Figura 20: a primeira ocorre aproximadamente
entre 25 e 200 °C, e a segunda ocorre em aproximadamente entre 200 e 500°C. No
sistema Gd.Oz:Yb/Er@Gelatina2, a perda de gelatina é de cerca de 3,40%. J& no
sistema Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA, a perda de massa é de aproximadamente 4,58%
de gelatina. Sugerindo que o composto Gd20sz:Yb/Er@Gelatina2_GA possui uma
guantidade maior de gelatina do que o Gd.Os:Yb/Er@Gelatina2, mesmo ambos
sintetizados com a mesma concentragdo de gelatina. Isso indica que a reticulacéo
com GA, aumenta a quantidade de gelatina ao redor do Gd>O3:Yb/Er, porém de forma
compactada, visto que a analise de MEV do Gd»03:Yb/Er@Gelatina2_GA, apresentou
um tamanho de particula menor. No caso do sistema a Gd.Oz:Yb/Er@Gelatinal, a
perda chega a cerca de 7,42% de gelatina. Observa-se que quanto maior a
concentracdo de gelatina, maior é a perda de massa de gelatina. O resultado para o
Gd.0z:Yb/Er@Gelatinal GA, nao foi obtido a tempo. Entretanto, sera realizado em
ensaios futuros. Importante destacar que diferentemente das anteriores essa analise
foi realizada em atmosfera de N> e, por isso ndo pode ser comparada com o resultado

anterior, mostrado na Figura 14.
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Figura 20: TGA referentes aos compostos Gd20zYb/Er, Gd20s:Yb/Er@Gelatinal,
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA.
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 21 mostra os espectros de emissao para os compostos Gd.Oz3:Yb/Er,
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal, Gd.O3:Yb/Er@Gelatinal GA, Gd.O3:Yb/Er@Gelatina2,
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA. Observou-se que o processo de recobrimento nao
altera o perfil espectral do material, conforme verificado no trabalho de Gai et al.,
(2011). Isso pode ser correlacionado com os resultados do DRX, nos quais foi
observado que o processo de recobrimento ndo afeta a cristalinidade do Gd.Os3:Yb/Er.

Na Tabela 5, observa-se que a razédo da intensidade da emissdo no vermelho
(Ir) e no verde (Ig) para os compostos revestidos com gelatina diminui em comparagao
com a razao para o Gd203:Yb/Er, indicando que o processo de revestimento reduz as
intensidades relativas de emissao no verde (lg) devido a presenca de uma camada de
gelatina ao redor do Gd>Os3:Yb/Er. Sugerindo que a presenca da gelatina aumenta a
concentracdo de agua adsorvida na superficie do material, aumentando efeito
guenching (supressédo da emisséo), provocando uma diminuicdo da intensidade de
emisséo pelo processo de upconversion. As razdes entre as intensidades de emissao
dos compostos Gd203:Yb/Er@Gelatinal e Gd>O3:Yb/Er@Gelatina2_GA foram as que

menos diminuiram em compara¢do ao Gd20s:Yb/Er. (Chen, et al., 2011).
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Figura 21: Espectros de emissdo upconversion referentes aos compostos Gd203:Yb/Er,
Gd203:Yb/Er@Gelatinal, Gd203:Yb/Er@Gelatinal GA, Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA (Aex = 980 nm), com poténcia de 1900 mW.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 5: Andlise quantitativa da intensidade no vermelho (Ir), intensidade no verde (lc) e da raz&o de

intensidades verde e vermelha (Ir/lc) referentes aos compostos Gd203:Yb/Er, Gd203:Yb/Er@Gelatinal,
Gd203.Yb/Er@Gelatinal_GA, Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA.

Amostra Ix (CPS) Ic (CPS) Ir/le
Gd203:Yb/Er 5,8.10° 2,6.10° 22,3
Gd203:Yb/Er@Gelatina1 4,6.10° 4,2.10* 11,0
Gd203:Yb/Er@Gelatina1_GA 8,2.10° 1,9.10° 4,3
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 3,3.10° 4,9.10* 6,7
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA 1,3.108 1,2.10° 11,0

Na Tabela 6, estdo sumarizados os dados relaxométricos obtidos a 60 MHz a 37
°C para 0s sistemas Gd203:Yb/Er, Gd203:Yb/Er@Gelatinal,
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal GA, Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA. Observa-se que os sistemas revestidos com gelatina tém
um efeito significativo no tempo de relaxacédo do préton da dgua, em comparagao ao
Gd203:Yb/Er, sugerindo que o processo de revestimento € a razdo desse aumento da
relaxividade nas NPs de Gd»03:Yb/Er@Gelatina. A gelatina € composta por grupos
hidrofilicos, permitindo interacdes das moléculas de agua com seus grupos funcionais

através de ligacdo de hidrogénio. Como resultado, atrai moléculas de &gua,
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aumentando a densidade local de 4gua e melhorando a taxa de troca de agua de
Gd20s3:Yb/Er@Gelatina com o bulk (agua do meio) (Albuquerque et al., 2021;
Mortezazadeh et al., 2020). Além disso, observa-se que r. € maior do que r1, ou seja,
T> € menor do que Ti, 0 que indica o processo de difusdo da agua nas NPs é
predominante, como foi visto, anteriormente na medida da relaxividade para o
Gd203:Yb/Er obtido em 20 MHz a 37 °C. Os dados obtidos parar: e ri ficaram superiores
aos agentes de contraste comerciais como o DTPA-Gd (MAGNEVIST®) que
apresentamrier, 3,3+0,2e 3,9 £ 0,2 stTmM1a 60 MHz e 37 °C, respectivamente e 0
DOTA-Gd (DOTAREM®) que apresenta ri e r; 29 + 0,2 e 3,2 = 0,2 s'mM?
respectivamente, a 60 MHz e 37 °C (Rohrer et al., 2005).

Nos resultados obtidos, nota-se que entre as NPs sintetizadas, as NPs
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2, apresentaram valores de
relaxividade maiores, do que o Gd20s:Yb/Er, sugerindo que a presenca da gelatina
aumenta a concentracéo de agua ao redor do ion paramagnético, devido a gelatina
ser um composto hidrofilico, que retém moléculas de agua em sua estrutura por meio
ligacbes de hidrogénio. Isso resulta na modificacdo do tempo de difusdo das
moléculas de agua, aumentando-o, 0 que acarreta o aumento da relaxividade das NPs.
No caso das NPs reticuladas com GA, as NPs Gd>O0s:Yb/Er@Gelatinal_GA e as NPs
Gd.0z:Yb/Er@Gelatina2_GA, apresentaram valores de relaxividade menores,
sugerindo que a reticulacdo com GA compacta as cadeias de gelatina, diminuindo a
mobilidade das moléculas de agua. Além disso, diminui a concentracdo de agua retida
na gelatina, prejudicando tanto a difusdo das moléculas de agua de esfera externa
guanto a taxa de troca de agua com o bulk.

Nos resultados obtidos, observou-se que entre as NPs sintetizadas com a
mesma quantidade de gelatina (10 mg/mL), as NPs Gd.Oz:Yb/Er@Gelatinal e
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal _GA, conforme informado na Tabela 1, as NPs
Gd20z:Yb/Er@Gelatinal apresentaram valores de relaxividades maiores,
provavelmente devido a maior quantidade de gelatina no revestimento, como visto na
analise de MEV. Isso acarreta ha mudanca na mobilidade das moléculas de agua,
favorecendo tanto a difusdo das moléculas de agua quanto a taxa de troca de agua
com o bulk. Comparando os resultados da relaxividade entres as NPs
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2 e as NPs Gd:0zYb/Er@Gelatina2_GA, que foram
sintetizadas com a mesma quantidade de gelatina (5 mg/mL), conforme informado na

Tabela 1, sugere-se que o processo de reticulagdo néo interferiu de forma significa na
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mobilidade das moléculas de agua, pois os valores de r2 foram muito proximos. As NPs
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e as NPs Gd:03:Yb/Er@Gelatina2_GA apresentaram uma
relaxividade menor se comparado as NPs Gd.Oz:Yb/Er@Gelatinal, provavelmente

devido a menor quantidade de gelatina no revestimento.

Tabela 6: Relaxividades obtidas para os sistemas a 37 °C e 60 MHz (1,41 T).

Amostra ri (mM-1s) r, (mM-1s™)
Gd203:Yb/Er 2,70+£0,12 10,32 £ 0,71
Gd203:Yb/Er@Gelatina1 15,08 £ 0,46 33,71+ 2,47
Gd20s3:Yb/Er@Gelatinal_GA 4,12 £ 0,083 13,62+ 1,94
Gd203:Yb/Er@Gelatina2 9,24 £ 0,40 20,32 £ 0,89
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA 12,17 £ 0,24 20,01 £ 2,17

A partir dos dados de Iluminescéncia e da relaxividade, o sistema
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA foi escolhido para o acoplamento com o MTX. Essa
escolha considerou que o sistema Gd0s3:Yb/Er@Gelatina2_GA apresentou
resultados mais favoraveis em comparacdo com o0s outros sistemas avaliados. Isso é
evidenciado ao observar inicialmente que as intensidades de emissdo para o
composto Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA foram as que menos diminuiram em
comparacdo com o Gd203:Yb/Er. Por outro lado, apesar da relaxividade do sistema
Gd203:Yb/Er@Gelatinal (r2 = 33,71 + 2,47) ter sido maior em relacdo ao sistema
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA (r2 = 20,01 + 2,17), o Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA
apresenta vantagens em sua composicao quimica devido a utilizacdo do GA em sua
sintese como agente de reticulacdo. A gelatina € um composto soluvel em meio
aquoso devido a sua natureza hidrofilica, mas a reticulacdo com GA proporciona maior
estabilidade ao sistema, tornando a gelatina mais resistente a dissolucdo em agua.
Além disso, a reticulacdo da gelatina com o GA envolve a reacdo de grupos amino
livres de residuos de aminoacidos lisina ou hidroxilisina das cadeias com 0s grupos
aldeido do GA. Dessa forma, garante-se que o revestimento do Gd.O3:Yb/Er com a
gelatina ndo se desfara diante da aplicacao biolégica desejada (Bigi et al., 2001). Além
disso, o sistema Gd.Os:Yb/Er@Gelatina2_GA apresentou o0 menor tamanho,
conforme revelou o MEV, e quanto menores forem as NPs mais eficiente sera a

penetracdo nos vasos sanguineos tumorais.
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A citotoxicidade das NPs de Gd20s:Yb/Er e Gd>O3:Yb/Er@Gelatina foi avaliada
utilizando o ensaio de MTT com células Vero, células saudaveis. O efeito dependente
da concentracdo das nanoparticulas foi avaliado em comparag¢do com as células no
experimento controle (sem NPs), conforme mostrado na Figura 22. As NPs
demonstraram ser vidveis nas células, com valores acima de 90% para todas as
concentragdes estudadas. O mesmo ocorreu no estudo de Chen et al. (2011), no qual
as NPs de NaYF4:Yb/Er revestidas com quitosana e conjugadas com o acido félico,
também apresentaram uma viabilidade celular com valores acima de 90%. Além disso,
€ importante observar que as NPs promoveram um efeito proliferativo para algumas
das concentragbes estudadas, como pode ser evidenciado na observacdo de

viabilidade média das células acima de 100%.

Figura 22: Citotoxicidade dos compostos a) Gd203:Yb/Er, b) Gd20s:Yb/Er@Gelatinal, c)
Gd203:Yb/Er@Gelatinal_GA, d) Gd203:Yb/Er@Gelatina2 e e) Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA
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Fonte: Autoria prépria.

53 Gd203:Yb/Er@Gelatina-MTX

Para explicar o funcionamento do TBTU como agente de acoplamento, a
Figura 23 mostra 0 mecanismo de reacgdo para a amidacéo utilizada no trabalho. Foi

utilizado um &cido carboxilico e amina genéricos para simplificar o mecanismo. O
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mecanismo foi ilustrado como base nos trabalhos obtidos na literatura (Balalaie;
Mahdidoust; Eshaghi-Najafabadi, 2008; Valeur; Bradley, 2009).

Figura 23: Mecanismo de atuag¢éo do TBTU, com base nos trabalhos Balalaie; Mahdidoust; Eshaghi-
Najafabadi (2008); Valeur; Bradley (2009) obtidos na literatura.
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Fonte: Adaptado de Balalaie; Mahdidoust; Eshaghi-Najafabadi (2008); Valeur; Bradley (2009).

A analise de TGA dos compostos conjugados com o MTX, conforme ilustrado
na Figura 24, revela uma perda de massa de 6,03% para
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX4 (residuo: 93,95%), 7,44% para
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX3  (residuo:  92,56%), 8,58% para o0
Gd.0z:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX2  (residuo: 91,42%) e 13,67% para o0
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1 (residuo: 86,33%). A quantidade de MTX foi
estimada a partir da diferenca entre as porcentagens residuais entre o
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_ GA e Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX, o0s quais
apresentaram valores iguais a 0,13 % para a amostra Gd>O3:Yb/Er@Gelatina2_GA-
MTX4, 1,52 % para a amostra Gd>Oz:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX3, 2,66 % para a
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amostra  Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX2 e 7,75% para a amostra
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1. Como esperado, observa-se que quanto maior a
quantidade de MTX adicionada na sintese, maior € a massa de material conjugado.

Figura 24; TGA referente aos compostos Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1

Gd20z: Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX2, Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX3 e
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX4.
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A capacidade de carregamento de medicamento, do inglés Drug Loading
Capacity (DLC%) é um parametro que mensura a quantidade maxima de um
medicamento incorporado as nanoparticulas ou outras estruturas. A equacédo 14
usada para calcular a capacidade de carregamento de medicamento é a seguinte
(Zatorska et al. 2020; Piacentini, 2016):

DLC% = MMTX ACOPLADO %+ 100 (14)

MNANOPARTICULAS

Em outras palavras, a DLC% avalia a porcentagem de massa de nanoparticula
composta pelo medicamento incorporado. Para realizar esse calculo, a analise
termogravimétrica foi empregada para determinar a massa residual dos compostos,

onde a massa de material acoplado (Macoplado) fOi determinado pela diferenga entre a
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massa residual do composto Gd:0s:Yb/Er@Gelatina2_GA e 0 nanocomposto

acoplado com o MTX considerando 100 mg de amostra total conforme apresentado

na Tabela 7:
Tabela 7: Resultado de DLC% para 0os compostos sintetizados.
Sistema Massa Residual final (mg) em DLC %
100 mg de amostra
Gd20s3:Yb/Er@Gelatina2_GA 94,08 -
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 86,33 6,66
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX2 91,42 2,90
Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX3 92,56 1,64
Gd20s3:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX4 93,95 0,14

A nanossonda que demonstrou a maior DLC% foi a
Gd20sz:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1, com uma DLC de 6,66 %, conforme indicado na
Tabela 7. Isso significa que 6,66% da composi¢cdo da nanossonda consiste em MTX.
A partir desse resultado de DLC% o composto Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 foi
escolhido para dar continuidade ao trabalho.

O DRX foi realizado com o objetivo de obter informagdes sobre possiveis
alteracdes na cristalinidade do material, devido ao acoplamento do MTX. Foram
comparados o0s resultados de DRX para as seguintes amostras:
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA e Gd.0z3:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 em relacdo a
amostra Gd>Os:Yb/Er (Figura 25). Observa-se nos difratogramas a manutencéo dos
picos de difracdo devido a boa correlacdo de picos em relacdo ao. Gd>O3:Yb/Er. Isso
sugere que o processo de acoplamento do MTX ndo promoveu alteracées no arranjo
cristalino e preservando a sua estrutura original do material, assim como foi observado

com o revestimento com a gelatina, conforme apresentado anteriormente.
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Figura 25: DRX para os compostos Gd:Os:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1, Gd:0s:Yb/Er@Gelatina2 GA
e Gd203:Yb/Er.

—— Gd, 0, Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1
— Gd, 0, Yb/Er@Gelatina2_GA
— Gd, 0,5 Yb/Er

(222)

Intensidade Normalizada ( u. a.)

20 (graus)

Fonte: Autoria propria.

A Figura 26 mostra os espectros de emissao para os compostos Gd.Oz3:Yb/Er,
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_ GA e Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1. Observou-se
gue o processo de acoplamento do MTX néo altera as propriedades fotofisicas do
material, assim como foi visto com o recobrimento com gelatina. Isso pode ser
correlacionado com o resultado do DRX, no qual foi observado que o processo de
acoplamento com o MTX nédo afeta a cristalinidade do Gd.O3:Yb/Er. Na Tabela 8,
observa-se que a razao entre a intensidade da emissédo no vermelho (Ir) e no verde
(Ig) para o composto com MTX aumentou em comparacgao a razao para o Gd>O3:Yb/Er
e Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA, indicando que o processo de acoplamento do MTX
reduz as intensidades relativas de emisséo, principalmente da emisséo na regido do
verde. Isso sugere, semelhante ao observado no processo de recobrimento, que a
presenca do MTX também deve atrair moléculas de agua, aumentando o efeito de
guenching no sistema. Importante salientar que estas andlises foram realizadas na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) por isso apresenta valores diferentes
dos relatados anteriormente, porém o mesmo comportamento foi observado em

relacdo as medidas anteriores.
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Figura 26: Espectros de emissdo upconversion dos compostos  Gd203:Yb/Er,
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA e Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 (Aex = 980 nm), com poténcia de
300 mW; a) de 450 a 750 nm e b) de 510 a 590 nm.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 8: Andlise quantitativa da intensidade no vermelho (Ir) da intensidade no verde (Ic) e da razdo
de intensidades verde e vermelhas (Ir/lc) para os compostos  Gd203:Yb/Er,
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA e Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1.

Amostra Ir (CPS) Ic (CPS) IR/l

Gd203:Yb/Er 1,1.10° 2,4.10° 458
Gd:03:Yb/Er@Gelatina2_GA 9,6.10° 1,8. 10* 53,3
Gd:03:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1 2,9 .10° 7,1.103 40,9

Na Tabela 9 estdo resumidos os dados relaxométricos obtidos a 60 MHz e 37
°C para  os sistemas Gd20s3:Yb/Er, Gd.03:Yb/Er@Gelatina2_ GA e
Gd20z: Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1. Observou-se que 0 sistema
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 apresentou r2 maior do que o Gd»Oz:Yb/Er,
sugerindo que o revestimento com a gelatina aumenta a concentracdo de moléculas
de agua proximas as NPs, além de modular o tempo de difusdo das mesmas nas
proximidades do centro paramagnético (efeito de esfera externa e segunda esfera),
influenciando na diminuicdo do tempo de relaxacdo dos prétons, como mencionado
anteriormente. Além disso, o Gd>0O3:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 apresentou r. muito
semelhante ao Gd»03:Yb/Er@Gelatina2_GA, o que sugere que o MTX néo interfere

na mobilidade das moléculas de agua.



Tabela 9: Relaxividades obtidas para as amostras Gd.Os:Yb/Er, Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA e
Gd203.Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1 a 37 °C a 60MHz (1,41 T).

Amostra ri(mM-1s) rz(mM-1s™)
Gd203:Yb/Er 2,70+ 0,12 10,32 £ 0,71
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA 12,17 £ 0,24 20,01 2,17

Gd203:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 5,66 + 0,58 21,93 +2,25
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo, desenvolveu-se uma nanossonda a partir das NPs upconversion
de Gd20s3:Yb/Er revestidas com gelatina e conjugadas com MTX para aplicacbes
terandstica no CCR. A andlise de DRX confirmou a estrutura cristalina cubica para o
Gd203:Yb/Er, e que o revestimento com gelatina ndo afetou sua cristalinidade. A
analise de MEV revelou a reducdo do diametro das nanoparticulas, apos a calcinacdo
do precursor, indicando a formacgéo do 6xido. A formacao de uma camada de gelatina
ao redor do Gd.Os:Yb/Er foi evidenciada pelo MEV, e sugeriu que a reticulagdo com
GA reduz o tamanho das NPs. A espectroscopia de luminescéncia para o Gd>Oz:Yb/Er
apresentou picos caracteristicos de emissédo do Er®*, e observou-se que 0 processo
de recobrimento n&o alterou as propriedades fotofisicas do material, embora tenha
afetado as intensidades de emissdo. A caracterizacdo relaxométrica dos sistemas
revestidos com gelatina (Gd-Os:Yb/Er@Gelatina) indicou aumento da relaxividade,
especialmente para T2, sugerindo uma maior interacdo da gelatina com as moléculas
de 4gua e potencial para aprimorar contraste em aplicacdes de IRM. Além disso, as
NPs de Gd>Os:Yb/Er e Gd>O3:Yb/Er@Gelatina se apresentaram viavel em aplicagoes
biologicas, como foi observado na analise de citotoxicidade. A analise
termogravimétrica permitiu quantificar a quantidade de MTX incorporada nas
nanoparticulas, através do agente de acoplamento TBTU, sendo a nanossonda
Gd20z:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 a que demonstrou a maior DLC% indicando
maior viabilidade do processo de conjugacdo. Resultados de DRX revelaram que o
acoplamento do MTX nao alterou a estrutura cristalina original, indicando estabilidade
da estrutura apés o processo de conjugacdo. O processo de acoplamento do MTX
nao afetou as propriedades fotofisicas do material, ja que as transi¢cdes caracteristicas
referente a emissdo do Er¥* foram mantidas. Além disso, os dados relaxométricos
mostraram que o acoplamento do MTX néo afetou significativamente as relaxividades
do sistema, sugerindo que a mobilidade das moléculas de 4gua néo foi prejudicada.
Em resumo, o composto Gd2Os:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1 foi escolhido como a
nanossonda mais promissora para dar continuidade as aplicacbes planejadas,
apresentando eficiéncia tanto no carregamento de MTX quanto na manutencédo das
propriedades fotofisicas e relaxométricas. Esses resultados abrem caminho para
futuras pesquisas e aplicacdes clinicas, onde essa nanossonda funcionalizada pode

ser utilizada em terapia e diagndstico biomédico.
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PESPERCTIVA

Como perspectiva do presente trabalho propdem-se:

Realizar a analise termogravimétrica para a amostra
Gd20z3:Yb/Er@Gelatinal_GA,;

Realizar as medidas de citotoxicidade para a  amostra
Gd203:Yb/Er@Gelatina2_ GA-MTX1 utilizando células saudaveis e células

cancerigenas;
Realizar a andlise de MEV Gd20s:Yb/Er@Gelatina2_GA-MTX1;
Realizar estudo do tempo de vida de emisséo para os compostos sintetizados;

Realizar os experimentos de imagem por Ressonancia Magnética (IRM) in vivo.
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