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Nanopartículas luminescentes com conversão ascendente, as quais são capazes de 
converter radiação de excitação com energia menor e emitir radiação de aproximadamente a 
metade ou um terço do comprimento da excitação, processo este também conhecido como up-
conversion, são ótimos conversores de radiação IV em visível.1 Recentemente, a utilização de 
compostos luminescentes tem ganho espaço cada vez maior como marcadores em testes 
diagnósticos do tipo imunoensaio na detecção e quantificação de antígenos ou anticorpos 
utilizados como reagentes específicos.2 Os íons de terras raras, em especial, apresentam uma 
ampla importância em sistemas biológicos, pois além de sua grande relevância como 
marcadores em imunologia, são bastante aplicados na detecção de funções celulares in vivo para 
elucidação estrutural e função de enzimas e proteínas. 3 O teste de imunoflurescência é um dos 
mais utilizados nos diagnósticos de laboratório para a pesquisa de anticorpos e cada vez mais 
com anticorpos monoclonais para a pesquisa de microrganismos e seus componentes em 
espécies clínicas. Baseia-se na capacidade das moléculas de anticorpos se ligarem 
covalentemente a fluorocromos sem perder a sua reatividade específica com o antígeno.3 

A imunoflurescência pode ser de dois tipos, a imunoflurescência direta (IFD) ou 
imunoflurescência indireta (IFI) ou tipo sanduíche. Na IF direta (IFD) o anticorpo específico 
contra a proteína viral é marcado com marcador luminescente. Incuba-se esse anticorpo com o 
material suspeito, lava-se para remover o anticorpo que não se ligou, e observa-se em 
microscópio de fluorescência.4 Na imunofluorescência indireta (IFI) ou tipo sanduíche, incuba-
se inicialmente o material suspeito com o anticorpo específico contra as proteínas do vírus. Esse 
anticorpo é chamado de anticorpo primário e geralmente é produzido em camundongos, 
coelhos, cabras ou na espécie de interesse. Após incubação de 1 hora, lava-se para remover o 
anticorpo que não se ligou ao antígeno. Na seqüência, incuba-se o material por 1 hora adicional 
com um anticorpo produzido contra o anticorpo primário, que é chamado de anticorpo 
secundário, o qual é então conjugado ao marcador fluorescente.4  

Quando o marcador luminescente está na forma de partículas de um material 
inorgânico, no entanto, para o sucesso do ensaio e conjugação efetiva entre o marcador e o 
reagente específico deve haver uma funcionalização prévia das partículas. O nano marcador 
luminescente deve então possuir um grupo funcional capaz de se ligar aos reagentes específicos, 
pois o princípio básico constitui na imobilização de um dos reagentes na fase sólida, enquanto 
os demais podem ser ligados a uma enzima de interesse (analito). Um sistema de auto-
reconhecimento bastante utilizado para fazer a ligação entre marcador-reagente específico-
analito é o do par avidina – biotina. Avidina é uma glicoproteína que combina-se 
especificamente com biotina, uma vitamina. O peso molecular da avidina, a qual forma um 
tetrâmero, é 16.200, e sua seqüência de aminoácidos é conhecida.5 

Desta forma, o objetivo deste trabalho é a investigação de protocolos de conjugação 
entre nano marcadores luminescentes recobertos com sílica funcionalizada ou não e a proteína 
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 
luminóforo Y2O2S:Er3+, Yb3+ (2%, 1%),6,7 preparado previamente pela sulfurização de resina 
precursora obtida pelo método Pechini, com tamanhos de partículas de 10 e 20 nm. Como teste 
inicial de conjugação utilizou-se o método da adsorção, onde as partículas do luminóforo foram 
suspensas em DMSO (dimetilsulfóxido), deixadas sob agitação em ultrassom, e depois à 
suspensão adicionou-se solução salina tamponada. A suspensão foi centrifugada, e o depositado 
reservado. À este depositado adicionou-se solução de Avidina (no caso, NeutrAvidina), fez-se a 
resuspensão, e deixou-se incubando sob agitação em frasco fechado. Após este tempo, separou-
se as partículas conjugadas por centrifugação, seguida de lavagem com tampão. Estas partículas 
conjugadas foram utilizadas em ensaios biológicos para diagnóstico, no entanto, não 



apresentaram reprodutibilidade nos resultados. Desta forma, comprova-se que a utilização de 
protocolos de conjugação onde o nano marcador não apresenta uma superfície que promova 
ligação efetiva com a Streptavidina compromete o sucesso do ensaio biológico.  

As partículas foram então recobertas apenas com sílica a partir de tetraetoxisilano 
(TEOS) adaptando-se método descrito na literatura para sistemas coloidais de prata 8. Para tal, 4 
mg do nano marcador foram suspensas em 20 mL de água e centrifugadas para separação das 
partículas maiores das menores. O sedimentado foi separado do sobrenadante, avaliou-se a 
massa do mesmo para a estimativa de quanto ficou em suspensão. Às partículas suspensas, 
adicionou-se etanol, ajustou-se pH com hidróxido de amônio, e gotejou-se solução etanólica de 
TEOS. O sistema foi deixado em repouso por 24 horas e depois separado e lavado com etanol 
por centrifugação.  

Estas partículas recobertas foram analisadas por microscopia eletrônica de transmissão 
(MET), microscópio de transmissão Philips CM200, e por espectroscopia de luminescência, 
excitando-se com laser portátil InColaser, 980-1000 nm, no equipamento espectrofluorímetro 
Fluorolog3 ISA/Jobin-Yvon, fotomultiplicadora Hamamatsu R928P, não refrigerada, operando 
em 950 volts, adequada para a região de 240 a 820 nm.  

Na Figura 1 tem-se as imagens de MET das partículas antes e depois do recobrimento, e 
pode-se observar facilmente a presença de uma camada de sílica na superfície de um 
aglomerado de partículas, Figura 1b. 

 

(a)  (b) 
Figura 1- Microscopia eletrônica de transmissão da amostra Y2O2S:Er3+, Yb3+ (2%, 1%) (a) antes 
do recobrimento com sílica aminofuncionalizada; (b) após o recobrimento com sílica amino-
funcionalizada. 

  
Na Figura 2, estão representados os espectros de emissão destas mesmas amostras antes 

e depois do recobrimento. 
 

 
Figura 2- Espectros de emissão obtidos a temperatura ambiente e excitação utilizando laser 
portátil de 980 nm, 70 mW de potência da amostra de Y2O2S:Er3+, Yb3+ (2%, 1%) (a) antes do  
recobrimento com sílica aminofuncionalizada; (b) após o recobrimento com sílica amino-
funcionalizada. 
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Observa-se pela análise da Figura 2 que as características espectroscópicas do 
nanomarcador não são alteradas após o recobrimento com sílica. Portanto o material é promissor 
para que seja utilizado em futuros testes de conjugação com Streptavidina. No entanto, para que 
a conjugação das partículas recobertas seja potencializada, a sílica 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 
superfície da partícula. Haverá então a necessidade de caracterização do material recoberto 
quanto ao número de grupamentos amino disponíveis utilizando o método na ninidrina 9, e 
assim avaliar a eficiência de conjugação com a molécula biológica. Após a investigação do quão 
efetivo será a conjugação da nanopartícula funcionalizada e a molécula biológica de interesse 
será possível elaborar o protocolo do ensaio biológico na sua totalidade buscando a maior 
sensibilidade de detecção. 
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