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USO DE NANOPARTICULAS DE FERRITA DE COBALTO
PARA A DETECCAO DE {ONS FOSFATO
EM MEIOS AQUOSOS E AMOSTRAS BIOLOGICAS

[1] A presente invengao estende-se ao uso de nanoparticulas de ferritas de
cobalto (CoFeNPs) como uma plataforma simples e rapida para a detecgdo de ions
fosfato em meios aquosos e em fluidos bioldgicos, para o monitoramento de
efluentes e solos contaminados com agrotoxicos e fertilizantes fosfatados, muito
utilizados na agricultura, e também para estimar os niveis de concentragcdo de
fosfatos em amostras bioldgicas (como sangue), que podem estar associados a
varios problemas de saude, como insuficiéncia renal, hipertensao, hiperfosfatemia,
hipofosfatemia, problemas 0Osseos, insuficiéncia cardiaca e respiratoria, dentre
outras doengas, ¢ a problemas ambientais. A presente metodologia ¢ baseada na
deteccdo de ions fosfato (por meio fluorescente, como resultado da troca dos
oligonucleotideos' fluorescentes por ions fosfatos na superficie das CoFeNPs) e
tem como objetivo permitir o desenvolvimento de protocolos simples, de alta
sensibilidade, rapidos, e de baixo custo, para o sensoriamento de contaminantes
ambientais e para o diagndstico simplificado de niveis de fosfato em amostras de

fluidos biologicos.

Antecedentes da invencao

[2] Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de sensores simples, portateis
e de baixo custo para a deteccao de ions se faz desejavel para possibilitar tanto o
monitoramento ambiental de recursos hibridos quanto a estimativa do nivel de

fosfato no soro do sangue humano, uma vez que medidas dos niveis de fosfatos

! Oligonucleotideo — Fragmento curto de uma cadeia simples de acido nucleico, com um tamanho tipico
de ndo mais do que algumas poucas dezenas de pares de base.
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em amostras bioldgicas podem fornecer muitas informagdes para o diagnostico
clinico de varios problemas de saude.

[3] Dentre os procedimentos convencionais adotados para a detec¢ao de
ions fosfato, se destaca a exploracdo das técnicas de cromatografia e
espectrofotometria. No entanto, esses métodos sdo usualmente complicados e
laboriosos, exigindo o uso de equipamentos especializados, e demandarem a
utilizacdo de muitos solventes, o que torna essas técnicas de alto custo. Assim, a
busca por novos métodos mais sensiveis e especificos, rapidos e econdmicos tem
sido muito intensificada.

[4] Recentemente, novos nanomateriais t€m sido explorados na construgao
de sensores fluorescentes, a serem utilizados como nanosupressores da
fluorescéncia para a detec¢do de ions fosfato. Assim, a nanoestrutura (ou seja, a
nanoparticula) interage com o fluor6foro de uma sonda de DNA marcada, com a
fluorescéncia sendo extinta através de processos de transferéncia de elétrons. Por
sua vez, essa supressao ¢ revertida apenas quando ions fosfato estejam presentes
em solugdo, o que permite a dessor¢cdo da sonda marcada, e assim a recuperagao

do sinal de fluorescéncia. Exemplos dos materiais citados, € outros, sdo listados na

Tabela 1.

TABELA 1. PATENTES E ARTIGOS DE DIFERENTES
PLATAFORMAS PARA A DETECCAO DE IONS FOSFATO.

PATENTE/ Plataforma Meio de Limite de
ARTIGO (tipo) deteccao Deteccao
(nM)
WU E TONG Ciprofloxacina — Solugdes 45
(2018) Eu? aquosas ’
JIA ET AL. Transistor de Solucodes 20
(2016) AlGaN/GaN aquosas
LOPEZ ET NPs inorganicas/ Solugdes 29
AL. (2017) FAM-DNA aquosas
JONHSON E Anagseeﬂ‘fxin{e‘?ao Solugdes 20
PETTY (1982) Fosfomolibidato aquosas
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LIU E LIU Solucodes
(2015) MONPs aquosas 1000
WARWICK Solucodes
ET AL. (2014) MIP aquosas 1600
Solucodes
DWIVEDI P1/Fe* aquosas e 29000
(2011)
complexas
ZHAO E
SCHANCE CPEs Solucodes 340
aquosas
(2010)
AU2011349050 Solucdes
Eletrodos N )
B2 aquosas

MONPs: Nanoparticulas de Oxido de Metal; MIP: Polimero
Molecularmente Impresso; P1: Polimero poli[2,7-(9,9-diexilfluoreno)-
co-alt-5,5’-(4,4’-didecil-2,2’-bitiofeno)]; CPEs: Polieletrolitos

conjugados fluorescentes.

[5] Wu e Tong descreveram o uso da técnica de transferéncia ressonante de
energia por fluorescéncia (FRET) da Ciproflozacina (CIP) para o Eu**, através do
complexo CIP — Eu’*, para a detec¢do de fons fosfato. Em particular, nessa
plataforma o surfactante SDBS ¢ utilizado para induzir o FRET e, com isso,
extinguir a fluorescéncia do CIP. No entanto, quando o complexo entra em contato
em uma solucdo de ions fosfato, o FRET ¢ enfraquecido, e a fluorescéncia do
complexo CIP — Eu*" ¢ restaurada.

[6] Jia e col. reportaram o uso de um transistor de alta mobilidade de
elétrons (também chamado de FET) de (nitreto galio aluminio)/(nitreto de gélio)
(AlGaN/GaN) como uma plataforma de deteccdo por corrente elétrica de ions
fosfato em sistemas aquosos.

[7] Lopez e col. descreveram o uso de nanoparticulas inorganicas (CeO.,
CePOs e Fe>03) imobilizadas com sequéncias fluorescentes de acidos nucleicos

(FAM —DNA) como plataforma para a detecgao ions fosfato em sistemas aquosos.
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[8] Jonhson e Petty reportaram o uso da técnica de analise de injecao de
fluxo para a detecg@o de ions fosfato em sistemas aquosos.

[9] Liu e Liu relataram o uso de diferentes nanoparticulas de 6xido de metal
(MONPs) imobilizadas com sequéncias fluorescentes de acidos nucleicos (FAM —
DNA) para a deteccdo de ions fosfato presentes em sistemas aquosos; em
particular, nesse trabalho, as nanoparticulas preparadas foram também utilizadas
para a detec¢do de ions de arsénio.

[10] Warwick e col. descreveram o uso de polimeros molecularmente
impressos como sensor para a deteccao de ions fosfato em sistemas aquosos.

[11] Dwivedi e col. relataram o uso do polimero P1 (poli[2,7-(9,9-
diexilfluoreno)-co-alt-5,5’-(4,4’-didecil-2,2’-bitiofeno) e sais de ferro (Fe*") como
uma plataforma de sensoriamento para a deteccdo de ions fosfato para sistemas
aquosos e bioldgicos.

[12] Zhao e Schance descreveram o uso do polimero -catidnico
poli(fenileno-etinileno), com cadeias laterais de poliamina, para a detec¢do de ions
fosfato dissolvidos em solugdes aquosas. Em particular, nesse trabalho, o polimero
utilizado interage com os ions fosfato causando uma alteracdo espectroscopica
significativa, o que permite a quantificagdo do ion dissolvido.

[13] A patente (AU 2011 349050 B2) descreve o uso de um dispositivo
composto por diversos eletrodos para a deteccdo de um ion analito em um meio
liquido. Para a detec¢do dos ions, os autores utilizaram diferentes eletrodos
configurados para gerar um sinal em resposta a deteccdo da presenca de um ion
selecionado no liquido. Em particular, nesse trabalho diversos ions foram testados,
dentre eles o ion fosfato.

[14] Diante do apresentado, fica estabelecido que até o presente momento
nao foi descrita a utilizacao das nanoparticulas de ferrita de cobalto para a detecc¢ao

de ions fosfato presentes em sistemas aquosos ou biologicos.
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Sumario

[15] A presente invencdo apresenta um novo método simples, rapido e de
baixo custo para a deteccdo de ions fosfato dissolvidos em meios aquosos e
amostras biologicas, a partir da imobiliza¢do de sequéncias de oligonucleotideos
em decorréncia do estabelecimento de interacdes moleculares especificas (via
processo de troca idnica entre uma sequéncia de oligonucleotideos e ions fosfato
na superficie de nanoparticulas), com o uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto
como uma plataforma para a imobilizagdo e consequente supressio da

fluorescéncia de sequéncias de oligonucleotideos marcadas com fluoroforos.

[16] Em um primeiro aspecto, a inven¢do descreve os métodos utilizados
para a sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de ferrita de cobalto. Para esse
fim, foi utilizado o método de co-precipitagdo quimica, através de um processo de
varias etapas que envolve a troca de um precursor de ferro por um precursor de
cobalto, que ¢ seguido por um tratamento térmico para otimizar a estrutura
cristalina da nanoparticula. A caracterizagdo da composi¢ao e da morfologia das
CoFeNPs foi realizada por meio das técnicas de espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X, medidas de

magnetizacdo, e microscopia eletronica de transmissao (MET).

[17] Em um segundo aspecto, a atual invencdo descreve uma metodologia
que faz uso de CoFeNPs, para as quais ndo existem precedentes de uso como uma
plataforma para o sensoriamento de ions fosfato e de outros ions presentes em

meios aquosos ou biologicos.

[18] Em um outro aspecto, o0 método de deteccdo dos ions utilizando as
CoFeNPs pode envolver uma resposta de natureza Otica ou espectroscopica,
preferencialmente, mas ndo apenas, via monitoramento da intensidade de
fluorescéncia de sequéncias de oligonucleotideos (sonda) marcadas com

fluor6foros. Os ions de interesse a serem detectados podem ser provenientes de
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amostras de efluentes, solos, meios bioldgicos com soro, plasma, saliva, urina, ou

qualquer outro fluido bioldgico.

[19] Em um 0ltimo aspecto, 0 método de reconhecimento de ions por meio
de troca i0nica entre as sondas marcadas e os ions alvo, utilizando as CoFeNPs
como plataforma, mesmo que preferencialmente aplicdvel a detec¢do de ions
fosfato, ndo se limita apenas a esse tipo de ion, podendo ser adaptado para a
detecg¢do de outros, como, por exemplo, ao fazer uso de aptdmeros com grande
quantidade de Timina (T), o que permite ocorrer a interacao especifica entre um
par de base nitrogenada T e ions de merctrio (T — Hg?" — T), desde que a molécula
de reconhecimento a ser imobilizada nas CoFeNPs possa ser marcada com um

reporter fluorescente.

[20] Nas exemplificagdes demonstradas nesta invengdo, utilizamos
nanoparticulas de CoFeNPs obtidas por co-precipitacio quimica e tratadas
termicamente. As CoFeNPs foram usadas em ensaios de sensoriamento
fluorescente de ions fosfato em sistemas modelos de um meio aquoso e o soro de
sangue simulado (SSS), e em um sistema real complexo, por meio do uso de
amostras de soro de sangue humano (SSH). Nas exemplificagdes, especificamente,
mas nao se limitando a elas, a invencao se utiliza de métodos de sensoriamento
que envolvem as seguintes etapas: (i) a imobilizagdo de sequéncia de
oligonucleotideos (sondas) de cadeias simples marcadas com uma molécula
reporter (um fluoréforo, no caso especifico) na superficie das nanoparticulas (e,
consequentemente, a supressdao da fluorescéncia do fluoréforo devido a
proximidade com a superficie da particula), (ii) a lavagem das CoFeNPs com as
sondas imobilizadas para a remo¢ao de moléculas fracamente adsorvidas, (iii) a
inclusdo das CoFeNPs com as sondas imobilizadas em amostras contendo ou ndo
o ion de interesse, (iv) a remog¢do das CoFeNPs do meio de interagdo, (v) a
deteccao da recuperacdo de fluorescéncia a partir de medidas das amostras em um
fluorimetro. Na Fig. 1 sdo apresentadas de forma esquematica as principais etapas

da metodologia de detecgdo da atual invencao (i — v).
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[21] Pelo termo ‘“sensoriamento” compreende-se a capacidade de
biossensores (dispositivos analiticos que combinam a especificidade das
biomoléculas na detecgdo, qualificagdo e quantificacdo de um analito de interesse
com a sensibilidade de um transdutor para a conversao de uma resposta biologica
em um dominio elétrico ou dtico, térmico, magnético, etc), de modo a obter
informagdes sobre as moléculas bioldgicas alvo através do registro de interagao
intermoleculares por meio de uma resposta elétrica, dtica, magnética, ou térmica,

entre outras.

[22] Pelo termo “troca ionica” compreende-se o fenomeno onde ions de
mesmo sinal presentes em duas fases distintas (solida e liquida, por exemplo)
migram (a depender de afinidade) simultaneamente entre essas fases, mantendo o

equilibrio de carga entre elas.

[23] Pelo termo “oligonucleotideos” compreende-se macromoléculas
biologicas poliméricas curtas (algumas dezenas de nucleotideos) constituidas por
nucleotideos ligados entre si através de ligagdes fosfodiéster, constituindo os

acidos nucleicos.

[24] Pelo termo “fluoroforos” compreende-se compostos que, quando
excitados por uma faixa especifica de radiagdo, emitem luz em uma ou mais

comprimentos de onda dentro da faixa visivel do espectro eletromagnético.

Problemas e limitacoes do estado da técnica

[25] A medida de concentragdes dos niveis de fosfatos em amostras
bioldgicas pode fornecer muitas informagdes para o diagnostico clinico de varios
problemas de saude, indicando a existéncia de doencas como insuficiéncia renal,
hipertensao, deficiéncia de vitamina D, disturbios 6sseos e hiperparatireoidismo.
Por sua vez, o fosfato ¢ usado comumente em fertilizantes, como precursor do
fosforo, um nutriente essencial das plantas. No entanto, seu uso extensivo na

agricultura faz dos ions fosfato um importante contaminante do solo e da agua.
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Elevados indices de fosfato em lagos e rios podem induzir o crescimento excessivo
de plantas e algas (no processo conhecido como eutrofizacdo), o que impede a
penetracdo da luz, reduzindo a taxa fotossintética nas camadas inferiores. Com
isso, ocorre o déficit do oxigénio necessario para atender a demanda respiratoria
dos organismos aerobicos, consequentemente interrompendo os ciclos de vida

aquaticos.

[26] Deste modo, como descrito anteriormente, nos tltimos anos um grande
nimero de pesquisas tem sido dedicado ao desenvolvimento de metodologias
simples, rapidas e de baixo custo para a detec¢do rapida, quantificagdo e/ou
remediacdo de ions fosfatos. Essa deteccao/quantificacdo, por exemplo, ¢ um
passo fundamental, seja para o diagnostico mais rapido de doengas relacionadas
ao desbalango nos niveis de fosfato no organismo, seja para o monitoramento dos
indices de fosfato em efluentes. Os procedimentos convencionais para a detec¢ao
de fosfato envolvem o uso de cromatografia e espectrofotometria, métodos que
tendem a ser laboriosos e exigir o uso de equipamentos especializados, sendo ainda
demorados e demandantes de muitos solventes, o que, por sua vez, torna essas
técnicas de alto custo. Tais caracteristicas representam um entrave a maior difusao
de sua implementacdo em pontos primdrios de atendimento (quando se refere a
diagnostico), ou em monitoramento in loco (ou em tempo real) de lagos, rios e

bacias fluviais.

[27] A vista disso, a invengdo descrita na presente patente propde a
utilizacdo de nanoparticulas de CoFeNPs para o reconhecimento seletivo de ions
fosfato dissolvidos em meio aquoso e presentes em amostras mais complexas,

como soro de sangue humano (SSH).

Vantagens da invencao

[28] A utilizacdo da presente invengao como plataforma de reconhecimento

seletivo de ions fosfato baseados na supressao da fluorescéncia e troca idnica entre
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sequéncias de oligonucleotideos marcadas com fluoréforo e ions fosfato traz como

vantagens essenciais;

a) A metodologia proposta pode ser usada para a deteccdo de ions fosfato
por fluorescéncia, ou mesmo para outros ions ou moléculas, desde que
a sequéncia de oligonucleotideos seja trocada por aptameros que
apresentem intera¢do especifica com os ions ou moléculas alvo de
interesse.

b) Excelente seletividade com relagdo a ions fosfato, com a possibilidade
de distincdo efetiva em relacdo a inimeros outros ions comumente
encontrados em efluentes e meios fisioldgicos.

c) Explorar o comportamento magnético das nanoparticulas, o que facilita
a manipulacdo e separacdo do material pela simples aplicagdo de um
campo magnético.

d) Boarelagdo linear (e uma larga faixa de detec¢do) entre a intensidade de
fluorescéncia e a concentragao de ions fosfato.

e) Baixo limite de detec¢do, estimado entre 10 a 10°'> Molar.

f) Curto tempo de deteccao, estimado em poucos minutos, para completar
0 ensaio.

g) Bom nivel de aplicabilidade em ambientes complexos, como amostras

de soro humano ou efluentes.

A novidade e o efeito técnico alcancado

[29] O avanco alcangado com essa invencao consiste no fato de que até o
presente momento nenhuma instituicdo de pesquisa, ensino ou setor privado
empregou nanoparticulas CoFeNPs como plataforma nanossupressora do sinal de

fluorescéncia (nanoquenchers) em ensaios de deteccao de ions fosfato.
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Breve descricao das Figuras

[30] Na Fig. 1 ¢ apresentada uma representacdo pictorica das principais
etapas da metodologia de sensoriamento de ions baseada nas nanoparticulas

CoFeNPs.
[31] Na Fig. 2 ¢ apresentado o espectro FTIR das CoFeNPs.
[32] Na Fig. 3 ¢ apresentado o difratograma de raios-X das CoFeNPs.

[33] Na Fig. 4 sdo apresentadas a micrografia TEM a) e o histograma da

distribuicao dos tamanhos de particulas b) das nanoparticulas CoFeNPs.

[34] Na Fig. 5 ¢ apresentada a curva de magnetizacdo das nanoparticulas

CoFeNPs.

[35] Na Fig. 6 ¢ apresentada uma representacdo esquematica do processo
de imobilizagdo do ssDNA* e quenching na superficie das nanoparticulas

CoFeNPs.

[36] Na Fig. 7 sdo apresentados os espectros de emissdo de fluorescéncia
normalizados da solucdo de ssDNA*, antes (I) e apos (II) sua interagdo com

CoFeNPs.

[37] Na Fig. 8 sdo apresentadas as medidas de tamanho de particulas por
DLS para as amostras CoFeNPs, antes a), e depois b) da imobiliza¢ao das sondas

(ssDNA*).

[38] Na Fig. 9 sdo apresentadas as curvas de TGA para as amostras de

CoFeNPs puras a) e CoFeNPs/ssDNA* com a sonda imobilizada b).

[39] Na Fig. 10 ¢ apresentada uma representagdo esquematica da

metodologia adotada para os ensaios de detec¢@o de fluorescéncia dos ions fosfato.
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[40] Na Fig. 11 sdo apresentados os espectros de emissdo de fluorescéncia
da solugao sobrenadante ssDNA* ¢ a intensidade da emissao da fluorescéncia em
520 nm (detalhe) apos interacdo com ions fosfato, para diferentes concentragdes

iniciais das CoFeNPs.

[41] Na Fig. 12 sdo apresentados os resultados de imobilizagdo (barra
vermelha), recuperagio (barra azul) de fluorescéncia e respectivos branco? (barra

preta), para diferentes concentragdes iniciais de nanoparticulas.

[42] Na Fig. 13 sdo apresentados os estudos cinéticos de imobilizagdo a) e
recuperacdo da fluorescéncia das sondas ssDNA* imobilizadas b), apds interacao

com solugoes de ions fosfato.

[43] Na Fig. 14 sdo apresentadas: a) a intensidade da resposta de
fluorescéncia dos CoFeNPs/ssDNA* apds a interagdo com solucdes de diferentes

concentracdes de ions fosfato, e b) a faixa de resposta linear do sensor CoFeNPs.

[44] Na Fig. 15 ¢ apresentada a resposta da plataforma CoFeNPs/ssDNA*

para diferentes anions dissolvidos em meio aquoso.

[45] Na Fig. 16 ¢ apresentada a recuperacao de fluorescéncia da plataforma
CoFeNPs/ssDNA* para a) amostras de SSS preparadas com diferentes

concentracdes de fosfato, b) e ap0ds interagir com SSH puro e SSH sem proteinas.

Descricao detalhada da invencao

Exemplo 1. Preparacio e caracterizacio das formas de realizacao preferidas

das nanoparticulas CoFeNPs

2 Branco — E o sinal de fluorescéncia obtido apés a exposi¢io do complexo ssDNA*/a-CoFeNPs a uma
solucdo pura de Tris-HC, ou seja, uma solugdo tampdo que ndo apresenta ions fosfato em sua composicao.
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Exemplo 1.1. Preparacao das nanoparticulas CoFeNPs

[46] A sintese adotada para a producdo das CoFeNPs foi a rota de co-
precipitagdo quimica através de uma adaptagdo do método usado por Medina-
Llamas e col. A sintese pode ser descrita do seguinte modo: em um baldo de fundo
redondo sdo adicionados 50 mL de uma fonte de ferro e outra de cobalto,
FeCl2#4H>0 e CoCl,. Esta mistura ¢ mantida sob vigorosa agitagdo magnética por
aproximadamente 5 min, o que € seguido pela adi¢dao de 125 mL de uma solugdo
aquosa de NH4OH. A reacdo ¢ deixada ocorrer por um intervalo de tempo de 4 a 8
horas, sob uma temperatura constante na faixa de 100 a 200 °C. Posteriormente, as
nanoparticulas sdo decantadas por meio do uso de um ima, o que ¢ seguido de
varios ciclos de lavagens com &gua ultrapura, para a retirada de quaisquer
contaminantes e/ou reagentes em excesso. O produto ¢ seco a 80 °C em um forno
por 48 horas e pulverizado com almofariz, obtendo-se ao final um fino p6 negro.
Finalmente, as amostras foram tratadas termicamente, sendo as CoFeNPs
aquecidas primeiro a uma taxa de 10 °C/min até atingir 600 °C, temperatura que
foi mantida por 1 h. E em seguida, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente

a uma taxa de 10 °C/min.

Exemplo 1.2. Métodos de caracterizacio e as caracteristicas das

nanoparticulas de CoFeNPs

[47] Para investigar a composicdo das CoFeNPs produzidas conforme o
procedimento descrito no Exemplo 1.1, analises de FTIR foram realizadas no
intervalo de 4000 — 400 cm™ usando um espectrometro IR Tracer-100 (Shimadzu,
Japao), utilizando pastilha de KBr. Para confirmar a formagao da ferrita de cobalto,
assim como sua estrutura cristalina, foram realizadas medidas de difragdo de raios-
X utilizando um equipamento multiusudrio do Departamento de Fisica da UFPE,
um difratdmetro SamarLab (Rigaku, Japao), equipado com uma fonte de raios-X
de Cu, de comprimento de onda A igual a 1,54056 A. As propriedades magnéticas

das CoFeNPs foram determinadas a partir das curvas de magnetiza¢ao por meio
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da técnica de magnetometria de amostra vibrante, utilizando um magnetometro
EV7 (Microsense, Estados Unidos). As caracteristicas morfoldgicas das CoFeNPs
e a distribuicdo de tamanhos foram avaliadas por meio da microscopia eletronica
de transmissdo, fazendo uso de um microscopio JEM 1200EX-II (JEOL, Japao)

com potencial de operagao de até 120 kV.

[48] Como pode ser observado na Fig. 2, o espectro de FTIR das CoFeNPs
apresenta sete picos principais: a banda em 3435 cm! associada as vibragdes de
estiramento das moléculas de 4agua O — H presentes na superficie das
nanoparticulas, € o pico em 1632 cm™, que também pode ser atribuido a vibrag¢do
no plano e fora do plano da dgua absorvida O — H. A presenca do pico em 1402
cm’! corresponde as fortes vibragdes das moléculas de NH4"™ associadas ao agente
de co-precipitacdo usado na sintese das nanoparticulas. J& a banda discreta
observada em 1167cm! ¢ associada a ligagdo Fe — Co. Por ultimo, os picos em
593, 470 e 417 cm’! estdo relacionados as vibragdes de estiramento das ligagdes
metal-oxigénio (M — O), atribuidas aos sitios tetraédricos e octaédricos, que sdo

caracteristicas da estrutura cristalina das ferritas de espinélio inverso.

[49] Na Fig. 3 ¢ mostrado o difratograma das CoFeNPs sintetizada. Como
pode ser observado, os picos de difragdo estdo situados em 26 = 18,2°, 30,2°,
35,5°, 37,1°, 43,1°, 53,5°, 56,9°, 62,6°, 71,1°, 73,9°, 75,1°, 79,2°, 86,8° e 89,7°
(com os respectivos indices de Miller identificados na Fig. 3). Através de uma
analise estrutural baseada no método de Rietveld, usando o software Maud, foi
confirmada a formagdo da ferrita de cobalto, quando verificou-se que a estrutura
cristalina das amostras era do tipo espinélio clibico inverso com o grupo espacial
Fd3m (nimero COD-1533163), de acordo com o que anteriormente relatado na

literatura.

[50] A técnica de refinamento de Rietveld, utilizando o software Maud, foi
utilizada para o refinamento de estruturas e para a determinacao dos pardmetros de
rede através do difratogramas de raios-X. Através dessa andlise, foi possivel

identificar a fase espinélio (Co 0,255 Fe 0,745) (Co 0,745 Fe 1,255) O4 ¢ a fase a-
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Fe;0s3, com o o6xido de ferro sendo uma impureza residual da prepara¢do das
amostras, que foi estimada em 13,2%. O parametro de rede determinado foi igual
a 8,389 A, com um volume V de célula unitaria de 590,487 A3 e densidade de
5,179 g/em?.

[51] As micrografias de MET com alta ampliag¢ao obtidos das CoFeNPs sdo
mostradas na Fig. 4a. Através dessas micrografias, ¢ possivel observar que as
CoFeNPs exibem uma forma hexagonal com tamanhos na escala nanométrica.
Também ¢ possivel identificar a presenca de grandes aglomerados de
nanoparticulas, o que pode estar associado as interacdes dipolares entre as
nanoparticulas magnéticas ou entdo apds terem sido depositadas na grade de cobre,
o que pode ser atribuido a tensdo superficial da 4gua (devido a dilui¢@o na amostra
no preparo das analises). Para fins de quantificacdo do tamanho das nanoparticulas,
utilizando o software livre ImageJ mediu-se o didmetro das nanoparticulas, sendo
o histograma correspondente apresentado na Fig. 4b. Como pode ser visto, a
distribuicdo de tamanho apresentou uma forma gaussiana, com uma faixa de

tamanho variando de 7,5 a 38 nm, com um didmetro médio de (18 + 5) nm.

[52] Na Fig. 5 sdo mostradas as curvas de magnetiza¢do para as amostras
CoFeNPs. Como pode ser visto, as CoFeNPs apresentam ciclos de histerese que
correspondem a um comportamento ferrimagnético, um resultado consistente com
aqueles reportados literatura para CoFe:OsNPs preparadas pela sintese de co-
precipitacdo. Através dessas curvas, foram também obtidos os valores de
magnetizacdo a campo magnético maximo Hmax = 18 kOe de 53,6 emu/g, e um
campo de coercividade HC = 12,57 Oe. Esse valor de HC observado na curva a-
CoFeNPs ¢ consistente com aquele encontrado na literatura para nanoparticulas de
ferrita de cobalto com granulometria superior a 10,7 nm. Para particulas desse
tamanho, as temperaturas de bloqueio (ou seja, a temperatura na qual a energia
térmica diminui e os momentos magnéticos presentes nos materiais
superparamagnéticos ficam bloqueados) devem estar acima da temperatura

ambiente.
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Exemplo 2. Sensoriamento de ions fosfato usando a plataforma de

nanoparticulas CoFeNPs

[53] A presente inveng¢ao compreende o uso de nanoparticulas de CoFeNPs,
mas ndo somente estas, como uma plataforma universal para o sensoriamento

fluorescente de ions metalicos ou ndo, preferencialmente ions fosfato.

[54] As nanoparticulas de CoFeNPs descritas na presente invengao possuem
afinidade por fitas simples de oligonucleotideos, com a interagdo entre os grupos
fosfatos constituintes dos nucleotideos e a superficie das CoFeNPs (devida a alta
afinidade entre os fons de fosfato e os ions metalicos Fe*" e Co**), o que possibilita
sua utilizacdo na adsorcao de fitas simples de oligonucleotideos (acidos nucleicos),
como cadeias de RNA e de DNA (ssDNA). Por sua vez, tais fitas de acidos
nucleicos podem estar modificadas com moléculas fluorescentes (fluoréforos), ou
ndo. A superficie das CoFeNPs, por ter propriedades condutoras e possuir uma
estrutura do tipo espinélio inverso, desempenha duas fungdes. A primeira, como
mencionado, estd associada a capacidade de adsorcao das fitas simples de acidos
nucleicos pela interacao entre os grupos fosfatos dos acidos nucleicos e a superficie
das nanoparticulas. Em segundo lugar, as CoFeNPs ao mesmo tempo agem
também como um supressor de fluorescéncia das moléculas reporteres por meio
da captura e posterior dispersao do elétron fotoinduzido da molécula ao longo da
superficie das nanoparticulas. Na presente invengao, ¢ explorada a supressdo de
fluorescéncia, mas ndo se limitando apenas a ela, como mecanismo de
sensoriamento de ions. Nas se¢des a seguir serdo descritas algumas
exemplificagdes das nanoparticulas de CoFeNPs, com o objetivo apenas de ilustrar
algumas das diferentes possibilidades de aplicacdo da invencdo. Assim, deixa-se
desde ja compreendido que a presente invencdo nao se limita as condigdes ou

detalhes especificos descritos nos exemplos apresentados.
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Exemplo 2.1. Imobilizacdo de sondas de DNA fita simples e mecanismo de

supressao de fluorescéncia

[55] O uso das nanoparticulas de CoFeNPs como uma plataforma para a
detecgdo de ions fosfato envolve primeiro a imobilizagdo de uma fita simples de
DNA marcada com um fluoréforo (ssDNA*) (neste exemplo especifico, o
fluoréforo FAM?) na superficie das CoFeNPs, devido a forte interagdo entre aos
grupos fosfato presentes na estrutura dos acidos nucleicos e os 6xidos metalicos.
De fato, ions metalicos (como Fe;" e Cos") podem ser considerados como acidos
duros de Lewis, com alta afinidade por ligantes (bases) duros, como o fosfato, por
meio de uma ligagdo especifica. Isso, por sua vez, leva a supressao do sinal de
luminescéncia devido a uma maior proximidade entre o fluor6éforo (acoplado na
estrutura do ssDNA) e as nanoparticulas, apds o processo de adsor¢cao. Assim, o
doador e o absorvedor devem estar muito proximos, o que favorece a transferéncia
de elétrons e, consequentemente, a extingdo da fluorescéncia. Subsequentemente,
quando as nanoparticulas com as sondas imobilizadas CoFeNPs/ssDNA* sao
postas em contato com a solu¢do de ions fosfato, a troca das sondas marcadas
(ssDNA*) pelos ions fosfato presentes na solucao na superficie das nanoparticulas
¢ favorecida, e, como resultado dessa troca, tem-se a recuperacao da fluorescéncia.

O mecanismo ¢ mostrado esquematicamente, e de forma resumida, na Fig. 1.

[56] Para os estudos de imobilizacdo das sondas de DNA marcadas por
fluorescéncia nas nanoparticulas, inicialmente foi preparada uma solucdo tampao
contendo Tris*, HCI e MgCl, (tampdo Tris-HCI/MgCl,). As sondas foram diluidas
no tampao Tris-HCI/MgCl.. Posteriormente, foi adicionado 60 pL de uma solucao
aquosa de CoFeNPs a 1 mL da solugao ssDNA*/Tris-HCI/MgCl», e mantido sob

agitacdo constante por um intervalo de tempo de 30 a 120 min. Depois disso, com

3 FAM — O 5 (6) — carboxifluoresceina ¢ um corante fluorescente derivado da fluoresceina mais comum
para marcacdo de biomoléculas. Ele tem uma alta capacidade de absorcdo, excelente rendimento quantico
de fluorescéncia e boa solubilidade em 4gua, ¢ um maximo de excitagdo que corresponde exatamente a
linha espectral de 488 nm do laser de ions de argénio.

* Tris — E uma abreviagdo do composto (hidroximetil)aminometano, N(CH,OH);, muito usado para a
preparagdo de tampoes bioldgicos.
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ajuda de um ima, as nanoparticulas com ssDNA* imobilizado, CoFeNPs/ssDNA*,
foram confinadas, sendo entdo o sobrenadante coletado para a analise
fluorimétrica. Devido a modificacdo das sondas de DNA com o fluoroforo, as
amostras preparadas apresentam, neste caso especifico, uma elevada fluorescéncia
quando excitadas em A = 480 nm. Entdo, a medida que o ssDNA* ¢ adsorvido
pelas CoFeNPs, a emissdo de fluorescéncia da sonda ¢ extinta e,
consequentemente, a intensidade de fluorescéncia do meio liquido deve ser
reduzida; portanto, pela medida da supressao progressiva da fluorescéncia, se faz
possivel quantificar de maneira simples e direta o processo de adsorcao (Fig. 6),
sendo que a presente inven¢dao ndo se limita somente as condigdes ou detalhes

especificos aqui descritos.

[57] Apds o processo de imobilizacdo, foi implementada uma etapa de
lavagem, com a amostra sendo submetida a duas lavagens sucessivas, utilizando 1
mL do tampao Tris-HCI sob agitacdo constante em vortex, para minimizar a
presenca de sondas pouco imobilizadas e garantir que apenas as sondas de fato
imobilizadas permanegam no substrato. Finalmente, mais uma vez confinamos
magneticamente as CoFeNPs e removemos o sobrenadante, obtendo deste modo,
as amostras imobilizadas com as quais foram realizados os ensaios de

sensoriamento de ions fosfato descritos nos exemplos a seguir.

[58] Conforme o ssDNA* ¢ adsorvido na superficie das nanoparticulas
CoFeNPs, sua emissdo de fluorescéncia passa a ser gradualmente extinta e,
consequentemente, a intensidade de fluorescéncia do meio liquido deve ser
reduzida. De fato, pode-se observar (Fig. 7) que, enquanto a solu¢do inicial da
sonda exibe uma forte resposta Io (curva I), a intensidade I da fluorescéncia da
solu¢do sobrenadante diminui significativamente, por um fator de 80% apods a
interacdo do ssDNA* com as CoFeNPs (curva II). Isso indica que as
nanoparticulas de ferrita de cobalto podem imobilizar uma grande quantidade das

cadeias de DNA dissolvida e atuam como um forte inibidor de fluorescéncia.
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[59] Para confirmar que realmente houve a imobilizagdo das sondas na
superficie das nanoparticulas, como sugerido pela reducdo da intensidade de
fluorescéncia observada, foram realizadas medidas de espalhamento dindmico de
luz (DLS), para avaliar o tamanho dos complexos CoFeNPs/ssDNA*, e analisada

sua decomposicao térmica por andlises de termogravimetria (TGA).

[60] As analises de DLS mostradas na Fig. 8 revelam que ha um aumento
no tamanho médio das nanoparticulas apos o processo de imobilizagdo da sonda
de DNA. Pode-se observar que a distribuicdo de tamanhos ¢ bimodal, com
diametros médios centrados em 250 nm e 1600 nm (Fig. 8a). Esse resultado esta
de acordo com o que fora observado nas imagens de TEM, ou seja, a ocorréncia
de aglomeracdo das nanoparticulas, resultando em agregados de grandes
dimensdes. Apds o processo de imobilizagdo (Fig. 8b), ¢ possivel observar um
crescimento proporcional nos didmetros médios, com uma distribui¢cdo bimodal
com centros em 1600 nm e 6000 nm. Mais uma vez, isso indica que as sondas estao
realmente imobilizadas na superficie das nanoparticulas. J4 para as curvas
termogravimétricas apresentadas na Fig. 9, podemos observar que as amostras de
CoFeNPs puras (curva pontilhada) ndo mostram nenhuma perda de massa, pelo
fato de as espécies organicas presentes na superficie provenientes da sintese terem
sido anteriormente degradadas durante a etapa de tratamento térmico. No entanto,
para as particulas apds a imobilizacdo (CoFeNPs/ssDNA*) (curva continua) ha
uma primeira perda de 2% de massa associada as moléculas de 4gua remanescentes
do processo de imobilizagao (na faixa entre 50 °C e 200 °C ) e um segundo evento
térmico (na faixa de 200 °C a 450 °C), correspondente a perda de 9% da massa

devida a degradacdo das sondas de DNA.

[61] Assim, através das andlises de TGA, DLS e medidas de supressdo de
fluorescéncia, pudemos comprovar a efetiva imobilizagdo das sondas de acidos

nucleicos na superficie das nanoparticulas.
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Exemplo 2.2. Ensaios de sensoriamento por fluorescéncia de ions fosfato com

base no uso de nanoparticulas de CoFeNPs em meio aquoso

[62] Como uma exemplificacdo de uso da presente invengao, avaliou-se a
capacidade de sensoriamento. Para isso, inicialmente, escolhemos utilizar como
sistema modelo aquoso com ions fosfato disperso em diferentes concentragoes.
Além disso, a fim de encontrar as melhores condi¢des para o uso das particulas
CoFeNPs como uma plataforma sensora de ions fosfato, passamos a investigar
diferentes parametros de preparagdo, como a concentracao das particulas e o tempo

necessario para adsor¢do/supressao e interagdo/recuperacao da fluorescéncia.

[63] Como primeira andlise da exemplificacdo, investigamos a influéncia
de varias concentracdes de CoFeNPs na supressdo de fluorescéncia da sonda
(ssDNA*). Para isso, foram adicionados diferentes volumes (0, 5, 10, 20, 30, 40,
60 e 80 pL) de uma solugdo aquosa inicial de 4 g.L"! de CoFeNPs em 1 mL de uma
solugdo previamente preparada de ssDNA*, diluida em Tris-HCl/MgCla,
resultando em solugdes de CoFeNPs com concentragdes variadas (0, 0,02, 0,04,
0,08, 0,12, 0,16, 0,24 ¢ 0,32 g.L"!, respectivamente). Nestes ensaios, um intervalo
de tempo na faixa de 60 a 240 min foi utilizado para a adsor¢do da sonda de DNA
sobre a superficie das particulas. Posteriormente, usamos um ima para confinar o
complexo CoFeNPs/ssDNA*, sendo entdo medida a fluorescéncia da solugdo
sobrenadante utilizando um fluorimetro FluoroLog-3 (Horiba, Estados Unidos),
conforme esquematizado na Fig. 10. Aqui, deve ser novamente lembrado que a
presente invenc¢ao ndo se limita as condi¢gdes ou detalhes especificos descritos nos

exemplos.

[64] Como se pode observar na Fig. 11, a intensidade do sinal de
fluorescéncia diminui a medida que a concentracdo de CoFeNPs ¢ aumentada,
ocorrendo a saturagdo para concentragdes maiores que 0,16 g.L"!, como facilmente

observado no detalhe dessa figura. Esse resultado pode ser associado a presenga
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de um maior nimero de sitios disponiveis para adsor¢do quando concentragdes

mais elevadas de CoFeNPs sdo empregadas.

[65] A partir dos dados obtidos para as andlises com diferentes
concentracoes de CoFeNPs da presente exemplificacdo, foi realizada uma
verificagao da influéncia das concentragdoes de CoFeNPs em relagdo a extingao e
recuperacdo da fluorescéncia da ssDNA* e ao branco. Na Fig. 12 ¢ mostrada a
intensidade da fluorescéncia correspondente a trés diferentes estagios do protocolo
de sensoriamento: (i) imobilizacdo da sonda, (ii) recuperagdo de fluorescéncia
através da interagdo com uma solucdo de ions fosfato e (iii) recuperagao da
fluorescéncia usando uma amostra em branco, ou seja, um experimento no qual o
complexo CoFeNPs/ssDNA* foi exposto a uma solugao pura de Tris-HCI. A baixa
intensidade do sinal de fluorescéncia nos testes em branco confirma que as sondas
ssDNA* foram firmemente adsorvidas nas nanoparticulas. Considerando os
resultados mostrados nas Figs. 11 e 12, adotamos o valor de 0,24 g.L! para as
solucdes de CoFeNPs como sendo aquele correspondente a concentragdo otima
para as subsequentes analises da exemplificacdo da presente inveng¢ao, por ter sido
para essa concentragdo que o melhor sinal de recuperagdo de fluorescéncia foi
observado, com uma boa taxa de adsorc¢ao das sondas ¢ um menor sinal de branco
(sendo esse sinal um parametro importante para a avaliacao do limite de detecg¢ao

do sensor proposto).

[66] Os ensaios cinéticos de imobilizagdo e recuperagdo de fluorescéncia
foram realizados utilizando concentragdes de sondas e ions fosfato que variaram
nas faixas de 10-200 nM e 10-900 uM, respectivamente, durante um periodo de
tempo na faixa de 5 a 360 min. Como pode ser observado a partir dos dados
mostrados na Fig. 13a, o processo de adsor¢ao da sonda ssDNA* nas CoFeNPs
atinge o equilibrio por volta de 60 min. No entanto, quando o complexo
CoFeNPs/ssDNA* ¢ exposto a solugdo de ions fosfato, o sinal de fluorescéncia ¢
gradualmente restaurado, com a saturacao sendo alcancada por volta dos 120 min

(Fig. 13b). Dessa maneira foi possivel determinar os tempos ideais para a
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imobiliza¢do da sonda e dessor¢do de ssDNA * como sendo 60 min ¢ 120 min,
respectivamente. Mais uma vez, deve ser ressaltado que a invencao aqui retratada

ndo ¢ limitada as condi¢des especificas reportadas nos exemplos.

Exemplo 2.3. Ensaios de sensibilidade e seletividade da deteccio de ions

fosfato em meio aquoso

[67] Para avaliar a faixa de deteccdo efetiva, bem como para estimar o
menor limite de detec¢do para as nanoparticulas CoFeNPs, implementamos um
estudo detalhado empregando diferentes concentracoes de ions fosfato. A
recuperacdo da fluorescéncia apds os ions fosfato com concentragdes na faixa de
0,001 a 10000 nM interagirem com o complexo CoFeNPs/ssDNA* ¢ mostrada na
Fig. 14a. Como pode ser visto, apds exposi¢ao a concentragdes crescentes de ions
fosfato, uma maior quantidade de ssDNA* ¢ liberada da superficie das
nanoparticulas, devido a sua substitui¢ao (troca) pelos ions presentes na solucao.
Como resultado, as sondas liberadas na solug¢ao restauram a fluorescéncia (devido
a seu desligamento das CoFeNPs), com a observagao de proporcionalidade entre a
intensidade da fluorescéncia e a concentracdo de ions. Nesse exemplo especifico,
uma relagdo linear (Fig. 14b), com coeficiente de determinagdo (R?) em torno de
0,997, foi encontrada entre a intensidade de fluorescéncia a 520 nm (I) e a
concentracao de ions fosfato (C), na forma log F = 0,445 log C + 4,62, no intervalo
de (150 — 3000) nM. O limite de detec¢do foi estimado como 1,75 nM, usando a
relagdo 36/S (onde 6 = desvio padriao da amostra branco, e S a inclina¢do da curva

de calibragdo).

[68] Além da sensibilidade, outro pardmetro importante a se levar em conta
na avaliacdo do desempenho de um sistema de sensoriamento € sua seletividade
para a deteccdo da molécula alvo em relagdo a outras espécies potencialmente
competidoras. Para avaliar a seletividade da plataforma CoFeNPs/ssDNA* em
relacdo aos ions fosfato, o sensor foi exposto a solucdes de diferentes anions

(citrato, acetato, carbonato, iodeto, nitrito, sulfato, cloreto, bicarbonato, hidréxido,
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nitrato e brometo), seguindo as condi¢des otimizadas descritas em Tonelli e col.,
além de Day e Schaufele. Para efeito de comparagdo, também testamos a resposta
em uma amostra branco (ions fosfato). Nesse exemplo, como mostrado na Fig. 15,
¢ possivel observar que o sensor proposto exibe uma resposta consideravel para os
ions fosfato. Essa maior resposta para ions fosfato pode ser associada a sua
estrutura quimica, em uma interacdo acido-base de Lewis com as particulas de
ferrita de cobalto. Neste exemplo especifico, esses resultados demonstram que o
sensor CoFeNPs/ssDNA* ¢ de fato seletivo para a detec¢do de ions fosfato

dissolvidos.

[69] A respeito dos limites de deteccdo e sensibilidade obtidos neste
exemplo da presente invenc¢do, vale ressaltar que, segundo o Conselho Brasileiro
do Meio Ambiente, CONAMA, o limite aceitavel de concentracdo de ions fosfato
nas aguas subterraneas ¢ de 263 nM. Portanto, devido a sua sensibilidade, a atual
invencdo pode ser usada para avaliar a concentragdo de ions fosfato dissolvidos

em meios aquosos.

Exemplo 3. Ensaios de sensoriamento em amostras complexas

[70] Diante dos bons resultados observados nos ensaios de sensibilidade e
seletividade, realizamos andlises com amostras biologicas com o objetivo de
avaliar o potencial de aplicagdo da plataforma CoFeNPs/ssDNA* para o
sensoriamento de ions. Para isso, foi examinado o desempenho das
CoFeNPs/ssDNA* usando dois tipos diferentes de amostras complexas: o soro de

sangue simulado (SSS) e o soro de sangue humano (SSH).

[71] O SSS é uma solu¢do com uma concentra¢ao de ions variados (Na”,
K*, Mg*", Ca**, CI, SO4*", COs*>" e PO4’") semelhante a do plasma sanguineo
humano, que deve ser usada sob as mesmas condicdes fisioldgicas de pH e
temperatura. J& o SSH ¢ um meio complexo que contém proteinas, globulinas, ions

carboxilatos e diferentes eletrolitos. Dentre os eletrélitos presentes no soro
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encontra-se o fosfato, cujo nivel normal estd na faixa de concentracdo de 25 a 45

mg.L"!, a depender do paciente.

[72] As amostras de SBF foram preparadas seguindo a literatura. No
entanto, como o objetivo destas andlises ¢ quantificar os niveis de fosfato de uma
amostra complexa, diferentes concentra¢des de ions fosfato foram utilizadas na
preparagdo do SSS. Com isso, foram obtidas seis amostras diferentes de SSS, com
concentragdes de fosfato variando na faixa de 0 a 57 mg.L!. Para as amostras de
SSH, primeiramente o sangue de um doador adulto anénimo saudavel foi extraido
e depois colocado em um tubo do tipo “vacutainer”, sem anticoagulantes. Apos o
sangue coagular, o tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 15 min, sendo entdo o
soro obtido coletado e separado. Os ensaios foram realizados usando amostras de
SSH puras (sem um tratamento prévio do soro sanguineo, ou seja, usado como
coletado) e amostras nas quais as proteinas foram removidas (spSSH), a fim de
reduzir a interferéncia fluorescente das proteinas durante as analises. Os ensaios
de detec¢do por fluorescéncia foram realizados conforme as condigdes Otimas

descritas em Tonelli e col., além de Day e Schaufele.

[73] Nas Fig. 16a e Fig. 16b sao apresentados os resultados os estudos de
sensoriamento para as amostras de SSS e SSH, respectivamente. Como pode-se
observar, no caso do SSS (Fig. 16a) foi possivel obter uma resposta consistente
com 0 que se observou para sistemas aquosos, com a resposta fluorescente
aumentando proporcionalmente com a concentragao de ions fosfato no meio com
o qual a plataforma CoFeNPs/ssDNA* foi colocada em contato. Além disso, ¢
importante ressaltar que o sensor proposto possui a sensibilidade adequada para
ser usado no diagnostico de pacientes com hiperfosfatemia ou hipofosfatemia, uma
vez que ¢ possivel diferenciar amostras com concentragdes de ions fosfato abaixo
de 25 mg L' e acima de 45 mg L', respectivamente. Ja as amostras de soro de
sangue humano (Fig. 16b) revelam que, para ambos os tipos de amostras (SSH e
spSSH), ha uma diferenga notavel na intensidade da fluorescéncia da solugdo apos

a interacdo com as CoFeNPs/ssDNA*. Mesmo para essas amostras biologicas
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complexas, para as quais existe um grande sinal de fluorescéncia basal devido a
presenca de proteinas, ha uma resposta perceptivel associada a liberacdo do
ssDNA* anteriormente imobilizado. Esse efeito ¢ evidente no caso das amostras

de spHBS, nas quais as proteinas estdo ausentes.

[74] Deste modo, como evidenciado através dos exemplos apresentados da
presente invengao, pode-se confirmar que a plataforma de deteccdo baseada no uso
de CoFeNPs/ssDNA* ¢ realmente eficaz para a avaliagdo do ion fosfato presentes
tanto em meios aquosos (seja no caso de remediacdo ou no sensoriamento
ambiental de efluentes), como em meios bioldgicos complexos, através de um
procedimento simples e que pode ser implementado em um tempo relativamente

curto, levando a resultados precisos e altamente sensiveis.
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REIVINDICACOES

1) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, por meio
de troca entre sondas marcadas e os ions alvo.

2) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, podendo
as amostras dos ions de interesse serem aquosas, tais como
provenientes de lagos, rios, ou outros tipos de recursos hidricos.

3) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, podendo
as amostras dos ions de interesse serem de natureza biologica
complexa, tal como soro de sangue.

4) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, com a
sonda a ser usada para sendo uma cadeia de fita simples de acidos
nucleicos ou aptameros, podendo a sequéncia correspondente ser

especifica ou nao, a depender dos ions-alvo de interesse.
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5) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, sendo que
devido a sua composicao quimica as nanoparticulas sao capazes de
interagir com fitas simples de acidos nucleicos, mas nao somente essas,
através de interacoes tanto eletrostaticas quanto das interacées entre
os ions de fosfato e os 0xidos metalicos presentes nas estruturas dos
acidos nucleicos e nas nanoparticulas, respectivamente.

6) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma para a
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, sendo a
sonda usada para o reconhecimento marcada preferencialmente, mas
nao somente, com uma molécula, ou qualquer outro reporter,
fluorescente.

7) O uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto para a deteccao de ions
fosfato preparadas pelo método de co-precipitacao, ou qualquer outro,
caracterizadas por poderem ser usadas como plataforma de
imobilizacao e supressao de fluorescéncia de acidos nucleicos de modo
a permitir a deteccao de ions fosfato, mas nao apenas estes, pela
recuperacao da intensidade de fluorescéncia das sondas dessorvidas da

plataforma via troca da sonda pelos ions fosfato.
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RESUMO

USO DE NANOPARTICULAS DE FERRITA DE COBALTO PARA A
DETECCAO DE iONS FOSFATO EM MEIOS AQUOSOS E AMOSTRAS
BIOLOGICAS

A presente invencdo estende-se ao uso de nanoparticulas de ferritas de
cobalto (CoFeNPs) como uma plataforma simples e rapida para a detecg@o de ions
fosfato em meios aquosos e em fluidos bioldgicos, para o monitoramento de
efluentes e solos contaminados com agrotoxicos e fertilizantes fosfatados, muito
utilizados na agricultura, e também para estimar os niveis de concentragcdo de
fosfatos em amostras biologicas (como sangue), que podem estar associados a
varios problemas de saude, como insuficiéncia renal, hipertensao, hiperfosfatemia,
hipofosfatemia, problemas 6sseos, insuficiéncia cardiaca e respiratdria, dentre
outras doengas, e a problemas ambientais. A presente metodologia ¢ baseada na
deteccdo de ions fosfato (por meio fluorescente, como resultado da troca dos
oligonucleotideos fluorescentes por ions fosfatos na superficie das CoFeNPs) e
tem como objetivo permitir o desenvolvimento de protocolos simples, de alta
sensibilidade, rapidos, e de baixo custo, para o sensoriamento de contaminantes
ambientais e para o diagndstico simplificado de niveis de fosfato em amostras de

fluidos biolodgicos.
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