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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, sistemas bimodais tém recebido destaque em
biomedicina devido a versatilidade de aplicacdes, por exemplo,
para obtencdo de imagens por ressonancia magnética (IRM) e por
fluorescéncia. As nanoparticulas de oxido de ferro, especialmente
as de magnetita (Fe;0,), apresentam elevada potencialidade para
essa aplicacdo (Figura 1). A IRM é considerada uma das mais
poderosas técnicas nao invasivas para se obter informacoes
detalhadas sobre estruturas anatémicas e processos funcionais
(Bairagi et al., 2012, Maidment, 2010). Porém, devido a baixa
sensibilidade dessa técnica, muitas vezes se faz necessario a
utilizacao de agentes de contraste (ACs) para se aprimorar o realce
das estruturas de interesse. Nesse contexto, as nanoparticulas de 6
xidos de ferro ja sao utilizadas clinicamente como ACs para se
obter imagens com contraste negativo (Pereira et al., 2015).
Compostos  fluorescentes tais como os nanocristais de
semicondutores, ou pontos quanticos (PQs), sao também
ferramentas importantes para a investigacdo de assinaturas qui
micas em estruturas bioldgicas. A alta sensibilidade da fluorescé
ncia permite a deteccdo de pequenas quantidades de espécies
especificas presentes em sistemas bioldgicos com resolugao celular
e molecular (Cabral Filho et al. 2016). Por outro lado, os PQs
devem apresentar uma estrutura otimizada para que possam ser
aplicados como marcadores bioldgicos, onde (1) o nlcleo da
nanoparticula determina sua emissao, (2) a camada de passivacédo
determina a intensidade da emissao e a fotoestabilidade e, por
fim, (3) a camada organica mais externa determina a sua
estabilidade quimica e o grau de funcionalidade em relacdo a
marcacao do sistema biologico de interesse, além disso a estrutura
dos PQs pode ser ainda mais complexa para aumentar a
especificidade desse marcador como, por exemplo, conjugando a
proteinas e outras biomoléculas (Santos et al., 2008). Dessa forma,
a investigacdo de técnicas de sinteses para a obtencao de sistemas
nanoestruturados com propriedades magnéticas e fluorescentes
podera auxiliar a medicina propiciando um maior e mais completo
conhecimento de processos biologicos.

O presente trabalho teve como objetivo preparar nanoestruturas
fluorescentes-magnéticas, a partir de nanoparticulas de magnetita
em suspensao (ferrofluido, FF) e pontos quanticos (PQs) de telureto
de cadmio estabilizados com acido mercaptosuccinico (CdTe-AMS),
com potencialidades de aplicacdo para aquisicdo de sinais
fluorescentes e magnéticos.
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Figura 1. Principais aplicagdes de nanomateriais magnéticos para terapia e diagnostico
baseada em hipertermia e administracdo controlada de medicamentos. Modificado de
Kumar and Mohammad (2011).

MATERIAIS E METODOS

Materiais: Os reagentes tellrio metalico, borohidreto de sddio,
perclorato de cadmio, acido mercaptosuccinico (AMS), N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), cloreto ferroso (FeCl,.4H,0),
cloreto férrico (FeCl;.6H,0), hidroxido de amonio (NH4OH),
permanganato de potassio (KMnOQ,), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) e anilina foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Todos os outros reagentes utilizados neste trabalho foram de
elevada pureza e disponiveis comercialmente.

Métodos:

Sintese de Quantum dots - A preparacdo dos PQs de telureto de
cadmio estabilizados com o acido mercaptosuccinico (CdTe-AMS)
foi realizada conforme reportado por Cabral Filho et al. 2016.
Posteriormente, as propriedades opticas dos PQs foram avaliadas
por espectroscopia de absorcao eletronica e emissao utilizando
respectivamente o espectrofotometro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu)
e o espectrofluorimetro PerkinElmer LS 55.

Sintese do ferrofluido - O processo de sintese das nanoparticulas
de oOxido de ferro em suspensdo (ferrofluido, FF) foi segundo
Cabrera et al. 2017. Brevemente, as nanoparticulas magnéticas
foram obtidas pelo método de co-precipitacdo alcalina de sais de
ferro (Il) e (lll). Para isto, solucées de FeCl,.4H,0 e FeCl;.6H,0
(2:3) foram mantidas sob agitacao e em seguida, se adicionou o
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agente precipitante (NH4OH) até a mistura atingir pH 11. A solucdo
permaneceu sob agitacdo em um banho ultrassonico a 50 °C por 30
minutos. Lavagens com agua destilada do material obtido foram
realizadas até alcancar pH neutro. Finalmente, o FF sintetizado foi
armazenado a 4 °C para posterior uso. Antes do processo de
funcionalizacao e com o intuito de aprimorar a estabilidade do
sistema magnético, o FF foi tratado com trés agentes
estabilizantes: citrato de sddio (CNa), metasilicato de sodio (MNa)
e acido citrico (ACit). Para isto, em um tubo falcon de 50 mL
contendo uma aliquota do FF foram adicionados 25 mL do agente
estabilizante. Em seguida, a solucao resultante foi colocada sob
agitacao a 50 °C por 2 horas. Para obter uma melhor dispersao do
sistema magnético, a solucado foi colocada em um banho ultrasso
nico por cerca de 2 horas.

Funcionalizac¢do do ferrofluido com polianilina (FF-PANI) - O FF
tratado com o agente estabilizante foi revestido com polianilina
(PANI) com o objetivo de funcionalizar a superficie do nucleo
magnético com grupos amina. O processo de sintese da PANI foi por
oxidacdo  quimica empregando o mondémero  anilina.
Primeiramente, o FF foi tratado com o agente oxidante
permanganato de potassio (0,1 M) e mantido sob agitacdo por um
periodo de 1 hora a 25 °C. Posteriormente, o material magnético
foi lavado (10x) com agua destilada e em seguida adicionou-se
solucao de anilina (0,25 M) preparada em HCl (2 M). O material foi
colocado novamente sob agitacdo por 30 minutos a 4 °C. Por fim,
realizaram-se lavagens com agua destilada e acido cloridrico. O FF
revestido com polianilina (FF-PANI) obtido foi armazenado a 4 °C
para posterior uso.

Preparagdo do sistema bimodal (BNPs) - O FF revestido com
polianilina (FF-PANI) foi utilizado como suporte para a conjugacao
covalente aos PQs de CdTe-AMS. Para propiciar a ligacao covalente
entre o material magnético estabilizado/funcionalizado com grupos
amina e os PQs estabilizados/funcionalizados com grupos carboxi
licos foram utilizados os agentes de acoplamento: EDC/sulfo-NHS.
Assim, os PQs de CdTe-AMS (1 mL) foram ativados com EDC/sulfo-
NHS (4,4 mg mL"/ 5,5 mg mL") sendo o pH ajustado entre 5 - 6
com AMS e logo foram adicionados a suspensdao de FF-PANI. O
sistema permaneceu entdo sob agitacdo por 24 horas a 25 °C. Apds
este periodo, amostra do sobrenanate (Sb) foi coletada com ajuda
de um campo magnético externo (ima de neodimio, NdFeB). Os
sistemas e também o processo de conjugacdo foram avaliados
através de espectroscopia de absorcao eletronica e fluorescéncia
através dos mesmos equipamentos utilizados na caracterizacao dos
PQs. O potencial zeta (Malvern Zetasizer) também foi utilizado
para determinar a carga liquida da superficie dos materiais
nanoparticulados obtidos. Este parametro auxiliou na compreensao
dos processos de dispersao e agregacao das nanoparticulas magné
ticas. Portanto, analises de potencial zeta foram realizadas para
avaliar a estabilidade dos sistemas magnéticos bem como para
verificar os processos de modificacdo na superficie das nanoparti
culas magnéticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A funcionalizacdo adequada da superficie das nanoparticulas e a
escolha do solvente sdo cruciais para as interacoes repulsivas entre
as nanoparticulas, suficientes para prevenir a agregacao e se obter
uma solucdo coloidal termodinamicamente estavel. Segundo Sousa
et al. 2013, o tratamento de nlcleos magnéticos com pequenas
moléculas organicas biocompativeis (aminoacidos, peptideos, acido
citrico e ciclodextrina) permite obter um material com
funcionalidade para a conjugacdo de biomoléculas e biocompati
vel, além de combinar estabilizacao eletrostatica e estérica. Neste
trabalho foram avaliados trés agentes estabilizantes (acido citrico,
citrato de sodio e metasilicato de sodio). Apds o tratamento do FF
com os agentes estabilizantes foi notavel que esse processo
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promoveu a melhoria da estabilidade dos sistemas magnéticos. O
mecanismo de acao do ACit e do seu sal correspondente, o CNa, foi
através de processos de coordenacdo, onde o acido citrico é
coordenado através de um ou dois dos grupamentos carboxilicos,
dependendo da necessidade estérica e da curvatura da superficie.
Provavelmente, o MNa apresentou um comportamento
semelhante. As analises de potencial zeta foram essenciais para
avaliar a estabilidade dos sistemas magnéticos bem como para
avaliar os processos de modificacdo na superficie das nanoparti
culas magnéticas. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos desta
analise para o FF (controle), o FF estabilizado com trés moléculas
orgdnicas, o FF funcionalizado com PANI e o sistema bimodal
obtido (FF estabilizado com acido citrico, funcionalizado com PANI
e conjugado com PQs de CdTe-AMS). O FF apresentou um potencial
zeta negativo (-13,9 mV) devido a presenca de grupamentos
hidroxila (OH’) na superficie deste material. Apés o processo de
tratamento com os agentes estabilizantes foi observada uma
diminuicdo do mddulo do potencial zeta mais acentuada para o a
cido citrico quando comparado com o ferrofluido nu, por isso esse
foi o sistema escolhido para a modificacao com PANI. O
tratamento com PANI propiciou uma mudanca na carga liquida do
material magnético. O potencial zeta positivo (+41,4 mV) do FF-
ACit-PANI é um indicio que o revestimento com PANI foi realizado
com sucesso e consequentemente grupos amina (-NH;) estao
presentes na superficie do material magnético. A conjugacéo
covalente dos PQs ao FF-ACit-PANI foi também evidenciada pela
variacao do potencial zeta no sistema bimodal. A carga liquida da
superficie das nanoparticulas FF-ACit-PANI sofreu alteracao, passou
de carga positiva para carga negativa, devido a presenca de grupos
carboxilicos (COO’) aportados pelos PQs. Desta maneira, foi possi
vel corroborar também que o processo de conjugacdo com os PQs
foi satisfatorio.

A confirmacao da conjugacao covalente dos PQs nas nanoparticulas
de FF-ACit-PANI foi também evidenciada através da espectroscopia
de absorcao. Logo apds o processo de conjugacdo, uma amostra do
sobrenadante (Sb) do sistema bimodal foi coletada com o objetivo
de fazer a caracterizacdo optica e verificar se a conjugacao tinha
ocorrido. Na Figura 2a, é possivel observar para a suspensao de PQs
de CdTe-AMS um maximo de absorcdo aproximadamente em 560
nm. Nesse comprimento de onda os PQs apresentaram um tamanho
proximo dos 3 nm (Dagtepe et al., 2007). O perfil do espectro de
absorcao referente ao sobrenadante (linha azul) permitiu concluir
que o processo de conjugacao foi realizado com sucesso. Baixos
valores de absorbancia (auséncia do maximo de absorbancia em
560 nm) foi encontrado para o sobrenadante do sistema bimodal.
Este resultado indicou que praticamente todos PQs ofertados
ficaram conjugados covalentemente nas nanoparticulas de FF-ACit-
PANI.

Tabela 1. Potencial zeta das amostras magnéticas modificadas.

Média do potencial

Amostra zeta (mV) Desvio Padrao (mV)
FF (controle) -13,9 5,5
FF-CNa -18,0 3,8
FF-MNa -20,8 6,5
FF-ACit 21,1 6,4
FF-ACit-PANI +41,4 3,9
FF-ACit-PANI-CdTe-AMS -13,4 4,9

A Figura 2b apresenta a fluorescéncia normalizada dos PQs de
CdTe-AMS e do sistema bimodal obtido. O CdTe-AMS teve o maximo
de fluorescéncia proximo de 590 nm, porém quando foram
conjugados as nanoparticulas magnéticas de FF-ACit-PANI,
observou-se um deslocamento batocréomico (red shift) do maximo
de emissao de aproximadamente 40 nm. O espectro de emissao do
sistema bimodal apresentou um pico estreito com comprimento de
onda maximo em 630 nm e largura a meia altura de 44 nm.
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Provavelmente, esse deslocamento seja um indicio da modificacao
de superficie. Cabrera et al., 2017 reportaram um sistema bimodal
altamente fluorescente e superparamagnético a partir de
ferrofluido modificado com [¢] agente silano 3-
aminopropriltrietoxisilano (APTES), didmetro médio de 15 nm,
conjugado covalentemente a PQs de CdTe-AMS (3 nm). Os autores
caracterizaram o sistema bimodal obtido como um promissor
agente de contraste para IRM devido a boa relaxividade e
magnetizacdo. Além disso, a magnetita foi encontrada como a fase
predominante do nucleo magnético. Neste presente trabalho com
PANI foram utilizadas as mesmas nanoparticulas de 6xido de ferro
reportadas por Cabrera et al., 2017.
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Figura 2. (a) Espectros de absorcdo dos PQs de CdTe-AMS e do sistema bimodal (FF-ACit-
PANI-CdTe-AMS). A linha preta representa os PQs de CdTe-AMS ofertados e a linha azul o
sobrenadante. (b) Espectros de fluorescéncia normalizados da suspensao de PQs de CdTe-
AMS (linha vermelha pontilhada) e do sistema bimodal (linha vermelha). O comprimento
de onda de excitacdo utilizado foi 365 nm.

Por fim, o sistema bimodal (FF-ACit-PANI-CdTe-AMS) apresentou
uma boa resposta magnética frente a aplicacdo do campo magné
tico externo (NdFeB), bem como uma resposta fluorescente quando
excitados com lampada UV 365 nm. Destaca-se que o sistema
bimodal preservou as propriedades magneto-fluorescentes por um
periodo de um ano.

CONCLUSOES
As estratégias de estabilizacao utilizando os agentes estabilizantes
(ACit, CNa e MNa) assim como a funcionalizacao com polinanilina
mostraram-se efetivas uma vez que foram obtidos sistemas
nanoestruturados estaveis e com boa dispersdo. A etapa da
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conjugacdo dos PQs de CdTe-AMS as nanoparticulas magnéticas
(FF-ACit-PANI) foi realizada com sucesso. O sistema bimodal
apresentou boas propriedades magneto-fluorescentes e mostrou-se
promissor para possiveis aplicacdes biologicas tais como agentes de
contraste para IRM e como sondas para obtencdo de imagens 0
pticas. Além disso, a nova nanossonda podera apresentar potencial
atividade terapéutica gerada pelas propriedades magnéticas do 0
xido de ferro, sendo portanto um novo agente nanoterandstico. Té
cnicas de separacao e biossensores estdo entre as outras possiveis
aplicacoes do sistema bimodal.
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