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Nanoparticulas luminescentes com conversdo ascendente, as quais sdo capazes de
converter radiacdo de excitacdo com energia menor e emitir radiacdo de aproximadamente a
metade ou um terco do comprimento da excitacdo, processo este também conhecido como up-
conversion, sio 6timos conversores de radiacio IV em visivel.' Recentemente, a utilizacdo de
compostos luminescentes tem ganho espaco cada vez maior como marcadores em testes
diagnédsticos do tipo imunoensaio na detec¢do e quantificagdo de antigenos ou anticorpos
utilizados como reagentes especificos.” Os fons de terras raras, em especial, apresentam uma
ampla importancia em sistemas bioldgicos, pois além de sua grande relevincia como
marcadores em imunologia, sdo bastante aplicados na deteccdo de funcdes celulares in vivo para
elucidagdo estrutural e funcio de enzimas e proteinas. > O teste de imunoflurescéncia é um dos
mais utilizados nos diagndsticos de laboratdrio para a pesquisa de anticorpos e cada vez mais
com anticorpos monoclonais para a pesquisa de microrganismos € seus componentes em
espécies clinicas. Baseia-se na capacidade das moléculas de anticorpos se ligarem
covalentemente a fluorocromos sem perder a sua reatividade especifica com o antigeno.’

A imunoflurescéncia pode ser de dois tipos, a imunoflurescéncia direta (IFD) ou
imunoflurescéncia indireta (IFI) ou tipo sanduiche. Na IF direta (IFD) o anticorpo especifico
contra a proteina viral é marcado com marcador luminescente. Incuba-se esse anticorpo com o
material suspeito, lava-se para remover o anticorpo que ndo se ligou, e observa-se em
microscopio de fluorescéncia. Na imunofluorescéncia indireta (IFT) ou tipo sanduiche, incuba-
se inicialmente o material suspeito com o anticorpo especifico contra as proteinas do virus. Esse
anticorpo € chamado de anticorpo primério e geralmente € produzido em camundongos,
coelhos, cabras ou na espécie de interesse. Apds incubagdo de 1 hora, lava-se para remover o
anticorpo que ndo se ligou ao antigeno. Na seqiiéncia, incuba-se o material por 1 hora adicional
com um anticorpo produzido contra o anticorpo primdrio, que € chamado de anticorpo
secunddrio, o qual € entdo conjugado ao marcador fluorescente.

Quando o marcador luminescente estd na forma de particulas de um material
inorganico, no entanto, para o sucesso do ensaio e conjugacdo efetiva entre o marcador e o
reagente especifico deve haver uma funcionalizacdo prévia das particulas. O nano marcador
luminescente deve ent@o possuir um grupo funcional capaz de se ligar aos reagentes especificos,
pois o principio basico constitui na imobilizacdo de um dos reagentes na fase sélida, enquanto
os demais podem ser ligados a uma enzima de interesse (analito). Um sistema de auto-
reconhecimento bastante utilizado para fazer a ligacdo entre marcador-reagente especifico-
analito € o do par avidina — biotina. Avidina € uma glicoproteina que combina-se
especificamente com biotina, uma vitamina. O peso molecular da avidina, a qual forma um
tetramero, € 16.200, e sua seqii€ncia de aminoécidos é conhecida.’

Desta forma, o objetivo deste trabalho é a investigacdo de protocolos de conjugacdo
entre nano marcadores luminescentes recobertos com silica funcionalizada ou ndo e a proteina
Streptavidina, que faz parte do sistema de auto-reconhecimento biotina-avidina utilizado em
imunoensaios.

Como parte inicial do trabalho investigativo, escolheu-se para testes iniciais o
luminéforo Y,0,S:Er’*, Yb** (2%, 1%),"’ preparado previamente pela sulfurizacio de resina
precursora obtida pelo método Pechini, com tamanhos de particulas de 10 e 20 nm. Como teste
inicial de conjugacdo utilizou-se o método da adsorcdo, onde as particulas do luminéforo foram
suspensas em DMSO (dimetilsulf6xido), deixadas sob agitacdo em ultrassom, e depois a
suspensdo adicionou-se solugdo salina tamponada. A suspensao foi centrifugada, e o depositado
reservado. A este depositado adicionou-se solucio de Avidina (no caso, NeutrAvidina), fez-se a
resuspensio, e deixou-se incubando sob agitacdo em frasco fechado. Apds este tempo, separou-
se as particulas conjugadas por centrifugacio, seguida de lavagem com tampdo. Estas particulas
conjugadas foram utilizadas em ensaios bioldgicos para diagnéstico, no entanto, ndo



apresentaram reprodutibilidade nos resultados. Desta forma, comprova-se que a utilizacio de
protocolos de conjugacdo onde o nano marcador ndo apresenta uma superficie que promova
ligagdo efetiva com a Streptavidina compromete o sucesso do ensaio biolégico.

As particulas foram entdo recobertas apenas com silica a partir de tetraetoxisilano
(TEOS) adaptando-se método descrito na literatura para sistemas coloidais de prata ®. Para tal, 4
mg do nano marcador foram suspensas em 20 mL de dgua e centrifugadas para separacdo das
particulas maiores das menores. O sedimentado foi separado do sobrenadante, avaliou-se a
massa do mesmo para a estimativa de quanto ficou em suspensdo. As particulas suspensas,
adicionou-se etanol, ajustou-se pH com hidréxido de amdnio, e gotejou-se solucdo etandlica de
TEOS. O sistema foi deixado em repouso por 24 horas e depois separado e lavado com etanol
por centrifugac@o.

Estas particulas recobertas foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao
(MET), microscépio de transmissd@o Philips CM200, e por espectroscopia de luminescéncia,
excitando-se com laser portatil InColaser, 980-1000 nm, no equipamento espectrofluorimetro
Fluorolog3 ISA/Jobin-Yvon, fotomultiplicadora Hamamatsu R928P, ndo refrigerada, operando
em 950 volts, adequada para a regido de 240 a 820 nm.

Na Figura 1 tem-se as imagens de MET das particulas antes e depois do recobrimento, e
pode-se observar facilmente a presenca de uma camada de silica na superficie de um
aglomerado de particulas, Figura 1b.
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Figura 1" Microscopia eletronica de transmissdo da amostra Y,0,S:Er’*, Yb* (2%, 1%) (a) antes
do recobrimento com silica aminofuncionalizada; (b) apés o recobrimento com silica amino-
funcionalizada.

Na Figura 2, estdo representados os espectros de emissdo destas mesmas amostras antes

e depois do recobrimento.
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Figura 2- Espectros de emissdo obtidos a temperatura ambiente e excitacdo utilizando laser
portétil de 980 nm, 70 mW de poténcia da amostra de Y,0,S:Er’*, Yb™ (2%, 1%) (a) antes do
recobrimento com silica aminofuncionalizada; (b) apds o recobrimento com silica amino-
funcionalizada.




Observa-se pela andlise da Figura 2 que as caracteristicas espectroscOpicas do
nanomarcador ndo sdo alteradas apds o recobrimento com silica. Portanto o material € promissor
para que seja utilizado em futuros testes de conjugacdo com Streptavidina. No entanto, para que
a conjugacdo das particulas recobertas seja potencializada, a silica deve estar
aminofuncionalizada, o que significa que deve-se partir de uma mistura de TEOS e, por
exemplo, APTMS ((3-Aminopropil)-triextoxisilano), para introduzir grupamentos amino na
superficie da particula. Haverd entdo a necessidade de caracterizacdo do material recoberto
quanto ao ndmero de grupamentos amino disponiveis utilizando o método na ninidrina °, e
assim avaliar a eficiéncia de conjugacdo com a molécula biolégica. Apés a investigacdo do quio
efetivo serd a conjugacio da nanoparticula funcionalizada e a molécula bioldgica de interesse
serd possivel elaborar o protocolo do ensaio biolégico na sua totalidade buscando a maior
sensibilidade de detecgdo.
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