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RESUMO

SELLI, I. GISELE. Nanoparticulas magnetofluorescentes de SPION@SIO;
funcionalizadas com sondas ESIPT. Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 2018.
Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia
de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.
No presente trabalho, investigou-se a sintese e caracterizagdo de
nanoparticulas magnetofluorescentes compostas de um nucleo de 6xido de ferro e
casca de silica, funcionalizadas com fluoréforos que emitem pelo mecanismo de
ESIPT. A sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro foi realizada através do
método poliol e a casca de 6xido de silicio, utilizando a rota sintética sol-gel Stober.
Os fluoréforos 2- [5— N- (3 - triethoxisilil) propilureia - 2’ - hidroxifenil] benzotiazol
(HBT) e 2- [5-N- (3 - triethoxisilil) propilureia - 2’ - hidroxifenil] benzoxazol (HBO)
foram acoplados as nanoparticulas revestidas com silica utilizando um sistema de
refluxo com solvente acetato de etila. Foram obtidas nanoparticulas com nucleo de
oxido de ferro com tamanho médio de =10 nm, revestidas com uma casca de 6xido
de silicio de duas espessuras =10 e 16 nm. A estrutura cristalina do nucleo obtida
por XRD foi de espinélio inverso coerente com a magnetita. As nanoparticulas nao
apresentam magnetizacdo residual e histerese, indicando comportamento
superparamagnético, independentemente do tamanho da casca. Os espectros de
emissao fluorescente no estado solido confirmam o acoplamento entre os fluoréforos
e as SPION@SIO,, e as propriedades fluorescentes das NPS. Pode- se verificar
deslocamentos de Stokes maiores do que 150 nm. Os espectros de emissdo em
dispersdes liquidas, dos fluoréforos HBO e HBT livres, contudo se mostraram
dependentes da presenca de nanoparticulas de 6xido de ferro, mesmo com a casca
de silica. A supressao de fluorescéncia foi observada em grande parte dos sistemas,
no entanto o mecanismo pelo qual ele ocorre ainda ndo esta bem entendido. A partir
dos resultados obtidos foi possivel concluir que os compagsitos sintetizados possuem
caracteristicas magéticas e fluorescentes com potencialidades de uso como agentes

de contraste em imagens biomédicas.

Palavras-Chaves: Nanoparticulas magnéticas, oxido de ferro, Fluorescéncia.



ABSTRACT

SELLI, I. GISELE. Magnetofluorescents nanoparticles Fe;O,@SiO, coupled with
ESIPT probe. Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 2017. Master Thesis. Graduation
Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC
UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

In the present study, we investigated the synthesis and characterization of
core-shell magnetofluorescent nanoparticles composed of an iron oxide core and
silica shells functionalized with fluorophores, which emit by the ESIPT mechanism.
The synthesis of the iron oxide nanoparticles was performed by the polyol method
and the coating, using the Stober sol-gel synthetic route. The fluorophores 2- [5'-N-
(3-triethoxysilyl) propylurea-2'-hydroxyphenyl] benzothiazole (HBT) and 2- [5'-N- (3-
triethoxysilyl) propylurea-2'-hydroxyphenyl] benzoxazole (HBO) were coupled to the
coated nanoparticles using a reflux system with ethyl acetate as solvent. The
resulting nanoparticles have an iron oxide core with diameters of = 10 nm and a
silicon oxide shell with thicknesses of = 10 and 16 nm. The peak patterns of the cores
obtained by XRD correspond to the inverse spinel structure of magnetite structure.
The nanopatrticles do not present residual magnetization and hysteresis, indicating a
superparamagnetic behavior, regardless of the shell size. The solid state spectra of
fluorescence emission confirm the coupling between fluorophores and SPION@SIO,,
and the fluorescent properties of NPs. The samples showed Stokes displacements
greater than 150 nm. The fluorescence emission spectra for the liquid dispersions,
HBO and HBT fluorophores showed however, a behavior that depends on the
presence of iron oxide nanoparticles, even in the presence of silica shell.
Fluorescence suppression has been observed in most of the systems, however the
mechanism by which suppression occurs is unclear the synthesized NP systems
have both magnetic and fluorescent characteristics with potential to be used as

contrast agents in biomedical imaging.

Key words: magnetic nanopatrticles, iron oxide, fluorescence, ESIPT
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1. INTRODUCAO

A pesquisa com nanoparticulas de 6xido de ferro tém sido alvo de grande
interesse, principalmente por suas caracteristicas magnéticas diferenciadas frente a
sua forma massiva ou bulk, tais como o superparamagnetismo aliado ao baixo custo
de producdo e excelente biocompatibilidade [1, 2]. As SPION (do inglés,
Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles - SPION) sdo nanoparticula que
possuem uma estrutura composta por um nucleo magnético de 6xido de ferro com
tamanho menores de ~30 nm e sua superficie pode ser modificada pela adicdo de
camadas com diferentes materiais estabilizantes. A modificacdo da superficie
funciona como protecdo das SPION frente ao ambiente circundante, diminuindo o
fenbmeno de agregacédo, além de permitir o acoplamento de grupos quimicos ou
moléculas capazes de fornecer carater multimodal ao sistema [3, 4]. Por exemplo, o
acoplamento de um fluor6foro a superficie das SPION permite que as mesmas
possam ser utilizadas para o imageamento Optico e atuar como materiais
sinalizadores em ensaios de imunofluorescéncia, estudos de conformacdo de

proteinas [5] e como agentes de contraste em imagens opticas in vivo [6].

O desenvolvimento de materiais magnetofluorescentes pode levar a avancgos
na compreensdo de processos biolégicos em nivel molecular, e ao desenvolvimento
de ferramentas para diagnostico para utilizacdo em terapias inovadoras. Agentes de
contraste de imagem com nanoparticulas magnetofluorescentes, tém superado
limitacbes dos agentes de contraste convencionais tais como fotoestabilidade e

insuficiente estabilidade in vitro e in vivo [11].

Um fluoroforo eficiente para utilizacdo em aplicacbes biomédicas deve
apresentar uma boa intensidade de fluorescéncia e preferencialmente um elevado
deslocamento de Stokes, pois isso permite uma melhor separacao entre a luz de

absorcdo e emissao de uma amostra [7, 8]. Uma classe de fluoréforos promissor que
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apresenta um elevado deslocamento de Stokes s&@o os 2’- hidroxifenilbenzazois.

Essas moléculas fluorescem através do mecanismo de transferéncia protonica
intramolecular no estado eletrénico excitado (do inglés, Excited State Intramolecular
Proton-Transfer - ESIPT). O mecanismo de ESIPT & um processo que resulta em um
forte rearranjo eletrénico estrutural associado com variagdes no momento de dipolo
e geometria da molécula levando um grande deslocamento entre o comprimento de

onda de excitagao e emissao [9, 10].

O presente trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo de nanoparticulas
superparamagnéticas com estrutura nucleo-casca constituidas de 6xido de ferro e
oxido de silicio de diferentes espessuras. As nanoparticulas nucleo-casca foram
funcionalizadas com fluoroforos silanizados derivados de 2- (2’- hidroxifenil)
benzazodis. A presenca de grupos alcoxissilanos nestes fluoréforos permite a ligacéo
covalente dos mesmos na casca de silica [12]. Foram investigadas as propriedades
fisico-quimicas, magnéticas e fluorescentes das SPION, além do estudo da
influéncia da espessura da casca nas propriedades fotofisicas dos compdésitos
produzidos. Dando continuidade a investigacbes anteriores e desenvolvimento de
agentes de contraste magnetofluorescentes a base de SPIONs [13], este trabalho foi
desenvolvido em parceria entre o Centro Interdisciplinar de Nanociéncias e Micro
Nanotecnologia da PUCRS e o Laboratério de Novos Materiais Organicos do
Instituto de Quimica da UFRGS.

A dissertagdo conta com 7 capitulos incluindo esta introdugcéo. No capitulo 2
sdo apresentados o objetivo geral e objetivos especificos do trabalho. O capitulo 3
expde a fundamentacao tedrica e revisdo bibliografica sobre o assunto abordado. O
capitulo 4 apresenta a descricdo das metodologias utilizadas para execucdo dos
experimentos. No capitulo 5, sdo demonstrados os resultados obtidos durante a
realizagcdo do mestrado. O capitulo 6 contempla as conclusGes. No capitulo 7 sdo

descritas as propostas para trabalhos futuros.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos principais que nortearam o desenvolvimento deste trabalho,
foram a sintese e estudo das propriedades magnéticas e fotofisicas de
nanoparticulas compostas de oxido de ferro e silica funcionalizadas com fluoréforos
2 - (2 -hidroxifenil) benzazoéis. Este material terd& como diferencial o elevado
deslocamento de Stokes, que pode atuar de forma a melhorar a intensidade de

emissao de fluorescéncia do material para ser utilizado em testes in vitro e in vivo.

2.1. Objetivos Especificos

Tendo em vista as propriedades magnéticas e fluorescentes das NPs e a

relacdo das mesmas com a estrutura nucleo-casca, 0s objetivos especificos foram:

Sintetizar nanoparticulas ndcleo-casca de oxido de ferro (SPION) revestidas

com diferentes espessuras de silica (SPION@SIOy);

e Acoplar dois fluoréforos 2 - [5° — N - (3 - triethoxisilil) propilureia - 2’ -
hidroxifenil] benzotiazol (HBT) e 2 - [5’ — N - (3 - triethoxisilil) propilureia - 2’ -
hidroxifenil] benzoxazol (HBO) silanizados as SPION@SIO».

e Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas das SPION@SiO,, como
composicdo, morfologia, distribuicdo de tamanho, estabilidade coloidal, fase

cristalina, propriedades magnéticas e propriedades fluorescentes;

e Estudar o efeito que as SPION com diferentes espessuras de silica provocam

nas propriedades fotofisicas dos fluoroforos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Nanoparticulas magnetofluorescentes

A producao e o uso de materiais que contém simultaneamente mais de um
componente funcional, denominados materiais multifuncionais, € uma é&rea de
investigacdo atualmente ativa com potencial para amplas aplicacdes tecnoldgicas,
como por exemplo, em lasers [9], em sondas médicas multimodais [14], e em
materiais magneto eletrénicos [15,11]. Dentre esses materiais multifuncionais,
destacam-se os que sdo a base de sistemas em escala nanométrica (10° m), tais
como as nanoparticulas (NPs). NPs multifuncionais que combinam propriedades
magnéticas e opticas, formam uma nova categoria de materiais, denominada de NPs

magnetofluorescentes [16, 17].

NPS magnéticas, normalmente sdo compostas por metais (Fe, Ni e/ou Co) e
seus respectivos 6xidos. A magnetita (Fe304) e maguemita (y-Fe,O3) pertencem a
classe de oxidos metélicos magnéticos denominados como ferritas cubicas e séo
classificadas como estruturas cristalinas de espinélio [18]. A miniaturizagdo para
tamanhos de 10 a 30 nm das NPs de Fe;O,4 confere ao material um comportamento
superparamagnético em temperatura ambiente, caracteristica importante, visto que
as SPION apresentam respostas magnéticas apenas na presenca de campo
magnético externo. Na forma de ferrofluidos, essas SPION formam suspensdes
magnéticas em meio liquido [19]. O superparamagnetismo dessas SPION permite
gue as mesmas possam ser manipuladas e controladas utilizando-se um campo
magnético, podendo penetrar em células e tecidos humanos e ser direcionada para

um alvo desejado quando injetadas no organismo [20, 21].

Os materiais magnetofluorescentes podem ser constituidos a partir de
polimeros conjugados [22], semicondutores nanocristalinos (QDs) [23],
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nanoparticulas magnéticas com fluéroforos conjugados [24], sistemas nucleo- casca
[25], nanodiamantes [26, 27], entre outros.. A Figura 3.1 mostra um exemplo de
material magneto- fluorescente, que tém sua superficie modificada pela adicdo de

grupos quimicos ou moléculas capazes de induzir funcionalidades especificas [16].

Figura 3.1 A) Formacé&o esquematica de nanoparticulas opto-magnéticas core-shell. B) Imagens
demonstrando a atragdo magnética das nanoparticulas na presenca de um ima sob luz ambiente e
ultravioleta (adaptado de [16]). *QDs Quantum Dots, MNPs magnetic nanoparticles, Ligands ligantes,

DTAB Dodeciltrimetilamonium brometo, PVP polivinilpirrolidona.

NPs magnetofluorescentes tem se tornado uma ferramenta precisa para
identificacdo e caracterizacdo de alvos especificos no contexto biomédico [9, 12, 28].
Suas aplicacbes envolvem imagens bioldgicas [21], rastreamento celular [29],
biosseparacdo magnética [30] e nanomedicina [31], destacando-se 0 imageamento
biomédico in vitro e in vivo, como ressonancia magnética e microscopia de
fluorescéncia [32]. Na nanomedicina, as NPs magnetofluorescentes podem ser
utilizadas na terapia do céancer, abrangendo as capacidades fotodindmica e
hipertermia [33], bem como no diagnostico e terapia de outras patologias, como &
ilustrado na Figura 3.2.



22

radionuclide targeting moiety
- positron emission - antibody, peptide, DNA, RNA
tomography (PET) - molecular imaging
tracer
(1BF, 11C)
magnetic nanoparticle
- magnetic resonance imaging (MRI)
optical tag

- visible or near infrared (NIR)
fluorescence
{optical dye, quantum dots)

Figura 3.2 Sonda multimodal com vérias funcdes (adaptado de [34])

3.1.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com silica

Devido a elevada razédo entre o nimero de atomos superficiais e os contidos
no volume das NPs, as particulas tendem a se desestabilizar, podendo conduzir a
agregacdo. Os usos de materiais de revestimento desempenham um papel
importante na estabilizacdo, principalmente quando em suspensdes aquosas das
SPION [3, 35]. A estabilizacdo pode ser realizada pela presenca de cargas,

polimeros ou surfactantes sobre a sua superficie.

Dos diferentes revestimentos utilizados para a estabilizacdo das NPs,
destaca-se a silica. A facil modificacdo de sua superficie deriva da existéncia de
grupos silandis na camada de silica compativeis com outros grupos funcionais
organicos (tidis, aminas, carboxilas). Dentro destes grupos funcionais, moléculas
como proteinas, fluoréforos, entre outros, podem ser ligadas covalentemente a uma
superficie de silica funcionalizada. Além disso, podem-se formar particulas nucleo-
casca (core-shell), com estabilidade contra a coagulacdo, inércia quimica e

transparéncia éptica.

Dentre os diferentes métodos de producdo de SPION com silica
(SPION@SIO,) [36], 0 processo sol-gel € um método de sintese quimica muito
utilizado. No processo sol-gel, ocorre a transicao do sistema em solugcdo de uma

dispersédo de particulas coloidais em um liquido para o sistema em gel, formando um
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sistema gel-polimérico. A camada de silica pode ser obtida via o0 método sol-gel a
partir de dois tipos de precursores: sais de metais alcalinos ou alcéxidos. A formula
dos sais de metais é M, X,, onde M é um metal, X € um grupo aniénico, m e n sédo
coeficientes estequiométricos. A formula geral dos alcoxidos € M (OR),, em que o M
€ o0 cdtion ligado a n grupos derivados de um alcool. Os precursores via
organoalcoxissilanos sdo os mais utilizados e, em geral, séo representados como Si
(OR)4, onde o0 R séo radicais organicos na maioria das vezes grupos metil, etil ou
propil. Dentre os alcoxidos mais utilizados, destacam-se o tetraetilortossilicato
(TEOS), 3-aminopropilmetoxissilano (APTS) e anidrido 3- (trietoxisilil propilsuccinico
(TEPSA)) [37, 38].

A reacdo de formacdo da camada de silica ocorre pela hidrélise e
condensacao dos precursores de silica. Devido ao fato da agua e os alcoxisilanos
serem imisciveis, € necesséario adicionar um solvente, geralmente um 4&alcool,
homogeneizando e também um catalisador acido ou basico para acelerar o processo
de hidrolise. A reacdo ocorre através de ataque nucleofilico do oxigénio da agua ao

atomo de silicio pertencente a molécula do TEOS, de acordo com a Figura 3.3.

Hidrolise
RO OR OR
RO\ ) \ / i / i
RO— Si— QR HO— Si—O0OR HO—Si—OR + RO
= H
OH RO/ ‘ OR

RO

Figura 3.3 Exemplo de reacédo de hidrélise do precursor TEOS (adaptado de [36]).

A reacdo de condensagéo ira ocorrer pela alteracdo na polaridade quando os
grupos etoxi (menos polar) séo substituidos por grupos hidroxila (mais polar) durante
a hidrdlise. A condensacao entre Si-O-Si pode ocorrer por reacao entre —Si-OR e um
grupo silanol —SiOH, com eliminacdo de alcool ou por reacdo entre 0S grupos

silanGis com a eliminacdo da agua (Figura 3.4).
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rapida

RO — Si(OH); + OH RO — Si(OH)0 + H,0

lenta

RO — Si(OH); + RO — Si1(OH),0

RO — Si(OH),0— Si(OH),OR + OH

Figura 3.4. Exemplo da reacdo de condensacao de espécies hidrolisadas de TEOS (adaptado [36]).

A condensacdo de espécies hidrolisadas origina uma rede polimérica
tridimensional que se estende num meio liquido chamada de gel opcéo [25,39].

A sintese por sol-gel permite o controle da homogeneidade e das
caracteristicas estruturais dos materiais obtidos, a partir do controle das condicfes
da reacdo, tais como o pH do meio, 0s precursores, catalisador e solvente [40]. O
método Stdber foi o primeiro a ser usada na sintese de NPs puras de silica pela
reacdo de hidrélise e condensacdo de organoalcoxissilanos em solucdo alcodlica
usando a amodnia como catalisador, obtendo nanoesferas de silica com uma
distribuicdo de tamanho homogénea. Stéber estudou a influéncia do tipo de alcool,
meio basico, agua e a quantidade do precursor alcoxissilano e concluiu que o uso de
solucéo de amonia influenciava na morfologia das nanoesferas. Os alcodis de maior
massa molecular diminuiam a velocidade de condensacéo e alterava o tamanho das

esferas, portanto considerou o etanol como melhor opgao [41].

Mohammad-Beigi [37], estudou o efeito do pH na sintese das SPION, a sua
estabilizacdo pos-sintese com grupos citratos e a influéncia do revestimento de silica
perante o processo sol-gel. Assim como Stdber [41], os autores descreveram que O
uso de solucéo de amoénia no controle de pH diminuiu a distribuicdo de tamanho das
SPION e o uso de citrato tornou as SPION mais homogéneas, nao influenciando no
processo sol-gel. Estudos realizados por Deng [42], demonstraram a relagdo do
aumento da polaridade do alcool com a forma e a morfologia da silica revestida nas
SPION, na qual revelou que o uso de metanol ndo favoreceu o produto final e os
melhores resultados foram com etanol. As SPION@SIO, hibridas, descrita no
trabalho de Digigow [43], foram funcionalizadas com grupos amina. Utilizaram como
precursor o TEOS e uma segunda etapa de revestimento com o precursor 3-

aminopropriletoxissilano (APTS). Dependendo da quantidade de massa de SPION e
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dos precursores, foi possivel ajustar o nUmero de grupos amina na superficie da

SPION para posterior bio-conjugacéo.

Na literatura, € possivel encontrar trabalhos que demonstram a utilizacdo das
SPION com revestimento de silica e diferentes funcionalizacdes com fluoréforos.
Dimitri [44, 38] mostrou a sintese SPION revestidas com carboxisilano (TEPSA). A
fina camada de carboxilsilano obtida apresentou melhora na estabilidade coloidal e
0s grupos carboxilicos na superficie das NPs possibilitou a conjugacdo de grupos
fluoréforos. Pinheiro [8] preparou nanosondas bifuncionais magnetofluorescentes
utilizando SPION de Fe;0,@SiO, e polieletrdlitos de polietilenoimina acoplando a
fluoresceina (FTIC). Chekina [45], também produziu SPION bifuncionais compostas
de silica e quitosana marcadas com FTIC. Yoon [46] sintetizou SPION a partir de
silica funcionalizada com FITC e rodamina, ambas com agrupamento amina como
marcadores biolégicos de proteinas. Jang [47] investigou a relacdo da espessura do
revestimento de silica na extincdo de fluorescéncia de cianinas. Foi notado que
conforme o aumento da espessura do revestimento nas NPs, menor sera o efeito de
supressao de fluorescéncia. Essa relacdo demonstra que o 6xido de ferro pode atuar
como supressor atraves de dois mecanismos diferentes: primeiro inibindo o
acoplamento entre o 6xido de ferro e os fluoréforos, ja o segundo seria devido a auto

absorcao do 6xido de ferro.

Mais recentemente, Oliveira [13], desenvolveu nanocompésitos de 6xido de
ferro e silica contendo o 2-[5’-N-(3-triethoxisilil)propilureia-2’-hidroxifenillbenzotiazol
(HBT), o qual foi covalentemente ligado a superficie das SPION@SIO,, através dos
grupos silandis (Figura 3.6.). Essa dissertacdo deriva desse trabalho anterior, e

amplia os estudos incorporando também a molécula HBO.
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Silanizagdo /0'H
> ~SKO-H
O-H

‘ SPION ﬂ Conjugacédo do HBT

Citrato

SOz A
Corante

HBT

Figura 3.6 Processo de sintese das SPION@SIiO,-HBT estabilizada com &nions citrato seguidos de
etapas de silanizacé@o pelo método de Stdber e acoplamento do HBT através dos grupos silanodis
(adaptado de [13]).

Um grande desafio relatado por muitos autores estd na baixa
biocompatibilidade das NPs magnetofluorescentes, bem como complexidade de
preparacdo que, frequentemente, envolvem varias etapas de sinteses e estagios de

purificacdo [11].

3.2. Fluorescéncia

Determinadas moléculas tem a capacidade de absorver energia e,
posteriormente, reirradiar. A absorcao e emissao de luz sdo causadas por transicdes
dos elétrons entre os niveis de energia do estado fundamental e niveis eletrénicos
excitados. O efeito fisico causado por essa absorcdo é a projecao de um elétron de
um orbital de menor energia para um de maior energia. Os processos envolvidos na
absorcdo e emissdo de luz estdo descritos na Figura 3.7, representados pelo
diagrama de Jablonski [48, 49]. As transicdes eletronicas ocorrem de um estado
fundamental singlete (Sp) para um estado excitado de mesma multiplicidade (S,). Ao
chegar ao estado eletrénico excitado, a dissipacdo de energia no atomo ou molécula
pode ocorrer por diferentes mecanismos de desativacao, incluindo processos de
transicdo nado radiativo, processos radiativos (com emissdo de luz) ou reacdes
fotoquimicas [50, 51]. Nos processos radiativos, responsaveis pela emisséo de luz,
guando a energia é reemitida de estados singletes excitados, o fenémeno
corresponde a fluorescéncia, e as transi¢des eletrbnicas responséveis ocorrem entre

os estados de mesma multiplicidade e ndo envolvem mudanca de spin eletrénico
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(processo fotofisico rapido; <10® s). Além disso, podem ocorrer transicdes menos
provaveis singlete-triplete e posterior retorno ao estado fundamental, naquilo que é
chamado de fosforescéncia. A intensidade da fosforescéncia é relativamente baixa

em comparacao a fluorescéncia [50, 51].

S,
S,
—] Conversido
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n-— = T
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T Faosfarescéncia
S X
0

Estado eletronico fundamental

Figura 3.7. Diagrama simplificado de Jablonski (adaptado de [17]).

Para ocorrer a fluorescéncia em moléculas sdo necessarias condicdes
fundamentais, tais como apresentar estrutura suficientemente rigida que possam
minimizar as perdas nao radiativas da energia absorvida e ampliar a possibilidade de
transicdes radiativas [48]. Outro fator que influencia no processo de fluorescéncia é a
presenca de grupos substituintes na molécula, pois afetam a intensidade e o tipo de
luminescéncia. Por exemplo, a existéncia de grupos hidroxila (-OH), metoxila (-OR),
amino (-NRy), cianeto (-CN) e sulfénico (-SO3H) em geral favorecem amplificacdo da
fluorescéncia. Ja os grupos cetonicos (-C=0), carboxilicos (-COOH) e halogénios (-
X) por interagirem no deslocamento dos elétrons diminuem a fluorescéncia. Além da
estrutura molecular, fatores externos como a temperatura, pH e a natureza do

solvente devem ser levados em consideragéao [48, 52].

3.2.1. Supresséao de fluorescéncia

A supresséo de fluorescéncia ocorre quando a intensidade de fluorescéncia
de um fluoréforo € reduzida ou até extinta completamente por fatores extrinsecos.
Ela pode ser descrita pela transferéncia de energia do fluor6foro quando este se

apresenta no estado eletrdnico excitado para outras moléculas ou para o meio
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(agentes supressores). Geralmente a supressao de fluorescéncia ocorre através de
processos ndo radiativos e pode ser dividida em dois tipos principais: estatico e
dinamico [53].

A supressdo dindmica é causada por colisbes com outras moléculas
presentes no meio e, portanto, controlado por processos difusivos. Para que ocorra é
necessario o contato entre as duas espécies envolvidas. Consequentemente, a
magnitude da desativacdo € relacionada a maior ou menor concentracdo da

molécula desativadora e a variagdo da temperatura [24, 52, 54].

Na supresséao estatica, ocorre a formacado de um complexo entre o fluoréforo
e 0 supressor no estado fundamental, resultando assim na reducéo da intensidade
de fluorescéncia. O aumento da concentracdo do supressor afeta a intensidade da
emissao, uma vez que favorece a formagcdo de um complexo entre o fluoréforo e o
supressor (Q), (Figura 3.8) [24, 53, 54].

Quenching dinamico Quenching estatico
: o G {F-IQJ*

7=T7" Sem emissio
hv K 4
F+Q F-Q

Figura 3.8. llustracao representativa dos fenémenos de supresséo de fluorescéncia estético e
din&mico (adaptado de [53]). * f(t) fungdo da constante de excitacao, y =15" frequéncia de decaimento
na auséncia do supressor, Q o supressor, [Q] concentragdo do supressor, F fluoréforo no estado
fundamental, F* fluor6foro no estado excitado, kq [Q] taxa de decaimento adicional.

3.2.2. Transferéncia protdnica intramolecular no estado eletrénico excitado

A transferéncia protonica intramolecular no estado eletrénico excitado,
designado como ESIPT, corresponde a uma fototautomerizacdo que ocorre no
estado eletrbnico excitado para determinadas moléculas organicas [55].
Normalmente moléculas que apresentam ESIPT sdo formadas por um grupo doador
de um atomo de hidrogénio (grupo acido) e um grupo aceptor (grupo basico) que, ao
estarem em proximidade, formam uma ligacéo de hidrogénio no estado fundamental.
Para heterociclos como os 2’-hidroxifenilbenzazois, o ESIPT ocorre a partir da

transferéncia intramolecular de um proton do anel fendlico (posicdo 2’) para o
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nitrogénio do anel azdlico (posicao 3), conforme esté representado na Figura 3.9 [48,
52, 54, 56].

Sy
Confémero Enol (E) Tautémero Ceto (K)
- H O
7 1 H=O, W
g N,
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Figura 3.9. Mecanismo de ESIPT para 2’-hidroxifenilbenzazéis (X = O, S, NH) (adaptado de
[57D).

O mecanismo de ESIPT ocorre devido a absorcao da radiacdo do conférmero
enol-cis (E)), o qual se apresenta predominantemente no estado fundamental como a
forma mais estavel com uma forte ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o
hidrogénio fendlico e o &tomo de nitrogénio. A excitacdo E; gera o enol-cis excitado
(Ei), o qual pelo mecanismo ESIPT é convertido no tautdmero ceto excitado (K')
[62,63]. Para finalizar o mecanismo, o tautdbmero ceto excitado (K*) relaxa emitindo
um féton e fluorescéncia retornando ao seu estado fundamental (K). Por fim, o
préton retorna ao estado inicial regenerando a forma (E;) sem mudancas
fotoquimicas [56, 63, 64]. E importante salientar que ambos os tautdmeros, enol e
ceto, podem apresentar fluorescéncia, mas a emissédo do E* - E, € acompanhada
de um pequeno deslocamento de Stokes e a emissao do ceto K* - K transcorre

com um grande deslocamento de Stokes [52, 54].

Pode-se dividir os benzazo6is em trés diferentes familias compostas pelos
benzoxazdis (X= O), benzotiazbis (X= S) e benzimidazoéis (X= NH) [48, 52, 58]. O
acoplamento de um grupamento fenila na posicdo 2 do anel azélico contendo uma

hidroxila localizada em posicao orto (2’) possibilita a formacéao dos 2- (2’-hidroxifenil)
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benzoxazol, 2- (2’- hidroxifenil) benzotiazol, 2- (2-hidroxifenil) benzimidazol, de
acordo com a Figura 3.10 [52].
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Figura 3.10. Diferentes estruturas de heterociclicos 2- (2’ —hidroxifenil) benzazéis (adaptado de [19]).

A intensidade de fluorescéncia em moléculas que apresentam o mecanismo
de ESIPT é descrito por diferentes autores, que utilizam modificacdo das espécies
guimicas e exposicdo dos corantes a condicbes como variacdo de temperaturas,
avaliacdo da influéncia do tempo de incidéncia de radiacdo e, em casos de liquidos,
exposicdo a diferentes solventes. E possivel encontrar trabalhos que propde a
utilizacdo dos 2-(2’-hidroxifenil) benzaz6is como sondas fluorescentes de materiais
celulésicos [52], sondas fluorescentes para marcacdo de proteinas [48], aplicacdo
como compostos anti-inflamatério [59] e sonda para diagndstico por imagem [60].
Além das aplicacbes biologicas, os 2- (2-hidroxifenil) benzazo6is também sé&o
utilizados como corantes para laser, no armazenamento de dados, catalisadores e

dispositivos organicos emissores de luz [52, 58, 61].

A influéncia da natureza do sistema solvente no mecanismo de ESIPT tem
sido muito investigada, sendo que a polaridade, viscosidade e pH podem afetar em
grandes proporgbes os fendbmenos de fluorescéncia. Essa influéncia nas
propriedades fotofisicas do mecanismo de ESIPT pode ser atribuida a presenca de
diferentes conférmeros em solucdo no estado fundamental, a Figura 3.11 mostra as
diferentes geometrias para os conférmeros dos 2- (2’-hidroxifenil) benzazois. Em
solventes polares e proéticos o conférmero cis- enol pode ser estabilizado pela
formacdo da ligacdo intermolecular de hidrogénio com o solvente,
consequentemente enfraquecendo a ligacao intramolecular entre a hidroxila fendélica
e 0 atomo de nitrogénio, resultando numa diminuicdo das espécies emissoras por
ESIPT. Em solventes apolares e/ou aproticos a forma mais estavel € o cis- ceto,
espécie responsavel pela emissdo de ESIPT no estado eletrdnico fundamental.

Sendo assim, todos os conférmeros que tém emissdo normal (conférmeros
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representados na Figura 3.11) competem com a forma enol-cis (E)) no estado

fundamental, diminuindo ou inibindo a emisséo por ESIPT [9, 10, 48, 56].

H—OQ
N N
OO —O00)
X X
H—O

cis-enol
trans-enol
H (0] H
/ /
N N
H— —_— 2)=—
X X
cis-ceto 0]
trans-ceto

Figura 3.11. Geometrias das formas enol e ceto para os conférmeros dos 2- (2'-hidroxifenil)

benzazéis (adaptado de [9]).

Autores como os das referéncias [22, 54, 65], trazem revisdes sobre o
mecanismo de ESIPT nos quais apresentam as possibilidades para utilizacéo
desses fluoréforos, suas limitacdes e vantagens. Um fator citado nessas referéncias
gue tém sido utilizado a favor das pesquisas e se apresenta como uma ferramenta
para ajuste das propriedades das moléculas fluorescentes é o fendmeno de

anulacao da fluorescéncia definido como supressao de fluorescéncia.

Este trabalho de mestrado amplia estudos preliminares das propriedades
fotofisicas das nanoparticulas magnetofluorescentes core-shell (SPION@SIO,-
2’0H-HBT e 2’0OH-HBO), focando numa sistematizacdo do processo de sintese das

SPION@SIO, buscando um controle e diminuicdo da casca de SiO..
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo sera destinado a descricdo dos materiais, equipamentos,

procedimentos e andlises empregadas no desenvolvimento desse trabalho.

4.1. Procedimentos experimentais

4.1.1. Descricao de equipamentos e reagentes utilizados

Os dois fluoréforos utilizados neste trabalho, 2- [ 5- N- (3 -triethoxisilil)
propilureia -2’ — hidroxifenil ] benzotiazol (HBT) e 2- [ 5 — N - (3-triethoxisilil)
propilureia -2’ — hidroxifenil ] benzoxazol (HBO) foram sintetizados de acordo com a
literatura [9]. Os reagentes e equipamentos utilizados, com as suas devidas

especificacdes estdo listados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados nos procedimentos de sintese e caracterizagéo.

Reagentes Férmula molecular Pureza
Acetona CH;CH,CH;0 99,8 %
Agua ultrapura H,O
Acetato de Etila C4Hg0, 99,8%
Brometo de potéssio KBr 99,5 %
Citrato de sodio Na;CgHs07.2H,0 99%
Cloreto de ferro Il FeCl; 97,0%
Cloreto de ferro |l tetraidratado FeCl,.4H,0 98,0 %
Diclorometano CH,Cl, 99,9%
Dietilenoglicol (DEG) C4H1003 99,5%
Etanol CH;CH,OH 100%
Hidréxido de amdnio 25% NH,OH 28.0-30.0%
Tetraetilortosilicato (TEOS) Si (OC3Hs), 98%
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Tabela 4.2. Equipamentos utilizados para a sintese e caracterizagao do material.

Equipamento Modelo Marca
Agitador tipo vortex Vortex 1 IKA

Centrifuga KC5 — 40 kHz Kindly

Agitador mecénico com haste 710 Fisatom

Chapa de aquecimento 752 A Fisatom
Centrifuga Minispin plus Eppendorf
Difratdmetro de raio-X 7000 Shimadzu

Espalhamento de luz din@dmicq Zetasizer-ZEN3600 Malvern

Espectroscopia naregido do

UV-vis UV-2101PC Varin Cary
Espectroscopia por i . .
fluorescéncia F-4500 Hitachi
Estufa Q317M Quimis
Magnetometro de amostra .
vibrante EZ9 MicroSense
Microscopio e_Ietr~on|co de JEM-2010 JEOL
transmisséao
Ultrassonificador UltraSonic Clearner Unique

4.2. Sintese das nanoparticulas nucleo-casca de 6xido de ferro e silica

As SPION@SIO, foram preparadas em duas etapas. Primeiramente foi
realizada a sintese das SPION pela rota sintética poliol [66]. Na segunda etapa, foi

realizada a sintese do revestimento de silica pelo método de Stdber [36].

4.2.1. Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro por poliol - SPION

As SPION foram preparadas por rota poliol na presenca de dietilenoglicol
(DEG) de acordo com o protocolo adaptado de [67]. 44 mmol de FeCl,.4H,0 e 157
mmol de FeCl; em solugdo aguosa foram homogeneizados e ent&o adicionados 2,63
mols de DEG. O sistema foi mantido sob agitagdo mecéanica por 30 minutos a 170
°C. Posteriormente, 375 mmols de NaOH foram adicionados a mistura e mantidos
assim por 1 h. Ao término deste periodo, a solucdo das SPION foi separada por
decantacdo magnética. As SPION foram lavadas 5 vezes com uma solugédo de
HNO; 0,1 M e novamente realizada a decantacdo magnética. O solido remanescente

foi redisperso em 100 mL de agua e deixado sob agitacdo magnética durante 18 h. A
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suspensao de SPION foi centrifugada a 10.000 rpm, por 45 minutos. Por fim, o
sobrenadante contendo as SPION menores foi extraido, estocado e mantido a 4 °C.

4.2.2. Sintese da casca do sistema nucleo-casca

Para o revestimento das SPION com silica foi utilizado como referéncia o
meétodo de Stéber [25]. Inicialmente, foi adicionado o acido citrico 0,01 M as SPION.
Apos, foi realizado decantacdo magnética com lavagens em acetona (3x). O
precipitado resultante foi disperso em &gua e adicionou-se 0,3 mols de hidroxido de
amonia (NH,OH) para obter pH ~10. Em uma segunda etapa, foram adicionados
1,28 mmols de etanol, 1,30 mols de agua e 0,3 mols de NH,OH. A mistura foi
mantida em agitacdo mecanica para homogeneizacdo e entdo adicionado a solucao
de SPION. Ao final, foi colocado 3,01 mmols de TEOS na solucgéo, a qual foi mantida
sob agitagdo durante 12 h. A mistura remanescente foi centrifugada a 12.000 rpm
por 30 minutos e lavada com etanol. As SPION recobertas com silica foram
denominadas de SPION@SIiO,.Para avaliar a influéncia do precursor de silica no
tamanho da SPION@SIO, as quantidades utilizadas dos reagentes foram variadas
como estéo descritos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Precursores utilizados para sintese das SPION@SIO.,.

Concentracéo (mol.L™)
Precursores
SPION@Si0,-30 | SPION@SIiO,-60

Acido citrico 0,01 M 0,0163 0,0163
SPION 0,27 0,27
Acetona 68 68
NH4OH 0,01 0,01
EtOH 1,28 1,28
H.O 2,5 2,5

TEOS 0,00318 0,00358

A influéncia do tempo de reacdo na espessura do revestimento também foi

avaliada, mantendo as mesmas etapas do procedimento descrito na sec¢éo 4.2.2. No
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entanto, aliquotas de 5 mL foram retiradas do sistema, a cada 30 minutos, depois a
cada 2 h até completar 12 h de reagéo.

4.2.3. Ancoragem dos fluoréforos nas SPION@SIO;

Os fluoréforos utilizados foram sintetizados de acordo com as referéncias [9,
12] e obtidas em colaboragcédo com o grupo de pesquisa do Instituto de Quimica da
UFRGS. Uma mistura de (SPION@SIiO; e 2’-hidroxifenilbenzazois) na proporcdo em
massa de 1:10, foi dissolvida em acetato de etila. Essa suspensao foi submetida a
agitacdo em refluxo a 70 °C, por 24 h. O sélido resultante foi lavado com etanol até
gue ndo se observasse fluorescéncia sob luz UV. As lavagens também foram lidas
em espectrometro UV-Vis onde confirmou-se a diminuicdo da fluorescéncia apés a
32 ou 42 lavagem. O solido resultante foi seco em estufa a 80 °C. Esse método para
o acoplamento do fluoréforo foi realizado com base em trabalhos anteriores

realizados no centro NanoPUC [13].

4.3. Procedimentos de caracterizagéo

As NPs foram caracterizadas pelas seguintes técnicas: espalhamento
dindmico de luz (DLS), difracdo de raio-X (DRX), microscopia de transmissdo
eletrbnica (TEM), magnetdmetro de amostra vibrante (VSM), espectroscopia por
ultravioleta visivel (UV-Vis), infravermelho (FTIR) e espectroscopia de fluorescéncia
(FL). Os procedimentos adotados em cada um deles sdo descritos de forma

resumida abaixo.

4.3.1. Espalhamento dinamico de luz e potencial zeta

As amostras estoque inicialmente ultrassonificadas por cerca de 45 minutos.
Apds, uma aliquota foi diluida 50 vezes, homogeneizada em vortex e dispostas na
célula para analise de DLS e mobilidade eletroforética. As medidas foram realizadas
a25°C.

Para avaliacdo do potencial zeta, foi utilizado a técnica de mobilidade

eletroforética. As medidas foram realizadas em diferentes faixas de pH (2-12) e com
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amostras na concentracdo de ~1,5 mg.mL™ (relativo ao Fe). As andlises foram
medidas no equipamento Zetasizer, modelo ZEN3600, da Malvern.

4.3.2. Difracdo de raio-X

A estrutura cristalina das SPION foi medida por difracdo de raio-X. Os
difratogramas foram obtidos variando-se 28 de 15-80°, com passo de 0,05° e tempo
de aquisicdo de 4 s por ponto, utilizando-se radia¢io Cu-Kq (A=1,54056 A), 40 kV e
30mA. As amostras solidas foram dispostas no porta-amostras de vidro disponivel
no proprio equipamento. As andlises foram realizadas no equipamento de difragédo
de raio X (DRX), modelo 7000 - Shimadzu.

4.3.3. Microscopia de transmisséo eletronica

Para andlise de distribuicdo de tamanhos e morfologia das nanoparticulas foi
utilizado um microscépio eletrdnico de transmissdo. As amostras foram diluidas (~
100x) a partir da solugcédo estoque de NPs, agitadas em vortéx e uma gota pingada
diretamente no porta-amostras (grade de cobre com filme de carbono). A amostra
depositada foi mantida sob vacuo por no minimo 24 h antes da analise. O diametro
médio e a espessura da casca de silica das NPs foram medidas com auxilio do
software ImageJ, com contagem de no minimo 100 particulas por micrografia. As
medidas foram realizadas no equipamento de TEM modelo JEM-2010, 200 kV —
JEOL.

4.3.4. Magnetdmetro de amostra vibrante

As curvas de magnetizacdo das NPs foram obtidas em um magnetémetro de
amostra vibrante (VSM), EZ9 - MicroSense, no Laboratorio de Magnetismo do
instituto de Fisica da UFRGS. As amostras foram pesadas e dispostas no porta-
amostras de vidro. O campo magnético aplicado teve variacdo de -20 a 20 kOe e as

medidas foram realizadas em temperatura ambiente.

4.3.5. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
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Foram preparadas pastilhas de brometo de potassio (KBr) e SPION pura e
SPION@SIiO; na propor¢cdo de 10:1. A mistura foi macerada em uma céapsula de
porcelana e prensada a 10 Mpa, posteriormente secas em estufa a 110 °C, por 3 h.
Os espectros forma obtidos no intervalo de 400- 4000 cm™, no equipamento

Spectrum One, da Perkin Elmer.

4.3.6. Espectroscopia de absorcéo e fluorescéncia

Para o estudo das propriedades fotofisicas dos compdsitos sintetizados em
dispersbes liquidas foram preparadas solucdes dos fluoréforos puros em
concentracdo de 360 UM e suspensdes das NPs com 1,5 mg em 10 mL. O solvente
utilizado para solubilizar as NPs foi o etanol. Para solubilizacdo das dispersdes
liquidas dos fluoréforos foi utilizado o diclorometano e etanol. Partindo das solugcdes
dos fluoréforos puros foi realizada a titulagdo com as seguintes amostras: SPION,
SPION@SIiO,-30 e SPION@SIi0O,-60. Este método de titulacdo foi utilizado com base
no trabalho de Oliveira, 2016 [13].

Para verificacdo das propriedades fotofisicas dos compostos primeiramente
foram medidas, no espectrémetro UV-vis e no espectrémetro de fluorescéncia, as
solucdes dos fluoroforos puros e entdo a cada nova aliguota das NPs novas leituras
eram realizadas. As adicdes das amostras foram realizadas até que ndo houvessem
alteracbes acentuadas na intensidade de fluorescéncia devido a adicdo das

nanoparticulas puras [13].

As leituras de absorcdo e emissdo foram realizadas em um espectrofotometro
Varin Cary 50 e as medidas de fluorescéncia em um espectrofluorimetro Hitachi
modelo F- 4500 [56].
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos na sintese das
SPION com e sem revestimento de silica e suas caracterizacfes. Numa segunda
etapa, serdo mostrados os resultados do acoplamento dos fluoréforos benzotiazol
(HBT) e benzoxazol (HBO) nas SPION@SIO,. Ao final, ser4 apresentado o estudo

das propriedades fotofisicas das NPs magnetofluorescentes.

5.1. Estrutura e morfologia das SPION

A Figura 5.1 apresenta dados estruturais e morfolégicos das SPION
sintetizadas obtidos com as técnicas de microscopia eletrbnica de transmisséo
(TEM), difracdo de raios-X (DRX) e espalhamento de luz (DLS). A Tabela 5.1 ilustra
os valores de tamanho médio obtidos pelas analises de TEM, DLS e XRD, bem
como os valores do potencial zeta das NPs em solucdo aquosa e os valores do
indice de polidispersibilidade (IPD) das NPs.

Nas micrografias de TEM é possivel observar o formato, aproximadamente,
esférico das SPION, com didametro médio em torno de 10 nm. Conjuntamente com
as micrografias, foram realizadas medidas de EDS (energy dispersive X-ray
spectrometry), em diferentes regides da grade, confirmando a presenca do elemento

ferro.

O difratograma das NPs (Figura 5.1d) apresenta picos em 20 de
aproximadamente, 30,2 °, 35,3 ©, 41,4° 56,6 °, referentes aos planos cristalinos
(220), (311), (400) e (222) da estrutura cubica espinélio inverso da magnetita
(Fes0,), obtidos da ficha cristalografica JCPDS, n° 19-629. Foi possivel também
notar a presenca de picos que coincidem com estrutura cristalina do cloreto de sédio
(planos (116), (311) (400), (222)). Essa impureza pode ser remanescente do cloreto
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de soédio utilizado na sintese, similarmente ao que foi observado em trabalhos
anteriores [70]. O tamanho dos cristalitos estimado por XRD foi calculado de acordo

com a equacgéao de Scherrer:

KA
B cos(0)

D=( ) (5.1)

Na qual K é uma constante igual a 0,94, A é o comprimento de onda do raio X,
B € a largura a meia altura do pico e 8 € o angulo de Bragg correspondente [104].
Usando a largura do pico de maior intensidade, obteve-se um tamanho de cristalitos
de 8,1 nm. A distribuicdo de tamanho das SPION em dispersédo aquosa obtida por
DLS indica um didmetro hidrodindmico médio de 10,5 nm. Observou-se que nao
houveram diferencas acentuadas nos valores de tamanho meédio das SPION entre

as trés técnicas de caracterizacao utilizadas.

Tabela 5.1. Tamanho médio das SPION obtidos por TEM, DLS, XRD e potencial zeta.

Diametro Diametro hidrodinamico
Potencial zeta
Amostras (nm) (nm) (mIV) z PHsinar*
TEM DRX DLS IPD
SPION 10,3+2,4 8,1 10,5+2,5 0,32 + 50,1 5,0

* pHsna relativo a solugdo de SPION numa concentragéo de Fe de 2,7 mmol.L™" para medidas de PZ.



40

(@)
N

* SPION
o NaCl

(311)0

Nurmero de particulas (ua.)
Intensidade (u.a.)

Diametro (nm) 20 (Graus)
25 T

D
~

20f d

15} 1

10 E

Contagem por namero (u.a.)

0 L
1 10 100

Diametro médio (nm)

Figura 5.1 Caracteristicas fisicas das NPs de 6xido de ferro como sintetizadas (a, b) Imagens de
TEM, (c) distribui¢cdo de tamanho obtida das imagens de TEM,(d) Difratograma obtido através da
analise das SPION (e) distribuicdo de tamanho em escala logaritmica, obtida por DLS das SPION em

solucao aquosa.

5.2. Avaliacéo do controle da espessura da casca de silica via rota sol-gel

Diferentes procedimentos de sintese foram adotados nesse trabalho
almejando um controle adequado da espessura final da casca de silica nas NPs. Os
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testes de controle do tempo da reacéo fixando a concentracdo de TEOS em 2,3
mmol foram realizados foram retiradas aliquotas em tempos de 0,5, 1,5, 2, 4, 8 e 12
h. J& em relacéo a variacdo da quantidade de TEOS o tempo foi fixado em 12 h e o

precursor foi variado de 2,20 a 3,58 mmols.

Com relacdo a variacdo do tempo reacional, observou-se apenas uma leve
variacdo do tamanho da espessura da casca de silica com a alteracdo do tempo
reacional. Na Tabela 5.2, os resultados obtidos estdo descritos resumidamente e 0s
dados demonstram que as nanoparticulas sdo formadas nas primeiras horas de
reacdo. Segundo Chen [31] e Rahman [36], todas as particulas sdo formadas nos
primeiros estagios da reacéo e entdo crescem até que o TEOS seja completamente
consumido. Segundo Carcouet [105], as particulas sdo formadas em aglomerados,
porém com o passar do tempo de reacdo esses aglomerados serdo desfeitos.
Porém, os resultados obtidos neste trabalho ndo estdo de acordo com o0s
apresentados na literatura. Na literatura, o primeiro estadgio de formacdo das
particulas compreende tempos de 2 h. Ja nos resultados obtidos observou-se a
formacao de nanoparticulas revestidas em 30 minutos de reag¢do. No entanto, nos
primeiros trinta minutos ha presenca de aglomerados, e a partir de 4 h de reacéo
comeca-se obter particulas com forma mais homogénea. Os resultados obtidos
indicam que a sintese ndo é tdo simples como apresentada na literatura. Notou-se
pelas imagens do TEM, que com 12 h foram obtidas nanoparticulas contendo
estrutura nucleo-casca a maioria das NPs tém apenas um nucleo e a casca de silica

amorfa tem forma ligeiramente esférica.

Tabela 5.2. Tamanho médio das SPION@SiO, obtidos por TEM e DLS em fun¢éo do tempo de

reacao.

Diametro Diametro hidrodinamico
Amostras Te(rrr]])po (nm) (nm)

TEM DLS IPD

0,5 39,2 50 +13,1 0,34

0,75 46,4 52,3+9,4 0,47

2 48,0 48,5+ 1,3 0,32

SPION@SIO,

4 51,2 57,4 +1,9 0,41

8 51,4 50,3+2,3 0,47

12 48,1 52,2+5,6 0,45
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Em relacdo a variagdo da concentragdo do precursor, foram realizados
diversos testes onde o tempo fixado foi de 12 h. Na literatura, a rota sintética
utilizada é descrita como um método no qual o controle da espessura da casca de
silica com tamanhos entre 10-20 nm é facilmente obtida [71, 72]. No entanto, na
tentativa de reproduzir condi¢des similares as apresentadas na literatura, a camada
de silica com diametros menores que 30 nm, ndo foram alcancadas. Foi possivel
apenas obter o controle da espessura da casca de silica quando utilizadas
quantidades de 3,18 e 3,58 mmol.L™ do precursor de silica, resultando em uma
espessura de 10 e 16 nm respectivamente.

Dois tamanhos de particulas 30 e 60 nm foram selecionados para dar
continuidade ao trabalho. As mesmas foram denominadas como SPION@SiO»-30 e
SPION@SIiO,-60, em fungéo do seu tamanho médio medido por DLS.

5.3. Caracterizacdo morfologica e estrutural das SPIONs revestidas com silica

Nessa secao sdo apresentadas as caracteristicas morfolégicas e estruturais
das NPs nucleo-casca de oOxido de ferro e silica (SPION@SIO;) obtidas com

diametros hidrodinAmicos totais de aproximadamente 60 e 30 nm.

A Figura 5.2 apresenta micrografias de TEM e a distribuicdo de tamanho em
solugcdo aquosa por DLS das SPION@SIiO;-30 e SPION@SIiO,-60. As imagens de
TEM confirmam a estrutura do tipo ndcleo-casca com formato arredondado, sendo
gue a maioria das particulas contém apenas um nucleo de 6xido de ferro. A
espessura média da casca de 10,1+ 2,91 e 15,9+3,5 nm, respectivamente (Tabela
5.3), foi similar aos encontrados na literatura [3, 25, 70]. A analise por DLS indica um

didmetro hidrodinamico total médio em torno de 33,6 e 56,5 nm.
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Tabela 5.3. Tamanho médio (por TEM, DLS) e potencial zeta das SPION@SiO,-30 e SPION@SIO,-
60.

Diamet Diametro hidrodindmico
A iametro (nm) (nm) Potencial zeta
mostras mv) pH
TEM DLS IPD
SPION@Si0O,-30 32,0+55 355+4,3 0,480 -37,4 7,35
SPION@SiO,-60 554+45 57,3+3,4 0,520 -34,3 8,50

pHiinal relativo a solucdo de SPION numa concentracdo de Fe de 2,5 mmol.L™" para medidas de PZ.

400

(2]
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Figura 5.2. Imagens de TEM(a, b) das NPs SPION@SiO»-30 e das (d, €) SPION@SiO,-60. (c, f)
Histograma distribuicdo de tamanho obtida por DLS das SPION@SiO,-30 (¢ ) e SPION@SiO,-60 (f).

Os grupos quimicos presentes nas SPION@SiO, podem ser identificados nos
espectros de absorgdo na regido do infravermelho, apresentados na Figura 5.3. Para
comparacao, os espectros das SPION sem silica também sdo mostrados. Foram
realizadas medidas com os dois grupos de NPs com casca de diferentes
espessuras, mas como 0s espectros foram similares, apenas o0s resultados da
SPION@SIiO,-60 sdo mostrados.

Observa-se no espectro das amostras a presenca de bandas caracteristicas

das vibracdes de estiramento do grupo OH em 3500 a 3400 cm™ presentes tanto na
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SPION pura quanto nas SPION@SIO,. As bandas na regido de aproximadamente
1060 e 950 cm™ s&o devidas a modos de vibragdo dos grupos Si-O-Si e a banda em
1640 cm™ correspondente as ligacdes Si-OH [73]. Ambas as amostras apresentam
picos em ~467 cm™, associados a deformacéo axial das ligacdes Fe-O [36, 74]. As
bandas na regido de aproximadamente 1103 cm™ podem ser atribuidas ao
estiramento de ligacdo C-O remanescente da sintese das SPION [75]. Esses grupos
provavelmente se originam de residuos do DEG (C4H1003), como observado em NPs
de 6xido de ferro obtidas via rota poliol [75]. As bandas na regido de 2911 e 2824

cm™ podem ser atribuidas a presenca de grupos metilénicos (CH,) do DEG.

a) SPION@SiO, ) [SPION@SIO,
-
— @ 164
@© = 950
>
- 0
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O c 467
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= &
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Figura 5.3. (a) Espectros de infravermelho de amostras de SPION e SPION@SiO,-60, (b) ampliacdo

do espectro de infravermelho na regido de 1800-400 cm 1

Para o estudo das propriedades coloidais em meio aguoso das NPs, foi
utilizada a técnica de mobilidade eletroforética, medindo os potenciais zeta das
solucdes estoque de em funcédo do pH do meio. Os valores de potencial zeta obtidos
a partir da solucdo estoque de NPs difeririam entre si. O valor positivo de potencial
zeta obtido para SPION (Tabela 5.2) pode ser devido as lavagens em meio acido. O
acido nitrico utilizado contém o contra- ion nitrato que estabiliza eletrostaticamente

as NPs, conferindo melhor solubilidade em meio aquoso [38]. Os valores negativos
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de potencial zeta para as SPION@SIiO»-30 e SPION@SIiO,-60 sdo atribuidos a
presenca de grupos hidroxilas na superficie de silica.

Em relacdo a variacdo do potencial zeta em funcdo do pH, foram obtidos
valores de pontos isoelétricos (Pl) de ~7 para as SPION e de ~2 para as
SPION@SIO, (Figura 5.4). resultado similar aos descritos na literatura [38, 76, 77,
78]. O deslocamento dos valores de Pl das SPION puras em relacdo as SPION com
o revestimento de silica confirma a modificagdo da superficie. Em pH basico o
potencial zeta dos dois tipos de NPs fica similar e préximo a -40 mV, o que favorece
a estabilidade da dispersdo coloidal. As SPION@SIO,, contudo, mantem valores
altos negativos de ¢ também em pH neutro o que € interessante para aplicacdes
biolégicas.
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Figura 5.4 Potencial zeta em funcdo do pH para as SPION e SPION@SiO, em dispersdo aquosa.

5.4. Propriedades magnéticas

As curvas de magnetizagdo das SPION puras e das SPION@SIiO, em fungéo
do campo magnético externo, medidas na temperatura ambiente, estdo mostradas
na Figura 5.5. As curvas de magnetizacdo de todas as NPs ndo mostraram
magnetizagdo residual na auséncia de campo magnético, nem histerese, o que
caracteriza um comportamento superparamagnético. As SPION apresentaram valor
de magnetizacdo de saturacdo de 38,1 emul/g, valores inferiores, comparados aos

padrées comerciais de nanoparticulas de oxido de ferro 75 emu/g, isto pode estar
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relacionado a existéncia de aglomerados nessas NPs comerciais, 0 que aumenta 0s
valores de magnetizacdo de saturacdo. Resultados similares com relacdo a
magnetizacdo de saturacdo em nanoparticulas sintetizadas pelo método poliol foram

demonstrados por Oliveira, 2018 [70].
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Figura 5.5. Curvas de magnetizacao em funcdo do campo magnético das SPION, SPION@Si0O,-30 e
SPION@SIO,-60.

Os valores de magnetizacdo de saturacdo para as SPION@SIO, foram
inferiores aos obtidos pelas SPION puras. Essa diferenca € dada pelo fato de que a
magnetizagdo foi medida em fun¢cdo da massa total de amostra sem descontar a
presenca de materiais ndo magnéticos (camada diamagnética de silica) ao redor do

nacleo de ferro[79, 80].

5.5. Acoplamento dos fluoréforos

Para a obtencdo dos compdésitos magnetofluorescentes utilizou-se os
fluoréforos previamente descritos no capitulo 4: 2 - [ — N - (3 — triethoxisilil )
propilureia - 2’ - hidroxifenil] benzotiazol (HBT) e 2 - [ — N - (3-triethoxisilil)
propilureia - 2’ - hidroxifenil] benzoxazol (HBO) [9]. A motivacdo para a escolha
destas moléculas deve-se ao fato de que h& poucos trabalhos na literatura que
relatam o comportamento de fluoréforos que emitem fluorescéncia através do
mecanismo de ESIPT em presenca de sistemas e/ ou particulas magnéticas [13].

Além disso, por terem grupos alcoxissilanos (Si (OEt)) em sua estrutura, estas
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moléculas tém a capacidade de ligar-se covalentemente nas NPs através de reacdes
com os grupos silandis presentes na superficie da silica, conforme esquematizado
na (Figura 5.6) [10, 12].

HO
N
gs
X NH___~__Si(OE)
_— NH
X=$ 0
HO
N
ge
X
NH

Figura 5.6 Esquema da reacdo de acoplamento das SPION@SIO, e fluoréforos benzazdlicos.

Os espectros de absor¢do no infravermelho obtidos para as SPION@SiO,-30
e SPION@SIiO,-60 acopladas com os fluoréforos HBT e HBO sdo mostrados na
Figura 5.7. Além das bandas atribuidas a estrutura do sistema SPION@SIO;
descritas na secao 5.3, foram observadas bandas de absor¢ao adicionais devido aos
grupos quimicos presentes no HBO e HBT (Figura 5.7) [81, 10, 9]. As bandas de
absorcdo presentes nos espectros atribuidos as SPION@SIO, acopladas com os
corantes HBO e HBT em 3315-3329 cm™ s&o atribuidas ao grupamento amino (NH)
e as bandas na regido de 1600-1400 cm™ s&o atribuidas aos estiramentos C=0 e
C=C [81, 12].

Para o HBO e HBT pode-se encontrar bandas de absorcéo em torno de 2900
cm™ atribuidas aos grupos metilénicos (-CH,-) e metilas (-CHs), no entanto, essas
bandas ndo se apresentam de forma muito pronunciada nos compdsitos
sintetizados. A baixa intensidade destas bandas deve- se a presenca dos grupos -
OH e Si-OH da rede de silica que estdo presentes em maior quantidade nos

compositos. Também € possivel identificar sobreposicao de bandas se compararmos
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os espectros dos fluoroforos puros frente aos dos compdésitos na faixa de 1600-400

cm?

a) b)
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Figura 5.7. (a) Espectros de infravermelho das amostras SPION@SiO,-30-HBT, SPION@ SiO,-60-
HBT e espectro do fluoréforo HBT puro, (b) espectros de infravermelho das amostras SPION@SiO,-
30- HBO, SPION@Si0O,-60-HBO com acoplamento do HBO e do fluoréforo HBO puro.

A Figura 5.8 apresenta as medidas do potencial zeta em funcdo do pH para
as SPION@SIiO;, acopladas com os fluoréforos. Os resultados indicam pouca
alteracdo nos valores de potencial zeta apés o acoplamento dos benzazéis, com um
leve deslocamento dos Pl em relacdo as SPION@SIiO,. Tomados em conjunto 0s
resultados indicam que o acoplamento das moléculas HBO e HBT nas

SPION@SIiO2-30 e nas SPION@SiO2-60 foram bem-sucedidas.
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Figura 5.8. Potencial zeta em fun¢&o do pH das SPION@SiO,-30 e SPION@SIiO»-60 puras e com 0S
fluoréforos HBT e HBO.

Além disso, ndo foram observadas alteracdes consideraveis nas curvas de

magnetizacdo das NPs acopladas aos fluor6foros HBT e HBO (Figura 5.9), apenas

uma pequena reducdo nos valores de magnetizacdo de saturacdo, em comparacao

as SPION, pela presenca da camada diamagnética de silica.
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Figura 5.9. Curvas de magnetizacdo em funcao do campo magnético a) SPION@SiO,-30 com HBT e
HBO e b) SPION@SiO,-60 com HBO e HBT.

5.6. Propriedades fotofisicas das NPs magnetofluorescentes

5.6.1. Fluorescéncia no estado sdlido
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Os fluoroforos HBT e HBO apresentam emissao de fluorescéncia no estado
solido, uma caracteristica associada ao mecanismo de emisséo de fluorescéncia por
ESIPT. Cabe ressaltar que na literatura encontram-se diversos trabalhos que
descrevem aplicacdes de fluoréforos ESIPT em solugcédo (meio liquido), no entanto,
emissores no estado solido inspirados no ESIPT foram pouco explorados até o

momento [65].

Os espectros de emissdo de fluorescéncia no estado sélido do HBO e HBT
puros e acoplados nas SPION@SIiO, de 30 e 60 nm estdo apresentados nas Figuras
5.10 e 5.11. Tanto para o HBO quanto para o HBT, observou-se que o0s
comprimentos de onda dos maximos de emissdo permaneceram inalterados na
presenca das nanoparticulas, estando estes localizados em 513 nm para o HBO e
552 nm para o HBT. Essas bandas estdo associadas a emissédo do tautdmero ceto
no mecanismo ESIPT (Figura 3.9). Nao foi observada a emissao do tautdmero enol.
O espectro de emissdo das SPIONS revestidas com silica foram medidos e
comparados com as nanoparticulas fluorescentes para mostrar que ndo ha emisséo
referente aos nanocompositos sem a presenca dos fluor6foros. Nao houve
supressao da fluorescéncia no estado solido. Com relagéo a fluorescéncia do estado
sélido, o acoplamento do HBO ([85], [12]) e HBT([13],[12]) apresentou resultados

semelhantes aos encontrados nas respectivas referéncias.

H
HBO NHWN\/\/SI(OEt)g,
- SPION@Si0-30-HBO )
— 1+~ SPION@Si0,60-HBO HO

+— SPION NZ SO

Fluorescencia (normalizada)

A N T T T T 1
450 500 550 600 850
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.10. Espectros de emissao de fluorescéncia no estado solido do HBO e das SPION@SIO, de

30 e 60 nm com o HBO acoplado. (A excitacdo = 350 nm).
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Figura 5.11. Espectros de emisséo de fluorescéncia no estado sélido do HBT e das SPION@SIO, de

30 e 60 nm com o HBT acoplado. (Aexcitagdo = 370 nm).

A fluorescéncia no estado solido dos nanocompasitos pode ser vista também
guando as amostras sao iluminadas por uma lampada de luz UV de comprimento de
onda igual a 365 nm (Figura 5.12). Em todas as imagens h& presenca de um ima
demonstrando as propriedades magnéticas dos compdésitos. Pode-se perceber que o
p6é permanece atraido pelo imad de neodimio evidenciando as propriedades
magneéticas do material. Nas Figuras 5.12 (a e b) vé-se o HBT puro emitindo luz na
regido visivel do laranja juntamente com as SPION@SiO,-30-HBT e SPION@SIO.-
60- HBT, embora com intensidade menor. Ja na Figura 5.12c, vé-se o caso do HBO

livre e acoplado as NPs emitindo na regido visivel do amarelo.
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Figura 5.12. Imagem de amostras dos corantes livres e acoplados as NPs iluminadas com luz UV de
365 nm e na presenca de um ima de neodimio (a) HBT e SPION@SiO,-60-HBT (b). HBT,
SPION@SIiO,-60 - HBT e SPION@SiO,- 30- HBT (c) HBO puro no eppendorf e SPION@ SiO,-60-
HBO e SPION@SiO,»-30- HBO.

Para a fluorescéncia no estado sélido ndo é possivel afirmar, apenas com
analises de emissao de fluorescéncia em espectrometro e analise visual que ocorreu
maior emissdo de uma ou outra amostra. Para obtencdo de dados com relacédo a
maior ou menor intensidade de emissao de fluorescéncia é necessario comparar a
eficiéncia quéantica do material, no entanto, devido a complexidade de obtencao
destes dados nédo foi possivel a realizacdo dessa andlise durante o periodo da

dissertacao.

Com os resultados descritos até aqui foi possivel concluir que os materiais
sintetizados possuem ambas as propriedades: magéticas e fluorescentes,
possibilitando a sua aplicacdo como agentes de contraste para imageologia
biomédica tanto em estudos in vivo quanto in vitro. Tendo em vista que para a
utilizacdo destes sistemas como agentes de contraste pressupdem-se que 0S
mesmos terdo que ser manipulados em suspenséo, realizou-se adicionalmente

estudo de fluorescéncia em dispersdées liquidas descrito a seguir.

5.6.2. Fluorescéncia em solventes organicos
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Com o objetivo de investigar de que forma os componentes presentes nas
NPs podem influenciar na emissdo dos fluor6foros HBO e HBT realizou-se um
estudo em dois solventes diferentes. Para tanto, foram escolhidos dois solventes, um
que favorecesse a emissdo do tautdbmero ceto (diclorometano) e outro que
favorecesse a emissdo do tautdbmero enol (etanol). As solu¢Bes dos fluoréforos
nestes dois solventes foram tituladas com as SPION com e sem a casca de silica.

Na Figura 5.13, sdo apresentados os espectros de emissdo dos fluoréforos
HBO e HBT em funcdo da concentracdo das SPION em um meio polar protico
(etanol). Foram adicionadas sucessivamente 12 aliqguotas de 50 a 260 uL das
SPION dispersas em etanol (em concentracéo de 0,105 g/L), para o HBO e 50- 240
uL para o HBT. A primeira curva de fluorescéncia em preto refere-se a solugdo dos
fluor6foros puros e as demais curvas correspondem as adi¢cdes sucessivas das
SPIONs. Os comprimentos de onda utilizados para a excitacdo foram de 350 nm
para o0 HBO e 370 nm para o HBT. O espectro do HBO em etanol mostra as duas
bandas enol e ceto localizadas em 425 nm e 510 nm, respectivamente. J4 para o
HBT estas bandas sdo encontradas em 450 nm e 550 nm, conforme resultados

semelhantes aos encontrados na literatura [12, 22, 85].

A adicdo das SPIONs nas solugdes contendo os fluoroforos ocasionou uma
supresséo da fluorescéncia tanto da banda enol quanto da banda ceto, embora o
decaimento da intensidade de fluorescéncia tenha sido mais pronunciado para o
fluoréforo HBT. Sendo assim, as SPIONs podem ser consideradas como
supressoras de emissao de fluorescéncia destes fluordforos. Estudos semelhantes
que citam a utilizacdo de NPs de oxido de ferro como supressor de fluorescéncia

utilizando diferentes fluoréforos [47, 13].
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Figura 5.13. Espectros de emissédo de fluorescéncia do a) HBO e b) HBT em etanol na presenca das
SPION sem a casca de silica. A seta indica a variagdo da emissdo com o aumento da concentracao
de SPION

A Figura 5.14 apresenta 0 resultado das titulagbes utilizando as
SPION@SIiO,-30 e SPION@SIiO»-60 nm, adicionadas em aliquotas sucessivas nas
solugdes contendo os fluor6foros HBO e HBT em etanol. Observa-se ainda a
supressao de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de NPs. Para o HBT,
contudo foi possivel observar que a casca de silica teve uma influéncia positiva na
protecdo contra a supressao da fluorescéncia, diminuindo a taxa de supressao em
comparagdo com as SPION. E interessante notar nas SPION@SiO,-60 nm que o
aumento da casca de ~10 nm para ~15 nm melhora a protecdo, apesar da ja
elevada separacgdo nucleo /liquido nas particulas SPION@SiO,-30.
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Com relagdo ao HBO também houve a supressédo de fluorescéncia de ambas
as bandas enol e ceto com a adicdo de SPION@SiO,- 30, porém, observou-se um
comportamento diferente com a adicdo das nanoparticulas de 60 nm de diametro. A
banda correspondente ao tautdmero ceto ndo foi afetada pela adicdo das
nanoparticulas, enquanto que na regido da banda de emissdo do tautdbmero enol
houve o aparecimento de uma banda estruturada com trés maximos de emisséo.
Adicbes sucessivas das SPION@SIiO,-60 provocaram um aumento na intensidade
de emissdo desta banda. Este comportamento inesperado pode estar associado ao
etanol, sendo que, dependendo da marca do é&lcool etilico o0 mesmo pode conter

contaminantes e compostos fluorescentes.
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Figura 5.14. Espectros de emissdo de fluorescéncia do (a- b) HBO e (c - d) HBT em etanol na

presenca das SPION revestidas com silica nos tamanhos de 30 e 60 nm.

Na Figura 5.15 sdo apresentados os espectros de emissdo dos fluoréforos

HBO e HBT na presenca de SPION em um meio polar aprético (diclorometano). A
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primeira curva de fluorescéncia em preto refere-se a solugdo dos fluoréforos puros.
As demais curvas de 50-160 pL correspondem as adi¢cdes sucessivas das SPION
dispersas em etanol com concentracdo de 0,105 g/L. Os comprimentos de onda
utilizados para a excitacéo foram de 350 nm para o HBO e 370 nm para o HBT. Para
os dois fluoroforos verifica-se a presenca majoritaria da banda de emisséo
correspondente ao tautdmero ceto, conforme resultados semelhantes aos

encontrados na literatura [12, 22, 85].

Verificou-se que o HBO sofreu menos influéncia das SPIONs do que o HBT,
uma vez que a supressao de fluorescéncia da banda ceto n&o foi muito pronunciada
até a adicao da aliquota de 120 uL. O HBT, além disso, ndo apresentou supressao
de fluorescéncia da banda ceto em 550 nm, na regido de emissédo da banda enol
verificou-se um efeito similar, mas muito mais pronunciado do aparecimento de uma
banda estruturada com trés maximos de emissdo que cresce com 0 aumento da

concentragdo de NPs (Figura 5.14).
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Figura 5.15. Espectros de emisséo de fluorescéncia do a) HBO e b) HBT em diclorometano na
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presenca das SPION sem a casca de silica.

A Figura 5.16 apresenta o resultado das titulagdes utilizando as SPION@SIO
nas solugdes contendo os fluor6foros HBO e HBT em diclorometano. Para os dois
fluoréforos, observou-se que tanto as nanoparticulas de 30 nm como as de 60 nm
provocaram alteracbes em ambas as intensidades das bandas de emissao

(tautdmero enol e ceto).

Para o HBO, as nanoparticulas de 30 nm afetaram de forma mais significativa
a banda de emissao do tautbmero ceto quando comparado com as SPIONs sem a
silica (Figura 5.15) e as nanoparticulas de 60 nm (Figura 5.16), mostrando a
eficiéncia de supresséao de fluorescéncia mais acentuada. Na regido de emisséo do
tautdmero enol, observou-se o0 aparecimento de uma banda estruturada de baixa
intensidade, a qual mostrou-se mais intensa na presenca das nanoparticulas de 60

nm.

Assim como foi observado para o HBO, o HBT também mostrou uma banda
estruturada localizada na regido de emissao do tautébmero enol entre 400 e 500 nm.
Esta banda aumenta de intensidade com o aumento do tamanho da nanoparticula
de 30 para 60 nm. As nanoparticulas de 30 nm provocaram um decaimento da
intensidade de fluorescéncia da banda de emissdo do tautdmero ceto mais

acentuado do que as nanoparticulas de 60 nm.
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Figura 5.16. Espectros de emisséo de fluorescéncia do (a-b) HBO e (c-d) HBT em diclorometano na

presenca das SPION sem a casca de silica.

De uma forma geral, os espectros de emissdo de fluorescéncia dos
fluoréforos HBO e HBT mostraram um comportamento dependente da presenca e
espessura da casca de silica. Os mecanismos através dos quais essa supressao
acontece precisam ser melhor esclarecidos. O comportamento desses fluoréforos
difere bastante quando eles se encontram no estado solido e quando no estado
liquido o que era esperado tendo em vista que em solugcdo estas moléculas estéao
sujeitas aos equilibrios existentes entre os diferentes conférmeros possiveis (Figura
3.11).

Quanto ao tipo de mecanismo de supressao de fluorescéncia entre as SPION
e os fluoroforos, ha indicios de que ocorre a supressao dindmica colisional, também
observada em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa [13]. No
entanto, para confirmar esta hipotese sera necessario a realizagdo de medidas

adicionais envolvendo temperatura em trabalhos futuros.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho teve como principais objetivos a sintese e investigacdo das
propriedades magnéticas e fluorescentes de nanoparticulas com estrutura core-shell,
constituidas de um nucleo de 6xido de ferro e uma casca de silica funcionalizada

com fluoréforos 2 - (2’ -hidroxifenil) benzazdis.

Foram obtidas com sucesso NPs magnetofluorescentes tipo nucleo-casca.
Com relacéo a avaliagdo do controle da espessura da casca de silica obteve-se um
melhor controle da espessura do revestimento quando a concentracao utilizada do
precursor TEOS foi de 3,18 e 3,58 mmols.

A SPION@SIO; foi obtida com tamanho de casca de silica de ~10 nm e 16
nm, e o didmetro total de ~ 30 a 60 nm. A natureza superparamagnética das NPs
sintetizadas, foi confirmada pela auséncia de magnetizacdo residual e de histerese

na curva de magnetizacao.

O acoplamento dos fluoroforos HBT e HBO as SPION@SiIO,-30 e
SPION@SIiO,-60 foram comprovados por analise estrutural e fisico-quimica. Os
espectros de emissado no estado solido e a exposi¢cdo das NPs a lampada de luz UV
e na presenca de um ima demonstraram a atividade dos fluoréforos acoplados e as
propriedades magnéticas dos compoésitos sintetizados. Foram obtidas NPs que
exibem deslocamentos de Stokes> 150 nm, o que demonstra o uso potencial desse
material para ser utilizado como sonda de sensoriamento ou imageamento in vivo e
in vitro.

A influéncia da espessura da casca de silica foi notada na supressédo de
fluorescéncia. Pode-se dizer a maior espessura da casca resultou na menor

supressao de fluorescéncia, no entanto nao alterou a magnetizacdo do material.
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Com base nisso pode-se afirmar que é possivel ajustar as propriedades

fluorescentes em um material multimodal.

Quando em dispersbes liquidas, observou-se uma dupla emissado de
fluorescéncia pela aparicdo de duas bandas distintas, caracteristicas do mecanismo
de fluorescéncia ESIPT. A primeira banda foi relacionada a emissdo enol,
caracterizada pelo deslocamento de comprimento de onda para a faixa para o azul,
e a segunda relacionada a emissdo ceto, para comprimentos de onda maior

(amarelo).
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base no apresentado neste trabalho, prop8e-se realizar alguns estudos
adicionais, os quais nao foram finalizados no periodo desta dissertacdo, entre eles
destacamos: investigagdo dos mecanismos de supressdo de fluorescéncia
(colisional ou dindmico), através da exposicdo das SPION e SPION@SIiO»-30 e
SPION@SIO,- 60 aos fluoréforos HBT e HBO, em testes que visam a variacdo da

temperatura e do tempo, como Steady- State e resolucao temporal.

Com o objetivo de ampliar a abrangéncia do trabalho, poderia-se testar a
influéncia da SPION e da espessura da casca de silica utilizando o fluoroforo 2 - [5° —
N - (3 - triethoxisilil) propilureia - 2’ - hidroxifenil] benzimidazol (HBNH) ancorado as
SPION@SIiO,-30 e SPION@SIiO,-60. Visto que na literatura ndo tem trabalhos que
comparem a utilizagdo dos trés fluoroforos pertencentes a familia dos benzazéis, a
realizacdo de um estudo que apresente esses dados seria muito interessante.
Também seria pertinente estudar a influéncia de outro sistema de NP nas
propriedades fotofisicas dos benzazéis, por exemplo, o ouro sdo alternativas
interessantes para serem utilizados com fluoréforos que apresentam fluorescéncia
por ESIPT.
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9. ANEXOS

Neste capitulo serdo demonstrados os espectros de absorcdo d os compostos sintetizados, todos o0s

espectros foram obtidos em condi¢Bes iguais aos espectros de fluorescéncia relatados nessa dissertacao.
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Figura 9.14. Espectros de absorcao de fluorescéncia do HBO e HBT em etanol na presenca das SPION sem a casca de silica. A
seta indica a variacdo da emissdo com o0 aumento da concentracdo de SPION, nimeros em cima dos picos indicam o A méax. de

absorcao.
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Figura 9.15. Espectros de absorc¢éo de fluorescéncia do HBO e HBT em diclorometano na presenca das SPION@SiO,-30 e

SPION@SIiO,-60 sem a casca de silica. A seta indica a variagdo da emissdo com o aumento da concentracdo de SPION,

nameros em cima dos picos indicam o A max. de absorcao.
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