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RESUMO

Biomarcadores, ou marcadores bioldgicos, sdo moléculas que podem ser
medidas experimentalmente e indicam a ocorréncia de um determinado processo em um
organismo. S&o instrumentos que possibilitam identificar a substancia toxica ou uma
condicdo adversa antes que sejam evidenciados danos a salde. Materiais mesoporosos,
sdo denominados assim devido ao seu tamanho de poros, que se encontra entre 2 e 50
nm. A silica mesoporosa apresenta caracteristicas que a torna uma boa matriz
hospedeira de moléculas e biomoléculas, e que fazem dela um material promissor para
inimeras aplicacBes seja em catélise, adsor¢do de metais pesados para descontaminacao
ambiental, liberacdo controlada de medicamentos, materiais para regeneracao 6ssea e de
tecidos, e no desenvolvimento de biomarcadores, entre outras inimeras aplica¢des. Para
a construgdo de um biomarcador baseado em silica mesoporosa, é preciso ligar um
composto luminescente dentro dos poros desse material, assim, no ambito dos
compostos luminescentes existentes, 0s mais promissores sdao 0s complexos de ions
lantanideos, que apresentam linhas pontuais de emisséo e absor¢do da luminescéncia,
entre outras propriedades. Os objetivos desse trabalho € contribuir para o
desenvolvimento de novas sondas luminescentes para aplicagfes biologicas, por meio
de sintese de matrizes sélidas de particulas de silica mesoporosa e o aperfeicoamento de
suas propriedades luminescentes para que sejam aplicadas em biomarcadores. Para as
microparticulas, sdo notados deslocamentos nas bandas de excitacdo e de emissédo da
luminescéncia quando se modifica a superficie destas; microparticulas luminescentes
podem ser sintetizadas sem perda da propriedade Optica do ion, importante aspecto para
aplicacdo como biomarcadores. As nanoparticulas aparentam pouca aglomeracéo; a
superficie porosa diminui com a dopagem com Eu*; as nanoparticulas obtidas
apresentam bom potencial para aplicagdo como biomarcadores.

Palavras-chave: silica Mesoporosa; microparticulas; nanoparticulas;
fotoluminescéncia; lantanideos.
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ABSTRACT

Biomarkers are molecules that may be measure experimentally and indicate the
event of process determined in organism. Are instruments to identify the toxic substance
or adverse condition before health’s damages. Mesopores, this technical term is applied
to porous with diameter size between micro and macro scale, range from 2 to 50 nm.
Mesoporous silica is an excellent matrix host for molecules and biomolecules, that
make this material very promising for several applications in industry scale, chemical
engineering, environmental, medicine and biology; for example, catalysis; adsorption of
heavy metals (environmental decontamination); drug delivery; materials for bone
regeneration and tissue; self-diagnostic Kits; and developing of biomarkers. In order to
build a biomarker using mesoporous silica, a luminescent complex attached inside its
porous is needed, in that way as interesting alternative for the biomarkers in use today;
the lanthanide ions complex could be hosted. They are interesting luminescent centers
due to their photostability and to several peculiar emission characteristics, such as
narrow lines; large Stokes’ shifts; long decay times. The goals of this work is to
contribute for the development of news luminescent probes for biological applications,
by means of synthesis of solid matrix of mesoporous silica and of improvement the
luminescent properties for utilization as biomarkers. For microparticles, are noted shifts
on excitation and emission bands when the surface are modified; luminescent
microparticles may be synthesized without lost of optical properties of the ion, a
important aspect for utilization as biomarkers. The nanoparticles shows few
agglomeration; the porous surface decrease with Eu** doped; and also display good
potential for utilization as biomarkers.

Keywords: mesoporous silica; microparticles; nanoparticles; photoluminescence;
lanthanide.
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PROLOGO

Esta Dissertacdo estd organizada da seguinte maneira, na Introducdo, sao
apresentados varios tépicos onde € discutido o estado da arte para 0s objetivos deste
trabalho, um apanhado geral sobre a matriz utilizada, a silica mesoporosa, uma
discussao sobre as questdes de biocompatibilidade e toxicidade da silica, uma definicao
bem abrangente do que sdo os biomarcadores, também contém uma apresentacdo sobre
os diferentes tipos de marcadores luminescentes utilizados atualmente, sobre os ions
“terras-raras”, a importancia e, o que é a funcionalizacdo da silica, contém também uma
discussdo sobre a importancia do tamanho da particula em aplicagdes bioldgicas, e
finalmente, sdo apresentadas as técnicas utilizadas para a caracterizagdo dos materiais
obtidos, finalizando a Introducdo. Todos os tdpicos apresentados e discutidos nesta
Introducdo estdo baseados em dados da literatura obtidos apOs exaustiva revisdo
bibliogréafica.

A metodologia esta dividida em duas partes. A primeira parte se refere a
obtencdo de microparticulas de silica mesoporosa; este trabalho foi realizado no
primeiro semestre deste Mestrado. A caracterizacdo destes materiais foi realizada pelas
técnicas de microscopia eletrénica de varredura (SEM), espalhamento de raios X a
baixo angulo (SAXS), medidas de porosidade e espectroscopia de excitacdo e de
emissdo da luminescéncia.

A segunda parte deste trabalho foi realizada durante periodo de estadgio em
Toulouse, no Centre d’Elaboration de Matériaux et d’Etudes Structurales (CEMES).
Duas metodologias foram escolhidas ap0s pré-caracterizacdo por apresentarem o
tamanho e a morfologia de particulas mais préximas do esperado, na ordem de
nandmetros. A caracterizacdo destes materiais foi realizada pelas técnicas de SEM,
SAXS, medidas de porosidade, microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e

espectroscopia de excitacdo e de emissdo de luminescéncia.
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Estado da arte

Para entender melhor a estrutura e funcéo dos sistemas bioldgicos, os bidlogos e
bioquimicos necessitam de métodos que perturbem minimamente os sistemas vivost, o
que constitui um grande desafio a essa area de pesquisa. O desenvolvimento de sondas
Opticas emissivas e ndo invasivas € essencial para o melhoramento da observagdo dos
processos de sinalizacdo e reconhecimento celular’®). Apés a excitagdo da sonda
luminescente, os fotons emitidos e detectados pelas técnicas de espectroscopia ou
microscopia fornecem informacg6es do ambiente em que estdo, em fun¢do do ambiente
quimico, da energia, do tempo de vida e da polarizacdo. Tais sondas épticas podem ser
baseadas em fluoroforos orgénicos, pontos quanticos, proteinas recombinantes ou
complexos de metais emissivost!.

A maioria das sondas Opticas é baseada em fluoréforos e tém sido desenvolvidas
para monitorar mudangas locais no pH, ou no pM (M = Ca, Mg ou Zn, em sua maior
parte), ou para analisar o ambiente fisico fornecendo informacGes sobre fluidez,
polaridade ou geometria da célula. A maioria das sondas dpticas pode ser considerada
como um ponto celular que localiza organelas particulares ou locais sub-celulares. A
luminescéncia destes pontos fornece informacgdes estruturais e sobre a disposicdo da
célula. Estes parametros sdo independentes da concentracdo da sonda e evitam
problemas associados com medidas de intensidade de emissao. Isto inclui perturbacdes
induzidas por mudancas na concentracdo local da sonda, no pH, temperatura,
espalhamento de luz ou dimenséo do fotobranqueamento ou supresséo local'?!.

Reconhecer organelas-alvo especificas ainda € o principal desafio na biologia e
na medicina. Muitas mudancas caracteristicas na composi¢do celular dentro de uma
dada organela ainda ndo foram descobertas, porque ndo ha sondas capazes de registrar
estas mudancas seletivamente!?.

Complexos metéalicos luminescentes tém surgido como sondas alternativas aos
corantes organicos e proteinas recombinantes fluorescentes, e entre eles, os complexos
de lantanideos luminescentes (Ln*"), para o qual um grande niimero e uma ampla escala
de sistemas sensiveis tém sido definidos!, dadas as suas caracteristicas tnicas que s&o
vantajosas em seu uso como sondas luminescentes tais como, linhas pontuais de

emissdo e absorcdo, alto rendimento quéntico, tempo de vida da fluorescéncia e
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fotoestabilidade longos. Em particular, os lantanideos sdo conhecidos por exibir
propriedades eficientes dos processos de conversdo descendente e ascendente de
energial®.
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A silica mesoporosa e suas aplicacdes

Em 1992, uma nova classe de materiais foi descoberta pelos pesquisadores da
Mobil Research and Development Corporation™®. Surgiam entdo os materiais

si*%671: na verdade, a primeira sintese desses materiais foi

cristalinos mesoporoso
relatada na literatura ja em 1969, mas devido a falta de analise destes novos materiais, a
descoberta ndo foi reconhecida®®. E logo essa descoberta despertou o interesse dos
cientistas que trabalhavam nas areas de sintese de zedlitas e materiais relacionados,
catalise, e ciéncias dos materiais!'®*!). Estas duas publicacdes despertaram um interesse
incomum para a pesquisa ao longo dos Gltimos anos. Na sintese original, uma fonte
molecular ou coloidal de silica, um surfactante catibnico e basico, e condi¢bes
hidrotermais foram utilizadas™?. Desde ent&o, mais de 4000 estudost*?! a respeito de sua
formacdo e propriedades foram publicados, devido a seu forte potencial para aplicacfes
no campo da adsorcdo, separacdo®'¥ catélise e materiais avancados™****¢.
O sistema de tamanho de poros para materiais nanoporosos estabelece-se entre 1

e 1000 nm (1000 nm = 1 um). De acordo com a IUPAC, trés categorias podem ser
obtidas a partir dessa escala?:

e Materiais microporosos: poros com 0 a 2 nm;

e Materiais mesoporosos: poros com 2 a 50 nm;

e Materiais macroporosos: poros com mais de 50 nm.

A ordem ndo é uma regra para todos estes tipos de materiais, que podem ter
sistemas randémicos de organizacéo de poros™. No campo dos materiais mesoporosos,
em particular, o equivoco ocorre as vezes por se confundir materiais mesoporosos com
materiais ordenados™. Em muitos casos um material pode possuir mais de um tipo de
porosidade. Que pode ser:

e Em materiais microporosos: uma meso ou macroporosidade causada pelo

empacotamento randémico das particulas;

e Em materiais mesoporosos: uma macroporosidade adicional causada por

empacotamento randémico de particulas, ou uma microporosidade adicional na

rede continua;

e Em materiais macroporosos: uma meso e microporosidade adicionais.
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Estes fatores podem ser levados em consideracdo quando 0s materiais Sdo
classificados de acordo com sua homogeneidade. Um material que possui apenas um
tipo de poro, mesmo quando os poros sdo desordenados, pode ser mais homogéneo do
que tendo apenas uma fragdo de poros bem ordenados™?.

Materiais mesoporosos sdo caracterizados por uma etapa conhecida como
condensacdo capilar e uma histerese (a diferenca entre a adsorcdo e a dessorcéo) 2,

Podemos, portanto, desenvolver trés principais critérios:

e Tamanho de poros;

e Tipo de rede de material;

e Estado de ordem: materiais ordenados ou desordenados!*%.
Isto faz dos materiais mesoporosos ordenados de silica um campo de pesquisa muito
ativol*?.

Sua sintese estd baseada no uso de micelas de surfactante que agem como
moldes para a policondensagéo da silica. De acordo com a natureza do surfactante e do
pH do meio de sintese, trés principais tipos de interacfes estdo envolvidas. Em meio
alcalino, Figura 1 (a), onde as espécies de silicio possuem cargas negativas ("), as
interagBes com surfactante catidnico S* sdo eletrostaticas (S*1). Em meio &cido, a
interacdo entre a silica e o surfactante ¢ mediada por anions X', descrita por S*X1*
(Figura 1 (b)). Ha ainda, as interacdes nas quais um mediador € adicionado a reacédo
(M") para assegurar as interacoes entre as espécies com cargas igualmente negativas (S
M), Figura 1 (c). De volta, em meio &cido, a interacdo entre a silica e o surfactante
pode ser descrita por S'1" (Figura 1 (d)), onde o surfactante S ou é um surfactante
cationico (S*) ou um surfactante ndo-iénico baseado em 6xido de polietileno S° (H;0")
com atomos de oxigénio etoxi ligados a H3O". Surfactantes ndo-iénicos (S°), usados em
meio neutro, permitem ligacdes de hidrogénio e interacdes de van der Walls (S°1°),
Figura 1 (e) e (f). As diferentes estruturas que sdo formadas dependem da geometria
molecular do surfactante, modulada pela concentracdo, temperatura e pH, e da presenca

de co-surfactantes e outros produtos quimicos como sais ou moléculas organicast**"),
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Figura 1. Interagdes entre as espécies inorganicas e os grupos “cabegas” do surfactante considerando as
possiveis vias de sintese em meio acido, basico, neutro e eletrostaticas: S'I°, S*XI*, SM'I, S17; e, através
de ligacdes de hidrogénio: SI%/N°I°, S°(XI), retirada de 7.

Como mencionado aanteriormente, 0 mecanismo de formacdo de materiais
mesoporosost’®!, a partir de TEOS (tetraetoxissilano), CTAB (brometo de
cetilmetilamdnio) e 4gua, envolve um mecanismo cooperativo em que as interagfes

eletrostaticas entre os ions inorganicos e as moléculas de surfactante determinam a
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mesofase obtida. Este processo envolve basicamente trés etapas (Figura 2a): A primeira
etapa, governada pelas interacdes eletrostaticas, € a formagdo de pares de ions entre as
espécies inorganicas policarregadas e polidentadas de um lado e surfactante de outro
lado. Os pares de ions organizam-se em uma mesofase, sendo que a maioria possui uma
estrutura cristal-liquido, por exemplo, hexagonal, lamelar, ou clbica. A estrutura da
mesofase depende da composicdo da mistura, do pH e da temperatura. A Gltima etapa é
a condensacdo das espécies inorganicas que resulta em uma estrutura rigida. Na
presenca de surfactantes neutros, as ligacbes de hidrogénio, no lugar das interacfes
eletrostéticas, tornam-se de importdncia crucial para a formacdo da mesofase
organica/inorganical™®.

Os tamanhos de poros (ou distancias intercamadas) dos materiais mesoporosos
sdo facilmente ajustaveis no intervalo de aproximadamente 2 a 10 nm. O tamanho de
poros pode ser controlado por trés diferentes caminhos: (i) pela mudanga no
comprimento da cadeia alquila da molécula de surfactante, (ii) pela adi¢cdo de moléculas
espacadoras como o 1,3,5-trimetilbenzeno que se dissolve numa regido hidrofébica das
micelas, deste modo, aumentam o seu tamanho, ou (iii) pelo envelhecimento do material
preparado a baixa temperatura (por exemplo 70°C) em seu sobrenadante a temperatura
maior (por exemplo 150°C) por diferentes periodos de tempo. Além disso, o tamanho de
poros de silicatos pode ser ajustado pela silanizagdo pds-sintese. A calcinagéo desta fase
estavel (silicato + surfactante) proporciona materiais com éarea de superficie
extremamente alta, frequentemente excedendo 1000 m2.g™. Além disso, estes materiais
podem ser facilmente modificados pela incorporacdo de diferentes cations, tornando-os

com propriedades &cida ou redox™.
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Ainda de acordo com a natureza e o tipo de surfactante, é possivel obter tipos de
estruturas onde os materiais, pertencentes a familia M41S, apresentam arranjo
hexagonal de poros unidimensionais (MCM-41), arranjo tridimensional de poros cubico
(MCM-48) e estrutura lamelar (MCM-50). A Figura 3 representa um esquema destes

arranjos.

Figura 3. Estruturas dos materiais mesoporosos: a) MCM-41 (hexagonal 2D, grupo espacial pemm), b)
MCM-48 (clbico, grupo espacial la3d) e ¢) MCM-50 (lamelar, grupo espacial p2)®".

A silica mesoporosa € um tipico polimero inorganico que apresenta grupos
siloxanos, Si-O-Si, em seu interior e uma vasta populacdo de grupos silanois, Si-OH,
cobrindo toda a sua superficie. Os grupos silandis apresentam um comportamento do
tipo acido de Bronsted e, como sdo 0s responsaveis pela reatividade da superficie da
silica®? é desejavel que os grupos silanéis estejam livres de possiveis interacdes
antes de efetuar quaisquer reagdes!??.

A presenca destes grupos silandis livres permite a este material a interacdo e
reatividade com inimeros tipos de moléculas, e é o que o torna um material potencial
para inimeras aplicacGes em varias areas de estudo e conhecimento, seja em industrias,
na engenharia quimica, ambiental, nas areas médica e biologica. A possibilidade de
ligar biomoléculas aos grupos silandis da silica mesoporosa possibilita seu uso como
biomarcador em diagnésticos médicos por imagem, imunoensaios, diagnosticos de
doencas como cancer, por exemplo.

Nanoparticulas de silica mesoporosa ndo possuem somente algumas
propriedades comuns como a facil multifuncionalizacdo, mas também varias
caracteristicas Unicas tais como alta area de superficie especifica, grande volume de

poros, poros de estruturas regulaveis, e excelente estabilidade fisico-quimica,
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comparadas a silica-gel comercial. Assim, estudos de aplicagdo das nanoparticulas de
silica mesoporosas no campo biomédico tém atraido grande atencdo. As nanoparticulas
tém sido intensivamente sugeridas para liberacdo controlada de drogas, sondagem de
biossinais, transporte e expressdo de genes, biomarcacdo e muitas outras importantes
bioaplicacbes. Consequentemente, como € uma espécie excelente de biocarregador, seus
potenciais bioefeitos, em relacdo a citotoxicidade, biodistribuicdo, biorretencéo,
biodegradacéo, biocompatibilidade e hemélise, tem também chamado muita atengdo?*.

Um dos muitos materiais nanoporosos disponiveis, cobrindo um espectro de
tamanho de poros que vai de 0,5 a 500 nm, aqueles de mesoescala (2-50 nm), sdo de
particular interesse em biotecnologia devido a larga proporcdo de biomoléculas que
est&o dentro deste alcance de tamanho.!*!

De fato, hd uma hipdtese comum de que o tamanho pequeno das nanoparticulas
permite que elas entrem e atravessem facilmente os tecidos, células e organelas uma vez
que o tamanho atual usado na bioengenharia de nanoparticulas é similar ao de muitas
moléculas bioldgicas (por exemplo, proteinas) e estruturas (como, virus). Entretanto, as
nanoparticulas ndo podem cruzar livremente ou indiscriminadamente todas as barreiras
biologicas, mas estes processos podem, em vez disso, ser governados por propriedades
fisico-quimicas especificas das proprias nanoparticulas, bem como, de moléculas

funcionais aderidas em suas superficies®".
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Biocompatibilidade e atoxicidade

A silica, ou diéxido de silicio (SiO;) estd, sob muitas formas, abundantemente
presente em nosso ambiente natural. Os efeitos adversos a saude, incluindo cancer de
pulmao, de ocorréncia natural devido a exposicdo a silicas cristalinas, como o quartzo e
a cristobalita, foram exaustivamente documentadas em ambientes ocupacionais. A
maioria das silicas sintéticas usadas em uma grande variedade de aplicacdes é amorfa.
Para a silica em geral, a propriedade mais significativamente relacionada ao potencial
toxicologico é a cristalinidade. Para as microssilicas cristalinas, o estresse oxidativo, e
ligado a este, os danos oxidativos a0 DNA e as membranas, sdo provavelmente os
mecanismos mais importantes envolvidos nas atividades inflamatoria, fibrogénica e/ou
carcinogénica, por exemplo. Estes mecanismos nédo se aplicam a silica amorfa, que tem
sido pouco estudada. Além do mais, os efeitos adversos a satde da silica amorfa natural
sdo, geralmente, atribuidos a certo grau de contaminacdo com a silica cristalina. A silica
amorfa sintética ndo esta envolvida nos processos de fibrose progressiva do pulmao,
entretanto, altas doses de silica amorfa podem resultar em respostas inflamatdrias
pulmonares agudas®®.

A maioria das pesquisas relacionadas a toxicidade concentra-se em sistemas de
cultura de células, ou seja, in vitro®”), e relacionadas & via respiratéria, no entanto, os
dados destes estudos poderiam ser enganadores e requerem verificacdo de experimentos
com animais, bem como avaliar a toxicidade em orgaos como coracéo, rins, pancreas e
cérebro, por exemplo. Sistemas in vivo sdo extremamente complicados e as interacfes
das nanoestruturas com componentes bioldgicos, tais como proteinas e células,
poderiam levar & biodistribuicdo tnica, depuracdo, resposta imune e metabolismo'?”),

O interesse no uso de nanoparticulas de silica é crescente no mundo todo,
especialmente para aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas, tais como as terapias
contra o cancer, transfeccdo de DNA, liberacdo controlada de farmacos e imobilizacao
de enzimas. Em geral, as nanoparticulas de silica sdo sintéticas, as quais possuem
algumas vantagens sobre as particulas de silica naturais. As sintéticas ndo contém, ou
contém poucas impurezas em relacdo as naturais, e as propriedades fisico-quimicas sdo

conhecidas e podem ser controladas durante a sintese, no caso das sintéticas!®’.
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Resultados de um crescente nimero de estudos in vitro indicam que a area
superficial pode desempenhar um importante papel na toxicidade da silica. A atividade
de citoxicidade das particulas de silica pode estar relacionada a sua superficie de
interface com o meio bioldgico. Os grupos silandis na superficie estdo diretamente
envolvidos na hemdlise e toxicidade epitelial alveolar da célula. O efeito de outras
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de silica na saide, como porosidade,
pureza quimica, superficie quimica e solubilidade, séo menos estudadas e, portanto,
nenhuma conclusdo definitiva pode ser formulada. ComparacGes entre estudos
publicados levam a conclusdo que até mesmo uma pequena modificacdo na superficie
pode resultar em uma maior ou menor mudanga em um efeito bioldgico. Poucos estudos
in vitro tém enfatizado que a resposta as nanoparticulas de silica varia de acordo com o
tipo celulart?®!.

O sucesso do uso de nanoparticulas na area médica requer elaborados e
exaustivos estudos in vivo das nanoparticulas. Pois, a toxicidade destas pode depender
ndo apenas do material que as compde, mas também da rota de administracdo destas
nanoparticulas no corpo®®.

Até agora, os efeitos das nanoparticulas de silica a saude tém sido estudados
principalmente, em termos da exposicao via trato respiratorio, apos exposicdo aguda ou
sub-aguda, porém outras rotas de exposicdo também precisam ser estudadas. As
informacGes sdo insuficientes para identificar e caracterizar claramente 0s riscos a
salde, e definir as condicdes apropriadas para o uso seguro destes materiais!?®’.

Poucos estudos sobre a toxicidade das nanoparticulas estdo disponiveis,
especialmente se comparados ao vasto nimero de estudos sobre os nanotubos de
carbono e didxido de titanio. Além da relativa falta de informacdes sobre a seguranca e
0s riscos das nanoparticulas, as vezes surgem evidéncias conflitantes na literatura como
resultado de uma falta geral de procedimentos padrdo, bem como caracterizacdo
insuficiente dos nanomateriais em sistemas bioldgicos!?®..

A discussdo de numerosas questdes ainda necessita ser aprofundada antes que as
nanoparticulas sejam amplamente aplicadas ao campo da medicina. Por exemplo, qual a
relacdo entre tamanho, forma, e superficie quimica das nanoparticulas e seu
comportamento in vivo? Além disso, qual é o destino final que as nanoparticulas

carreadoras de drogas seguem apo6s a liberacdo das drogas no sitio de acdo, isto €, 0s
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nanomateriais sdo degradados ou metabolizados, e 0s nanomateriais e/ou seus produtos
sdo efetivamente excretados do corpo? E importante também, avaliar se os efeitos
adversos das nanoparticulas sdo especificos dos nanomateriais, isto €, produzir
nanoparticulas causa novos tipos de efeitos ndo vistos antes com grandes particulas ou
volume quimico? Além disso, se este é realmente o caso, como é possivel medir ou
predizer tais efeitos nano-especificos?1®*!

Materiais porosos tais como as silicas mesoporosas estdo sendo utilizados em
uma variedade de aplicagdes bioldgicas devido as suas caracteristicas singulares, como
alta area de superficie, elevado volume de poros, superficies adaptaveis, e altas
estabilidade quimica e térmica. Em ciéncias da vida, materiais mesoporosos podem
oferecer mais vantagens aos materiais utilizados atualmente em sistemas liberagdo de
drogas, engenharia de tecidos, biomarcacgéo e biosseparacdo de materiais, e dispositivos
de transfeccao!®”.

Dos muitos materiais porosos disponiveis, cobrindo uma escala de tamanho de
poro de 0,5 a 500 nm, aqueles de mesoescala (2 - 50 nm) sdo de particular interesse em
biotecnologia porque uma grande propor¢do de biomoléculas esta dentro desta escala de
tamanho!®*!,

Alguns trabalhos iniciais tém sido realizados para identificar comportamentos de
efeitos toxicoldgicos dos materiais de silica, mas isto esta relacionado, principalmente,
as zeolitas cristalinas ou a vidros bioativos. Sua introducdo no campo médico requer um
estudo aprofundado dos possiveis perigos ou efeitos imunologicos. Porque as
propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais sdo diferentes daquelas de seus
homdlogos em volume, espera-se que sua interacdo com o0s sistemas bioldgicos seja
diferente. Os efeitos podem variar entre diferentes espécies de nanoparticulas,
dependendo, por exemplo, da composicdo quimica, cristalinidade, tamanho, forma e
area de superficie®.

De fato, hd 0 senso comum de que o tamanho pequeno das particulas permite a
estas entrar facilmente e atravessar tecidos, células e organelas, uma vez que o tamanho
atual na construcdo de nanoparticulas € similar ao de muitas moléculas biologicas (por
exemplo, proteinas) e estruturas (como, virus). Entretanto, nanoparticulas podem néo
cruzar livremente ou indiscriminadamente todas as barreiras biol6gicas, mas estes

processos podem, em vez disso, serem governados pelas propriedades fisico-quimicas
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especificas das nanoparticulas, bem como a identidade das moléculas funcionais
adicionadas as suas superficies. Claramente, entdo, um maior entendimento dos
mecanismos que ditam no comportamento e no destino (biodistribuicdo) das
nanoparticulas introduzidas no corpo, contribui ndo apenas para o desenvolvimento de
nanoparticulas para liberagcdo controladas de drogas-alvo, mas também, para a predicdo
de potenciais respostas toxicolégicas a tais nanomateriais (biocompatibilidade) .

No entanto, os efeitos sobre o0 organismo sdo totalmente desconhecidos e, muitas
vezes, visto como um possivel risco. De estudos epidemioldgicos, sabe-se ha muito
tempo que as nanoparticulas no ar exercem efeitos negativos ao sistema cardiovascular
e nervoso central (SNC). E provavel que essas nanoparticulas recém-desenvolvidas
podem ter também um impacto negativo no sistema cardiovascular sob exposicéo.
Investigacbes usando inalacdo e instilagdo de nanoparticulas inequivocamente
mostraram toxicidade respiratdria e reacdes de inflamagao?®.

Em nivel celular, diferentes testes séo rotineiramente usados. Estes testes
possuem diferentes pontos finais e elucidam apenas um parametro. Por isso, eles ndo
podem predizer com exatiddo uma resposta in vivo, necessariamente. Entretanto, até
este ponto, testes de toxicidade relacionados as nanoparticulas em drgédos internos nao
tém sido descritos, mas o estabelecimento destes é destacadamente requisitado!?®!.

S&0 necessarios ainda, muitos estudos in vivo para determinar a biodistribuicao
das nanoparticulas. Ao fazer isso, uma atencdo especial deve ser dedicada a interacdo
com o sistema imunoldgico, como a provavel distribuicdo das nanoparticulas pode

determinar e influenciar o seu potencial téxico no organismo!?*..
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Os Biomarcadores

Para se quantificar uma exposicdo quimica a agentes nocivos a salde, seus
efeitos e a suscetibilidade desses efeitos em um individuo exposto, bem como obter e
confirmar um diagndstico clinico, a efetividade de seu tratamento, avaliar prognésticos,
além de buscar informacgdes e se estudar 0s processos celulares com mais precisdo, €
necessario a utilizacao de biomarcadores.

A deteccao precoce a uma exposicao perigosa, ou de uma doencga, pode diminuir
significativamente a ocorréncia de efeitos adversos na satde.

Um biomarcador compreende toda substdncia ou seu produto de

biotransformacéo, bem como qualquer alteragcdo bioquimica precoce, cuja determinacao
nos fluidos biologicos, tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da exposi¢éo e o risco
a satde®”,
Ou ainda, é em geral uma substancia utilizada como um indicador de um estado
biologico. E uma caracteristica que é objetivamente medida e avaliada como indicador
de processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacologicas a
uma intervencdo terapéutica. Ele é usado em muitos campos cientificos e pode ser
luminescente ou néo.

Quando se pretende utilizar um biomarcador, pontos importantes devem ser
levados em consideracdo, como por exemplo, devem ser faceis de detectar, apresentar
alta precisdo, e sua utilizacdo deve ser minimamente invasiva.

Os biomarcadores podem ser usados para varios propositos, dependendo da
finalidade do estudo. Podem ter como objetivos avaliar a exposicdo, avaliar os efeitos
das substancias quimicas e também a suscetibilidade individual®®.

O uso dos biomarcadores na avaliacdo de risco fornece uma ligacéo critica entre
exposicdo a substancia quimica, dose interna e prejuizo a saude, e sdo valiosos na
avaliacdo de risco. Mas, existe uma necessidade de identificar e validar estes parametros
caracteristicos para cada sistema organico para que sejam, de fato, indicativos de
inducdo de disfuncdo organica, alteracdo clinica e toxicidade patoldgica, além de
estabelecer a especificidade e sensibilidade de cada biomarcador e seu método para
determinag&o®.

Eles podem ser classificados em trés tipos:
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» Biomarcadores de Exposi¢cdo podem ser usados para confirmar e avaliar a
exposi¢do individual ou de um grupo, para uma substancia em particular,
estabelecendo uma ligagdo entre a exposicdo externa e a quantificagdo da
exposicdo internal®.

» Biomarcadores de Efeito podem ser usados para documentar as alteracdes

pré-clinicas ou efeitos adversos a salude decorrentes da exposicdo e absorcao da

substancia quimica. Dessa forma, a ligacdo dos biomarcadores entre exposicdo e

efeitos contribui para a definicdo da relacéo dose-respostal®®.

» Biomarcadores de Suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da

exposicdo provocada nos individuos®®).

Os biomarcadores podem ser de diversos tipos, tais como, fisiologicos (funcdes
de 6rgdos), fisicos (alteracdes de caracteristicas em estruturas bioldgicas), histoldgicos
(amostras de tecido obtidas por bidpsia) e anatémicos. Podem ser células especificas,
moléculas, genes, enzimas ou horménios. Provavelmente os mais relevantes em
investigacdo médica sdo os marcadores bioguimicos que podem ser obtidos com relativa

facilidade a partir de fluidos corporais e que estdo ao dispor dos pesquisadores.
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Os diferentes tipos de marcadores luminescentes

Os compostos usados na marcagao biolégica sdo chamados fluor6foros, que séo
substancias capazes de absorver energia e emiti-la em forma de luz na regido visivel do
espectro eletromagnético, e podem ser divididos em trés classes principais:
nanoparticulas metalicas (pontos quéanticos, do inglés quantum dots), corantes
organicos e marcadores & base de ions lantanideos. Em cada uma destas classes, 0s
processos relacionados ao fendmeno da luminescéncia sdo diferentes. A seguir séo

descritas as principais caracteristicas de cada uma destas trés classes:

Nanoparticulas metalicas (Pontos Quénticos): nanocristais metalicos ou semi-
condutores constituidos por uma associacao de elementos das Familias 11-B, 11I-A, IV-
A, V-A e VI-A da Tabela Periddica. Em razdo de seu pequeno tamanho, geralmente
entre 1 e 10 nm, 0s pontos quanticos apresentam propriedades particulares e suscitam
grande interesse, mesmo apds 40 anos de sua descoberta. De fato, sob excitacdo
luminosa em luz ultravioleta, estes nanocristais emitem fétons no espectro visivel, com
um comprimento de onda que vai do vermelho até o azul a medida que seu tamanho
diminui (Figura 4). Nos semi-condutores, a estrutura eletrbnica € representada por
bandas de energia. Os pontos quanticos apresentam um bom rendimento da
luminescéncia e uma banda larga de absorcéo, o que rende sua facil excitacdo. Os
pontos quanticos mais utilizados sdo a base de cadmio (CdSe, CdS, CdTe), ou de zinco
(ZnSe, ZnS) que englobam todo o dominio visivel do espectro Optico. Mais
recentemente, um grande interesse tem se voltado aos pontos quanticos com
propriedades de emissdo no infravermelho proximo, como CdTe/CdSe, InAs ou PbS,
que ja sdo utilizados para bioimagem em animais. Mas 0s pontos quanticos apresentam
algumas inconveniéncias como toxicidade, geralmente sdo muito caros, e muitas vezes

luminescéncia descontinua.
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Figura 4. Suspens@es de pontos quanticos de CdSe de diferentes didmetros. Do menor (esquerda) ao
[30]

maior didametro. Retirada de

Corantes organicos: a segunda classe de marcadores luminescentes € constituida pelas
moléculas orgénicas (Figura 5), tais como isotiocianato de fluoresceina (FITC), as
rodaminas, e ainda as cianinas, que sdo empregadas normalmente na biologia. Uma
molécula absorve energia, 0s elétrons sdo excitados e vdo para niveis energeticos
superiores descritos como niveis eletrdnicos associados aos niveis rotacionais e
vibracionais. Aqui se distinguem dois tipos de emissdo: a fluorescéncia entre niveis
singletos S;—So, e a fosforescéncia a partir de um estado tripleto T;—S,. Elas se
distinguem por causa das probabilidades de transicdo (W em s™) muito diferentes. Entre
estados singletos (S;—So) a transicdo é permitida segundo as regras de selecdo impostas
pela mecanica quantica (AS = 0). A probabilidade Ws;_,sp € muito elevada e o declinio
da emissdo € observado apos ter atingido o maximo de excitacdo em uma escala de ns
(10 s). Em contrario, a transicdo T;—Sp ndo é permitida pela regra AS, a probabilidade
Wr;_,s0 N80 se aplica, e o decaimento da emissdo numa escala de tempo varia de ms a s.
A transicdo permitida € muito mais intensa e, consequentemente, 0s marcadores
organicos sao amplamente utilizados. Suas principais limitacfes provém de sua fraca
fotoestabilidade e do fato de que sua luminescéncia propria é semelhante a auto-
fluorescéncia do meio biolégico: mesmas emissdes em bandas largas no visivel e
mesmas probabilidades de decaimento de ns. Em contra-partida, apenas um namero

restrito de moléculas de fluoréforos podem ser ligados as biomoléculas sem interferir
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em seu funcionamento. Para aumentar o nimero de centros luminescentes ligados a
essas moléculas tem-se procurado associé-las a particulas de polimeros ou de silica. Os
corantes sdo entdo ligados a superficie da nanoparticula ou incorporados em seu
interior®™.

O carater hidrofobico das nanoparticulas de polimeros e corantes € uma
limitacdo a sua utilizacdo como biomarcadores, ja que a aplicacdo necessita de um
ambiente aquoso. Mas as nanoparticulas de silica sdo hidrofilas, o que facilita sua

utilizacdo em meio bioldgico.

Figura 5. Corantes organicos fluorescentes, “cascade blue”, SAB (azul brilhante), fluoresceina,

Rodamina WT, e Cy3 amidita (da esquerda para a direita). Retirada de #2.

Marcadores a base de ions lantanideos: os lantanideos apresentam propriedades
intrinsecas de emissdo que sdo muito interessantes para sua utilizacdo como
biomarcadores. Mas as propriedades de absorcéo destes elementos ndo sdo favoraveis
porque as bandas de absorcdo dos lantanideos no espectro UV-visivel sdo pouco
eficientes. Em certos complexos organicos de lantanideos, ao contrario, uma intensa
emissdo dos fons Ln** pode ser obtida via “efeito antena”. Esses complexos aliam entéo
as vantagens das moléculas orgéanicas (bandas largas de absorcdo) as dos lantanideos
(linhas finas de emissdo no visivel com uma duracéo de vida da emissdo que pode ir até
varias dezenas de ms). Estes cromdforos tém a propriedade de coletar a energia de
excitacdo situada no dominio do comprimento de onda do visivel e transferi-la ao cation
lantanideo. Em competicdo com o decaimento radiativo T;—Sp, h4 em certas condicdes,

a transferéncia de energia ndo radiativa apos T, através dos niveis eletrénicos dos ions
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Ln**, como é o caso do Eu®* e Tb**, pelo decaimento radiativo deste fon que é o

responsavel pela emissaol.

Figura 6. Complexos luminescentes de Eu**, Th**, Dy** e Sm**. Retirada de (%!,
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Terras-raras

As terras-raras sdo, de acordo com a classificagdo da IUPAC, um grupo
relativamente abundante de 17 elementos quimicos, dos quais 15 estdo localizados no
grupo dos lantanideos (geralmente referidos como Ln**, elementos com ndmero
atbmico entre Z = 57 e Z = 71, que vai do lanténio ao lutécio, na Tabela Periddica), e
que incluem o escandio (Z = 21) e o itrio (Z = 39), elementos que ocorrem nos MesmMos
minérios e apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantest.

As propriedades 6pticas intrinsecas dos fons lantanideos trivalentes (Ln%") séo
fascinantes e tém origem em caracteristicas especiais das configuracdes eletrénicas [Xe]
4f" (n = 0 — 14). Estas configuragcdes geram uma rica variedade de niveis eletronicos,
namero que € dado por [14!/n!(14 — n)!], traduzindo-se em 3003 niveis para 0s ions
Eu** e Tb*, por exemplo. Eles s&o caracterizados por trés nimeros quanticos, S, L e J,
que se encaixam no esquema de acoplamento spin-Orbita de Russel-Saunders. As
energias destes niveis s@o bem definidas devido a blindagem dos orbitais 4f pelo
preenchimento dos subniveis 5s°5p®, e eles séo sensiveis aos ambientes quimicos nos
quais sdo inseridos. Como consequéncia, as transicdes 4f-4f da camada interior que se
estende em ambas as escalas, do visivel e do infravermelho, sdo definidas e facilmente
reconheciveis (Figura 7). Aléem do mais, como estas transicdes sdo formalmente e
igualmente proibidas, os tempos de vida dos estados excitados sdo longos, 0s quais
permitem o0 uso da deteccdo resolvida no tempo, uma vantagem definitiva para

bioensaios e microscopia de luminescéncial®.
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Figura 7. Espectros de luminescéncia de alguns lantanideos, sob excitacdo no UV-visivel. Figura retirada
de B%,

A Unica desvantagem das transi¢des f-f sdo suas forcas de oscilacdo fracas que
podem, no entanto, se tornar uma vantagem. Weissman demonstrou, em 1942, que a
excitacdo dos complexos lantanideos em estados ligantes resulta na luminescéncia do
metal central. Parte da energia absorvida pelos receptores é transferida para os estados
excitados dos Ln**, e as bandas de emissdo definidas originadas do fon metélico sio
detectadas apds uma rapida conversdo interna ao nivel emitente. O fenémeno € expresso
por uma sensibilizacdo da luminescéncia do metal central (também referida como
“efeito antena”) e ¢ bem complexo. Vérias vias de migracdo de energia podem ser
envolvidas, por exemplo, troca ou super-troca, mecanismos de dipolo-dipolo, ou dipolo-
multipolo, que implicam a participacdo de varios niveis ligantes, estados singletos,
tripletos, e/ou transferéncia de carga intra-ligante. Uma via de migracdo de energia
comumente observada, no entanto, passa através do estado tripleto de longa vida do
ligante. Alternativamente, outros estados podem diminuir a energia no ion metalico
como estado de transferéncia de carga intracomplexo ligante-metal, os estados 4f5d; ou
estado de transferéncia metal-ligante de croméforos contendo ions de metais de
transicdo d, como Cr**, Re*, Ru®*, Os**, Co*, Ir¥* ou Pt**. Estes fons d sdo

essencialmente usados para sensibilizacdo da luminescéncia no infravermelho proximo.
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O processo de sensibilizagdo gera duas vantagens. A primeira é que, enquanto fons Ln**
demonstram deslocamento Stokes desprezivel sob excitacdo direta, devido aos seus
orbitais 4f internos, a excitacdo do ligante resulta em pseudos deslocamentos Stokes
que, as vezes, sdao maiores que os daqueles de fluoréforos orgéanicos, doravante
permitindo facil discriminacdo espectral da luz emitida. A segunda vantagem é, os ions
Ln** sdo geralmente bons supressores de estados tripletos, tal que, o fotobranqueamento
é substancialmente reduzido!®®),

Os ions lantanideos estdo envolvidos em trés tipos de transicGes, transferéncia de
carga intracomplexo ligante-metal, 4f-5d, e 4f-4f intraconfiguracional. Os dois
anteriores geralmente ocorrem em altas energias, sendo relevantes para aplicacdes
biologicas. Nota-se, entretanto, que estados de transferéncia de carga intracomplexo
ligante-metal mais abaixo podem ter efeito prejudicial nas propriedades emissivas de
fons Ln** facilmente reduziveis (por exemplo, Eu**, Sm*", ou Yb*"). Alguns fons sdo
fluorescentes (AS = 0), alguns sdo fosforescentes (AS > 0), e alguns fluorescentes e
fosforescentes. Similar a absorcdo, a emissdo da luz se deve a dois tipos principais de
transicdes, as transicdes por dipolo-magnético permitidas por paridade (regras de
selegdo: AL=0,AJ =0, 1, masJ=0aJ =0 sao proibidas), transi¢des dipolo-elétrico
proibidas por paridade (AL, AJ<6;2,4,6,seJouJ =0;J=0aJ =0 sdo proibidas).
Quando fons Ln*" estdo inseridos em um ambiente quimico, interacdes ndo centro-
simeétricas permitem a mistura de estados eletrénicos de paridades opostas dentro de
funcbes de onda 4f e transices dipolo-elétrico proibidas por paridade se tornam
parcialmente permitidas; elas sdo denominadas transicdes dipolo-elétrico proibidas por
paridade induzida (ou forcada). A intensidade de algumas destas interacdes é
particularmente sensivel a natureza do ambiente ion-metal, e estas transicdes sao
chamadas “hipersensiveis”; um exemplo tipico é o Eu(®*Dy — 'F,). Em geral, as
transicdes contém ambas as contribuicdes das transicdes de dipolo-elétrico proibidas
por paridade e das transicbes de dipolo-magnético permitidas por paridade. Os
pardmetros importantes que caracterizam a emissao da luz de um fon Ln*" sio o tempo
de vida do estado excitado zons = 1/Kops, que € 0 tempo decorrido para que a intensidade
de emissdo decaia a 1/e do valor inicial, e o rendimento quéantico &, que é dado pela
razdo entre o nimero de fotons emitidos e o nimero de fétons absorvidos; @ esta

relacionado & ks (constante de velocidade observada)®!.
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Neste trabalho foram estudadas as propriedades luminescentes de duas terras-
raras especificas, ions Teérbio e Eurdpio, quando impregnadas/dopadas em silica
mesoporosa, devido as suas propriedades luminescentes extremamente sensiveis ao
meio, e que permitem sua utilizagdo como sondas Opticas pontuais. Portanto, as
principais caracteristicas de cada um destes elementos utilizados serdo destacadas nos
Capitulos 1 e 2, respectivamente.
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A Funcionalizacao

Embora a aplicabilidade de particulas de silica mesoporosa como biomarcadores
seja muito promissora e possua inimeras vantagens, o uso direto destas particulas, ou
seja, 0 uso de particulas in natura é muito dificil. Desse modo, é necessario modifica-las
para que suas propriedades de superficie atendam as condic¢des bioldgicas, como 0 meio
aquoso, temperatura, pH humano, e também para haver uma seletividade destas
particulas as células-alvo.

Existem dois métodos de funcionalizacdo: o pdés-sintese, muito utilizado e
conhecido como “grafting”, e a funcionalizagdo durante a sintese, durante o processo
sol-gel. No processo de funcionalizacdo pos—sintese, primeiro ha a obtencdo da silica
mesoporosa pelo processo sol-gel com o auxilio de um agente direcionador de estrutura
e 0 agente de grupamento desejado € ancorado posteriormente a silica mesoporosa. No
processo de funcionalizacdo durante o processo sol-gel, o agente de grupamento
desejado é incorporado a silica durante o préprio processo de co-condensacéo®®. Neste
trabalho, o método de funcionalizacédo utilizado foi o de p6s-sintese.

A funcionalizagcdo pos-sintese de trialcoxissilanos é um dos métodos mais
populares para modificacdo de silica mesoporosa. Aminoproprilalcoxissilanos séo
frequentemente empregados com este proposito, permitindo reacdes subsequentes com
uma variedade de grupos funcionais, tais como isotiocianato ou cloreto de sulfonila. As
silicas mesoporosas amino-funcionalizadas tém sido investigadas em termos de suas
potenciais aplicagdes em biomarcadores, liberagdo controlada, catélise e adsorcdo. A
identificacdo de parametros que controlam a distribuicdo dos grupos amino ligados tem
sido tépico de publicacbes relativamente recentes, que tém demonstrado que a
polaridade do solvente usado na reacdo de alcoxissilanos amino-substituidos com silica
mesoporosa tem uma influéncia pronunciada na distribuicdo de grupos amino ancorados
a superficie”.

O processo de pos-insercao atraves de ligaces covalentes dos grupos silandis da
superficie e moléculas corantes tem sido considerado uma rota alternativa para a
preparacdo de materiais mesoporosos dopados com compostos luminescentes.

Comparado com outros métodos de sintese, as vantagens do processo de pds-insercao
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s&o Obvios, por exemplo, reduz a influéncia negativa da introducdo de heteroatomos nas
mesoestruturas ordenadas, e evita agregacéo do composto luminescente!*®!,

O 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), Figura 8, tem sido amplamente usado
em biosensores baseados na afinidade, devido ao grupo silano que pode se ligar
hermeticamente a substratos de vidro ou silica, enquanto seu grupo amino pode formar
ligagBes covalentes com grupos carboxilicos (grupos funcionais que sdo comumente
encontrados em biomoléculas). Uma série de experimentos com multiplas biomoléculas
revela a capacidade das cadeias funcionalizadas de executar plataformas de

biosensoriamento.

O
H3C O—Si___~_NH:
H.C —O

H,C

Figura 8. Representacdo da molécula de APTES.

O 3-glicidoxipropiltrimetoxissilano (GPTMS), Figura 9, é um alcooxido
monofuncional organicamente modificado que produz uma unidade epdxi ao final da
cadeia organica funcional. A quimica do GPTMS é complexa, e varias reacOes
secundarias podem ser observadas em diferentes ambientes quimicos; em condicdes de
alto pH, a abertura do grupo epoxi e as reagdes de condensacdo da silica sdo ambas
abrandadas. Isto favorece a formacédo de espécies em ponte via rea¢do dos grupos epoxi

que formam espécies em ponte de dioxano!®!.

H,C— O
HSC —0- SI\/\/ \/A
H,C— O

Figura 9. Representacdo da molécula de GPTMS.
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Por que o tamanho é importante?

E bem conhecido que as propriedades fisico-quimicas dos materiais mudam com
0 tamanho, por exemplo, em pontos quanticos hd uma variacdo no comprimento de
onda de emissdo da luz dependendo de seu tamanho. A area superficial de uma dada
particula micrométrica pode ser menor se comparada a uma particula nanométrica se
esta possuir uma superficie recoberta de poros.

Até recentemente, a maioria das pesquisas eram focadas em particulas de silica
com 0,5 a 10 um, principalmente nas formas cristalinas, mas as nanossilicas podem ter
propriedades toxicol6gicas quando comparadas as particulas grandes. As propriedades
fisico-quimicas singulares das nanoparticulas de silica que as tornam atrativas para a
industria podem apresentar riscos potenciais a saude humana, incluindo uma maior
capacidade de penetrar alvos intracelulares no pulmdo e circulagdo sistémical.
Portanto, o tamanho das particulas para uso em aplicacbes biologicas € muito
importante.

O tamanho da particula € determinado pelos parametros de sintese. Particulas de
silica amorfa no estado sol tendem a adotar um formato esferico de forma a alcangar um
minimo de area de superficie interfacial. O tamanho da particula da silica comercial
preparada a partir de silicato de sddio é de 10 a 25 nm. Séis com particulas primarias
grandes podem ser preparados a partir de TEOS pelo método de Stéber, por exemplo.
Os processos de trituracdo e moagem reduzem o tamanho da particula, e sdo geralmente
aplicadas para quartzo, silica gel e silica vitreal®®.

A seguir encontra-se uma tabela que mostra o tamanho médio de particulas de

materiais baseados em silica dependendo do tipo de material que € obtido, Tabela 1.
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Técnicas Utilizadas para Caracterizacdo das Amostras

Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS)

Um experimento de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) envolve
a deteccéo de raios X provenientes de uma amostra posicionada entre uma fonte de raios
X e um detector. Os raios X provenientes de uma fonte atravessam a amostra e atingem
um detector posicionado a uma distancia D. Um beam-stopper é posicionado entre a
amostra e o detector para atenuar o feixe direto, ou seja, o feixe formado pelos fotons
que ndo séo espalhados na amostra, cuja intensidade pode danificar o detector.

As fontes mais comuns de raios X sdo tubos, que geram a radiacdo através da
excitagdo dos atomos de um alvo por um feixe de elétrons emitido de um filamento e
acelerados por um campo elétrico. Os elementos mais comumente utilizados na
construcéo de beam-stopper sédo o Cobre (Cu), Molibdénio (Mo) e Tungsténio (W).

O grafico tipicamente obtido € composto pelo espalhamento de raios X a baixo
angulo proveniente de inomogeneidades eletrénicas ndo correlacionadas (fator de
forma) e por um padrdo de interferéncia entre objetos de diferentes densidades
eletronicas (fator de estrutura).

O espalhamento de raios X a baixo angulo sonda inomogeneidades esparsas
estruturais da densidade eletronica da amostra na regido de nandmetros a fracdes de
micrémetros em angulos proximos a 0°.

Para materiais porosos, o resultado observado no detector € uma convolucéo do
espalhamento de cada particula presente na amostra e do espalhamento da sua estrutura
porosa, seja ela ordenada ou néo.

Esta é uma técnica bem estabelecida para estudos da forma e organizacdo
espacial de objetos de escala nano com tamanhos variando de 1 a 100 nm. Alguns dos
materiais mais popularmente analisados sdo: coldides, cristais liquidos e géis; polimeros
semicristalinos e misturas; macromoléculas biolégicas e agregados em condicdes ou
proximas a condicdes fisioldgicas; e, nanoparticulas e materiais nanoporosos. Se o
SAXS for combinado com WAXS (espalhamento de raios X a amplos angulos), €

também uma poderosa técnica usada para determinar a microestrutura e o
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comportamento de fase de sistemas multicomponentes envolvidos em cosméticos,

detergentes, remédios, polimeros e outros materiais de interesse industrial™*.

Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A microscopia eletrdnica de varredura é a técnica de caracterizacdo
microestrutural mais versatil disponivel hoje, encontrando aplicacbes em diversos
campos do conhecimento, particularmente na engenharia e ciéncias dos materiais,
engenharias metalUrgicas e de minas, geociéncias e ciéncias bioldgicas, dentre outros. A
interacdo de fino feixe de elétrons focalizado sobre a &rea ou o microvolume a ser
analisado gera uma série de sinais que podem ser utilizados para caracterizar
propriedades da amostra, tais como composicdo, superficie topografica, cristalografia,
etc.

Na microscopia eletrénica de varredura os sinais de maior interesse referem-se
usualmente as imagens de elétrons espalhados e de elétrons retroespalhados, ao passo
que na microssonda eletrénica o sinal de maior interesse corresponde aos raios X
caracteristico, resultante do bombardeamento do feixe de elétrons sobre a amostra,
permitindo a defini¢cdo qualitativa ou quantitativa dos elementos quimicos presentes em
um microvolume.

A versatilidade do microscépio eletronico de varredura deve-se a diversidade de
interacdes que ocorrem quando o feixe de elétrons atinge a amostra. Estas interacdes
avaliadas por diferentes detectores fornecem informacGes sobre a composicéo,

topografia, cristalografia, potencial elétrico e campos magnéticos locais, entre outrast*?.

SEM/FEG

Um microscépio eletrénico de varredura equipado com feixe de elétrons gerado
por emissdao de campo (SEM/FEG), opera de 0,5 a 30 kV com resolucdo definitiva de
1,0 nm, e gama de ampliacdo de 10 a 700000 vezes. Modos de imagem disponiveis
incluem a imagem de elétrons secundarios e retroespalhados.

Suas aplicagcdes incluem o exame de superficies de fratura, exame e

quantificacdo de testes de nano-esclerometria, estereo-imagem de superficies,
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microestrutura de sistemas surfactantes, medidas da espessura de camadas de
dispositivos de leitura magnética, caracterizagdo de gréos ligantes de ceramicast?.

Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Em microscopia eletrénica de transmissdo a imagem observada é a projecéo de
uma determinada espessura do material, havendo uma diferenca com relacdo ao
observado numa superficie.

Durante a passagem de elétrons através de uma lamina fina de sélido amorfo
ocorre espalhamento dos elétrons em praticamente todas as dire¢des. Este espalhamento
é causado pela interacdo do elétron incidente com o ndcleo dos a&tomos da amostra. Ele
é tanto mais intenso quanto mais denso for o material, mais espessa a amostra e maior o
namero atdmico do material da amostra.

Enquanto que para s6lidos amorfos é razoavel supor uma distribui¢do uniforme
de elétrons espalhados, para sélidos cristalinos a transparéncia a elétrons depende das
condicdes de difracdo que diferem bastante conforme a direcdo. Quando um feixe de
elétrons passa por uma lamina de material cristalino, somente aqueles planos quase
paralelos ao feixe incidente contribuem para a figura de difracéo.

Conforme se utiliza elétrons difratados ou elétrons transmitidos para se fazer a

imagem, obtém-se os chamados campo escuro e campo claro, respectivamentel*?.
Medidas de porosidade e superficie especifica

A determinacdo da superficie especifica através das isotermas de BET
(Brunauer, Emmet, Teller) esta baseada no fenémeno de adsorcdo fisica de gases nas
superficies externa e interna de um material poroso. Tal material que é circundado e esta
em equilibrio com certo gas que possui certa temperatura, T, e pressdo de vapor relativa,
p/po, absorve fisicamente certa quantidade de gas. A quantidade de gas adsorvido é
dependente de sua pressdo relativa e é proporcional ao total das superficies externa e
interna do material. A conexdo entre pressdo relativa de vapor e quantidade de gas

adsorvido a uma temperatura constante é chamada de isoterma de adsorc¢ao.
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Brunauer dividiu as isotermas de adsor¢éo fisica em cinco tipos, Figura 10. Do
ponto de vista tedrico, as isotermas do tipo Il e 11l sdo validas apenas para solidos ndo-
porosos, mas na pratica sao as vezes aplicaveis igualmente a sélidos porosos. A maioria
dos materiais constituintes vistos possui isotermas do tipo Il, pelo menos quando o
adsorbato ¢ o vapor d’agua. Isotermas do tipo IV e V s3o validas apenas para materiais
porosos, € sdo modificagdes de isotermas do tipo Il e Ill, respectivamente. As
modificagdes a pressdes de vapor relativas altas sdo dependentes de restricdes
relacionadas a adsorcao pela largura dos poros. Materiais constituintes usuais possuem
um grande volume de poros largos, o qual esta restricdo é desprezivel. A distin¢do entre
isotermas do tipo 1l e IV (ou 1l e V) é sem significAncia pratica em baixa presséao.

Por outro lado, o fendmeno da condensacédo capilar ocorre em materiais porosos
quando o adsorbato € espesso o suficiente para formar um menisco curvado no poro.
Portanto, a isoterma de um material poroso em alta pressdao possui um intervalo
diferente de um material ndo-poroso. Entretanto, isto ndo tem importancia no célculo da
superficie especifica de acordo com a teoria de BET. A isoterma do tipo | é dificilmente
aplicavel aos materiais constituintes. Isso é valido apenas para um sélido com poros

extremamente estreitos como os de alguns géis.

I I o j\v) v

P, ——

0pfp,— Opp— Opp— Opp,— Opp—

Figura 10. Os cinco tipos de isotermas Segundo a classificacéo de Brunauer*!,

Espectroscopia de Luminescéncia

Os métodos baseados em fluorescéncia e fosforescéncia sdo aqueles nos quais a
excitacdo da molécula é conduzida pela absorcdo de fétons. Como consequiéncia, 0S
dois fendmenos sdo muitas vezes referidos e/ou classificados como métodos
fotoluminescentes. Neste caso, a molécula € inicialmente excitada e promovida para um

estado eletrbnico de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental é acompanhado
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pela emissdo de radiacdo eletromagnética. Contudo, € importante salientar que a
absorcdo do féton em fluorescéncia e fosforescéncia envolve transicdes eletrdnicas
diferentes. A energia eletrénica responsavel pela transicdo fluorescente ndo envolve
uma mudanga no numero quantico de spin do elétron, e passa do nivel So — Sy,
emitindo radiacdo desde o nivel excitado S; para algum dos niveis vibracionais do
estado eletronico Sp. Como consequéncia, a fluorescéncia possui tempos de vida
extremamente curtos, com a luminescéncia cessando quase que imediatamente, por
volta de 10° a 10° s (ns a ps). A fluorescéncia é emitida em comprimentos de onda
maiores aqueles de excitacdo, deslocando-se entre 50 e 150 nm, quando comparado ao
comprimento de onda da luz usado para a excitacdo da molécula.

Por outro lado, uma mudanga no nimero quantico de spin do elétron acompanha
as emissoes fosforescentes, envolvendo transi¢cdes proibidas de elétrons provenientes de
um estado excitado tripleto (com spin diferente ao original) para um estado fundamental
singleto (T, — Sp). Como conseqiiéncia, a radiacdo existe por um tempo no qual pode
ser facilmente detectavel apds o término da irradiagdo, entre 10™ e 10 s. Contudo, este
tipo de transicdo é menos provavel que a transicdo envolvendo dois estados singletos
(fluorescéncia), ja que processos paralelos de desativacdo como a conversao interna e
externa, e o relaxamento vibracional, podem competir com ela. Desta forma, a emissao
de transicOes fosforescentes tem sido comumente observada apenas em baixas
temperaturas, em meios altamente viscosos ou em moléculas adsorvidas em superficies

sélidas para introduzir rigidez ao sistemal*.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho é contribuir para o desenvolvimento de novas
sondas luminescentes para aplica¢fes bioldgicas.

Como objetivos especificos, sintetizar matrizes sélidas de particulas de silica
mesoporosa variando parametros e condi¢cdes como, tempo de reacdo e quantidade de
precursor de silicio, e aperfeicoar suas propriedades luminescentes para que estas sejam

utilizadas como biomarcadores.
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CAPITULO 1

Microparticulas de silica

MEeSOPOrosa
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O Térbio (Th*")

Como ja discutido nos tdpicos “Os diferentes tipos de marcadores
luminescentes” e “Terras-raras”, da Introducdo, os lantanideos apresentam propriedades
intrinsecas e singulares de emissdo que sdo muito interessantes para sua utilizagdo como
biomarcadores, tais como linhas pontuais de emissédo, alto rendimento quéantico, tempo
de vida da fluorescéncia e fotoestabilidade longos, quando encontram-se coordenados
com ligantes. Em particular, exibem propriedades eficientes dos processos de conversdo
ascendente de energia.

Porém, quando em complexacdo com moléculas de &gua, suas propriedades de
absorcdo destes elementos ndo sdo interessantes porque as bandas de absorcdo dos
lantanideos no espectro visivel sdo de baixa eficiéncia. Em certos complexos organicos
de lantanideos, ao contrério, uma intensa emissdo dos fons Ln®" pode ser obtida via
“efeito antena”. Esses complexos aliam entdo as vantagens das moléculas organicas
(bandas largas de absorcao) as dos lantanideos (linhas finas de emisséo no visivel com
uma duracéo de vida da emisséo que pode ir até varias dezenas de ms).

O fon Tb* faz parte dos fons lantanideos e, por consequéncia, apresenta as
vantagens e caracteristicas singulares que fazem destes ions promissores para aplicacdes
como sondas luminescentes. Como caracteristicas proprias, o fon Th*" apresenta
luminescéncia em solucBes aquosas (em coordenacao com as moléculas de dgua apenas)
e em complexos com ligantes (coordenando-se com moléculas de ligante), exibe
multiplas emissdes (devido as suas varias transicGes eletrdnicas), e quando em
complexos com ligantes, as intensidades relativas e as caracteristicas das bandas de
emissdo sdo influenciadas pelo ligante!.

Para ser usado em sistemas biomoleculares é necessario e desejavel que as
propriedades ligantes tenham algum grau de seletividade, e isso € uma caracteristica que
o fon Th** apresenta a uma ampla variedade de sistemas biomoleculares, e que levou
nos ultimos anos a um consideravel interesse no uso deste ion como sonda luminescente
para investigacdo de estruturas biomoleculares®®).

Os nimeros de coordenago para o Th®" em &gua, séo 8 e 9.

Em sistemas biomoleculares, os seguintes pontos sio de especial importancia*®:
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Sitio de seletividade: Os sitios de ligacdo preferidos serdo aqueles com
grupos doadores contendo 4tomos de oxigénio negativamente carregados
(por exemplo, grupos carboxilato ou fosfato). Em solugdes aquosas,
apenas estes tipos de sitios podem competir efetivamente com as
moléculas de 4gua na coordenacéo dos Ln*';

Tamanho e Geometria dos Sitios de Ligacdo: Para os numeros de
coordenacdo 8 ou 9, o raio idnico efetivo é de ~ 1,04 — 1,10 A. Este
namero é uma estimativa do tamanho necessario para os sitios de ligacdo
do Th** em complexos de sistemas biomoleculares.

Forcas de Ligagdo: Espera-se que sejam muito menores que as dos ions
metais de transicdo, mas levemente maiores que as dos ions metais
alcalinos e alcalinos terrosos.

Sitios de Distorcéo: Dada a baixa capacidade polarizante dos fons Ln** e
a natureza ibnica de suas interagdes com os ligantes, € indesejavel
induzir mudancas significantes nas distribuicbes das cargas eletronicas
nos sitios de ligacdo. Entretanto, distorcbes do tipo mecénicas séo
possiveis e necessarias para acomodar interagdes “estéricas” no sitio de

coordenagao*.

Os pontos apresentados acima sugerem que o Th*" se ligaria a uma ampla

variedade de sistemas de interesse bioldgico e que estas ligacdes exibiriam um alto grau

de seletividade. E mais, ndo se espera que estas ligacdes resultem em maiores

perturbacdes nas caracteristicas estruturais inerentes ao sistema hospedeiro™®!.

A configuracio eletronica do Th*" (Z = 65) é [Xe] 4f° 6s% e na Figura 11 sdo

mostradas as transicbes eletronicas associadas ao fon Th**, com multipletos de baixa

energia com configuracio eletronica 4f°.
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Figura 11. Diagrama de energia para o fon Th**. Modificado de ¢!,

Para complexos com fon Th** em soluces aquosas, todas as emissées provém
essencialmente do nivel D, quando a excitacdo ¢ a v > 490 nm (20400 cm™). A
emissdo pode ser vista em cada uma das regides de transicdo >Ds — 'F, (3 =0, 1, 2, 3,
4, 5 ou 6), mas a emissdo mais intensa invariavelmente é observada na transicio °D; —
"Fs que ocorre em torno de 540 - 555 nm. As emissdes °Ds — 'Fo1 S0 sempre fracas, e
as intensidades relativas das emissdes restantes decresce na seguinte ordem: °D; — Fg
>'Fy>F3> Fy.

O tempo de vida da luminescéncia do estado emissor °D, de complexos com
Tb** em solugdo aquosa, tr (*D4), geralmente decai de 0,4 a 5,0 ms. O tempo de vida é
influenciado pela natureza complexa do ambiente ligante, e especialmente pelo nUmero
de moléculas de 4gua ocupando o interior dos sitios de coordenacao*.

Assim, de acordo com as caracteristicas e vantagens apresentadas pelo ion Th*",
esta terra-rara foi escolhida para utilizacdo nesta parte do trabalho, que consistiu na
sintese e caracterizacdo de microparticulas de silica mesoporosa com diferentes

superficies e impregnadas com complexo de ion lantanideo.
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Metodologia

Todos os reagentes foram comprados da Aldrich ou Fluka e usados como

recebidos.
Sintese das microparticulas de silica mesoporosa

A obtencdo das microparticulas, de acordo com a Figura 12 a seguir, consistiu
em misturar surfactante Tween 60 (2,6 g), agua (98 mL), e 2 mL de acido cloridrico
(HCI), 1 mol.L™ (para ajuste do pH em 2); apés isto 3,3 g do precursor de silica,
tetraetilortossilicato (TEOS), foram adicionadas, e a mistura foi mantida em hidrélise a
temperatura ambiente sem agitacdo por 12 h, e entdo 2,5 g do catalisador da reacéo,
fluoreto de sodio (NaF), foram adicionadas e a reacdo permaneceu em condensacdo por
72 h a 65° C sob agitacdo. Ao final deste periodo o precipitado obtido foi filtrado*".

Surfactante Tween 60

Hidrolise 12h +

, Condensacio 72h
v Agua + HCI

Cabeca
hidrofilica 0

—>

nteracio
atrativa

HsC,
J Estruturacio
w —
e o e, da mesofase
¢

Ch;

TEOS

Figura 12. Esquema de formagdo de silica do tipo MSU-X.

Neste trabalho foram usadas microparticulas de silica com diferentes superficies,
provenientes de varias sinteses (para obtencdo de material em quantidade adequada),
calcinada a 600° C para remo¢do completa do surfactante, lavada em extrator Soxhlet
com a mesma proposta, funcionalizada com 3-aminopropil trietoxissilano (APTES) e
funcionalizada com 3-glicidoxipropil trimetoxissilano (GPTMS), para acoplar grupos

funcionais.
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Funcionalizagdo das microparticulas

Para a funcionalizagdo da silica com APTES, 5 g de microparticulas de silica
mesoporosa foram secas a 150° C sob véacuo por 24 h, e logo ap6s foram misturadas a
70 mL de n-dimetilformamida (DMF)“®!. A reacdo de pré-hidrélise do APTES foi
realizada com 19,3 mL de 4gua destilada, 1,9 mL de HCI (1x10% mol.L™) e 22,5 mL
APTES, por 1 h sob agitacdo magnética. Apds isto, a solucdo de pré-hidrolise foi
adicionada a silica com DMF para a funcionalizagdo. A mistura permaneceu em refluxo
por 72 ha 120° C.

O mesmo procedimento foi adotado para a funcionalizagdo das microparticulas
de silica com GPTMS. Mas as quantidades usadas foram diferentes, 3 g de
microparticulas, 41,3 mL de DMF, 83 mL de &gua destilada, 8,32 mL HCI (1x107
mol.L™") e 10,98 mL de GPTMS.

Impregnacdo do Complexo Luminescente

Todas as silicas foram impregnadas com o complexo Th** - acido L-glutamico, a
razdo molar das concentracdes das solucbes usadas foi de 1:4 (ion térbio para acido L-

glutamico)!

. A solucdo de térbio foi preparada usando etanol como solvente, a
concentracdo da solucdo foi 5x10% mol.L™. A solucdo de é&cido L-glutdmico foi
preparada usando etanol como solvente, a concentracéo da solugdo foi 2x10™ mol.L™.
Apos esta etapa, a solucdo do acido L-glutamico foi adicionada & solugdo de Th** (na
razdo 1:1), para a formacao completa do complexo lantanideo-aminoéacido.

A impregnacao do complexo luminescente nas silicas foi realizado pela adicao
de 5 mL do complexo luminescente em 0,15 g de silica mesoporosa, a mistura foi
mantida sob agitacdo para solubilizacdo; apds isto o precipitado foi lavado 3 vezes e

seco a 50°C, para remocao do excesso de complexo luminescente.
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Caracterizacao

Os materiais obtidos passaram pelas seguintes técnicas de caracterizagdo:
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM), para observar a morfologia e tamanho das
particulas, em um microscépio eletrénico JEOL SIM 6490, as medidas foram realizadas
no Laboratério de Microscopia Eletrénica do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(LME/LNLS, em Campinas). Medidas de porosidade, para coletar informacdes sobre a
area de superficie e diametros de poros), em um Micromeritcs 2010 usando
procedimento de padrdo continuo, com degasagem inicial das amostras a 150° C por 15
h, a 77 K. As éareas de superficie foram determinadas pelo método de Brunnauer-
Emmett-Teller (BET) dentro de uma escala de pressao de 0,05 — 0,2. As distribuicdes de
tamanho de poros foram calculadas apenas para tamanhos acima de 2,5 nm da curva de
dessorcdo, usando uma correlagcdo polinomial entre a presséo relativa e o diametro de
poros deduzido do modelo de Broekhoff e Boer (BdB) Y. Para facilitar as
comparacgdes, as curvas de adsorcdo reduzidas (isotermas divididas pela quantidade
adsorvida a uma presséo relativa de 0,8) foram demonstradas?. O efeito da absorcio
foi corrigido para todas as amostras. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS),
para analisar a organizacdo e o arranjo de poros, as medidas foram realizadas no
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, em Campinas), foram usadas uma
fenda assimétrica e um monocromador de silicio (111), com feixe monocromatico (A=
1,488 A) e foco horizontal. A intensidade espalhada foi coletada com um “imaging
plate” localizado a 849,64 mm da amostra. O comprimento da cadmera corresponde a um
vetor de espalhamento g que vai de 0,018 a 0,39 A™. Os beam-stoppers horizontal e
vertical foram usados para absorver o feixe de raios X direto e totalmente refletido,
respectivamente. A maioria dos padrbes exibiu um pico de difracdo Unico que foi
atribuido a distancia de correlacdo dos poros!*’). Esta distancia de correlagdo do centro
de um poro a outro é referido como d-spacing. Espectroscopia de luminescéncia, para
estudar as propriedades luminescentes e possiveis interacfes entre o complexo
luminescente e a superficie da silica, foi realizada em um espectrofluorimetro SPEX-
FluoroLog, com lampada de xendnio de 450 W, sem correcdo dos espectros, com

incremento e abertura de fenda variando por amostra.
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Resultados e Discussao

Os resultados experimentais sdo apresentados e discutidos inicialmente com a
microscopia eletronica de varredura (SEM). A imagem de SEM, Figura 13, mostra
particulas de silica pura lavada de tamanho micrométrico com formato heterogéneo,
variando de bastonetes a esferas, 0 que é caracteristica de silica mesoporosa do tipo
MSU-X. Este tipo de material é denominado Michigan State University, ou MSU-X (o
X refere-se a natureza do surfactante, que pode ser: 1 para alquil-PEO, 2 para alquilaril-
PEO, 3 para copolimero em bloco polipropilenéxido-PEO, e 4 para éster de sorbitan
etoxilado do tipo ndo-ibnico — Tween), e é preparado sob condi¢des neutras ou
moderadamente acidas. O tamanho médio das particulas foi estimado pelo programa

ImageJ®?!

, foram utilizadas 2 imagens e 185 particulas foram contadas, com esta
estimativa foi construido um histograma para mostrar a distribuicdo do tamanho das
particulas, o tamanho médio estimado foi de 3,3 pm com um desvio-padrdo de 0,91 um
(Figura 14). A morfologia e estrutura final do material tipo MSU-X séo altamente
dependentes dos parametros do meio reacional, tais como interacdo local criada pelo
equilibrio lipofilico/hidrofilico, 0 movimento Browniano que destrdi a rede, a cinética
de hidrdlise e a polimerizacdo da silica. Sintese de silica mesoporosa do tipo MSU-X
baseada em ligacbes de hidrogénio ilustra perfeitamente a versatilidade desta
abordagem, desde que a estrutura final do material (didmetro de poro, tamanho de
particula) possa ser prontamente modificada pelo ajuste dos varios parametros de

sinteses, com 0 mesmo meio de reagdo™.
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Figura 13. Imagem da silica pura lavada.
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Figura 14. Histograma do didmetro de particulas pelo nimero de particulas contadas.
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Os gréficos das Medidas de porosidade, Figuras 15, 16, 17 e 18, mostram
isotermas de adsorcdo-dessor¢cdo de Nitrogénio a 77 K. A histerese e o formato das
curvas revelam caracteristicas de materiais mesoporosos. As Figuras também mostram
que a area de superficie ndo foi alterada em todas as amostras, apresentando uma alta
area superficial (1200 m2.g™), alterando-se apenas os tamanhos médios de poros: para a
silica lavada 3,5 nm; para a silica calcinada 4,4 nm; para a silica funcionalizada com
APTES 4 nm, e para a silica funcionalizada com GPTMS 3,9 nm. Portanto, as amostras
exibem estrutura substancial de mesoporos confinados. As isotermas de adsorgéo para a
silica lavada ndo exibe histerese, caracteristica de poros uniformes, a adsorcdo ndo
aumenta em pressao relativa alta, caracteristica de porosidade textural, e de poros em
formato de “pesco¢o”. Além do mais, uma tendéncia paralela ¢ observada para as
isotermas de adsorcéo-dessorcdo das outras silicas, onde a curva de adsor¢édo assume
um desvio em direcdo a pressdo relativa alta, que é caracteristica de tamanho de poros
grandes. As amostras mostram distribuicdo estreita de poros, tipica de materiais
estruturados por moldes (do inglés, materials template structured — MTS), com

isotermas de adsorcao-dessorcéo de Nitrogénio do tipo IV,
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Figura 15. Isoterma de adsorcéo-dessor¢do da silica mesoporosa lavada, com distribui¢do do tamanho de
poros inserido.
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Figura 16. Isoterma de adsorcéo-dessorcdo da silica mesoporosa calcinada, com distribuicdo do tamanho

de poros inserido.
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Figura 17. Isoterma de adsorcéo-dessor¢do da silica mesoporosa funcionalizada com APTES, com
distribuicdo do tamanho de poros inserido.
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Figura 18. Isoterma de adsorcéo-dessorcdo da silica mesoporosa funcionalizada com GPTMS, com
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As medidas de SAXS, Figura 19, foram realizadas para coletar informacGes

sobre a estrutura e arranjo de poros. Uma visdo dos espectros demonstra o pico de

difracdo d; 1 0 O para as silicas lavada, calcinada e funcionalizada com GPTMS. A

presenca de apenas um pico de difracdo, para todas as silicas (exceto funcionalizada

com APTES), denota material com arranjo de poros do tipo “vermicular” em 3D,

mesoestrutura ordenada, e a qualidade da amostra pode ser estimada pela intensidade da

linha de difracdo®" *. As espessuras das paredes foram estimadas por calculo usando a

equacdo de 1 (Espessura da parede = dspacing — dporo; ONde d € 0 didmetro), os valores

foram estimados em 2,3 nm para silica funcionalizada com GPTMS; 3,5 nm para a

silica calcinada, e 1,6 nm para a silica lavada.
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Figura 19. Espectros de SAXS da silica lavada, calcinada, funcionalizada com APTES e funcionalizada
com GPTMS.

Na Tabela 2, estdo distribuidos os valores dos tamanhos de poros, que foram
obtidos nas medidas de porosidade e se encontram nos graficos anteriores; os valores
dos picos de difracdo (d; 1 0 0), obtidos a partir das medidas de SAXS (apresentados no
gréfico anterior), e as espessuras estimadas da parede.

Espera-se que com a calcinacédo a alta temperatura o tamanho de poros diminua
ocasionado pelo fechamento destes, porém neste trabalho foram utilizadas silicas
provenientes de diferentes sinteses, 0 que explica porque o tamanho de poros da silica
calcinada é maior gque o da silica lavada, e consequentemente os tamanhos de poros das
silicas funcionalizadas. Também referente a silica calcinada pode ter ocorrido o colapso
dos poros, onde uma espessura de parede inicialmente fina pode ter sido aberta e dois
poros vizinhos se tornaram apenas um, 0 que aumentou também o tamanho da espessura
da parede. Um tamanho de parede maior em silicas funcionalizadas devido ao aumento
do tamanho de poros, porém na silica funcionalizada com APTES ndo foi possivel

estimar o tamanho de parede devido a auséncia do pico de difracdo dj, nesta silica é
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possivel que tenha havido o fechamento de poros por um excesso do agente de

grupamento funcional utilizado, o que explica a auséncia de valores.

Tabela 2. Valores dos tamanhos de poros das medidas de porosidade, picos de difragdo

(d; 1 0 0) de SAXS, e espessura estimada da parede.

Amostras de silica

mesoporosa
Lavada
Calcinada

Funcionalizada APTES
Funcionalizada GPTMS

Tamanho de poro (nm)

3,5
4.4
4,0
39

Pico de Difracéo
di (nm)
51
7,9

6,2

Espessura da
Parede (nm)

1,6
3,5

2,3

Com relacdo a espectroscopia de luminescéncia, na Figura 20, estdo o0s espectros

de excitacdo para as diferentes silicas impregnadas com complexo de acido L-glutamico

e Tb* e para a solugdo do complexo puro. Observa-se 0 aparecimento de uma banda

larga e intensa entre 250 e 300 nm que pode ser atribuida a matriz de silica, o pico em

400 nm refere-se & transicdo 'Fg — D,

Intensidade Normalizada (u.a.)

¥
f\!'

Lavada

APTES
GPTMS

Calcinada

Solugdo complexo

250

3(I)0 l 3%0
Comprimento de onda (nm)

1 ' 1
400 450

|
500

Figura 20. Espectros de excitacdo, Aem = 543 nm, da solugéo de Th**-4cido L-glutamico; das silicas

lavada, calcinada, funcionalizada com APTES, e funcionalizada com GPTMS, impregnadas com Th**-
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Os espectros de emissdo (Figura 21), correspondentes as mesmas amostras,
mostram 0s picos de transi¢do caracteristicos dos niveis de energia do ion trivalente
térbio °Ds — 'F; (J= 6, 5 e 4) em 470 nm*"**5"] picos com diferentes intensidades de
luminescéncia sdo observados, a banda larga de energia maior que a transicdo D, —
’F¢ pode ser atribuida & interacio entre o complexo e a superficie da silica. Além do
mais, a baixa linha de base indica que a absor¢do da rede Si-O poderia ser desprezada, a
perda das moléculas bioativas € evitado e uma transferéncia de energia efetiva toma
lugar entre os ligantes organicos modificados e o quelato de ion térbio. Os materiais
hibridos mesoporosos mostram uma emisséo relativamente intensa devido a estrutura da

rede molecular Si-O covalentemente ligada, entre o complexo e a silica mesoporosal®®..

Lavada

Calcinada

— APTES

— GPTMS

Solucdo complexo

Intensidade Normalizada (u. a.)

T
400 450

T T T T
500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 21. Espectros de emissdo, Aexc = 377 nm, da solugdo de Tb**-4cido L-glutdmico; das silicas
lavada, calcinada, funcionalizada com APTES, e funcionalizada com GPTMS, impregnadas com Th**-
acido L-glutamico.
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Tabela 3. Todos os tempos de vida da luminescéncia em cada comprimento de onda

medido.
Silicas Aexe (NM) Aem (NM) 71 (Ms) T, (Ms)
250 488 0,49 0,76
270 488 0,47 0,68
369 488 0,36 -
377 488 0,35 -
= 250 543 0,60 -
270 543 0,59 -
369 543 0,36 0,52
S 543* 0,31* 0,50*
250 488 0,43 0,62
270 488 0,42 0,59
377 488 0,36 -
CL 250 543 0,54 .
270 543 0,53 0,80
377* 543* 0,34* 0,58*
250 488 0,34 -
270 488 0,34 -
373 488 0,31 -
Calcinada il iC sl -
250 543 0,36 -
270 543 0,36 -
373 543 0,33 -
377* 543* 0,32* -
250 488 0,33 -
270 488 0,33 -
373 488 0,33 -
Lavada 377 488 0,32 -
250 543 0,33 -
270 543 0,32 -
373 543 0,33 -
377* 543* 0,33* -

*0O asterisco indica os lambdas de excitacdo e emissdo utilizados para construgdo dos gréaficos

apresentados anteriormente.

Estudando as curvas de tempo de vida da luminescéncia, Figura 22, é possivel
ver que as silicas ndo modificadas, calcinada e lavada, tém apenas um tempo de vida.
Este Gnico tempo de vida apresentado sugere que o fon Th** esteja ocupando apenas um

sitio.
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Figura 22. Curvas de decaimento de transicdo para a luminescéncia do fon Tb** (transicdo °D, — 'Fs) nas
matrizes de silica calcinada e lavada. Os espectros foram adquiridos pela emissdo a 543 nm e excitacdo a
377 nm.

Por outro lado, para as silicas modificadas, funcionalizada com APTES e com
GPTMS, (Figura 23) tém dois tempos de vida. Estes dois tempos de vida para as silicas
modificadas sugerem que o ion lantanideo esteja ocupando dois diferentes sitios, um
devido a adsorcdo da silica pelo complexo, e o outro devido a interacdo entre a

superficie da silica e o complexo.
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Figura 23. Curvas de decaimento de transic&o para a luminescéncia do fon Tb** (transicdo °D, — 'Fs) nas
matrizes de silica funcionalizada com APTES e funcionalizada com GPTMS. Os espectros foram

adquiridos pela emissdo a 543 nm e excitacdo a 377 nm.

Dissertacéo de Mestrado 52



JORGE, J Interacdo de Complexos Luminescentes com Silica Mesoporosa

Conclusoes

As medidas de porosidade e de SAXS mostraram que as matrizes solidas obtidas
pelo método sol-gel (silica mesoporosa) possuem organizacdo de poros e tamanhos
definidos que as caracterizam como materiais mesoporosos, mesmo apds a modificacdo
da superficie dos canais das silicas obtidas.

Quando se modifica a superficie das microparticulas, deslocamentos nas bandas
de excitacdo sdo notados.

Os complexos luminescentes podem ser ligados as microparticulas de silica
mesoporosa sem perdas significantes das propriedades de luminescéncia do ion
lantanideo, o que é confirmado pelos espectros de excitacdo e emissdo, o que reforga

sua importancia como uma alternativa promissora aos biomarcadores existentes.
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CAPITULO 2

Nanoparticulas de silica

MEeSOPOrosa
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O Eurépio (Eu®)

O fon Eu®, assim como o fon Th** apresentado no Capitulo anterior, faz parte do
grupo dos lantanideos e exibe as caracteristicas e vantagens proprias deste grupo, além de ser
luminescente quando forma complexos com ligantes, como o fon Th®*. Também exibe
multiplas emissdes (devido s suas varias transicoes eletronicas), e assim como o fon Th**,
quando em complexos com ligantes, as intensidades relativas e as caracteristicas das bandas
de emissdo sdo influenciadas pelo ligante. Sua propriedade luminescente o torna, também, um
6timo candidato para o uso como sondas luminescentes em sistemas biomoleculares. Para ser
usado em sistemas biomoleculares é necessario e desejavel que suas propriedades ligantes
tenham algum grau de seletividade, e isso também é satisfeito pelo fon Eu**°!,

Os nimeros de coordenacdo para o Eu** em 4gua, sdo 8 e 9, 0s mesmos do fon Th**.
Como discutido no Capitulo anterior, em relagcdo aos sistemas biomoleculares, os seguintes
pontos sdo de especial importancia: sitio de seletividade, tamanho e geometria dos sitios de
ligacdo (~1,07 - 1,12 A, para Eu"), forcas de ligagao, sitios de distorcaot®’.

Estes pontos sugerem que o Eu®" se ligaria a uma ampla variedade de sistemas de
interesse biologico e que estas ligagdes exibiriam um alto grau de seletividade. E mais, ndo se
espera que estas ligacbes resultem em maiores perturbacdes nas caracteristicas estruturais
inerentes ao sistema hospedeirot*.

A configuragdo eletronica do Eu®*" (Z = 63) é [Kr] 4d™ 4f° 5s? 5p° e os niveis de

energia da transicdo 4f° sdo apresentados no diagrama da Figura 24 com a notagdo 2**'L,.
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Figura 24. Diagrama de energia para o fon Eu®*. Modificado de &,

Em complexos de Eu** em solucdes aquosas, toda emissdo provém essencialmente do
nivel ndo-degenerado °Dy quando a excitagdo é av > 578 nm (17300 cm™). As emissdes mais
intensas sdo invariavelmente observadas nas regides de transicdo *Dy — 'F; e 'F,, a emisséo
°Dy — 'F4 é frequentemente observada com menor intensidade. As intensidades das emissdes
restantes, °Dy — 'Fj, sdo geralmente ou muito fracas ou ndo-observaveis. As intensidades
relativas das emissdes das transicdes *Dy — 'F1 e 'F, &0 muito sensiveis & natureza complexa
do ambiente ligante, refletindo o carater hipersensivel da transicdo °Dy — 'F,. Mesmo em
sistemas de baixa simetria a transicdo *Do — F1 retém seu caréter dipolo-magnético, e sua
probabilidade de transicdo radiativa ndo é afetada pelo ambiente ligante. Em contraste, as
transicdes °Dy — 'F, e 'F, sdo predominantemente de carater dipolo-elétrico, e suas
probabilidades de transi¢Ges radiativas sdo sensiveis a natureza complexa do ambiente ligante.
A transicdo °Dy — 'Fo é formalmente permitida apenas em sistemas de baixa simetria, e
adquire sua intensidade via mecanismo de dipolo-elétrico. Embora a emissdo de °Dy — 'Fo
seja de intensidade relativamente fraca, € igualmente sensivel a complexidade do ambiente
ligante, podendo indicar a presenca de mais de um sitio de coordenagéo*®’.

Em complexos de Eu®* presentes em solugdes ndo-aquosas, as vezes é possivel
observar emissdes dos niveis °D; e °D; quando a excitagio é a v > 523 nm (19100 cm™) (para
emissdo de °D1) ou v > 465 nm (21500 cm™) (para emissdo de °D,). Embora estas emissdes

sejam de fraca intensidade, quando comparadas aquelas originadas do nivel °Dy, sua presenca
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pode complicar a interpretacdo dos resultados de decaimento da emissdo e dos padrdes
espectrais*®.

As transicBes de mais intensidade para complexos de Eu®* sdo °Dy — 'Fy e 'Fo.

O tempo de vida da luminescéncia de °Dy de complexos de Eu** em solugdo aquosa,
te4(°Do), geralmente decai de 0,1 a 1,0 ms.

Portanto, de acordo com as caracteristicas e vantagens apresentadas pelo fon Eu®*, esta
terra-rara foi escolhida para utilizacdo nesta parte do trabalho, que consistiu na sintese e
caracterizacdo de nanoparticulas de silica mesoporosa dopadas com ion lantanideo acopladas
a um ligante a 1,10-fenantrolina e recobertas com silica e 3-aminopropiltrimetoxissilano
(APTMS).
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Metodologia

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos, das marcas PRS Panreac, Rhone-
Poulenc, Ega-Chemie e Aldrich.

Sintese de nanoparticulas de silica mesoporosa
Os nomes das amostras correspondem as iniciais do nome e ao nimero da sintese, e
encontram-se no decorrer do texto como na Tabela 4 a seguir. O agitador magnético com
chapa de aquecimento utilizado ¢ o modelo 10516 da Fisherbrand (com controle de agitacao

de 0 a 10).

Tabela 4. Nomenclatura e descricdo das amostras.

Nome Descricéo

JJ3 Silica pura calcinada.

JJ5 Silica pura calcinada.

JJ12 Silica JJ3 dopada com Eu®*.

JJ13 Silica JJ5 dopada com Eu®*.

JJ122 Silica JJ12 impregnada com 1,10-fenantrolina.

JJ131eJJ134  Silica JJ13 impregnada com 1,10-fenantrolina, os
nameros diferentes indicam sinteses diferentes.
JJ133-2 Silica JJ131 ou JJ134 recoberta com APTMS e TEOS.

A reacdo foi mantida sob controle em um sistema reacional para sintese de silica

mesoporosa, como mostra 0 modelo e a foto, na Figura 25, abaixo:
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Figura 25. Esquema do modelo de sistema reacional para sintese de silica mesoporosa (esquerda), e foto do
sistema no laboratério (direita).

Foram realizadas 23 sinteses de nanoparticulas de silica mesoporosa, e duas amostras
foram selecionadas, ap0s a caracterizacdo de todas elas por SEM e SAXS, para dar
prosseguimento aos estudos de luminescéncia, as silicas escolhidas sdo as denominadas JJ3 e
JJ5. Os protocolos de sintese das nanoparticulas escolhidas foram modificados de 1.

A seguir ¢ apresentada a Tabela 5 contendo todos os nomes e descri¢cdo das amostras

sintetizadas.
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Tabela 5. Nomes, Descri¢do e Rendimento total de cada amostra preparada.

Nome
JJ1

JJ2

JJ3*

JJ4
JJ5*

JJ6

JJ7

JJ8

JJ9
JJ10

JJ11
JJ12*
SRR

JJ14

JJ15

JJ16

JJ17

JJ18

JJ19

JJ20

JJ21

JJ22

JJ23

JJ24

JJ25

JJ26

Descrigao
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 5 ml de
TEOS.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 1 ml de
TEOS.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 90°C
(reacdo), agitacdo minima.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 60°C (rea¢do).
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 80°C
agitacdo maxima.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, agitacdo
minima.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 2 ml de
TEOS.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, 2 ml de
TEQS, base amonia.
Silica MCM-41, sintese de 20 h, via sol-gel, base aménia.
Silica MCM-41, sintese de 2 h, via sol-gel, reproducdo de
[58](A)
Silica MCM-41, sintese de 24 h, via sol-gel, reproducéo de
[58](G)
Sintese de JJ3 + dopagem com Eu(NOs); (5%).
Sintese de JJ5 + dopagem com Eu(NOs); (5%0).
Sintese de JJ10 + dopagem com Eu(NO3); (5%).
Silica MCM-41, sintese de 48 h, via sol-gel, 2 surfactantes,
reproduco de 1%,
Silica MCM-41, sintese de 48 h, via sol-gel, 2 surfactantes,
reproducéo de .
Silica MCM-41, sintese de 48 h, via sol-gel, 2 surfactantes,
reproducéo de .
Silica MCM-41, sintese de 48 h, via sol-gel, 2 surfactantes,
reproducéo de .
Silica MCM-41, sintese de 1 h, via sol-gel, agitacdo
maxima.
Silica MCM-41, sintese de 2 h, via sol-gel, agitacdo
maxima.
Silica MCM-41, sintese de 1 h, via sol-gel, 90°C (reagdo).
Silica MCM-41, sintese de 2 h, via sol-gel, 90°C (reagao).
Silica MCM-41, sintese de 2h, via sol-gel, agitacéo
maxima.
Silica MCM-41, sintese de 15 min, via sol-gel, agitacéo
maxima.
Silica MCM-41, sintese de 30 min, via sol-gel, agitacéo
maxima.
Silica MCM-41, sintese de 6 h, via sol-gel, agitacdo
maxima.

Rendimento

10g

0,977 g

*0 asterisco indica que as sinteses apresentadas neste trabalho foram destacadas em vermelho.
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O protocolo de sintese de JJ3 utilizado foi o seguinte: em um baldo volumétrico foram
dissolvidos 0,2821 g de hidroxido de sodio (NaOH) e 1,048 g de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) em 480 mL de &gua destilada. Em seguida, a mistura foi agitada
e sua temperatura foi elevada a 90°C, sob agitacdo constante. Ao chegar a 90°C, foi
adicionada a mistura 5 mL de TEOS, gota a gota lentamente, em um tempo de 20 minutos. A
mistura foi deixada sob agitacdo no nivel 4 do agitador magnético por 20 h. Apos 20 h, o
aquecimento e a agitacdo foram desligados e esperou-se a temperatura da reacdo esfriar até
atingir a temperatura ambiente. O produto da reacdo foi entdo centrifugado e lavado por 4
vezes a 4500 rpm por 5 minutos cada vez. O material sedimentado foi levado para rapida
secagem em estufa a temperatura entre 50-70°C, e apds este periodo de secagem, o material
foi levado para o forno onde ficou para tratamento térmico de 1° C por minuto até 500° C,
esta temperatura foi mantida por 5 h, como representado na Figura 26, abaixo.

Surfactante Brometo de Agua + NaOH (pH ~11,5)

cetiltrimetilamonio
(CTAB)

.
IS g

T 90°C

Agitacio minima

Tratamento térmico
500°C por Sh

Figura 26. Esquema de formagdo de silica do tipo MCM-41, JJ3.

O peso final do material recuperado apds tratamento térmico foide 1 g.
O mesmo protocolo de sintese utilizado para JJ3 foi utilizado para JJ5, mas a
temperatura utilizada na sintese foi de 80°C, com velocidade maxima de agitacdo magnética,

as quantidades e reagentes utilizados foram os mesmos, como mostrado na Figura 27.
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Surfactante Brometo de
cetiltrimetilamonio
(CTAB)

) r

Agua + NaOH (pH ~11,5)

T 80°C
. Agitacio maxima

S
DA H;C/\O/cl)\o/\CHa

CHy

TEOS

Tratamento térmico
500°C por Sh

Figura 27. Esquema de formacdo de silica do tipo MCM-41, JJ5.

O peso final do material recuperado apds tratamento térmico foi de 1 g.
Dopagem das nanoparticulas de silica com Eu**

Apo0s a caracterizacdo das duas silicas, JJ3 e JJ5 por SEM e SAXS, foram realizadas
novas sinteses dessas mesmas silicas, mas com a dopagem de nitrato de Eurdpio (Eu(NO3)s)
em solucdo, durante a sintese.

Foram utilizados 0,731 mL de Eu(NOs); para 5 mL de TEOS e 0,122 mL para 1,39
mL de TEOS, ou seja, 5% (porcentagem atdmica) da quantidade de TEOS.

Apbs a dopagem com o Eu®*" as amostras foram denominadas: JJ12 (JJ3 + Eu®") e
JJ13 (335 + Eu*).

Impregnacéo do ligante nas nanoparticulas dopadas com Eu®*

O protocolo para a impregnacdo da 1,10-fenantrolina (estrutura molecular na Figura
28) na silica JJ12 foi o seguinte: 50 mg de silica mesoporosa JJ12, 50 mg de 1,10-fenantrolina
e 50 mL de agua destilada. A mistura permaneceu em agitacdo por 24 h a temperatura

ambiente. Apos 24 h, a mistura foi centrifugada e o precipitado obtido foi seco em sistema a
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vacuo com passagem de Argonio (passagem de Argdnio até a temperatura chegar a 80°C);
apos passagem de Argbnio pela amostra, a mesma foi mantida por 2 h a temperatura de
120°C.

Figura 28. Estrutura molecular da 1,10 — fenantrolina.

O peso final do material recuperado apds secagem na estufa foi de 38 mg. Apos a
impregnacdo com a 1,10-fenantrolina a amostra foi denominada JJ122.

O mesmo protocolo de sintese utilizado para a impregnacdo de 1,10-fenantrolina na
silica JJ12 foi utilizado para a silica JJ13.

O peso final do material recuperado apos secagem na estufa foi de 43 mg. Apds a

impregnacdo com a 1,10-fenantrolina a amostra foi denominada JJ131.

Recobrimento das nanoparticulas de silica

O protocolo de sintese utilizado para recobrimento das nanoparticulas de silica
mesoporosa dopadas com Eu** e com 1,10-fenantrolina impregnada, foi o seguinte: 30 mg de
nanoparticulas de silica foram suspensas em 80mL de propanol e deixadas sob ultrassom
durante 2h. Apos 2h, a mistura foi retirada do ultrassom, 8,94 mL de hidroxido de amdénio
(NH4OH) (28%), 7,5 mL de &gua destilada e 25 pL de TEOS foram adicionados a mistura e
deixados em agitacdo em banho de 6leo a 40°C durante 2 h.

Apos 2 h, 100 pL de 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTMS) foram adicionados e a
mistura permaneceu em agitacdo por mais 1 h. Apos 1 h, a mistura foi centrifugada a 3500
rpm e lavada com propanol. Em seguida, o precipitado recuperado foi levado a estufa para
secagem por uma noite.

O peso final do material recuperado ap6s secagem na estufa foi de aproximadamente

45 mg.
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Caracterizacao

Os materiais obtidos passaram pelas seguintes técnicas de caracterizagdo: SEM, para
observar a morfologia e tamanho das nanoparticulas; medidas de porosidade, para coletar
informacdes sobre a area superficial e didmetro de poros; SAXS, para analisar o arranjo e
organizagdo de poros; Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM), para observar a
morfologia, tamanho das nanoparticulas e dos poros, e arranjo de poros; espectroscopia de
luminescéncia, para estudar as propriedades de luminescéncia dos materiais.

As imagens de SEM foram obtidas em um microscépio JEOL SEM FEG JSM 6330F e
um microscopio JEOL 6490; as amostras foram depositadas em porta amostra de aluminio
recoberto por carbono e platina.

As medidas de porosidade, obtidas atraves de isotermas de adsorcdo-dessorcdo de
Nitrogénio foram medidas em um porosimetro Micromeritics ASAP2000, e as areas
superficiais foram determinadas pelo método de BET. Os espectros de SAXS foram obtidos
usando um equipamento SEIFERT C3000, difratdmetro com radiacdo Cu Ka.

As imagens de TEM foram obtidas usando um microscépio Philips Model CM20, as
amostras foram dispersas em etanol com o auxilio do ultrassom durante 5 minutos e
depositadas nas grades de microscopia com o auxilio de uma pipeta Pasteur.

A luminescéncia dos materiais foi estudada com um espectrofotdmetro Jobin-Yvon
Modelo Fluorolog FL3-22, equipado com uma fotomultiplicadora R928 Hammamatsu e uma
lampada de excitacdo de Xe de 450 W, foram usados filtros 395 nm e 420 nm, e valor de
incremento 0,5. Os espectros ndo foram corrigidos e as condicGes de abertura da fenda de

excitacdo e emissdo foram diferentes para cada amostra.
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Resultados e Discussao

A Figura 29 apresenta uma imagem de SEM da amostra JJ3; onde estdo particulas
tipicas de silica mesoporosa do tipo MCM-415%2, pela imagem de SEM é possivel perceber
muitas particulas agregadas que em alguns pontos formam grandes aglomerados. Foi possivel
estimar o tamanho de particulas usando o programa ImageJ®®, sendo que foram utilizadas
todas as 3 imagens obtidas e contadas um total de 242 particulas. O tamanho médio estimado
(usando a medida do didmetro Feret) foi de 116 nm com desvio padrdo de 45 nm, os dados
encontram-se no histograma da Figura 30. Nas imagens de SEM-FEG da Figura 31, o que se

vé sdo particulas por vezes aglomeradas com heterogeneidade no formato e no tamanho.

q -~

20kV  X10,000,  1um 4 0000

Figura 29. Microscopia eletrénica de varredura da amostra JJ3.
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Figura 30. Histograma do diametro de particulas pelo nimero de particulas.
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Figura 31. Microscopia eletronica de varredura com FEG da amostra JJ3.

As Figuras 32 e 33 mostram as fotos de SEM e SEM/FEG, respectivamente, da
amostra JJ12. Nas fotos de SEM e SEM/FEG é possivel notar que a sintese com inser¢do do

Eurdpio deixou as particulas mais agregadas, formando mais aglomerados do que quando a
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silica é sintetizada sem o ion lantanideo. O formato e o tamanho das particulas sdo muito

heterogéneos.

-

X20,000  Apm_, 012;1 09 40 SEI

Figura 32. Microscopia eletrénica de varredura da amostra JJ12.

v j Ky 3

TEMSCAN SEI 10.0kv  X25,000 WD 6.0mm 1um TEMSCAN SEI 100kV  X25000 WD 6.0mm 1um

Figura 33. Microscopia eletronica de varredura com FEG da amostra JJ12.

Ja na Figura 34 tem-se fotos de SEM-FEG da amostra JJ122, respectivamente. Nas
imagens nota-se que as particulas de silica estdo muito agregadas e aglomeradas, apds a
impregnacdo com a 1,10-fenantrolina, sendo que o tamanho e a forma das particulas ndo

possui morfologia definida.
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TEMSCAN SEI 50kV  X25000 WD 3.0mm 1um TEMSCAN SEI 50kvV  X100,000 WD3.0mm 100nm

Figura 34. Microscopia eletronica de varredura (SEM-FEG) da amostra JJ122.

A Figura 35 apresenta uma imagem de SEM da amostra JJ5, onde estdo particulas
tipicas de silica mesoporosa do tipo MCM-41%%%2 pela imagem de SEM é possivel perceber
muitas particulas morfologicamente similares, formato circular, diferentemente do que ocorre
com JJ3. Foi possivel estimar o tamanho de particulas usando o programa ImageJ®®, foram
utilizadas todas as 2 imagens obtidas e foram contadas um total de 286 particulas, e o
tamanho médio estimado (usando a medida do didmetro Feret) foi de 137 nm com desvio
padrdo de 33 nm, os dados encontram-se no histograma da Figura 36. Nas imagens de
SEM/FEG, Figura 37, 0 que se vé sdo particulas por vezes aglomeradas, e com pouca

heterogeneidade no formato e no tamanho.
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Figura 35. Microscopia eletrénica de varredura da amostra JJ5.
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Figura 36. Histograma do diametro de particulas pelo numero de particulas.
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Figura 37. Microscopia eletronica de varredura com FEG da amostra JJ5.

A Figura 38 mostra uma imagem de SEM da amostra JJ13. Na imagem de SEM é
possivel notar que a sintese com insercdo do Eurdpio deixou as particulas mais agregadas,
formando grande aglomerado. O formato e o tamanho das particulas sdo heterogéneos. Foi
possivel estimar o tamanho de particulas com as imagens de SEM-FEG, usando o programa
ImageJ®®!, foram utilizadas 8 imagens obtidas e foram contadas um total de 83 particulas, e 0
tamanho médio estimado (usando a medida do diametro Feret) foi de 209 nm com desvio
padrdo de 65 nm, os dados encontram-se no histograma da Figura 39. As imagens de SEM-
FEG da Figura 40 confirmam as imagens de SEM, mostrando particulas mais agregadas,

formando grande aglomerado, com formato e o tamanho heterogéneos.
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Figura 38. Microscopia eletrénica de varredura da amostra JJ13.

3,01

B

B I13

Lorenziana|

2,54

2,01

1,54

1,0+

B

0,5

Numero de particulas (n)

0,0-

>

200 300

D (nm)

Figura 39. Histograma do didmetro de particulas pelo numero de particulas.
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TEMSCAN S 150kv. X100000 WD80mm 100nm TEMSCAN SEI 100KV X50,000 WD8Omm 100nm

Figura 40. Microscopia eletronica de varredura com FEG da amostra JJ13.

A Figura 41 mostra as fotos de SEM-FEG da amostra JJ131, particulas de silica
dopadas com Eu®* e impregnadas com 1,10 - fenantrolina. Nas imagens nota-se que as
particulas de silica estdo aglomeradas.
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Figura 41. Microscopia eletrénica de varredura (SEM-FEG) da amostra JJ131.

A estrutura de como 0s poros se organizam foi estudada por SAXS e as amostras de
silica JJ3, JJ12 e JJ122 foram analisadas e comparadas no grafico da Figura 42 a seguir. A
silica mesoporosa MCM-41 pura, sem ion lantanideo apresenta 3 picos visiveis de
espalhamento d. Pela presenca destes 3 picos visiveis para a amostra JJ3 é possivel calcular as
distancias de correlacdo entre o centro de um poro a outro, apresentados no proprio gréfico, de
acordo com os dados da literatural?*®®! podendo ser definido como material com estrutura de
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poros arranjados hexagonalmente. Quando se analisa o espectro da amostra JJ12, percebe-se
que esta apresenta apenas um pico. A principio, 0 que se nota, portanto, € que apds a inser¢cdo
do ion lantanideo durante a sintese de silica, hd& uma modificacdo do arranjo dos poros da
silica mesoporosa, que ndo pode mais ser definida como um material com arranjo de poros
hexagonal. Semelhante ao espectro da JJ12, tem-se 0 espectro para a JJ122, onde se nota que
ha apenas um pico de difracdo, de menos intensidade que JJ3, e que o valor deste pico menor
que o da JJ12.

I*q (nm’)

-1
q (nm )
Figura 42. Espectros de SAXS das amostras JJ3, JJ12 e JJ122.

A estrutura de como os poros se organizam também foi estudada por SAXS, as
amostras de silica JJ5, JJ13 e JJ131 foram analisadas e apresentadas nos graficos das Figuras
43 e 44, a sequir. A silica mesoporosa MCM-41 pura, sem ion lantanideo apresenta 3 picos
visiveis de espalhamento d. Pela presenca destes 3 picos visiveis para a amostra JJ5 € possivel
calcular as distancias de correlacdo entre o centro de um poro a outro, apresentados no proprio
grafico, de acordo com os dados da literatural®®®®, e pode ser definido como material com
estrutura de poros arranjados hexagonalmente. Quando se analisa o outro espectro, da amostra
JJ13, percebe-se que este também apresenta 3 picos visiveis. A principio, o que se nota é que
apos a insercdo do ion lantanideo durante a sintese de silica a estrutura e o arranjo de poros

parecem inalterados, salvo pequenos desvios que ocorrem com 0s picos, diferente do que
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ocorre com a amostra JJ12. Quanto & amostra de silica JJ131, percebe-se que apresenta apenas
um pico e de menor valor que o da JJ122, e ndo pode ser definida como um material com

arranjo de poros hexagonal, semelhante ao que ocorre na amostra JJ122.
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Figura 43. Espectro de SAXS da amostra JJ5.
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Figura 44. Espectros de SAXS das amostras JJ13 e JJ131.

As imagens de TEM confirmam o carater mesoporoso e o perfil de silica do tipo
MCM-41123%8%4 " das silicas JJ3, JJ5 (Figuras 45 e 46, respectivamente), observados por BET
e SAXS. Assim como, confirma a perda do padrdo hexagonal e a deformacéo das particulas,
observadas SAXS e SEM, da amostra JJ12, mostradas na Figura 47, a dopagem com Eu** ndo
é uniforme e homogénea por toda a particula, ha areas com maior concentracdo do ion do que

outras, em uma mesma particula.

Dissertacéo de Mestrado 75



JORGE, J Interacdo de Complexos Luminescentes com Silica Mesoporosa

Figura 45. Microscopia eletrdnica de transmissao de JJ3.
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Figura 46. Microscopia eletronica de transmissao de JJ5.
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Figura 47. Microscopia eletronica de transmissdo de JJ12.

Para a amostra JJ133-2, Figura 48, ndo é possivel afirmar que o recobrimento foi
obtido com sucesso, é possivel perceber ainda que ha particulas mesoporosas com arranjo
hexagonal sem a presenca do fon Eu*® enquanto outras particulas possuem éreas escuras que

podem ser atribuidas ao ion luminescente.
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Figura 48. Microscopia eletronica de transmissdo de JJ133-2.

Na Figura 49, sdo mostrados os padrdes de isotermas de adsorcdo/dessorcdo de
nitrogénio a 77 K e do diametro medio dos poros, respectivamente, para a amostra JJ3. A
isoterma é do tipo 1V, segundo a classificacdo da IUPACP®®! Nenhuma histerese é
observada na curva de dessorcdo, relacionada a condensacdo capilar, e isto € tipico de
materiais MCM-41581. O valor de é4rea superficial é de 1018 mg™. O didametro médio dos
poros foi estimado em 5,47 nm, como volume total dos poros em 1,397 cm®g™. O padrdo de

isoterma apresentado na figura esta de acordo com o padrao tipico de materiais mesoporosos.
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Figura 49. Isoterma de adsorcdo/dessor¢do (BET) e distribuicdo do didmetro de poros da amostra JJ3.

Na Figura 50, s8o mostrados os padrdes de isotermas de adsorcédo/dessorcédo de
nitrogénio a 77 K e do didmetro médio dos poros, respectivamente, para a amostra JJ12. O
valor de area superficial é de 729,7 m°g™. O diametro médio dos poros foi estimado em 5,21
nm, como volume total dos poros em 0,9505 cm>g™. O padrdo de isoterma apresentado na

figura esta bem de acordo com o padrdo tipico de materiais mesoporosos.
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Figura 50. Isoterma de adsorcéo/dessorcdo (BET) e distribuicdo do didmetro de poros da amostra JJ12.

Na Figura 51, s&o mostrados os padrdes de isotermas de adsorgdo/dessorcédo de

nitrogénio a 77 K e do diametro médio dos poros, respectivamente, para a amostra JJ5. A
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isoterma é do tipo IV, segundo a classificacio da IUPACP®%! Nenhuma histerese é
observada na curva de dessorcdo, relacionada a condensacdo capilar, e isto é tipico de
materiais MCM-41"%.. O valor de &rea superficial é de 901,78 m?g™. O didmetro médio dos
poros foi estimado em 4,3 nm, como volume total dos poros em 0,97 cm®g™. O padrdo de
isoterma apresentado na Figura 8 estd de acordo com o padrdo tipico de materiais

MEeSOoPOrosos.
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Figura 51. Isoterma de adsorcéo/dessorcdo (BET) e distribuicdo do didmetro de poros da amostra JJ5.

Na Figura 52, sdo mostrados os padrdes de isotermas de adsorcdo/dessorcdo de
nitrogénio a 77 K e do didmetro médio dos poros, respectivamente, para a amostra JJ13. O
valor de area superficial é de 749,37 m?g™. O diametro médio dos poros foi estimado em 6,91
nm, como volume total dos poros em 1,2946 cm®g™. O padrdo de isoterma apresentado na

figura esta de acordo com o padréo tipico de materiais mesoporosos.
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Figura 52. Isoterma de adsorcdo/dessor¢do (BET) e distribuicdo do didmetro de poros da amostra JJ13.

Para ilustrar melhor os dados de SEM, SAXS e medidas de porosidade apresentados, a
Tabela 6 foi construida, onde é possivel ver que o efeito da dopagem com Eu®* aumenta o
tamanho de particulas e diminui a area superficial, e influencia o didmetro médio de poros e

volume total de poros.

Tabela 6. Resumo dos principais resultados ap0s caracterizacdo por SEM, SAXS e medidas

de porosidade.

Silica T°C Agitacdo Dimed Arranjo A Died POros  Viotal POros
particulas (m*g™) (nm) (cm®.g™h)
(nm)
JJ3 90 minima 117 hexagonal 1018 55 1,4
JJ12 90 minima - - 730 5,2 0,95
JJ5 80 maxima 137 hexagonal 901 4,3 0,97
JJ13 80 maxima 209 hexagonal 750 7,0 1,3

A Figura 53 apresenta 0s espectros de excitacdo das amostras JJ12 e JJ122. A
excitacdo foi realizada varrendo-se o espectro de 200 a 600 nm, usando filtro de 395 nm. A
banda de excitagdo observada (Aem = 612 Nm) encontra-se centrada em torno de 393 nm para
JJ12, e 328, 5 nm para JJ122P%. No espectro da JJ12, observam-se linhas finas referentes as
transicdes ocorrendo dentro da configuracdo 4f° do Eu**"®!. Observa-se também uma banda
larga com maximo em 290 nm, que pode ser atribuida ao processo de transferéncia de carga
envolvendo orbitais dos atomos de oxigénio ligantes e os orbitais f. No espectro da amostra

JJ122 observa-se uma banda larga de absorcéo da 1,10-fenantrolinal®®.
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Figura 53. Espectros de Excitagdo, Aery = 612 Nm, das amostras JJ12 e JJ122.

Nos espectros de emissdo das amostras JJ12 e JJ122 (Figura 54), é possivel observar
0s picos de transicdo caracteristicos do fon Eu**. O espectro de luminescéncia deste fon é
significativamente influenciado pela rede cristalina utilizada como hospedeira por causa das
transicdes eletronicas envolvendo apenas a redistribuicao de elétrons dentro da subcamada 4f.
O pico de transicdo mais intenso centrado em 612 nm, correspondente a transicdo °Dgy — 'Fo,
possui intensidade consideravelmente superior & do pico centrado em 591 nm, transicdo °Dy
— 'F;. Os picos de transicdo com menor intensidade observados em 578, 653 e 703 nm
correspondem as transicoes *Do — 'Fo, °Do — 'F3 € °Dy — 'Fa, respectivamente®*"!. Para a
silica mesoporosa dopada com o fon Eu®* e posteriormente impregnada com 1,10-

fenantrolina, JJ122, o espectro desta amostra € bem semelhante ao da JJ12.
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Figura 54. Espectros de Emissdo das amostras JJ12 (Aexc = 394 nm) € JJ122 (Aeyxc = 328,5 nm).

A Figura 55 apresenta 0s espectros de excitagdo das amostras JJ13 e JJ134. A
excitacdo foi realizada varrendo-se o espectro de 200 a 550 nm, usando filtro de 420 nm. A
banda de excitagdo observada (Aem = 612 NM) encontra-se centrada em aproximadamente 393
nm para a JJ13 e 331 nm para JJ134P%). Observam-se linhas finas referentes as transicoes
ocorrendo dentro da configuragdo 4f° do Eu®*™®. Para JJ134, observa-se uma banda larga de

absorcdo da 1,10-fenantrolina.
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Figura 55. Espectros de Excitagdo, Aery = 612 Nm, das amostras JJ13 e JJ134.

No espectro de Emissdo (Figura 56) podemos observar os picos de transicéo
caracteristicos do fon Eu®*. O espectro de luminescéncia deste fon é significativamente
influenciado pela rede cristalina utilizada como hospedeira por causa das transicdes
eletrénicas envolvendo apenas a redistribuicdo de elétrons dentro da subcamada 4f. O pico de
transicdo mais intenso centrado em 612 nm, correspondente a transicdo Dy — 'F,, possui
intensidade consideravelmente superior a do pico centrado em 591 nm, transicdo °Dg — 'Fi.
Os picos de transicdo com menor intensidade observados em 578, 653 e 703 nm
correspondem as transicdes Dy — 'Fo, "Dy — 'F3 e Dy — 'F4, respectivamente®®°". O
espectro de emissdo caracteristicos da silica mesoporosa dopada com o fon Eu®" e

posteriormente impregnada com 1,10-fenantrolina, JJ134, é bem semelhante ao da JJ13.
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Figura 56. Espectros de Emissao das amostras JJ13 (Aexc = 395 nm) € JJ143 (Aexec = 3331 nm).
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Conclusoes

As nanoparticulas de silica mantém o padrdo mesoporoso, mesmo apds a dopagem
com o fon Eu®**, mas apenas a amostra JJ5 ndo perde o arranjo hexagonal de poros apés
dopagem com o ion lantanideo. As particulas quando analisadas por TEM aparentam pouca
aglomeracdo, o que ndo pbde ser confirmado apenas pela anélise das imagens de SEM.

A impregnacdo com a 1,10-fenantrolina foi bem sucedida e esta evidenciada pelos
resultados dos espectros de emissdo e de excitacdo, 0S espectros apresentam também
comportamentos diferentes quando a silica est4 apenas dopada com o fon Eu®* e quando esta
dopada com lantanideo e impregnada com 1,10-fenantrolina, onde é possivel perceber que
ocorre absor¢éo do ligante. A manutencdo da luminescéncia do ion quando dopado em silica é
um dado extremamente importante para que venha a se obter um biomarcador.

O recobrimento com uma camada de silicio e APTMS foi bem realizada, o que é
evidenciado pelas imagens de TEM.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho, que esta subdivido em duas partes experimentais, atingiu os objetivos
iniciais, ou seja, contribuir para o desenvolvimento de materiais que sejam promissores para
aplicagdes bioldgicas, como uma alternativa aos biomarcadores atuais.

Foi possivel assim, concluir que quando se modifica a superficie das microparticulas,
deslocamentos nas bandas de excitacdo e emissdo sdo notados, devido a interacdo entre a
superficie da matriz e o complexo luminescente, mas ndo ha perdas das propriedades de
luminescéncia do ion lantanideo, o que é confirmado pelos espectros de excitacdo e emissdo,
0 que reforga sua importancia como uma alternativa promissora aos biomarcadores existentes.

Entre as nanoparticulas, JJ5 apresentou resultados mais interessantes que JJ3, porém
as propriedades luminescentes do ion eurdépio foram mantidas apds a insercdo na silica, nos
duas diferentes sinteses, 0 que mais uma vez, € importante para a utilizagcdo destas particulas

como hiomarcadores.
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