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Shakespeare



Agradecimentos

Aos Profs. Gilberto F. de Sa e Severino Alves Jr, pelos quais tenho carinho de pai e de

irmao, pela orientagdo, apoio, amizade e confianca.

A minha familia, em especial minha mae, que se alegrou com minha felicidade e me

consolou nos momentos ruins, por toda minha vida.

A Wilson Paulo, pelo apoio amplo e irrestrito em todos os momentos.

Ao corpo docente, discente e aos funciondrios do Departamento de Quimica

Fundamental, por tantos ensinamentos cientificos e exemplos de vida.

Aos alunos e técnicos que fazem e que fizeram parte do grupo BSTR, por tantos anos
de convivéncia e amizade, em especial a Giovannia Aratjo de L. Pereira, Bruno
Parente, Cristiane Kelly de Oliveira e Elisabete Menezes, que estiveram envolvidos

mais diretamente no desenvolvimento de minha tese.

Aos funciondrios da Central Analitica, sobretudo a Ricardo Oliveira e Eliete, pelas

analises e auxilio nas interpretagdes das mesmas.

Aos Profs. Leila M. Beltramini e Antonio José, e a Dra. Patricia Targon Campana, do
Grupo de Biofisica Molecular e Espectroscopia do Instituto de Fisica de Sao
Carlos/USP pela orientagdo e colaboragdo no desenvolvimento nas medidas de

dicroismo circular, fluorescéncia de proteinas e EPR.

Ao Dr. Eduardo Isidoro Carneiro Beltrdo, do LIKA / UFPE pela orientagdo no

desenvolvimento das conjugacdes e testes de histoquimica com lectinas.

Ao Prof. caro e todo o grupo do Laboratério de Bioinorganica — UFC, pelo uso das

instalagdes e equipamento HPLC de seu laboratorio.

v



A Profa. Judith Feitosa ¢ ao Prof. Luiz Gonzaga — UFC pela acolhida durante minha

estadia no Ceara, em suas residéncias.

Aos grupos de Quimica Teorica e Arquitetura Molecular, em especial ao Gerd Bruno,
Rodrigo Queiroz, Gustavo Henrique e Hélcio Batista, pelos trabalhos desenvolvidos

em colaboracao.

Aos Drs. G. Mathis e Herveé Bazin da Cis Bio International-Franca, pela doagdo de

reagentes e colunas analiticas do equipamento HPLC.

Ao Prof. Marcos Nogueira Eberlin e sua equipe, do Laboratério Thomson de
Espectrometria de Massas - Universidade Estadual de Campinas, pela analise de

espectrometria de massas realizada em seu laboratoério.

Aos meus muitos e queridos amigos e colegas que contribuiram pouco ou muito, mas

sempre contribuiram, para o enriquecimento de minha vida.



RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese, a caracterizacdo e o estudo das propriedades
fotofisicas dos criptatos de lantanideo [an(bipy)zpy(CozEt)z]3+ e
[an(bipy)zpy(CONHCHzCHzNHg)z]3+ com Ln = Eu’", Tb’" ¢ Gd**, os quais atuam como
eficientes dispositivos moleculares conversores de luz em solug¢do aquosa.

As andlises espectroscopicas de emissdo e medidas de tempos de vida a 298K e
77K desses criptatos ajudaram a elucidar a posi¢do e a natureza dos niveis de energia dos
ligantes e niveis emissores dos ions lantanideos. Uma maior eficiéncia na transferéncia de
energia foi observada entre os niveis triplete do ligante e o nivel emissor do criptato de
Térbio (T—"D4), com aumento nos valores de rendimento quantico de emissdo em solugio
aquosa. Para o criptato Tbc(bipy).py(CO,Et),”" obteve-se 25% de rendimento quantico
enquanto o andlogo de Eur6pio produziu 14%.

Os criptatos [an(bipy)zpy(CONHCHzCHzNHz)z]3+ com os lantanideos Ln = Eu®"
e Tb’" foram conjugados a lectina Con A e espectroscopicamente caracterizados. Através
da técnica de dicroismo circular pode-se observar a manutencdo da estrutura secundaria da
Con A. As medidas de fluorescéncia e fosforescéncia deste complexo com a proteina
forneceram indicios da integridade de sua estrutura terciaria e foram empregadas também
para avaliar o grau de conjugacao do criptato.

O conjugado Con A-criptato foi empregado em teste histoquimico, onde o criptato
atuou como marcador luminescente no reconhecimento de um tumor de mama.

O criptato [Tbc(bipy)apy(CO,Et),]*" foi conjugado a microcistina-LR (uma toxina
produzida por algas azuis) para o desenvolvimento de um novo método de detec¢ao delas

em amostras de agua.
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ABSTRACT

The present work describes the synthesis, characterization and photophysical
properties of  the Ilanthanide  cryptates [Lnc(bipy)opy(COEt),]*"  and
[Lnc(bipy).py(CONHCH,CH,NH,),]** with Ln’" = Eu’", Tb®" and Gd**, which are
efficient light conversor molecular devices in aqueous solution.

Emission spectroscopic analysis and lifetime measurements at 298K and 77K of
such cryptates provided information about the position and characteristics of the ligand
energy levels and lanthanide ions emission levels. A more efficient energy transfer was
observed between the ligand triplet and emission level for the Terbium systems (T—>"Ds),
with improvement on the cryptates emission quantum yield in aqueous solution. In the
cryptate Tb(bipy)2py(CO2Et),”" 25% of quantum yield was found while the Europium
analogue gave 14%.

The cryptates [Lnc(bipy).py(CONHCH,CH,NH,),]* ‘with the lanthanides Eu’" and
Tb*>" were conjugated to Con A lectin and spectroscopically characterized. With the help of
circular dichroism technique was elucidated that the secondary structure of Con A was
maintained. Fluorescence and phosphorescence measurements of such protein complexes
provided indications of its tertiary structure integrity and were also used for evaluating the
degree of the cryptate conjugation.

The Con A-cryptate system was applied in histochemical assays, where the cryptate
worked as a luminescence marker for the detection of a breast tumor.

The cryptate [Tbc(bipy)py(CO,Et),]’" was conjugated to the LR-microcystin (a
toxin produced by blue seaweed) for the development of a new LR-microcystin detection

method in water samples.
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Figura AL l: Acompanhamento da reacdo de bromagdo do 2,6-dimetil-3,5-
dicarboxilato de etil piridina (capitulo 2, sess@o 2.2, reagdo 1), apds 10 minutos

de refluxo. Percentagem de area sobre o pico de interesse=9%.

Figura AL.2: Acompanhamento da reagdo apo6s 1 hora de refluxo. Percentagem
de area sobre o pico de interesse=14%.

Figura AIL.3: Acompanhamento da reacdo apds 2 horas de refluxo. Percentagem
de area sobre o pico de interesse=10%.

Figura Al4: Acompanhamento da reacdo 1, apos 3 horas de refluxo.
Percentagem de area sobre o pico de interesse=10%.

Figura ALS5: Cromatograma do diésterdibromometilpy (1), em coluna analitica.

Figura Al.6: Cromatograma do 2,2"-dimetilbipiridina (3), em coluna analitica.
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Figura AL7: Cromatograma do 2,2’-dibromometilbipiridina (4), em coluna

analitica.

Figura AL8: Cromatograma do acompanhamento da sintese do ditosil-bipy.bipy

(5). A seta destaca o sinal do produto.

Figura AI.9: Cromatograma do bipy.bipy (6), em coluna analitica.

Figura AI.10: Cromatograma do criptato [Lic(bipy),py(CO2Et):]" (7).

Figura AI11: Cromatograma do criptato [Lic(bipy),pyNO(COzEt),]" (8).

Figura AI.12: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato

[Euc(bipy)2py(CO2E),]>" (9).

Figura AIL.13: Cromatograma de acompanhamento
[Tb(bipy)2py(CO,Et),]*" (10).

Figura Al.14: Cromatograma de acompanhamento
[Gd=(bipy)2py(COEL),]>" (11).

Figura AI.15: Cromatograma de acompanhamento
[Euc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,),]*" (12).

Figura AI.16: Cromatograma de acompanhamento
[Tb(bipy)2py(CONHCH,CH,NH,),]** (13).

da

da

da

da

sintese

sintese

sintese

sintese

do

do

do

do

criptato

criptato

criptato

criptato

Figura Al.17: Espectro vibracional do ligante 1, na regido do infravermelho.

Figura AI.18: Espectro vibracional do ligante 6, na regido do infravermelho.

Figura AI.19: Espectro vibracional do criptato 9, na regido do infravermelho.

Figura Al.20: Espectro vibracional do criptato 12, na regido do infravermelho.

Figura AL.21: Espectro de RMN-'H do 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de

etil piridina.

Figura AL.22: Espectro de RMN-'H do 6,6’-dibromo-2,2’-bipiridina.

Figura AI.23: Espectro de RMN-'H do bipy-bipy.

Figura Al.24: Espectro de RMN-'H do [Lic(bipy)2py(CO2Et),]" (7).
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APRESENTACAO

A quimica de coordenagdo de ligantes macrociclicos vem tornando-se uma area de
pesquisa fascinante para os quimicos inorganicos de todo o mundo. O interesse continuo
no design de novos ligantes advém do seu amplo potencial de aplicacao [1, 2],
particularmente do encapsulamento de ions lantanideos em estruturas supramoleculares,
originando compostos que atuam como excelentes dispositivos moleculares conversores de
luz (DMCLs), os quais absorvem radiacdo na regido do ultravioleta e emitem na regido do
visivel [3, 4]. Estes DMCLs sao testados e utilizados freqiientemente em aplicacdes
médicas e clinicas como radioimunoterapia [5-7], tomografia de emissdo de pdsitron [8, 9],
agente de aumento de contraste em imagem de ressonancia [10-13], e marcadores
luminescentes em fluoroimunoensaios [14-17].

Dentre os compostos macrociclicos mais estudados pode-se destacar os criptatos de
lantanideos, devido as suas habilidades de coordenacdo com antigenos ou anticorpos
estarem bem estabelecidas [14-17]. Visando estudar a quimica supramolecular de uma
forma interdisciplinar, este trabalho tem como objetivo geral a sintese, a caracterizagdo e a
aplicacdo de novos criptatos de lantanideos em ensaios fluoroimunolégicos, onde eles
atuardo como marcadores luminescentes de sondas biologicas.

As lectinas [18a] sdo proteinas capazes de atuar como sondas, por apresentarem
diferentes capacidades de reconhecimento a carboidratos livres ou conjugados juntamente
com a potencialidade de serem conjugadas a marcadores quimicos. Como podem localizar
seqliéncias de agucares a niveis morfologicos [18], sdo empregadas no monitoramento de
mudangas que ocorrem na superficie das células em processos de desenvolvimento, em
processos patologicos ou de diferenciacdo. Sendo assim, a conjugacdo dos criptatos de
lantanideos a lectina Con A surge como uma possibilidade muito viavel de
desenvolvimento de um novo marcador luminescente para testes histoquimicos.

Ainda visando aplicacdes biotecnoldgicas e diante da importancia das analises
quimicas que atestam a qualidade da agua, empregou-se os criptatos sintetizados também
no planejamento de outro método de analise. As cianobactérias, ou algas azuis, produzem
uma variedade de metabolitos que sdo capazes de exercer agdes toxicas em seres humanos
e animais. Dentre estas substancias pode-se destacar as microcistinas [19], cuja presenca na

agua utilizada para hemodialise, causou acidente grave e fatal em Caruaru, com a morte de
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76 pacientes. Esse acontecimento poderia ter sido evitado com um tratamento e
monitoramento adequado da agua.

Esta tese consiste em cinco capitulos, onde descrevemos a sintese e estudos
espectroscopicos dos novos cripatatos de lantanideos, bem como a sua utilizagdo como
marcadores luminescentes para sistemas biologicos. A divisdo dos capitulos encontra

relacionada abaixo:

Capitulo 1: Fundamentagdo teorica relativa aos principais conceitos abordados e
informagdes imprescindiveis para a compreensao do assunto desenvolvido nesta tese.
Capitulo 2: Este capitulo encontra-se dividido em duas partes. Na primeira, encontra-se a
descri¢ao da metodologia e procedimentos experimentais desenvolvidos para a sintese dos
criptatos de lantanideos, bem como sua caracterizagdo. A segunda parte descreve os
procedimentos experimentais desenvolvidos para a conjugagdo desses criptatos a lectina
Con A, e a metodologia de caracterizagdao adotada para esses conjugados.

Capitulo 3: Também dividido em duas partes, relaciona os resultados da caracterizagdo
fotofisica dos produtos sintetizados: as propriedades dos criptatos sdo descritas na primeira
parte e as propriedades dos conjugados, na segunda.

Capitulo 4: Discussao dos projetos interdisciplinares iniciados, relatando os resultados
preliminares do emprego do conjugado Con A-Criptato de lantanideo em teste
histoquimico de marcacdo de tumor de mama, bem como os resultados iniciais da
conjugacgdo de nossos marcadores luminescentes a toxina microcistina-LR.

Capitulo 5: Conclusdes e perspectivas.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos principais: sintetizar e caracterizar, a partir de

ligantes aromaticos, novos criptatos de lantanideos que atuem como antenas eficientes para

o ion metalico, produzindo DMCLs com elevado rendimento quantico de emissao visando

especificamente:

X/
L X4

X/
L X4

Introduzir na estrutura do criptato, grupos funcionais que permitam seu emprego como
marcadores luminescentes no desenvolvimento de novos marcadores imunologicos e

histoquimicos;

Determinar as propriedades espectroscopicas destes criptatos de Eu'", Tb’" e Gd**

funcionalizados, bem como calcular seus rendimentos quanticos de emissao.

Conjugar e caracterizar estes criptatos sintetizados a Con A, uma proteina de origem
ndo imunoldgica, empregada em testes histoquimicos de reconhecimento de tecidos

transformados.

Empregar o conjugado Con A-criptato em testes histoquimicos, para o
desenvolvimento de um método quantitativo de detec¢do de, por exemplo, tumor de

mama.
Desenvolver um novo método de deteccdo de microcistina-LR (toxina hepatotdxica)

em amostras de agua utilizando os novos criptatos sintetizados como marcadores

luminescentes.
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Tese de doutorado 1. Fundamentacdo tedrica

FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo faremos uma apresentagdo dos principais conceitos a serem
abordados ao longo deste trabalho, com o objetivo de basear o leitor com informagdes uteis

para a compreensao do assunto desenvolvido nesta tese.

1-fons Lantanideos

Os lantanideos constituem a série de elementos (La a Lu) que apresentam o
preenchimento gradual dos orbitais 4f" ([Xe] 4" 5d'6s%). O preenchimento da camada 4f
resulta numa contragdo progressiva dos raios i0nicos, mais expressiva que as observadas
para a maioria dos elementos da Tabela Periddica, denominada contragdo lantanidica. A
existéncia de camadas mais externas cheias (5s e 5p), na configuragdo eletronica destes
ions propicia uma prote¢do dos elétrons da camada interna 4f e consequentemente, os ions
lantanideos complexados apresentam um comportamento semelhante ao ion livre na
maioria dos casos [1]. Por isso, diferentemente dos orbitais d dos ions de metais de
transi¢ao, os orbitais f dos ions de terras raras contribuem fracamente para a formagao de
ligagdes com moléculas ligantes.

Devido a natureza essencialmente eletrostatica da ligacdo, a quimica de
coordenacdo dos ions lantanideos trivalentes apresenta auséncia de direcionalidade nas
interacoes metal-ligante, fazendo com que os seus numeros de coordenagdo e a geometria
de seus complexos sejam determinados principalmente: pelo tamanho do ion central; pelas
caracteristicas dos ligantes (propriedades conformacionais, nimero, tamanho e natureza
dos grupos doadores); pela interagdo entre grupos doadores; pela competi¢do entre grupos

doadores ¢ moléculas de solvente [1].

1.1-Propriedades fotofisicas dos lantanideos

A luminescéncia ¢ conhecida como o fendmeno de emissdo de radiacao
eletromagnética na regido do visivel, por algumas espécies tradicionalmente conhecidas
como fosforos. A luminescéncia pode ser induzida de varias maneiras: a fotoluminescéncia

¢ obtida a partir de absor¢do de radiacdo eletromagnética (freqlientemente UV);
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catodoluminescéncia, a partir de um feixe de elétrons; eletroluminescéncia, a partir de uma
voltagem elétrica; luminescéncia de raios-X, a partir de raios-X; quimioluminescéncia, a
partir da energia de uma reac¢do quimica, etc [2].

Ao interagirem com a radiagio eletromagnética, os ions lantanideos (Ln’") sdo
excitados, via bandas de transferéncia de carga ou bandas 4f"— 4f"'5d' com decaimentos
nao radiativos aos termos excitados da configuracao 4f”, diretamente pelos niveis 4f ou
através de transferéncia de energia por um ligante organico (sessao 1.2.2).

As transi¢des mais interessantes, resultando na emissao de luz no visivel (em
bandas relativamente finas quando comparadas as bandas dos metais de transi¢do d), sdo
aquelas intra 4f (4f—4f). Nao se tratando de um ion livre (para o qual tais transi¢des sdao
formalmente proibidas pela regra de Laporte), em um dado meio ndo centrossimétrico, as
transi¢des (4f—4f) induzidas por dipolo elétrico passam a ser permitidas devido a mistura
dos estados de diferentes paridades. Também a regra de sele¢do de spin ¢ relaxada quando
se considera o acoplamento spin-Orbita e portanto, as transi¢cdes sdo observadas. Varios sao
0s mecanismos propostos para explicar estas transi¢des em diferentes ambientes quimicos
[3].

A magnitude das perturba¢des que atuam nas configuragdes 4f" para quebrar a
degenerescéncia do Hamiltoniano de campo central segue a ordem:

repulsdo inter-eletronica > acoplamento spin-drbita >> campo-ligante.

O campo ligante nos lantanideos atua removendo a degenerescéncia contida nos
valores individuais do numero quantico J. Este desdobramento adicional pode ser da
mesma ordem de grandeza ou maior que a energia térmica (kT), ou seja, 10> cm™.

A extensdo da remocao da degenerescéncia depende da forca e simetria do campo
cristalino. Portanto, a andlise do nimero de bandas para cada transi¢do permite inferir a

simetria pontual do composto.

1.2-De Molecular a Supramolecular

1.2.1-Compostos de Coordenacao

Na teoria de coordenacdo desenvolvida em 1893, Alfred Werner postulou que o

ion metalico se encontra rodeado por varios ligantes e que as propriedades fisicas e
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quimicas do composto resultante sdo determinadas pela natureza da ligagao quimica entre
eles e pela geometria dos ligantes ao redor do ion [1, 4]. Este conceito ¢ valido tanto para
ions solvatados como para compostos no estado solido e pode ser expandido para
descrever compostos polinucleares, “gaiolas” contendo ligagdo metal-metal e moléculas
nas quais o atomo metalico (neutro ou carregado) ¢ ligado ao ligante via metal-carbono
(quimica dos organometalicos).

Muitos avangos aconteceram na area de quimica de coordenacdo de lantanideos
até o momento. Vérios tipos de compostos de coordenacdo foram obtidos com diversos
tipos de ligantes como por exemplo (i) organicos que utilizam o nitrogénio como atomo
ligante; e (i1) organicos que utilizam o oxigénio e o nitrogénio como atomos ligantes.

Pode-se citar varios processos que envolvem espécies inorgdnicas, em
temperaturas ndo muito elevadas, onde tais compostos estdo presentes. Entre outros:

a) A hemoglobina que tem o ferro (II) como ion central, e que € responsavel pelo
transporte de oxigénio no organismo;

b) A clorofila, onde o magnésio ¢ o ion central, ¢ vital para o processo de
fotossintese nos vegetais;

C) A producdo de polietileno, que seria invidavel em larga escala se ndo fosse o
desenvolvimento dos catalisadores de Ziegler-Natta, que promovem a polimerizagdo do
etileno a baixas temperatura e pressdo por mecanismos de coordenacao [5];

d) Os criptatos de lantanideos, os quais s3o bons marcadores para sistemas
bioldgicos, onde sdo usados particularmente em investigagdes clinicas de espécies em
baixissimas concentragoes [6].

Portanto, devido a vasta presenca dos compostos de coordenacdo, uma grande
parte dos trabalhos realizados sobre quimica inorgénica se relacionam a eles, que recebem
também a denominagdo de aductos ou complexos. Dependendo da natureza quimica das
espécies coordenadas (neutras ou i0nicas), suas propriedades fisicas, como a estabilidade
em solu¢do, variam bastante. Na forma pura, alguns sdo estdveis apenas a baixas
temperaturas, enquanto outros mantém suas caracteristicas mesmo a altas temperaturas
podendo até serem volatilizados como complexos de lantanideos com [-dicetonas e

ligantes heterobiaris [7].
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1.2.2-Complexos de fons Lantanideos

O interesse pela sintese de complexos formados a partir da coordenacdo de
moléculas organicas a ions lantanideos, ou do encapsulamento deste numa estrutura
supramolecular, vem aumentando consideravelmente pelo fato de que estes compostos
podem atuar como excelentes dispositivos moleculares conversores de luz (DMCLs),
absorvendo radiacdo no ultravioleta e emitindo no visivel [1d, 8]. Além de que suas
propriedades fotoluminescentes apresentam ampla aplicabilidade como marcadores
luminescentes [9], mini-laser [10], fosforos para lampadas e dispositivos
eletroluminescentes [11].

O processo de conversdo de luz ultravioleta em visivel, o qual foi denominado
“efeito antena” (Figura 1.1) ocorre via uma seqiiéncia de absorc¢do (A), transferéncia de
energia intramolecular (TE) e emissdao (E), envolvendo componentes absorvedores
(ligantes) e emissores (ion lantanideo) distintos. Deste modo torna-se possivel obter
conversao de luz com alta eficiéncia das transi¢cdes f-f dos ions lantanideos ¢ a baixa

eficiéncia quantica de emissao dos ligantes.

Ligante Cation

— - metalico
Si— TE

A”“%‘T]

/

El
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< EDU9059I0N
| <
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Figura 1.1: Esquema exemplificando um processo de absor¢do (A), transferéncia de energia (TE) e
emissdo de luminescéncia (E) que ocorre apés a excitagdo de um quelato de eurdpio [12].

Numa primeira etapa deste processo, a energia de excitacdo ¢ absorvida fortemente
pela parte organica do complexo. Esta absor¢do de luz corresponde a uma transi¢ao do

estado fundamental Sy para estados excitados do ligante, como por exemplo o estado S;.
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Na etapa seguinte ocorre a transferéncia de energia intramolecular de um estado
excitado do ligante, aos niveis energeticamente excitados do ion metalico complexado. A
eficacia desta transferéncia depende da posicdo entre o nivel excitado do ligante e os
niveis energeticamente excitados do ion, resultado de interagdes fortes entre o metal e os
grupamentos cromoforicos do ligante [12].

A emissdo de radiagdo pelo ion metalico corresponde a desativagao do seu nivel
excitado (por exemplo, Dy e °D4 para os ions Eu’" e Tb*', respectivamente). Esta
desativagdo radiativa efetua-se segundo as transi¢des Dy —>7Fj (Eu’) e 5D4—)7Fj (T
(j=0 a 6). A emissdo é composta de raias finas, situadas para o ion Eu’" na regido do

vermelho (entre 580-720 nm) e para o ion Tb*"na regido do verde (480-640 nm).
1.2.3-Complexos Supramoleculares

Por muitos anos, os quimicos tentaram entender a natureza a nivel puramente
molecular, envolvendo sinteses e investigacdes de propriedades fisico-quimicas,
considerando apenas estruturas e ligacdes covalentes fortes [13].

A observacdo de fenomenos biologicos de importancia para os seres vivos, mostra
que a maioria dos processos nao envolvem quebra ou formacao de ligagdo. As estruturas
biologicas sdo constituidas a partir de agregados, mantidos por interagdes fracas nao
covalentes. Estas observagdes levaram a uma mudanga de direcdao nos estudos da quimica
das moléculas. O inicio desta mudanca ocorreu em 1894, quando Emil Fischer introduziu
o principio “chave e fechadura” para descrever a interacdo de uma enzima com seu
substrato [13]. Dentro deste mecanismo estdo os dois principios fundamentais da quimica
supramolecular: reconhecimento molecular e funcdo supramolecular. Para haver
reconhecimento molecular, ¢ necessario que o tamanho, a forma e a posi¢do sejam
compativeis entre as espécies interagentes.

O desenvolvimento da quimica supramolecular foi auxiliado, portanto, pela
observagdao de compostos estaveis que nao envolvem apenas ligacdes covalentes. A
quimica supramolecular tem sido definida como “quimica além da molécula” e envolve
investigagdes de novos sistemas moleculares nos quais a caracteristica mais importante ¢
que os componentes estdo interagindo por forgas intermoleculares, ndo por ligagdes
covalentes (Figura 1.2). Os quimicos que trabalham nesta drea podem ser vistos como

arquitetos combinando moléculas em blocos, formando supramoléculas. A expressdao
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“quimica supramolecular” foi cunhada por Jean-Marie Lehn, em 1969, em seu estudo de
compostos de coordenagdo, de inclusdo e criptatos. A concessdo do Prémio Nobel de
Quimica em 1987 a Charles Perderson, Donald Cram e Jean-Marie Lehn, significou o

reconhecimento formal do assunto no cenario quimico [13, 14].

QUIMICA

/\

MOLECULAR SUPRAMOLECULAR
(Ligagdes covalentes) (Ligacdes niio covalentes)

Auto-organizacio

Receptor Reconhecimento
A, v E
Q Sintese > S tecul Disoositi
—_— upramolecula Transformacio ISpPositivos
Lig.covalent ¢

- g.covalentes supramoleculares
Substrato A Translocagio
Componentes
funcionais
v

X covalente Nao-covalente

+ —_— . <«

] O

Ligante (hospedeiro) fon (hospede)

(Supramolécula)

Figura 1.2: Formagdo de um composto supramolecular a partir de um composto molecular que interage com
espécies catidnicas através de ligagdes ndo-covalentes.
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As estruturas supramoleculares sao o resultado nao somente de interagdes aditivas,
mas também de interagdes cooperativas [13, 14], e suas propriedades sdo, em geral,
conseqliéncias do carater supramolecular. Estas propriedades sdo importantes tanto na
ciéncia dos materiais (sensores Opticos nao-lineares) como na biologia (desenho de
drogas, dobramento de proteinas). A figura anterior resume a quimica das
supramoléculas, desde o aspecto molecular até a composicao da idéia de dispositivos
como maquinas moleculares e supramoleculares.

A quimica supramolecular pode conter estruturas bem definidas, formadas por
“oligomoléculas” discretas resultante de associacdo intermolecular de poucos
componentes, ou seja, um receptor € um substrato, seguindo o principio do
reconhecimento molecular, ou possuir entidades “polimoleculares” resultantes da
associacdo espontanea de um numero “indefinido” de uma fase especifica que ¢
organizada a nivel microscopico, resultando em estruturas com caracteristicas
macroscopicas como por exemplo filmes, miscelas, fases mesomorficas estruturas do
estado solido entre outros.

As forgas intermoleculares mencionadas, que originam as supramoléculas sdo do tipo
eletrostatica (ion-ion, ion-dipolo e dipolo-dipolo), ligagdes de hidrogénio, forgas de
empilhamento m-wt, for¢as de dispersdo (for¢as van der Waals) e efeitos hidrofobicos ou
solvatofobicos [13].

Das varias estruturas conhecidas que estdo classificadas na quimica
supramolecular, podemos citar os compostos macrociclicos. Esta classe de compostos
pode ser dividida em varias sub-classes, tais como éteres coroa, catenanos, sideroforos,
calixarenos e criptatos [13]. Contudo, vale salientar que a sub-classe estudada neste

trabalho ¢ a dos criptatos de lantanieos.

1.2.4-Macrociclos

Segundo a quimica de coordenagdo, um macrociclo caracteriza-se por ser uma
molécula grande e ciclica, que possuam ao menos 3 ou 4 potenciais atomos doadores que
possam atuar em ligagdes coordenadas a centros metalicos. Embora seja esta uma
definicdo pragmatica e empirica, a informagao essencial é que o ligante macrociclico pode

ligar um centro metalico no interior de sua cavidade central [13,14].
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Pode-se afirmar que o estudo dos ligantes macrociclicos impulsionou a quimica
inorganica de coordenagao devido a estas estruturas supramoleculares apresentarem
propriedades Unicas e terem surgido ao mesmo tempo em que novas técnicas fisicas e
teoricas estavam se desenvolvendo, permitindo assim um melhor entendimento das
estruturas e reatividade dos compostos de coordenagao [13, 14].

Inicialmente muitos esfor¢os foram empregados no desenvolvimento de rotas
sintéticas eficientes para a obten¢do de compostos ciclicos elaborados, sendo hoje desejada
a sintese dessas supramoléculas com altos rendimentos. Em um segundo momento, o
estudo das suas propriedades tornou-se o principal foco de atencdo, certamente porque em
sua maioria, os complexos macrociclicos sdo mais estaveis, termodindmica e
cineticamente, que compostos analogos ndo ciclicos. Somando-se a esse fato, o interesse
por essas supramoléculas ¢ crescente devido o seu emprego clinico, como por exemplo na
ligacdo a metais radioativos para aplicagdes quimioterapé€uticas ou como complexos
paramagnéticos de lantanideos que atuam como agentes de imagem, que se tornardo
aplicagdes rotineiras em breve [13-22].

Da mesma forma que os ligantes macrociclicos podem ser relacionados a ligantes
de cadeias abertas, ¢ possivel expandir as estruturas na terceira dimensdo para produzir
espécies capazes de encapsular ions metélicos ou outras espécies (Figura 1.3). As primeiras
espécies que apresentaram esta capacidade foram denominadas criptantes, cujo complexo
formado com metais fora chamado criptatos. Esta nomenclatura surgiu do conceito de que

o0 ion metalico encontrava-se encapsulado, no interior da cavidade do ligante [14, 23].

Figura 1.3: Estrutura do [2.2.2]-criptando

Em 1977, Desreux e colaboradores [24] publicaram a sintese de um complexo de
lantanideo com uma diamina monociclica. A reacdo de complexagdo transcorreu em

acetonitrila e em condi¢des anidras para prevenir a hidrélise dos ions lantanideos.
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Na década de 80 o pesquisador J. M-Lehn orientou iniimeros trabalhos de sintese e
determinagdo das propriedades luminescentes de diversos tipos de complexos de
lantanideos, que empregavam principalmente anéis heteroaromaticos nitrogenados.

A década de 90 foi marcada pelos estudos das propriedades fotofisicas dos novos
macrociclos e criptatos, e suas aplicagdes em sistemas bioldgicos. Podemos destacar neste
periodo os seguintes trabalhos: estudos de novos macrociclos com metais de transi¢cao e
sua aplicagdo como mediadores na redugdo de CO, [25]; emprego de complexos
macrociclicos como catalisadores em reagdes de hidroxilacdo e no transporte seletivo de
prata [26]; desenvolvimento ¢ estudo de RMN, Iluminescéncia e comportamento
eletroquimico de complexos obtidos a partir de bases de Schiff [27].

A partir dessa década podemos ainda destacar o desenvolvimento de rotas sintéticas
[28], desenvolvimento de nomenclatura [29] e entendimento da quimica de formagdo de
estruturas macromoleculares a partir de ligantes menores [30] além de arquitetura
molecular [31]. Os grupos que mais contribuiram nesses aspectos foram os grupos dos
pesquisadores F. Vogtle e M. Fujita [32].

Valiosas contribui¢des para a quimica dos criptatos de lantanideos foram realizadas
por G. Mathis e colaboradores, pelo desenvolvimento e a aplicagdo da técnica de
fluorescéncia resolvida no tempo em ensaios imunoldgicos empregando criptatos de
lantanideos, resultando em sistemas miniaturizados [33].

Hoje podemos destacar os trabalhos realizados pelo professor J.-C. Rodriguez Ubis,
que desenvolve importantes avancos na sintese de estruturas supramoleculares, sejam
ligantes com estruturas abertas ou criptatos [34].

A cada dia, mais avangos sdo registrados no desenvolvimento de estruturas
macromoleculares provenientes de pesquisa no mundo inteiro. Isso € justificado pelo
amplo potencial de aplicagdo dessas estruturas, uma vez que quando complexadas a ions
lantanideos, formam compostos que podem ser empregados em Ressondncia Magnética
Nuclear de Imagem, Radioimunoterapia, Reagentes de Deslocamento de RMN, catalises,

fluoroimunoensaios, etc [13-22, 35].

1.2.4.1-Aspectos sintéticos

Neste topico serdo brevemente descritas as estratégias sintéticas mais utilizadas na

sintese de macrociclos: a sintese do tipo template ¢ a do tipo ndo-template [13, 36].
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Sintese do tipo nao-template

A maioria dos ligantes macrociclicos de interesse em quimica de coordenagdo pode
ser classificado como tendo tamanho médio ou grande, ou seja, envolvem mais de 20
atomos na composi¢do do anel. Embora métodos orgénicos sintéticos para a preparacao de
estruturas menores estejam bem desenvolvidos e sejam altamente especificos, o mesmo
ndo pode ser dito a respeito dos anéis maiores.

O primeiro aspecto a ser considerado ¢ a tensdo do anel. Esta aumenta quanto maior
for a necessidade de angulos e comprimentos de ligagdes ndo condizentes com a
hibridizacao dos atomos envolvidos e quando a conformacdo desejada precisa superar a
barreira do impedimento estérico promovido por substituintes.

O fator dominante no controle da sintese de compostos com grandes anéis, ¢ o
entropico. Embora tais compostos possam ser preparados em principio, a partir de qualquer
numero de componentes, na maioria dos casos o passo final da reacao envolve o processo
de ciclizacdao no qual duas extremidades de uma cadeia, contendo funcionalidades reativas
mutuas, aproximem-se para formar a ligagdo de fechamento do anel. Mesmo que a
estequiometria da rea¢do envolva dois ou mais componentes, a menos que reagdes
concertadas estejam envolvidas, o que nao ¢ comum no caso da sintese de grandes anéis, a

etapa final da ciclizacdo pode ser esquematizada como na Figura 1.4.

SIS

Figura 1.4: Representagdo esquematica do passo de ciclizag@o na sintese de um macrociclo.

Antes que a ciclizagdo possa ocorrer, os dois grupos reativos devem aproximar-se
um do outro. A menos que hajam interagdes secundarias especiais dentro da cadeia, ou a
menos que a reagdo envolva sistemas rigidos ou pré-organizados, a conformagao estendida
sera a preferida pela molécula. O fato de haver tal barreira entropica a ser vencida, sugere a
polimerizacdo do produto como sendo uma alternativa sintética, frente a desejada
macrociclizagao.

Um método freqiientemente adotado para evitar este problema é o emprego da

técnica de condigdes de reagdo em alta dilui¢do. A probabilidade de uma molécula
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encontrar-se com uma segunda molécula igual decresce a medida que a concentracao
decresce, e assim, a razao macrociclo / polimero pode ser aumentada.

Porém, em alguns casos o emprego da técnica de alta diluicdo ndo é necessario.
Nestes casos, ha a incorporacdo de sub-unidades rigidas e a conseqiiente formagdo de
intermediarios aciclicos pré-organizados na conformagao correta da ciclizagao.

Interag¢des secundarias podem ser importantes no controle do curso de uma reagao
de ciclizagdo. Pode-se prevenir reacdes indesejadas e viabilizar a sintese em condigdes
“normais” de concentragdo. Muitas rotas sintéticas podem ser seguidas para a construg¢ao
de ligantes macrociclos [37] e dependendo da seqiiéncia adotada, a estrutura final pode
conter grupos idénticos ou diferentes. Pelo esquema da Figura 1.5, podemos distinguir

caminhos sintéticos e planejar a seqiiéncia mais adequada a obtencdo deste ou aquele

macrociclo.

o hx A A

I

Figura 1.5: Estratégias para a sintese de ligantes macrociclicos [37].

—_
\9}
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As rotas I e II representam possibilidades de sintese que se utilizam de um
macrociclo mais simples como intermediario. Em I, um macrociclo simétrico diaminado
AA ¢ obtido em uma primeira etapa e posteriormente, condensado com uma "ponte" igual
aos seus constituintes de partida A ou com uma "ponte" diferente B, para produzir
macrociclos AAA ou AAB.

A rota sintética II inicia-se com a tosilagdo de uma unidade B a partir deste
composto bromado (Z = Tos). A essa etapa, segue-se uma condensa¢do com uma "ponte"
A, também bromada em suas extremidades, produzindo um macrociclo assimétrico AB.
Por fim, uma segunda condensacdo com uma outra "ponte" dibromada, diferente dos
produtos de partida, pode resultar na sintese do macrociclo totalmente assimétrico ABC.

As rotas III e IV constituem-se de procedimentos de macrociclizagdo que
dispensam um intermedidrio, e partem de ligantes aciclicos para que, em uma etapa Unica,
produzam os macrociclos desejados. Em III, o produto bromado B ¢é primeiramente
convertido a amina correspondente, e posteriormente sofre condensagdo com 2
equivalentes do produto bromado A, fornecendo como produto final o macrociclo AAB.
Adotando a rota IV, onde "pontes" bromadas reagem em presenca de NHj, pode-se obter

sem nenhuma etapa intermedidria, macrociclos do tipo AAA.

Sintese do tipo template: reagdes direcionadas por metal

Como visto anteriormente um dos problemas com a sintese de macrociclos é o
controle conformacional das extremidades funcionalizadas, no momento do passo final da
ciclizagdo. O efeito template ¢ uma estratégia amplamente empregada para evitar este
problema [13, 36-39]. Essencialmente, ele consiste da incorporagdo de atomos doadores
adicionais na cadeia e a realizagdo da reacao de cicliza¢do na presenga de um ion metalico,
o qual pode se coordenar a estes atomos (Figura 1.6). A idéia ¢ que o ion metélico
coordene-se aos atomos doadores e pré-organize os varios intermediarios na conformagao

requerida para a sintese do produto desejado.
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Figura 1.6: Representagdo esquematica do passo de ciclizagdo via efeito templante de um metal, na sintese de
um macrociclo.

Reacdes template podem envolver qualquer nimero de reagentes, embora as
ciclizagdes [1+1] ou [2+2] sejam as mais comuns. Comumente o ion metalico permanece
coordenado ao macrociclo e um complexo metéalico ¢ obtido diretamente. Vale a pena
salientar o fato de que € possivel empregar as reagdes template, mesmo quando os
precursores organicos sao instaveis ou quando a obtencdo de ligantes macrociclicos livres
sdo inviaveis.

As vantagens das reagdes template sdo o fornecimento de bons rendimentos, a
obtencao direta do complexo metélico e as condigdes reacionais brandas, mas infelizmente
nem todos os ions metalicos atuam como ion template para uma desejada reacdo e
descobrir o ion correto para ser empregado em uma reacdo de interesse € uma tarefa
bastante imprecisa.

O efeito template pode ser classificado em dois tipos: o cinético e o termodinamico.

Segundo o efeito template cinético, o ion metalico atua exatamente como
explicitado anteriormente. Sua fungdo ¢ controlar a estereoquimica dos intermediarios para
favorecer a etapa de ciclizagdo. Neste caso, a auséncia do ion metélico inviabiliza a
ciclizagdo.

Ja o efeito template termodinamico é vislumbrado em reacdes de ciclizagdo que
podem ocorrer sem a presenca do ion metalico. A fungdo deste ultimo ¢, ao complexar-se
ao macrociclo, imprimir-lhes propriedades tais que permitam sua facil extracdo ou
remog¢ao do meio reacional.

Embora estes efeitos sejam facilmente definidos, a maioria das reacdes template
ndo foram suficientemente estudadas ou detalhadas para que se possa classifica-las dentro
um desse tipos. Isso contudo ndo impede o emprego dessa metodologia, possibilitando

sinteses de estruturas cada vez maiores e mais complexas.
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1.3-Imunoensaios

As dosagens imunoldgicas sdo agrupadas junto dos métodos analiticos que colocam
em jogo a reagdo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) e sdo utilizadas para a determinagdo
quantitativa de moléculas biologicamente ativas existentes em concentragdes muito baixas
como as proteinas, hormonios, medicamentos € microorganismos [17b, 36, 40].

A reacdo imunologica antigeno-anticorpo ¢ quantificada se um dos reagentes ¢é
marcado por uma entidade (ion, molécula, etc) que pode liberar um sinal fisico-quimico
(direto ou indireto) suficientemente intenso que proporcione sua medida de forma

quantitativa.

1.3.1-Os marcadores

Por definicdo, marcadores sdo substincias que emitem um sinal fisico de
intensidade proporcional a sua quantidade. Desta forma, se o marcador esta ligado
irreversivelmente ao complexo de reconhecimento Ag-Ac, sua quantificagdo permite a
determinagdo do complexo formado [17b, 36, 40]. Dentre as classes de marcadores
existentes, detalharemos as mais empregadas em imunoensaios, que sao os radioelementos
(o iodo 125 por exemplo), as enzimas (a peroxidase por exemplo) e as substancias
fluorescentes (as moléculas organicas como a fluoresceina ou os quelatos de certos
lantanideos).

Os métodos de dosagem radioimunologicos sao os mais empregados pois
permanecem competitivos por suas sensibilidade e especificidade. A grande vantagem
deste método ¢ a independéncia da radiagdo gama em relagdo as interferéncias nao
especificas de componentes da amostra. Contudo eles apresentam os inconvenientes e
limitagdes de se trabalhar com elementos radioativos.

Os métodos que empregam enzimas como marcadores sdo freqlientemente
empregados em ensaios menos sensiveis que os radioimunolégicos (Tabela 1.1). Apesar de
serem mais simples e mais acessiveis que estes ultimos, a metodologia também precisa ser
extremamente controlada ja que reagdes enzimaticas sao muito dependentes da temperatura
e do tempo. Além disso, se o substrato a ser marcado ou detectado no ensaio for uma
substancia cromoforica, fluoro ou luminescente, a absor¢do ou emissdo de luz da reagdo

enzimatica muda.
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Neste contexto, os métodos de dosagem fluoroimunologicas suscitam um grande
interesse porque eles apresentam inumeras vantagens tais como a rapidez da medida, a
estabilidade, a inocuidade dos reagentes marcadores e o custo relativamente reduzido. Por
outro lado, juntamente com o progresso realizado na instrumentag¢do, as imunodosagens
que utilizam quelatos de lantanideos como marcadores tem longa vida de duracdo e
alcancam os limites de detec¢ao apresentados pelas dosagens radioimunologicas. Na secao

1.3.4, detalharemos as vantagens e desvantagens no emprego de marcadores fluorescentes.

Tabela 1.1: Limites da detectabilidade fisica para marcadores [40a]

Marcador Sensibilidade f Mol.L™
Radioisotopos

112 <10

H’ <100
Enzimas

Peroxidase, fosfatase <100

Particulas solidas

Latex <10
Fluorescentes
Fluoresceina <10
Lantanideos (Europio) 0,01-1
Luminescentes
Isoluminol <1
Acridina 0,01-1

Qualquer que seja o marcador, o principio de uma imunodosagem consiste na
inducdo da reacdo antigeno-anticorpo e a determinacao da quantidade de antigeno por meio
de curvas de calibragdo por comparagdo dos sinais obtidos (tais como contagem,
absorbancia, quantidade de fotons emitidos) pelas amostras das quais apresentam

concentragdes conhecidas.
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As técnicas de imunodosagens podem ser agrupadas em duas categorias, de acordo
com as proporg¢des relativas de anticorpos e de antigenos presentes na reagdo. Distinguem-
se assim os métodos ditos “em falta de anticorpos” ou métodos por competicdo, e os ditos
“em excesso de anticorpos”. Dentre estes ultimos, os métodos imunométricos a dois sitios
ou métodos “sanduiche” sdo os mais utilizados e estdo amplamente desenvolvidos depois
da utilizacdo de anticorpos monoclonais. Em seguida, apresentaremos brevemente estes

dois métodos de dosagem imunoldgica.
1.3.2-Métodos de dosagens

Os métodos de dosagem podem ser classificados como métodos competitivos e

imunométricos [17b, 36, 40]. Seus principios basicos serdo descritos a seguir.
Dosagem imunoldgica por competicio

O principio geral ¢ fazer reagir simultaneamente um antigeno marcado (Ag*) e o
antigeno a dosar (Ag) com uma quantidade limitada de anticorpos (Ac) em relagdo aqueles

que vao entrar em competicao (Figura 1.7).

Sinal do complexo [Ag*-Ac]
Ag-Ac *

Ag +Ac

+ 1

Ag* \
\

—_ .—S-r\-%\

| _
Ag*-Ac : -

9 Concentracgao [Ag]

Figura 1.7: Dosagem imunolégica por competicao.

O aumento da concentragdo de Ag implica num aumento da concentragdo do
complexo Ag-Ac em detrimento da formagdo do complexo Ag*-Ac. A concentracdo do
antigeno Ag desconhecida pode ser determinada no meio por uma curva de escalonamento

pela medida seletiva do sinal emitido pelo complexo Ag*-Ac.
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Dosagem imunométrica (técnica “sanduiche”)

Este método de dosagem ¢ mais especifico porque faz intervir dois determinantes
antigénicos especificos a dois anticorpos diferentes. Consiste em fazer reagir o antigeno a
dosar (Ag) com dois anticorpos, um dentre estes, previamente marcado, como
exemplificado na Figura 1.8.

A medida seletiva do sinal do complexo Ac-Ag-Ac* permite a determinacdo da
concentragdo do antigeno desconhecida por meio de uma curva de calibracdo como a da

figura abaixo.

Sinal do complexo [Ac-Ag-Ac*]

A
Ac-Ag-Ac* -

Ac + Ag + Ac*

Concentracgao [Ag]

Figura 1.8: Dosagem imunométrica.

1.3.3-Processos em fase homogénea ou heterogénea

Os métodos de dosagens imunoldgicas por competi¢do ou imunométricos podem

ser desenvolvidos em fase heterogénea ou homogénea.

¢ O procedimento em fase heterogénea implica uma separacdo das espécies livres
marcadas daquelas complexadas. A maior parte das dosagens em fase heterogénea
utiliza um suporte solido para imobilizar os anticorpos. Apds a fixagdo do antigeno,
etapas de lavagem devem ser efetuadas no intuito de eliminar as espécies nao ligadas; a
medida do sinal ¢ desta forma especifica ao complexo imunologico formado e portanto,

a ser dosado.
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¢ O processo em fase homogénea nao implica em qualquer separagdo de espécies livres
ou nao livres. A medida do sinal ¢ efetuada diretamente dentro da solucdo. Estes
métodos ditos homogéneos tém a vantagem de serem rapidos e facilmente
automatizados a condicdo da medida do sinal ser especifica a ligacdo imune. As
fluoroimunodosagens sem separa¢do de fases repousam, portanto, sobre a modulacao
do sinal dos marcadores no meio reacional imunoldgico ou no seio do complexo

imunologico.

Exemplos mais detalhados desses diferentes processos podem ser encontrados nas

secoes 1.4.1 ¢ 1.4.2.

1.3.4-Os marcadores fluorescentes [17b, 36, 40]

1.3.4.1-Os fluordforos organicos

Os marcadores fluorescentes utilizam dentro de suas dosagens, moléculas organicas
que sdo derivadas da fluoresceina e da rodamina, as quais liberam um intenso sinal
(rendimento quantico elevado), mas pouco especifico.

As caracteristicas fotofisicas destes compostos tais como o fraco deslocamento
Stokes (intervalo do comprimento de onda que separa os maximos dos espectros de
emissdo e excitagdo: 20-50 nm), comprimento de onda de emissdo inferior a 600 nm e
duracdo do tempo de vida da fluorescéncia curto (<20 ns), causam sérias limitagdes a este
método, por ndo permitir a distingdo dos fenomenos parasitas (provenientes do meio) nas
medidas de fluorescéncia, tanto em solu¢ao aquosa (método heterogéneo) como em meio
bioldgico (método homogéneo).

As medidas de fluorescéncia em imunoanalise podem ser afetadas por muitos
fenomenos parasitas ou interferentes, os quais abaixam a relagdo sinal / ruido de fundo,

dentro do limite de deteccao, os quais relacionam-se a:

v Fendmenos de difusdo (Rayleigh ¢ Raman) produzem um espalhamento indesejavel,
detectado ao mesmo tempo em que o espalhamento da fluorescéncia. A difusdo
Rayleigh ¢ mais importante quando o meio de medida € rico em macromoléculas ou em

particulas em suspensdo (no caso dos meios bioldgicos). A difusdo Raman sobrevive
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quando uma parte da energia dos fotons incidentes ¢ transferida para as moléculas do
meio (principalmente as de solvente), sob a forma de energia rotacional e vibracional, e
a luz difundida aparece assim em um comprimento de onda superior aquele da luz

incidente.

v" Fendmenos de supressdo se traduzem por um enfraquecimento da intensidade da
fluorescéncia. Os fluordforos orginicos sdo freqiientemente muito sensiveis a
flutuagdes do meio de medida. Por exemplo, uma variagdo minima do pH, da
polaridade, do estado de oxidagdo do meio, ou ainda a presenca de elementos de

supressao, podem modificar o rendimento quantico da fluorescéncia.

v" Fluorescéncia produzida pelas amostras bioldgicas (proteinas séricas, bilirubina,

NADH), que podem gerar sinais ndo especificos entre 320-600 nm.

Os métodos de dosagens que utilizam tais marcadores proporcionam medidas com
sensibilidade inferior a dos métodos que empregam radioisétopos e limitam-se a dosagens
de compostos presentes em concentragdes relativamente elevadas.

Em imunoanalise, um bom limite de deteccio de um sinal de fluorescéncia
necessita da utilizagdo de um fluoréforo que emita um sinal intenso e especifico. Esta
especificidade pode ser obtida por uma seletividade na medida do comprimento de onda e
no tempo. Certos quelatos de lantanideos (Eu’” e Tb®", essencialmente) apontam como

uma solugdo para estes problemas.

1.3.4.2-Os quelatos de lantanideos

Como mencionado anteriormente (sessao 1.2.4), os macrociclos de lantanideos vém
sendo utilizados como tragadores em imunodosagens. Contudo, para que estes possam ser
utilizados em métodos imunolodgicos, devem responder a certas exigéncias, relacionadas a

seguir:

v O complexo de lantanideo deve ser estavel em meio aquoso (dosagem heterogénea) e

em meio protéico salino (dosagem homogénea).
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v" Ele deve ser capaz de formar com a molécula de anticorpo, uma ligagdo estavel e que

nao perturbard a reacao imunologica.

A s dyp-l 1 . AL
v Deve apresentar forte absorbancia (¢ > 10" M '¢m™) e um forte rendimento quantico de
emissao de Iluminescéncia. E desejdvel que a absor¢cdo do marcador seja
suficientemente forte, e tenha um comprimento de onda superior a 320 nm, para

eliminar o efeito do filtro devido a absor¢ao pelas proteinas do soro.

v' A duragdo da vida da luminescéncia do marcador deve ser suficientemente longa para
permitir a medida do sinal luminescente por fluorimetria de resolucao temporal (objeto

do topico seguinte), afim de melhorar a especificidade do sinal.

Comprovadamente complexos de coordenagdao formados de ions lantanideos com
criptatos apresentam boa solubilidade em &4gua e elevada estabilidade cinética e
termodinamica [23]. Os principais estudos fotofisicos mostram que estes criptatos povoam
eficientemente o nivel emissor (°Dy para o Eurépio e "Dy para o Térbio) do fon metélico
através de processos nao-radiativos, fornecendo assim, altos rendimentos quanticos de
emissdo. Por isso os criptatos de lantanideos apresentam grande aplicabilidade em sistemas
bioldgicos [13-22, 35], e ha uma necessidade crescente de pesquisas de novos criptatos

projetados para estes fins.

1.4-A fluorimetria de resolucio temporal

O principio da fluorimetria de resolugao temporal ¢ esquematizado na Figura 1.9
[41]. Uma fonte de excitagdo (lampada de xenonio ou laser pulsado) emite breves flashes
luminosos entre os quais sdo efetuadas as contagens de fotons. Estes, depois de um certo
tempo, desaparecem progressivamente (100-200 ps). O ruido de fundo da fluorescéncia,
proveniente dos fendomenos de difusdo e da fluorescéncia ndo especifica (do meio
bioldgico) possui duragdo de vida curta, e consequentemente nao sdo detectados. O sinal
do tragador com tempo de vida longa pode assim ser medido com uma forte especificidade,

a partir de um tempo t.

Suzana Pereira Vila Nova 21



Tese de doutorado 1. Fundamentacdo tedrica

Intensidade
f )
Excitacao Excitacao Excitacao
] l Emissao do Fluoréforo
Emissao parasita
Deteccao Deteccao Deteccao
|
y \a. i \‘- -
el g ! Tempo
PR - Aquisicdo =

Figura 1.9: Fluorimetria resolvida no tempo.

Sdo descritos brevemente no paragrafo a seguir, dois sistemas destas dosagens

imunométricas utilizadas em fases homogénea e heterogénea, com resolucao temporal.
1.4.1-Procedimento em fase heterogénea: método Delfia

Este método consiste de um método “sanduiche”, que necessita de dois anticorpos
monoclonais direcionados a dois epitopos diferentes do antigeno a dosar [36, 41, 42].

Exemplificamos este método na Figura 1.10. O primeiro tipo de anticorpo ¢ fixado
sobre um suporte solido e o segundo tipo de anticorpo é marcado por um quelato de Eu®"
pouco luminescente (o ligante pode ser um derivado de acido policarboxilico, EDTA ou
DTPA, fortemente complexantes).

Depois da reagdo imunoldgica, as espécies ndo ligadas sdo separadas das espécies
complexadas por lavagens. O fon Eu’" é em seguida dissociado de seu quelato inicial em
um pH acido e depois novamente complexado, s6 que desta vez, por uma outra molécula, a
naftoiltrifluoroacetona. A adi¢ao do o6xido de trioctilfosfina promove a incorporagdo do
novo quelato (muito luminescente) dentro de uma miscela de tensoativos ndo i06nicos
(diminuidores da supressdao provocada pela dgua) e melhoram fortemente a intensidade de

luminescéncia medida.
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Figura 1.10: Método Delfia

Esta técnica permite amplificar a luminescéncia em mais de um milhdo de vezes e
medir concentragdes de fon eurépio da ordem de 5.10"* a 107 mol.L"". Obtém-se assim
uma sensibilidade da ordem daquelas obtidas com os marcadores radioativos, como o iodo
125.

A dosagem em fase heterogénea necessita de etapas adicionais (lavagens, aditivos)
antes de se efetuar a medida do sinal de luminescéncia e sdo por estas razdes, dificilmente
automatizadas.

O método de dosagem, recentemente desenvolvido pela Cis Bio International,
objeto do proximo paragrafo, difere dos procedimentos pré-existentes, por permitir uma

medida direta em solu¢ao do sinal luminescente.
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1.4.2-Procedimento em fase homogénea: método TRACE® (Time Resolved

Amplification of Cryptate Emission)

O método de dosagem imunométrica TRACE® repousa sobre o principio da
transferéncia de energia ndo radiativa, entre um doador (um criptato de Eu’") e um receptor
(uma ficobiliproteina), que ocorre a distincias caracteristicas de complexos [anticorpos
marcados por doador — antigeno — anticorpo marcados por receptor] [6, 15, 43]. A
transferéncia de energia permite a amplificagdo do sinal devido a presenca do criptato de
Eu’" e efetua-se a medida do sinal do receptor com resolugdo temporal.

O doador é um complexo com o fon de Eu’* (Figura 1.11) incluso na estrutura
macrobiciclica do ligante, que o assegura boa estabilidade, complexacgdo seletiva em meio
bioldgico e fornecendo protecdo ao ion contido na cavidade. As principais propriedades
fotofisicas do criptato fotoativo ligado a anticorpos, tais como longa vida de fluorescéncia

(em torno de 1 ms) sdo conservadas em meio sérico.

CONHCH2CH2NH;

l\
N A

CONHCH,CH2NH,

Figura 1.11: Complexo de Eurdpio empregado na metodologia TRACE®.

O receptor em questdo ¢ uma ficobiliproteina de 105 u.m.a., a aloficocianina
modificada quimicamente (XL 665), que tem sido escolhida como receptor em razao das

propriedades seguintes:

v' Apresenta uma grande absor¢io molar (Amw=650 nm, £=750.000 M cm™) no
comprimento de onda de emissdo do criptato de Eu’*, permitindo assim uma grande
eficacia de transferéncia de energia doador-receptor (75% para uma distancia doador-

receptor de 7,5 nm).
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v' A emissdo da fluorescéncia da aloficocianina ocorre com um forte rendimento quéntico
(q=0,68) dentro da regido espectral onde a emissao de luminescéncia do criptato de

3+ . . .,
Eu’ ¢ negligenciavel.

v As propriedades fotofisicas da aloficocianina acoplada aos anticorpos sdo preservadas

em meio S€érico.

Na auséncia de transferéncia de energia ndo-radiativa entre o doador e o receptor, a
emissdo de fluorescéncia do receptor ocorre com uma duragdo de vida muito curta

(duragao de vida de fluorescéncia da aloficocianina ¢ de 2,7 ns) (Figura 1.12).

Amplificagio por
transferéncia de
energia
Excitagao

237nm XL 663 BBanm

= ey L]

337 1

2 .EE, BESnm

v, *

10ns
]

33 nm

)

b B20nrm

e e
s

Figura 1.12: Detalhamento do método TRACE®

Em presenca de antigeno, a excitagdo a 337 nm do meio de medida leva a emissao
dos anticorpos marcados com o criptato de Eu’" em excesso (tempo de vida longo), seja a
emissdo de anticorpos marcados a aloficocianinas livres ou as ligadas ao complexo imune.

Na transferéncia de energia ndo radiativa doador-receptor, a componente temporal

do sinal emitido pelo receptor apresenta uma contribuicao igual aquela do doador, desta
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forma, a fluorescéncia emitida pelo receptor dentro do complexo imune apresenta
igualmente um tempo de vida de longa duracdo e pode ser separada do sinal emitido pelo
receptor livre por uma medida resolvida no tempo. O sinal do receptor medido em tempo
resolvido pode desta forma ser separado do sinal do doador observando-se que eles
pertencem a regides espectrais distintas.

Assim, o sinal emitido pelo receptor a 665 nm medido em tempo resolvido ¢
proporcional a concentracdo do complexo imune (aquele em que o antigeno estd presente)
(Figura 1.13). Uma medida simultdnea a 665 nm e 620 nm permite a corre¢do da
intensidade de fluorescéncia da densidade optica do meio bioldgico. O sinal dos anticorpos
marcados com o criptato de eurdpio € utilizado como referéncia interna. A razao dos sinais
a 665 nm/620 nm ¢ unicamente caracteristica da quantidade de antigeno a dosar [15b].

Este método de dosagem em fase homogénea tem sido notadamente testado com os
anticorpos marcados, especificos para a prolactina. O limite de detecg¢do ¢ de 0,3 ug/L o
que ¢ perfeitamente comparavel aos testes heterogéneos, baseados na utilizagdo de

marcadores radioativos.

T=50%

Figura 1.13: Esquema de detecgdo em dois comprimentos de onda. No eixo das ordenadas ¢ medida a
intensidade de fluorescéncia e no eixo das abscissas, o comprimento de onda em nm. O grafico continuo
representa a emissao do criptato e o pontilhado, representa a emissdo da aloficocianina. Em ambos os casos a
razdo dos sinais 665 nm /620 nm ¢ constante e igual a 1 [15b].
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Na Figura 1.13, apresentamos um esquema de deteccao em dois comprimentos de
onda. Este ¢ um exemplo de um ensaio imunométrico que emprega excesso de anticorpos.
O sinal especifico medido a 665 nm decresce pela metade quando o comprimento de onda
de excitagdo move-se de 100% a 50%. Por outro lado, para ambas as situacdes, a razao
entre os sinais (665/620) ¢ constante e proporcional apenas a concentracdo do analito.
Estas observagdes também sao validas para ensaios competitivos.

Dessa forma, a técnica de fluorometria com resolucdo temporal aliada as
propriedades interessantes dos criptatos de lantanideos, contribui com o desenvolvimento
de novos métodos de deteccio e dosagens bioldgicas.

Nessa tese, foram desenvolvidos dois sistemas que empregam os criptatos de
lantanideos como marcadores luminescentes. O primeiro, baseia-se na utilizacdo de uma
lectina bastante conhecida, a Concanavalina A, que conjugada a uma enzima ja vem sendo
empregada em testes de histoquimica. A segunda aplicacdo em desenvolvimento intenta
desenvolver um método fluorescente de deteccdo de microcistina-LR, uma toxina

hepatotoxica, em amostras de agua.

1.5-Lectinas

Em 1888 Hermann Stillmark constatou que extratos de Ricinus communis
promoviam a aglutinagdo de eritrocitos, durante a investigacdo de sua toxicidade. Estudos
detalhados foram capazes de isolar e caracterizar, a partir desses extratos, a Ricina [44].

Embora tenham sido descobertas ha mais de um século, a denominagao lectina, do
latin lectus (=selecionar), comegou a ser empregada em 1954 por Boyd, para identificar
um novo grupo de proteinas que apresentavam como propriedade comum a capacidade de
complexar-se seletivamente a glicoconjugados [44, 45].

Sdo definidas hoje como um diverso grupo de proteinas e glicoproteinas que
apresentam a capacidade de se ligar especifica e reversivelmente a mono e
oligossacarideos, ndo sendo de origem imunologica, nem classificadas como enzimas. Sao
capazes de reconhecer agucares especificos, através de pelo menos dois sitios de ligagao ao
carboidrato, que se ajustam em um mecanismo do tipo chave-fechadura. A formagdo do
complexo lectina-carboidrato envolve o deslocamento das moléculas de dgua associadas

aos grupos polares das proteinas e das que se encontram ao redor do grupamento acucar.

Suzana Pereira Vila Nova 27



Tese de doutorado 1. Fundamentacdo tedrica

Ocorre entdo a formagdo de novas pontes de hidrogénio que, juntamente com as forcas van
der Waals conferem a estabilidade da ligagao do complexo recém formado [44, 46a].

As lectinas costumam ser classificadas de acordo com suas especificidades quanto
ao reconhecimento de aglicares terminais, presentes em cadeias laterais de carboidratos
[44, 46] embora seja crescente o numero de pesquisadores que optem por outros critérios
tais como sua origem e evolugao [47].

Essa classe de proteinas encontra-se amplamente difundida na natureza, encontrada
desde microorganismos, como virus e bactérias, at¢é animais e plantas. Ainda hoje, o
principal método de deteccdo dessas estruturas ocorre por intermédio de ensaios de
hemaglutinagao [44, 46a, 47]. Mesmo ja tendo sido isoladas a partir de uma enorme
quantidade de organismos e diferentes Orgdos vegetais, sdo os estudos com lectinas
extraidas de sementes de leguminosas que propiciam a maior compreensdo das

propriedades moleculares, bioquimicas e funcionais destas proteinas [46, 48].

1.5.1-Funcdes naturais das lectinas

As fungoes exercidas pelas lectinas permanecem sob intensa investigagdo [47]. O
fato de seus genes terem sido conservados durante todo o processo evolutivo, além de
apresentarem homologias entre o codigo genético de lectinas extraidas de animais e de
plantas [46, 48, 49, 50], sugere que essa classe de proteinas exerca atividades importantes
para a manutengao da vida.

As galectinas [51], uma familia de lectinas de origem animal, estao relacionadas a
uma grande variedade de fendmenos bioldgicos, tais como defesa contra agentes
patogénicos, regulacdo imunoldgica, metastase tumoral, prevencdo da auto-imunidade, etc,
embora seu mecanismo de ac¢do ainda nao tenha sido totalmente esclarecido.

As anexinas sao uma familia de proteinas que complexam calcio e reconhecem
fosfolipideos. A essa classe de lectinas, sdo associadas fung¢des como formagdo de
complexos com fosfolipidios para a regulacao da atividade da fosfolipase, além de fung¢des
como transporte vesicular, endocitose e exocitose [46a, 47].

A classe mais abundante ¢ a de lectinas extraidas de leguminosas. Apresentam
propriedades fisico-quimicas similares porém diferem em suas especificidades por
carboidratos. Desempenham principalmente fun¢des de protecdo e como proteinas de

reserva dos organismos em que se encontram [46, 47].
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Funcgdes tais como recepgao de hepatocitos e de células natural killers, além de
reconhecimento e adesao celular estdo associadas a uma outra familia de lectinas, as tipo-
C. Podem ser subdivididas de acordo com semelhangas estruturais e/ou funcionais. Sao
lectinas de origem animal, que também desempenham fungdes de defesa do organismo e
que necessitam estar complexadas a ions calcio para desempenharem suas atividades [46a,

47].

1.5.2-As lectinas vegetais

As lectinas vegetais foram as primeiras a serem estudadas, pois os processos de
isolamento sdo relativamente simples e elas sdo abundantes na natureza. A diversidade dos
fendmenos em que as lectinas vegetais estdo envolvidas, tanto na propria planta, quanto em
atividades “in vivo” e “in vitro” envolvendo fendmenos celulares, faz delas uma classe de
proteinas bastante empregada em biotecnologia.

Aspectos sobre o reconhecimento de carboidratos na superficie celular, bem como a
estrutura destes, vém sendo ostensivamente estudados durante as ultimas décadas, sendo
essa propriedade muito aplicada nas pesquisas sobre a arquitetura e dindmica dos
carboidratos da superficie da célula durante a divisdo e diferenciacao celular. Assim, as
lectinas vegetais tém sido utilizadas como ferramentas no entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos em muitos fenomenos bioldgicos [46a]. A Concanavalina A
destaca-se por possuir suas estrutura e propriedades bem conhecidas e vem sendo aplicada

também em testes de reconhecimento celular.

1.5.2.1-Concanavalina A (Con A)

Extraida de Canavalia ensiformis, a Concanavalina A (Con A) foi descoberta em
1936 sendo a primeira lectina a ter sua estrutura tridimensional resolvida pelo método de
cristalografia de raios-X. E constituida por um tetrdmero e sua estrutura secundaria é quase
em sua totalidade, formada de folhas beta anti-paralelas [52].

Apresentando especificidade para os monossacarideos D-manose/D-glucose, pode
ser definida como uma metaloproteina, pois cada um de seu mondmeros complexa ions
Ca*" e Mn*" Aparentemente, esses ions s30 necessarios para a manutencdo da

conformagao da lectina, contribuindo para a que os sitios de reconhecimento a carboidratos
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sejam corretamente expostos [44, 52]. Esses sitios de ligagdo a metais estao situados no
grupo amino terminal das cadeias polipeptidicas.

Os sitios funcionais da Con A também foram determinados, através da estrutura
cristalografica da lectina complexada com carboidratos. Embora os aminoéacidos
envolvidos na liga¢do ao aclicar se encontrem em posi¢des bem diferentes na seqiliéncia
primaria da proteina, espacialmente eles se localizam proximos uns dos outros na sua
conformagao nativa.

A Figura 1.14 ilustra a estrutura tetramérica da Con A, onde as pequenas esferas
observadas representam os fons Ca”" e Mn”", situados préximos do sitio de reconhecimento

a acucares.

Figura 1.14: Estrutura da Con A, resolvida por Karl D. Hardman e Clinton F. Ainsworth [52].

1.5.3-Aplicagdes biotecnologicas das lectinas

Por apresentarem diferentes capacidades de reconhecimento juntamente com a
susceptibilidade de serem conjugadas a marcadores, estas proteinas sao capazes de atuarem
como sondas, localizando seqiiéncias de acticares a niveis morfologicos. Sendo assim, elas
vém sendo empregadas como reagentes extremamente uteis para o isolamento de
glicoconjugados, para a caracteriza¢do de carboidratos, bem como para a monitoragdo de
mudangas que ocorrem na superficie das células em processos de desenvolvimento, em

processos patologicos ou de diferenciagcdo [46a, 53-55]. Elas tém sido identificadas como
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moléculas mediadoras no reconhecimento celular em varios processos biolodgicos: 1sso
porque as células reconhecem qualquer outro par que interaja com elas (outra célula, virus,
bactérias ou protozodrios) através da complementaridade dos carboidratos contidos em sua
superficie.

Pode-se exemplificar as aplicagdes dessa classe de proteinas, citando seu emprego
no desenvolvimento de métodos de cromatografia liquida de alta performance por
afinidade [56]; emprego em tipagem sangiiinea; caracterizacdo de diferentes estagios do
desenvolvimento do Schistosoma mansoni; desenvolvimento de matrizes inertes para
purificacdo de glicoconjugados; quantificagdo e caracterizagdo dessas mesmas
glicoproteinas [46]; investigacdo de disfungdes no tecido epitelial associadas a
transformagdes neopldsicas [54]; vetores para o mapeamento de estruturas celulares
cerebrais, em doentes com Mal de Alzheimer [55]; investigacdo de tumores com lectinas
conjugadas a peroxidade [53]; investigacdo de atividade hipoglicemiante de lectinas para
combate a diabetes [57]; utilizacdo teraputica no tratamento de cancer [58];
acompanhamento da progressao, diagnostico e tratamento de processos inflamatérios [51]
e liberagdo controlada de drogas [59].

Especificamente a Con A tem sido empregada como sonda para auxilio em
diagnosticos patoldgicos de tumores e distirbios metabodlicos, isto porque ndo existe um
critério absoluto, dentro da patologia, permitindo o reconhecimento de moléculas malignas
sem que haja a marcagdo de células normais [53a].

Diante do exposto, esta classe de proteinas surge como promissoras ferramentas
que podem ser conjugadas a marcadores luminescentes, como criptatos de lantanideos; e

atuarem como sondas em diagnosticos histoquimicos ou dosagens imunoldgicas.

1.6-Microcistina LR

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos fotossintetizantes, isto €, sdo
capazes de sintetizar clorofila e de produzir O, como resultado da fotossintese. Devido a
alta concentracao de pigmento ficocianina, que ocorre em determinadas condigdes, estes
microrganismos sao também denominados como algas azuis.

As cianobactérias produzem uma variedade de metabolitos cuja fun¢do natural ndo

esta esclarecida, mas que sdo capazes de exercer agdes toOxicas em seres humanos e

Suzana Pereira Vila Nova 31



Tese de doutorado 1. Fundamentacdo tedrica

animais. Algumas produzem toxinas que fisiologicamente podem ser de dois tipos:

Neurotoxinas ¢ Hepatotoxinas.

e Neurotoxinas: sao alcaldides (compostos de baixa massa molecular que contém
nitrogénio), capazes de bloquear a transmissao dos impulsos nervosos entre neurénio-
neurdénio € neurénio-musculo, nos animais ¢ no homem. Os sintomas de exposi¢do
incluem tontura, fasciculacoes, dificuldade para respirar e convulsdes. Podem ser fatais
em altas concentragdes devido a paralisacdo do musculo diafragma. As neurotoxinas
produzidas sdo as anatoxina-a, anatoxina-a(S), e as toxinas paralisantes (“Paralytic

Shellfish Poisons” — PSP’s, saxitoxinas ¢ analogos).

e Hepatotoxinas: sao as toxinas peptidicas ciclicas da familia das microcistinas e
nodularinas, que compdem o grupo de toxinas de cianobactérias mais freqiientemente
encontradas em florescimentos de 4gua doce e salobras. Uma outra toxina hepatica

conhecida ¢ a cilindrospermopsina, um alcaloide.

As microcistinas sao heptapeptideos monociclicos produzidos por cepas do género

Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Hapalasiphon e Anabaenopsis (Figura 1.15)

[60].

6 D-Glu 7 Mdha
COOH CHy O
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Figura 1.15: Microcistina-LR

Acidente grave e fatal ocorreu na cidade de Caruaru-PE, regido agreste do Estado

de Pernambuco, abastecida pelo reservatorio de Tabocas, através de intoxicacdo aguda
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com as toxinas microcistina e cilindrospermopsina veiculadas em agua de dialise. Cento e
vinte e seis pacientes renais em tratamento apresentaram sintomas de neurotoxicidade
aguda e hepatotoxicidade subaguda. Dos pacientes atingidos 51 faleceram num intervalo
de cerca de dois meses apds a primeira morte relatada, culminando com um total de 76
mortes até agosto de 1997. O tratamento inadequado da agua, acompanhado da falta de
monitoramento dos niveis de toxinas, permitiu que tal acidente ocorresse.

A quantifica¢do e a identificacdo das cianotoxinas em agua pode ser realizada por
diversos métodos, podendo variar no grau de sofisticacdo e de informacdo gerada, bem
como na seletividade ¢ sensibilidade. Contudo, os métodos imunossensores [60, 61] sdo
considerados os mais promissores para a deteccao de microcistinas em agua, o que subsidia
o desenvolvimento destes como alternativa para o monitoramento ambiental da presenca

destas toxinas em agua.
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Tese de doutorado 2. Procedimentos experimentais

Este capitulo encontra-se dividido em duas partes: a primeira descreve a
metodologia sintética adotada e a caracterizagdo do criptato obtido, enquanto a segunda
parte relata o procedimento de conjugacdo deste criptato a lectina Con A, e o procedimento

de caracterizag@o do produto final.

PARTE I
2.METODOLOGIA, SINTESES E CARACTERIZACAO DO CRIPTATO DE
LANTANIDEO.

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se primeiramente as sinteses, caracterizacao e
estudo espectroscopicos dos macrociclos relacionados abaixo (Figura 2.1). Posteriormente

eles foram testados em sua eficiéncia como marcadores.

Figura 2.1: Macrociclos, onde R; = CO,CH,CH; ou CONHCH,CH,;NH,; R, =N ouN—>O e
Ln3+ — Eu3+ Tb3+ Gd3+

A opcao por essa estrutura, baseada em anéis aromaticos, visa potencializar através
do efeito antena dos cromodforos, a transferéncia de energia para o ions metalicos
encapsulados. A funcionalizacdo do anel piridinico permitird, a partir de conjugagdes a
lectina Con A ou a toxina microcistina LR, avaliar seu potencial como marcador biologico.

A seguir, sdo discutidas as reagdes desenvolvidas e na secdo 2.4 podem ser

encontrados os procedimentos experimentais detalhados das sinteses relacionadas.
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2.1-Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes: dietil-2,6-dimetil-3,5-piridinacarboxilato (99%), N-
bromosuccinimida (99%), 1,1°- azo-bis(ciclohexanocarbonitrila) (98%), acido 3-
cloroperoxibenzoico (77%), peroxido de hidrogénio (30 volumes), peroéxido de benzoila
(97%), anidrido trifluoroacético (99+%), p-toluenosulfonamida (98%), cloreto de eurdpio
(99,9%), cloreto de térbio (99,9%), cloreto de gadolineo (99,9%), foram adquiridos na
Aldrich e utilizados sem purificagdo prévia;

O reagente 6,6 "-dimetil-2,2"-bipiridina foi fornecido como doagdo pela industria
francesa Cis Bio International;

Os demais reagentes e solventes tem grau de pureza P.A. e foram adquiridos via
Nuclear, Fluka, Vetec, Reagen, Pro Analysi, Carlos Erba, Merk e Quimex, sendo
empregados também sem prévia purificacdo, excetuando-se os casos relacionados no

texto.

2.2 - Rotas Sintéticas
Foram desenvolvidas as rotas sintéticas que serdo ilustradas a seguir para, a partir
de precursores livres, obtengdo dos criptatos funcionalizados e prontos para serem

aplicados em testes imunologicos.

1" etapa: Bromacdo de 2,6-dimetil-3,5-dicarboxilato de etil piridina

H;CH,CO,C CO,CH,CH H,CH,CO,C CO,CH,CH
N & | ZU2YT3 \BS/AZOBIS / COl s ﬁ s
NS hv/ - NS
HC~ SN~ CH, v BrH,C~ N~ “CH,Br

1

Reagdo 1: Sintese de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina.

A primeira reagdo consiste na bromagdo de 2,6-dimetil-3,5-dicarboxilato de etil

piridina, via iniciador 1,1'- azobis (ciclohexanocarbonitrila) ¢ N-bromosuccinimida (NBS),
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sob refluxo e irradiagdo por lampada incandescente de 100W. A bromacdo de compostos
piridinicos e bipiridinicos substituidos foi bastante estudada e apresenta diferentes
rendimentos, de acordo com as diferentes espécies reagentes [37, 62, 63].

O composto azo juntamente com o NBS ¢ amplamente empregado na sintese de
brometos de acila a partir de aldeidos [64], e sob aquecimento, o azobis sofre uma quebra

liberando N, e dois radicais livres, exemplificado no Esquema 1 [65].

NC_06H1 —N—=N— C6H10_CN —A> N2 + 2 CGH»]O_CN

Esquema 1: Mecanismo de quebra do 1,1’- azobis (ciclohexanocarbonitrila), sob aquecimento.

Estes radicais, em presenga do NBS, que ¢ fonte de Br,, promovem a liberagdo
destas moléculas que sob irradiagdo sofrem uma quebra homolitica, iniciando o processo

de bromagao [64] conforme o Esquema 2.

Br, —» 2Br
hv

R % R -
+ g + HBr
NS
HiC CHs CHa-
(0] 0]
Y Y
N—Br + HBr —> NH
NBS\O \O
R = R
[+ m—
NS
HsC N CH," CH,Br
R % R
| + B — + HBr —>
\
H3C CHzBr . H2C CHzBr

Esquema 2: Mecanismo radicalar de bromagdo via 1,1’- azobis (ciclohexanocarbonitrila) e NBS.
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Sendo esta uma reacdo radicalar, a mistura reacional ¢ constituida de produtos
mono ¢ multi bromados, tendo sido acompanhada via cromatografia em camada delgada e
monitorada pelo desaparecimento do produto de partida. Apesar disto, ndo se espera que
ocorram bromagdes nas duplas ligagdes do sistema aromatico porque a formacdo do ion
bromdnio como intermediario seria um pré-requisito, ja que a liberagdo do Br, ¢ lenta, ¢
improvavel que dois ions Br™ aproximem-se simultaneamente e por lados opostos, de uma

mesma dupla ligacao.

a

2 etapa : Oxidagdo de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina

HiCH,CO,C o~ -CO2CH;CHy HaCHCOC o~ -COLH,CH,
Ij[ mCPBA ou H,O, |
NS > NS

BrH,C~ N~ “CHBr Bri,C ’I‘ CH,Br
0o
2

Reagdo 2: Sintese de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina N—O

Esta reagdo consiste na oxida¢dao do produto puro obtido na reacdo anterior, via
acido 3-cloroperoxibenzdico ou perdxido de hidrogénio 30V, conhecidos agentes oxidantes
[63, 64]. Empregando-se o mCPBA, a oxidagdo se completa em poucas horas e produz
uma mistura com muitos sub-produtos entretanto, quando utiliza-se o peroxido de
hidrogénio 30V, a reagdo se processa lentamente, sendo necessarias varias adigdes deste e
muitas horas de reagdo. O produto de partida ndo ¢ totalmente consumido mas o unico

produto formado ¢ o N-oxido.
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3 etapa: Bromacdo de 6,6 -dimetil-2,2 "-bipiridina

O

O
O —0

N
CF3

/N 2 mCPBA ou H0, /N 7N\ +
N3N - _Rl N=— C/\o/

oo/ Fs

CHCl;

LiBr

BrH,C CH,Br THF / DMF o—c \C:O

4 CF3 FoC

@N

Reagdo 3: Sintese de 6,6 '-dibromometil-2,2 -bipiridina.

Esta reacdo consiste na bromagdo de 6,6 -dimetil-2,2 -bipiridina, através de duas
rotas sintéticas. Na primeira rota, desenvolvida em 3 etapas, o produto de partida foi
oxidado via mCPBA e/ou perdxido de hidrogénio. O produto N,N’-dioxido ¢ empregado,
sem purificagdo prévia, na reacdo com anidrido acético, sob refluxo, por 24h. Embora esta
rea¢do seja comumente empregada na funcionalizacdo de piridinas [66], seu mecanismo
ndo ¢ totalmente esclarecido. Contudo, Pachter [67], trabalhando com benzoilagcdo de
oxido quinaldinico, sugeriu um mecanismo envolvendo um rearranjo (vide Esquema 3), o
qual explicaria a obtenc¢do de suas quinaldinas substituidas na posicao 2.

O passo seguinte foi a reacdo da bipiridina dissubstituida, sem purificagdo prévia,
com LiBr em THF/DMF secos, quando obteve-se apos 24h de refluxo, o produto 6,6 -
dibromometil (4), o qual foi purificado via coluna cromatografica de silica gel e a mistura

CHCIl3/ MeOH (95/5) como eluente. O rendimento foi de 20%.

Suzana Pereira Vila Nova 39



Tese de doutorado 2. Procedimentos experimentais

Ar _ ]
7 N\_/ \ :CiCFa a N\
_ N\ /N+_ + O:Cio > /N \
o O FsC O\fo
CFs
wd N 7
N Q —
!
CH.Br Oﬁ/o
CF;

Esquema 3: Mecanismo de bromagao de piridinas substituidas, via intermediario de Pachter [67].

A segunda metodologia desenvolvida, empregou o peroxido de benzoila associado
ao NBS na bromagdo dos derivados piridinicos, seguindo referéncias de sinteses de

macrociclos [62, 68].

/\ /\ O O CCly

+ NBS + I | —> 4
—N N— HsCeCOOCCgHs5 Al hy |

Reagdo 4: Sintese da 6,6 -dibromometil-2,2"-bipiridina por rota alternativa.

O peroxido de benzoila sofre quebra homolitica sob aquecimento, como observado
na primeira reacdo para o azobis [65]. Posteriormente, com a liberacdo CO,, radicais
alquila sdo produzidos e estes funcionam como catalisadores da reagdo de bromacao, que
se processa de forma analoga a reagio de bromacdo da 2,6-dimetil-3,5-dicarboxilato (1°
etapa). Neste procedimento, o produto 4 foi obtido apds purificagdo, com um rendimento

de 27% em 3h de reagao.
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4 etapa: Sintese do biciclo tosilado.

O

I
VN
o)

Tosilato de sédio

EtOH

Reacdo 5: Sintese do anel bipy.bipy-ditosilado, a partir das 6,6’-dibromometil-2,2"-bipiridinas.

O biciclo § foi sintetizado, seguindo o procedimento estabelecido na literatura [68,
69]. Inicialmente reagiu-se o dihalogenado 4 com o tosilato de sodio, durante 25h sob
refluxo, sem que fosse preciso empregar alta diluicdo. Embora este processo ndo esteja
completamente esclarecido, acredita-se que os volumosos grupos tosilatos possam atuar na
pré-organizacao de precursores de cadeia aberta, durante a sintese de macrociclos [13d, 70,
71]. O que se sabe ¢ que estes grupos ao serem inseridos protegem a amina secundaria
contra a formacao de ligagdes indesejadas, fazendo com que apenas duas moléculas de 4 se
liguem a cada atomo de Nitrogénio, além de funcionarem como grupos de saida, na etapa

seguinte. O rendimento bruto obtido foi de 50%.

Testou-se uma segunda rota, empregando o K,CO; (base fraca) e a p-
toluenosulfonamida, em acetonitrila anidra.

Esta reacao processou-se a temperatura ambiente, durante 25h, e forneceu 5 com
rendimento de 30%. O mecanismo proposto ¢ a desprotonagdo da amina pela a¢do da base
(carbonato) e subseqiiente ataque do anion formado ao carbono halogenado, liberando

assim o Br" (bom grupo de saida). O produto bruto foi empregado na 5% etapa de reagao.
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)

I
2 4@‘8— NH2 + K2003 + 2
|| Berc

)

Reagdo 6: Sintese alternativa do anel bipy.bipy-ditosilado.

5 etapa: Detosilagdo

H,SO,

Reagdo 7: Sintese do anel bipy.bipy.

A detosilacao foi feita sob condic¢oes drasticas de refluxo, utilizando acido sulfurico
durante 3h, o que levou a conversdo de quase 100% do produto tosilado ao produto

desejado 6 [68, 69].
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6_etapa: Ciclizacdo do macrociclo a partir dos precursores 1 ou 2 e 6.

CH4CN

Reacdo 8: Sintese dos criptatos de litio.

A 6 etapa consiste na formacdo do criptato [37, 62, 68]. Seguindo os cuidados
relacionados as sinteses de criptatos, descritos no capitulo 1 (sessdo 1.2.4.1). O emprego da
condi¢do de alta dilui¢do, aliada a adi¢do lenta dos reagentes, concorrem para prevenir a
formacao de sub-produtos. A base escolhida - o carbonato de litio, além de promover a
desprotonacdo da amina secundéria, fornece o ion Li" que conhecidamente tem sido
empregado em reacdes, promovendo o efeito template (Esquema 4) [13d]. Isto quer dizer
que ele tem a fungdo de pré-organizar os ligantes a sua volta, dispondo-os em uma
conformagao espacial 6tima para a ocorréncia da reagdo, e a obteng¢ao do produto desejado.
Estes foram purificados via técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography - HPLC), fornecendo o produto 7 puro, tendo
contudo trocado seus contra-ions de COj’, provenientes do carbonato de litio, por
CF;COO’, provenientes do acido trifluoroacético (TFA) da fase movel empregada na

purificacao via HPLC (ver Anexo I). A sintese do criptato 8 estd em desenvolvimento.
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Onde: R;=CO,CH,CH3; e R, =N ouN—O

Esquema 4: Mecanismo de fechamento do criptato, tendo o Li" atuado na pré-organizacio da sintese.

7 etapa: Inclusdo do ion lantanideo no interior da criptato.

LnClz x HyO

9: Ln3+ = Ey3+

10: Ln3+ = T3+
11: Ln3* = Gd3+

Reagdo 9: Sintese dos criptatos de lantanideos.

Suzana Pereira Vila Nova 44




Tese de doutorado 2. Procedimentos experimentais

Nesta etapa, procede-se a simples troca do fon Li" pelos fons Eu’", Tb’" ou Gd**
[62, 63]. Esta reacdo se processa em 3h de refluxo, empregando acetonitrila como solvente.
Apesar do ion Li" ter sido empregado como template e este estar encapsulado pelo criptato,
seu tamanho é pequeno para a cavidade da macromolécula, forgcando assim uma tor¢ao na
sua estrutura para melhor complexa-lo [13d]. Aliado a este fato, os fons Ln®", que possuem
raios i0nicos mais compativeis com a cavidade do criptato, sdo conhecidamente bem
estabilizados por ligantes aciclicos ou ciclicos. Sendo assim, a troca idnica se processa

naturalmente e o criptato de lantanideo, pdde ser purificado também pela técnica de HPLC.

8 etapa: Funcionaliza¢do dos criptatos.

+ HoNCH,CH,NH, MeOH

9: |_n3+ = Eu3+ 12: Ln3+ = Eu3+

10: Ln3+ = Tp3+ 13: Ln3+ = Tp3+

Reagdo 10: Inclusdo de uma amina primaria na estrutura dos criptatos.

Na ultima etapa, pode-se promover a funcionalizagdo necessaria para o emprego
dos criptatos em conjugacdes e testes de histoquimica. O grupo éster da piridina reagiu
com a etilenodiamina, formando uma ligacdo amida. A reacdo se completou apos 24h de
agitacdo, a temperatura ambiente e condigdes anidras. Os produtos também foram
purificados via cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas mesmas condi¢des que foram

empregadas na purificacao dos criptatos das etapas 6 e 7.
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2.3-Metodologia de caracterizacio

Abaixo sdo relacionadas as principais técnicas empregadas na caracterizagdo e

estudo das propriedades dos produtos sintetizados.

2.3.1-Ponto de fusao (P.f.)

Os pontos de fusdo/decomposi¢cao foram determinados em um aparelho digital da
Electrothermal modelo 9100, série IA 9100/ IA 9200, com resolugdo de 0,1°C e precisao
de 0,5°C. As medidas foram realizadas em tubos capilares com ~ 1 mm de diametro.

As medidas até quando vidveis de serem efetuadas (até o limite do equipamento),

podem ser conferidas apds cada detalhamento experimental (sessdo 2.4).

2.3.2-Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (IV)

A analise por espectroscopia no infravermelho ¢ baseada no fato de que as
moléculas possuem freqiiéncias especificas de suas vibragdes internas, fornecendo
informacodes sobre a estrutura molecular dos ligantes e dos criptatos.

Os espectros vibracionais foram obtidos em pastilhas de KBr, prensadas sob vacuo,
utilizando o espectrometro com transformada de Fourier Bruker modelo IF66 na regido
entre 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 2 cm™.

ApoOs o detalhamento experimental (sessdo 2.4), as principais bandas de cada
espectro foram relacionadas e a elas, atribuidas as letras f, M ou F, referindo-se a
intensidade do sinal ser fraco, médio ou forte, respectivamente, e a analise destas podem

ser conferidas no Anexo 1.

2.3.3-Espectrometria de massas (EM)

Esta técnica permite através da fragmentagdo molecular, determinar desde o peso
molecular de um dado composto até sua estrutura, através da andlise dos fragmentos
registrados.

A medida de espectrometria de massas (EM) foi desenvolvida em um equipamento

Finnigan MAT com analisador de massa lon Trap, através de inser¢do direta e ionizagao
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por impacto de elétrons (EI). As amostras analisadas tiveram seus pesos moleculares

determinados e explicitados apos o detalhamento experimental.

2.3.4-Cromatografia liquida de alta eficiencia - (High Performance Liquid

Chromatography - HPLC)

A cromatografia ¢ conceituada como um método fisico-quimico de separacdo, no
qual os constituintes da amostra a serem separados sdo particionados entre duas fases,
uma estacionaria, geralmente de grande area, e a outra em fluido insoluvel, que percola
através da primeira. Os procedimentos sintéticos foram monitorados e os criptatos foram
purificados através desta técnica.

Os experimentos foram realizados em um cromatdgrafo Schimadzu equipado com
duas bombas LC-10AV, detector UV-vis SPD-10AV e integrador SCL-10A. Foram
empregadas colunas analiticas RP18 (5 microns, 125 mm x 4,6 mm) e a coluna semi-
preparativa RP18-E (5 microns, 250 mm x 10,5 mm), As andlises foram desenvolvidas

empregando um gradiente de fases mdveis, como pode ser conferido no Anexo 1.

2.3.5-Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN-'H)

A espectroscopia de RMN desvenda a estrutura molecular por meio da interagao de
radiagdo eletromagnética de radio freqiiéncia em uma cole¢do de nicleos imersos em um
campo magnético forte. Esta técnica pode fornecer informagdes detalhadas sobre a
estrutura molecular.

As andlises de RMN-'H foram obtidas em CDCl; e D,0O, utilizando um
equipamento VARIAN Unity Plus, com freqiiéncia de 300 MHz. Os deslocamentos
quimicos estdo expressos em partes por milhdo em relacdo ao pico residual do CDCl;
(7,26 ppm) ou H>O (4,72 ppm). No Anexo I estdo reproduzidos os espectros e as

atribui¢des podem ser conferidas apos o detalhamento experimental.

2.3.6-Absorcio eletronica na regiao do UV-visivel (UV-vis)

A absorcao de luz na regido do visivel (~750 nm a ~ 400 nm) e ultravioleta (~ 400

nm a ~180 nm) do espectro resulta na excitagdo dos estados eletronicos. Essa regido do
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espectro fornece informacdes a respeito de sistemas m-eletronicos, especialmente em
sistemas aromaticos, proporcionando indicativos estruturais tanto dos ligantes livres
sintetizados quanto da coordenacao dos ions lantanideos aos criptatos.

Os espectros de absor¢ao dos produtos, em solventes adequados, foram medidos no

espectrofotometro UV-vis LAMBDA 6 modelo 2688-002.

2.3.7-Espectroscopia de luminescéncia

A partir dos espectros de emissdo dos ions lantanideos, pode-se inferir sobre os
niveis energéticos dos ligantes que o coordenam, que participam do processo de
transferéncia de energia, bem como quantificar este processo e fornecer indicios do grupo
pontual do poliedro de coordenagdo ao redor do ion.

As medidas espectroscopicas de emissdo foram obtidas a 298K e 77K em um
equipamento Jobin-Yvon Ramanor U-1000 com duplo monocromador. Para excitagdo foi
utilizado um monocromador Jobin-Yvon modelo H-10, usando uma lampada de Xe-Hg
(150W). Utilizou-se como detector uma fotomultiplicadora RCA C31034RF refrigerada
por um sistema peltier. O registro e o processamento do sinal foi feito através de uma
interface Spectralink ligada a um microcomputador IBM®. No capitulo 3 esses espectros

sdo analisados.

2.3.8-Medidas dos tempos de decaimento dos estados excitados (1)

Complementando a técnica anterior, as medidas de tempo de decaimento dos
estados excitados fornecem informacgdes sobre a populacdo do estado excitado, bem como
0s processos competitivos de decaimentos radiativos e ndo radiativos.

As medidas de t foram obtidas utilizando-se um laser Nd:YAG modelo GCR-170
da Spectra-Physics para excitar as amostras em 355 nm (3° harmdnico). A monitoragio do
sinal foi feita através de uma fotomultiplicadora acoplada a um boxcar com integrador
modelo 4420 e 4422 da EG&G (Princeton Aplied Research Corp.), cujo tempo de

integragdo ¢ tipicamente fixado em 20 ns.
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2.4-Detalhamento experimental

Sintese de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (1) [37, 62, 63]: Reagiu-se o
2,6-dimetil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (0,50 g) com N-bromosuccinimida (NBS;
0,90 g) em CCly, sob efeito do catalisador 1,1’-Azobis(ciclohexanocarbonitrila (AZOBIS,
4 mg). A reacdo transcorreu sob irradiacdo de lampada de tungsténio (100 W), refluxo e
agitacdo por 4 horas e foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) em
placa de silica e CH,Cl,, A reagdo foi finalizada com banho de gelo e filtracdo do
precipitado. O filtrado foi evaporado e o produto purificado via coluna cromatografica de
silica gel e CHCI;. Obteve-se 1 na forma de um sélido branco com 40% de rendimento. P.
f. = 55-60°C; Rf = 0,53 (CHCl); Tr (HPLC) = 26,8min; IV(KBr): 2978,9(f, vC-H
saturado); 1723,1(F, vC=0 de éster aril); 1590,5 ¢ 1547,0 (m, v C=C + C=N de anel
piridinico); 1444,1(f, 8C-H saturado); 1298,0 ¢ 1236,8(F, vC-O de éster aril); 1095,8(F,
O0C-H de anel piridinico); 865,2(f, 6C-H de aromaticos substituidos), 740,9(f, vC-Br);
RMN-'H (300MHz, CDCls) & 8,80(s, H-py, 1H); 5,01(s, CH,-Br, 4H); 4,47(q, J = 7,2Hz,
OCH,, 4H); 1,45(t, J = 7,2Hz, CH3, 6H).

Sintese de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina N-O (2) [63]: Dissolveu-se 1
(98 mg) em CHCIl; em um baldo de 1 boca e iniciou-se agitagdo. Separadamente,
dissolveu-se o acido 3-cloroperoxibenzdico (mCPBA, 90 mg) em CHCI; e adicionou-se
NaySO4 anidro. Apds 30 minutos, filtrou-se o sulfato de sddio e adicionou-se 0 mCPBA ao
baldo reacional. A reacdo foi acompanhada por CCD em placa de silica e CH,Cl, (Rf~0,4)
e depois de 24 horas foi encerrada com banho de gelo e filtracdo do precipitado. O extrato
organico foi concentrado ¢ o produto purificado via coluna cromatografica de silica gel e

CH,Cl,. O produto final tem aspecto de 6leo amarelo.

Sintese alternativa de 2 : A uma solu¢do contendo acido acético glacial e o composto 1
(0,4 g) adicionou-se um excesso de peroxido de hidrogénio 30V (2 mL). A reagdo foi
deixada sob refluxo com agitagao por 3 dias, sendo adicionados diariamente, 2 mL do
H,0,. A mesma foi acompanhada por CCD (placa de silica e CH,Cl,) e encerrada com

evaporacdo do solvente, neutralizagdo com solucdo super-saturada de NaHCOs e extragdo
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com CH,Cl, (3x20 mL). Aos extratos organicos adicionou-se Na,SO4 anidro, o qual foi
filtrado ap6s 30 minutos, concentrado e posteriormente purificado. EM(EI+) m/z:

426,0(M").

Sintese de 6,6 ’-dibromometil-2,2 -bipiridina (4) [37, 66]: Dissolveu-se 6,6’-dimetil-2,2’-
bipiridina (0,30 g) em CHCI; anidro, sob agitacdo, a temperatura ambiente.
Separadamente, dissolveu-se o mCPBA (0,56 g) em CHCl; e adicionou-se Na,SOj4 anidro.
Apds 30 minutos, filtrou-se o sulfato de sddio e adicionou-se 0 mCPBA diretamente ao
baldo reacional. Manteve-se agitacdo a temperatura ambiente, por 20 horas. Extraiu-se o
excesso de mCPBA em funil de separacdo, seguida de lavagem com solugao saturada de
NaHCO; (3x20 mL). Em seguida, o extrato organico foi lavado com uma solugdo saturada
de NaCl (3x15 mL) e seco na presenga de Na,SO4 anidro. O sulfato foi filtrado apds 30
minutos € o solvente foi evaporado. O produto obtido foi identificado como sendo o
intermediario 6,6’-dimetil-2,2’-bipiridina N, N’-dioxido, sendo utilizado na etapa seguinte
sem prévia purificagdo. Todas estas etapas de reagdes foram acompanhadas por
cromatografia de camada delgada em silica e CH,ClI, (Rf~0,08).

Apo6s secagem do produto N, N'-didxido (0,18g), este foi dissolvido em CHCls
anidro (8 mL). Em seguida adicionou-se anidrido trifluoroacético (7,30 mL) e manteve-se
o refluxo da mistura por 19 horas. Evaporado o solvente da reagdo, adicionou-se LiBr
(0,76 g), DMF anidro (135 pL) e THF anidro (13,20 mL), e a reagdo foi refluxada, sob
atmosfera de Ny, por 48 horas. O acompanhamento desta reagdo foi feito via HPLC e a
purificagcdo do produto 2 foi feita por coluna cromatografica de silica gel, utilizando-se a
mistura CH3Cl/MeOH (95/5) como eluente. Rendimento de 20%. P. f. > 180°C (observou-

se o escurecimento do produto o que sugere um processo de degradagao).

Sintese alternativa [62, 68]: A mistura de 6,6’-dimetil-2,2’-bipiridina (0,50 g) e NBS (1 g)
em 30 mL de CCly, foi refluxada por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se peroxido de
benzoila (6 mg), mantendo-se o refluxo por mais 3 horas sob irradiacdo de lampada de
tungsténio (100 W). Filtrou-se a mistura ainda quente e resfriou-se o filtrado, obtendo-se 4,
que foi recristalizado em CCly. O acompanhamento da reagdo, nesta etapa, foi feito via
HPLC e o rendimento foi de 27%. Tr (HPLC) = 20,6min; IV(KBr): 2925,7(m, vC-H
saturado); 1568,7(m, v C=C + C=N de anel piridinico); 1462,4(m, 6C-H saturado);
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1076,1(m, 8C-H de anel piridinico); 806,7(f, dC-H de aromaticos substituidos), 744,3(f,
vC-Br); RMN-'H (300MHz, CDCls) & 8. 38(dd, J = 7.8; 0,9Hz, H3-py, 2H), 7,82(t, J =
7,8Hz, H4-py, 2H), 7,47(dd, J = 7,5; 0,9Hz, H5-bipy, 2H), 4,62(s, CH,-Br, 4H).

Sintese de 8, 21-ditosil-8, 21, 27, 28, 29, 30, hexaazapentaciclof21. 3. 1. 17-°, 1'" " 17 %]
triaconta-1(27), 2, 4, 6(30), 10, 12, 14(29), 15, 17, 19(28), 23, 25-dodecaenol (5) [68, 69]:
Primeiramente preparou-se o sal monosodico do p-toluenosulfonamida (tosilato de sodio),
pela adi¢do de p-toluenosulfonamida a um sistema sob atmosfera inerte, contendo EtOH
anidro, e sodio metalico. Manteve-se refluxo até que todo o so6dio metalico fosse
consumido. Em seguida evaporou-se o solvente e obteve-se o tosilato de s6dio na forma de
um po leve, de coloragdo amarela clara. Dissolveu-se 4 (0,10 g) em EtOH anidro e a este
adicionou-se tosilato de sodio (0,11 g) dissolvido no mesmo solvente, mantendo refluxo e
agitacdo por 25 horas. A reagdo foi colocada em um banho de gelo, o precipitado lavado
com agua gelada, CHCI; e EtOH gelados, alternadamente. Os extratos organicos foram
evaporados até a secura e reunidos ao sé6lido do funil. O produto 5 obtido foi empregado na
etapa seguinte, sem prévia purificacdo. O rendimento bruto foi de 50% e o ponto de fusao

> 300°C, conforme observado em literatura.

Sintese alternativa de 5: Dissolveu-se 4 (0,10 g) em CH3;CN anidra e a este adicionou-se p-
toluenosulfonamida (0,11 g) e K,CO; (0,09 g). Manteve-se a reagdao sob agitagdo ¢ a
temperatura ambiente por 25 horas, ao final das quais foi colocada em um banho de gelo.
O precipitado foi lavado com agua gelada, CHCI; e EtOH gelados, alternadamente. Os
extratos organicos foram reunidos e evaporados. O produto obtido na forma de po
esbranquicado foi empregado na etapa seguinte, sem prévia purificagdo. Rendimento bruto

de 30%.

Sintese de 8, 21, 27, 28, 29, 30, hexaazapentaciclo[21. 3. 1. & 6, 717 14, 17 19] triaconta-
1(27), 2, 4, 6(30), 10, 12, 14(29), 15, 17, 19(28), 23, 25-dodecaeno (6) [68, 69]: Dissolveu-
se o produto 5 (0,04 g) em H,SO4 concentrado (1 mL) e manteve-se refluxo por 2 horas.
Em seguida, neutralizou-se com solucdo super-saturada de NaOH, e extraiu-se a mistura

com CHCIl; (4x15 mL). Os extratos organicos foram secos em presenca de Na,SOy4 anidro.
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Apos filtragdo e evaporacdo do solvente, obteve-se o produto na forma de po
esbranqui¢ado com rendimento de 80%. P. f. >300°C; EM (EI+) m/z: 394,0 (M"); RMN-'H
(300MHz, CDCl3) 6 7,71(dd, J = 7,5; 1,8Hz, H3-py, 4H), 7,43(t, J = 7,8Hz, H4-py, 4H),
6,95(d, J = 7,8Hz, H5-py, 4H), 4,06(s, CH,, 8H), 2,23(ombro largo, NH, 4H).

Sinteses do criptato de 3,5-dicarboxilato de etil piridina (Li* [ (bipy) py(CO:Et) ;] CO5 (7)
[37, 62, 68]: Em um sistema sob fluxo de N, adicionou-se ao baldo de 3 bocas, o
produto 6 (0,05 g) dissolvido em 100 mL de CH3CN anidra. Em seguida adicionou-se o
LiCOs (0,11 g) sob agitacao e aquecimento. No inicio do refluxo, adicionou-se gota-a-gota,
o reagente 1 (0,06 g) dissolvido em 60 mL de CH3CN anidra. Manteve-se o refluxo por 24
horas e a reagdo foi acompanhada via HPLC. Ao término da reacdo, o baldo foi submetido
a um banho de gelo e apos filtragdo do precipitado, evaporou-se o solvente (de forma
analoga se obtém o criptato 8 a partir de 6 e¢ 2). As purificacdes dos produtos foram
efetuadas via HPLC, em coluna semi-preparativa e o produto apresenta-se como po
amarelado. Rendimento de 60%. Tr (HPLC) = 13,5 min; RMN-'H (300MHz, CDCl3) &
8,92(s, H-py, 1H), 7,94 - 7,54(conjunto de sinais atribuidos aos protons aromaticos
bipiridinicos, 12H), 5,10(d, J = 15,3Hz, CH-bipy, 4H), 4,87(d, J = 15Hz, CH-bipy, 4H),
4,51 - 4,39(m, OCH,, 4H), 4,20(d, J = 15Hz, CH-py, 2H), 3,88(d, J = 15Hz, CH-py, 2H),
1,42(t, J = 7,2Hz, CH3, 3H), 1,41(t, J = 7,2Hz, CH3, 3H).

Substitui¢do do ion Li* por ions Ln** (Ln>" = Eu’", TV", G&’*, 9,10 ¢ 11) [62, 63]: A 7
dissolvido em uma mistura de CH3CN com 1 mL de MeOH, adicionou-se o cloreto de
lantanideo LnCl;. 6H,0O desejado. A mistura foi mantida sob agitacao e aquecimento por 3
horas apds o inicio do refluxo. O acompanhamento da reacdo foi feito via HPLC e ao
término, filtrou-se o precipitado apds resfriamento. Os extratos organicos foram
concentrados até a secura e¢ a purificagdo foi feita através de HPLC, em coluna semi-
preparativa. Os produtos finais apresentam-se como so6lido amarelado. Rendimento de
90%. Tr (HPLC) = 18,2 min; IV(KBr): 3414,2 (f, vO-H); 2922,2(f, vC-H saturado);
1711,8(F, vC=0 de éster e de acido); 1603,3 (m, v C=C + C=N de anel piridinico);
1434,9(m, 0C-H saturado); 1310,8(m, vC-N amina terciaria); 1209,1(F, vC-O de éster e de
acido); 1132,2(F, vC-F); 1010,4(m, 8C-H de anel piridinico); 790,9(m, 8C-H de

aromaticos substituidos).
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Funcionalizagdo de 9 e 10 por reagdo com etilenodiamina (12 e 13): Primeiramente
refluxou-se 100 mL de etilenodiamina em presenca de 10 g de KOH, sob atmosfera inerte
por 1 hora. Em seguida esta foi destilada sob vacuo a 110°C, desprezando-se os 5 mL
iniciais. Ao criptato de lantanideo (3 mg) adicionou-se 700 uL de MeOH seco e 90 uL de
etilenodiamina em um baldo arrolhado. Manteve-se a agitagdo durante 24 horas e em
seguida evaporou-se até a secura. Os produtos finais apresentam-se como sélido roseo
(para Ln*"=Eu’") e amarelado (para Ln’"=Tb*"), apos purifica¢io via HPLC. Rendimento
de 100%. Para o criptato 12: EM TOF(ES+) m/z: 1047,8 (M" - contra-ion); EM TOF(ES-)
m/z: 113,0 (contra ion: CF;COO")[72]; IV(KBr): 3138,2 ¢ 2938,3 (m, banda larga referente
ao overlap do v N-H e o v C-H saturado); 1685,0 (F, overlap entre vC=0O de amida e 6 N-
H); 1436,1(m, 8C-H saturado); 1206,3 e 1130,8 (F, overlap entre vC-N de amina, vC-F do

contra-ion e vCO, também do contra-ion).
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PARTE 11
2.5-METODOLOGIA, SINTESES E CARACTERIZACAO DO CONJUGADO
Con A - CRIPTATO DE LANTANIDEO

Aproveitando a fungdo amina primaria inserida na estrutura dos criptatos na ultima
etapa sintética, resolveu-se experimentar a conjugacdo destes a Con A, através das cadeias
laterais dos residuos de aminoécidos passiveis de reagdes diretas ou indiretas (via adig@o
de glutaraldeido).

A Con A ¢ uma proteina tetramérica de 102.332 u.m.a. composta de 948 residuos
de aminoécidos, sendo que 148 desses residuos apresentam cadeias laterais terminadas em
grupamentos aminas ou amidas a saber: asparaginas (N), glutaminas (Q), lisinas (K) e
argininas (R), cuja estrutura pode ser observada na Figura 2.2 e 100 residuos apresentam
cadeias laterais terminadas em grupamentos carboxilicos: acido aspartico (D) e acido
glutamico (E), apresentados na mesma figura. Trabalhou-se com essas cadeias laterais nos

testes de conjugacao com os criptatos 12 e 13 sintetizados.

CoOo 0 Ccoo 0
H (|3 CH C// H Cl) CH C//
—C—CH,— —C—CH,—
| . “NH | . Yo
NH; 2 NH;
Asparagina (N) Acido aspartico (D)
coo" o coo o
/ | 7
H—(|3—CH2—CH2—C\ H—(IZ—CH2—CH2—C\
NH5* NH NH5* o
Glutamina (Q) Acido glutamico (E)
COoO

H_C_CHZ_CHZ_CHZ_CHZ_NH3+

NH3*
Lisina (K)
COO NH,
/
H—C—CHZ—CHZ—CHZ—NH—C\\ .
NH5* NH,
Arginina (R)

Figura 2.2: Estrutura dos aminoécidos.
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A Figura 2.3 ilustra a seqliéncia primaria de aminoacidos de um mondmero, onde

aqueles que apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos aminas ou amidas

estdo destacados em lilds e os que apresentam cadeias laterais terminadas em grupamentos

carboxilicos sdo destacados em azul.
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Figura 2.3: Seqiiéncia primaria de um mondémero de Con A. Em lilas, detaque para os residuos asparagina
(N), glutamina (Q), lisina (K) e arginina (R). Em azul, destaque para os residuos de acido aspartico (D) e

acido glutdmico (E).

Conjugou-se o criptato de lantanideo as cadeias aminas e amidas (148 residuos)

através de reacdo com glutaraldeido, e testou-se também a conjugacao do criptato através

da ligacdo direta aos grupos carboxililios (100 residuos). Se todos os residuos supracitados

estivessem estericamente desempedidos, a conjugacao a todos eles obedeceria a propor¢ao

de 1 mol de Con A para 148 mol de criptato e 1 mol de Con A para 100 mol de criptato

para as tentativas de conjugacao descritas anteriormente.

Além desta proporc¢ao 1:1 (criptato:residuo de aminodacido), testou-se a conjugagao

com diferentes quantidades do criptato, para que através do estudo de dicroismo circular e
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de luminescéncia, fosse possivel determinar a quantidade minima necessaria de criptato
que ao ser conjugado, ndo interfira nos sitios de reconhecimento a carboidratos da proteina,
nem em sua estrutura terciaria e ainda assim, emita um sinal de intensidade suficiente para
a detec¢do e quantificacdo em monocromador.

Por fim, desenvolveu-se as conjugacdes em duas situagdes adicionais: com o
bloqueio do sitio de reconhecimento a carboidrato da lectina e sem o bloqueio deste, antes
da conjugacdo. Desta forma pode-se identificar possiveis alteracdes destes sitios durante a
conjugacdo e assim, concluir a respeito de quaisquer alteragdes estruturais € manutengao

de sua atividade biologica.

2.5.1-Reagentes e solventes utilizados

A Concanavalina A ¢ os padrdes cromatograficos fosforilase B, citocromo C,
anidrase carbdnica e albumina de soro bovino (BSA) foram adquiridos comercialmente na

SIGMA. Glutaraldeido, glicose e tampao PBS foram adquiridos via Reagen ou Quimex.

2.5.2-Metodologia de conjugacio

A partir de uma solugdo 1,07x10” molar de Con A em tampio PBS 0,01 M (pH
7,2), foram retiradas aliquotas de 0,2 pL (~0,2 mg de lectina) para cada conjugagao.

Também em tampdo PBS, preparou-se uma solugio 1,12x10” molar de criptato de
europio (12), da qual foram retiradas aliquotas com volumes distintos para as diferentes
conjugacdes propostas e descritas nas Tabelas 2.1 e 2.2. As conjugacdes via cadeias
laterais aminas ou amidas, serdo denominadas a, e as conjugagdes via cadeias laterais
carboxilicas, serdo identificadas pela letra c.

Para cada propor¢ao (criptato : residuo de aminoacido) testada, foram destinados 4
eppendorfs onde foram colocados 0,5 mL de tampao PBS e a estes, adicionados 0,2 puLl da
solucao da lectina. Em 2 desses eppendorfs, adicionou-se 3,6 mg de glicose, para proteger
os sitios de reconhecimento a carboidratos da lectina. A solucdo lectina-glicose foi deixada
em repouso, a temperatura ambiente de 21°C, durante 30 minutos. Estas amostras, cujos
sitios da proteina foram inibidos antes da conjugacdo, serdo identificadas pela adi¢do da

letra i.
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Em seguida, adicionou-se o glutaraldeido, a uma amostra protegida e uma nao
protegida (estas sdo as tentativas de conjugacdo via cadeias aminas e amidas), e
posteriormente a solugdo de criptato a todas as amostras, nas proporcdes descritas nas
tabelas abaixo. Apos a conjugacdo, efetuou-se didlise em membrana com poro de abertura
de até¢ 14.000 u.m.a., seguida de liofilizagdo. Todo este procedimento baseou-se na

metodologia estabelecida por Avrameas e colaboradores [73].

Tabela 2.1: Conjugagdo de 0,2mg de ConA (1,9.10” mols), sem inibigdo de seus sitios de
reconhecimento, via cadeias laterais com grupamentos aminas e amidas (a) ou carboxilas

((l:’)l'lOPORCAO RESIDUO DE CRIPTATO CRIPTATO
AMINOACIDO : CRIPTATO | AMOSTRA | n°.demol (n,) |AMOSTRA | n°. de mol (n.)
1:0,001 la 0,3x10” lc 0,2x10”
1:0,1 2a 2,8x107 2¢ 1,9x10°
1:0,25 3a 0,7x10” 3¢ 0,475x10”
1:0,5 4a 1,4x10” 4e 0,95x107’
1:1 5a 2,8x107 5c 1,9x10”
1:1,5 6a 4,2x10” 6¢ 2,85x10”
1:2 7a 5,6x107 ¢ 3,8x107
1:10 8a 2,8x10° 8¢ 1,9x10°

Tabela 2.2: Conjugagio de 0,2mg de ConA (1,9.10” mols), com inibigdo de seus sitios de
reconhecimento, via cadeias laterais com grupamentos aminas e amidas (ai) ou carboxilas

(;ll)leORCAO RESIDUO DE CRIPTATO CRIPTATO
AMINOACIDO : CRIPTATO | AMOSTRA | n°. demol (n,) | AMOSTRA | n°. de mol (n)
1:0,001 lai 0,3x10” lci 0,2x10”
1:0,1 2ai 2,8x10° 2ci 1,910
1:0,25 3ai 0,7x10” 3ci 0,475x107
1:0,5 4ai 1,4x107 4ci 0,95x10”
1:1 5ai 2,8x107 5ci 1,9x107
1:1,5 6ai 4,2x10” 6ci 2,85x10”
1:2 7Tai 5,6x107 7ci 3,8x107
1:10 8ai 2,8x10° 8ci 1,9x10°
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2.6-Metodologia de caracterizacio do conjugado

Uma vez obtido o conjugado Con A-criptato, ¢ preciso assegurar que a estrutura
terciaria da proteina ndo foi perturbada mantendo, desta forma, sua atividade biologica
integra. Para isso, tornou-se imprescindivel a realizagdo das andlises cromatograficas,

espectroscopicas e atividade hemaglutinante, descritas a seguir.

2.6.1-Cromatografia por exclusio de tamanho (Size Exclusion Chromathography —

SEC)

M¢étodos cromatograficos como troca i6nica, filtracio molecular, afinidade,
interagdo hidrofobica utilizando matrizes classicas e/ou as modernas matrizes rigidas
(ceramica, silica), bem como cromatografia de fase reversa em HPLC, sdo utilizados nos
procedimentos de purificagdao e separacao de formas nativas, reenoveladas e desnaturadas
de proteinas.

Amostras de Con A (0.5 mg/mL) foram eluidas na presenca de 0.1 M D-
Manose/0.1M D-Glicose, em uma coluna Superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia LKB
Biotechnology) usando um aparato a AKTA Explorer 10 (Pharmacia), equilibrada com
tampao, antes de cada inje¢do. A velocidade de fluxo foi 0,5 mL/min, e a detec¢do no
comprimento de onda 280 nm. Os padrdes protéicos (albumina de soro bovino (BSA),
anidrase carbonica e citocromo C) foram empregados para a calibragdo da coluna. Para a
coluna Superdex 200 HR 10/30, as solucdes padroes foram fosforilase B, albumina de soro

bovino (BSA) e citocromo C. As condi¢des foram as mesmas para a Superdex 75.

2.6.2-Dicroismo circular (Circular Dichroism — CD)

A técnica de dicroismo circular se baseia no desvio da luz circularmente polarizada
incidente em compostos assimétricos, o carbono alfa da ligacdo peptidica neste caso. O
perfil dos espectros emitidos pode ser associado as transi¢des eletronicas do carbono em
diferentes vizinhangas assimétricas, refletindo a estrutura secundaria da proteina
permitindo, com a utilizagdo de programas de desconvolu¢do quantificar alfa hélices,

folhas e voltas beta, random e estruturas desordenadas.
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Os espectros de CD na regiao do UV-distante (195 a 240 nm) foram obtidos como a
média de 16 aquisi¢des, em um espectropolarimetro Jasco J715 (Jasco Corporation, Japan),
a 20°C, em uma cubeta de quartzo cilindrica (com caminho 6ptico de 1 mm), em solugdes

contendo de 1-2mMolar de Con A, conjugadas ou nao.

2.6.3-Fluorescéncia e fosforescéncia da proteina

A fluorescéncia estdtica e dindmica, muito usadas para se estudar alteracdes
conformacionais em proteinas, baseiam-se na emissao de radiagdo eletromagnética devido
as transicoes eletronicas entre estados eletronicos excitados e estados de menor energia dos
cromoéforos intrinsecos, os aminoécidos triptofano, tirosina e fenilalanina.

As medidas de fluorescéncia no modo estatico foram obtidas a 20°C, em um
fluorimetro ISS K2 (ISS Fluorescence, Analytical and Biomedical Instrumentation),
usando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. O comprimento de onda para a
excitacdo dos triptofanos foi de 295 nm e a emiss@o foi monitorada no intervalo de 305 a
450 nm. Com o intuito de eliminar o sinal da vizinhanga, foi feita a medida do tampao e
subtraida das intensidades das solugdes de proteinas, e um filtro WG295 foi usado no canal
de emissao.

Os espectros do criptato, foram medidos como no caso das proteinas, mas com

comprimento de onda de excitacdo de 291 nm e a emissdo, monitorada entre 385 e 750 nm

2.6.4-Atividade hemaglutinante

A presenca de lectinas ¢ primeiramente detectada através de ensaios de
hemaglutinagdo, onde o extrato da proteina € posto em contato com eritrocitos de animais.

A atividade hemaglutinante foi observada em placas de microtitulagdo, empregando
uma suspensdo de 2% de eritrocitos humanos (grupo O, fator RH negativo). A atividade
hemaglutinante foi determinada visualmente apo6s repouso do material na placa, a

temperatura ambiente, por 40 minutos.
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Assim como o anterior, este capitulo encontra-se dividido em duas partes, sendo
que a primeira trata das propriedades fotofisicas dos criptatos sintetizados e a segunda
parte, trata da caracterizagdo e das propriedades espectroscopicas do conjugado Con A —

criptato, que foram testados em ensaios de histoquimica.

PARTE I
3.PROPRIEDADES ESPECTROSCOPICAS DOS CRIPTATOS DE
LANTANIDEOS

A reacdo do sal de lantanideo (LnCl3.6H,O) com o macrociclo
[Lic(bipy),py(CO,Et),]" originou os complexos [Lnc(bipy)py(COEt),]*" (Ln=Gd*",
Eu’" e Tb’"), os quais foram purificados via HPLC, resultando em solidos na forma de po,
soliveis em d4gua e solventes orginicos, como etanol e metanol. As propriedades
fotofisicas observadas através da caracterizagdo via absor¢ao no UV-vis e espectroscopia

eletronica de luminescéncia sdo relatadas a seguir.

3.1-Espectroscopia eletronica de absorc¢ao no UV-visivel

A intensa absor¢do na regido do ultravioleta ¢, geralmente, caracteristica
fundamental dos complexos com elevada luminescéncia na regido do visivel. A partir dos
dados de espectroscopia eletronica de absor¢do, analisamos a formac¢do do composto
através do deslocamento dos maximos de absor¢do e alargamento dos picos. Os espectros
dos ligantes e dos criptatos, foram obtidos em solu¢io aquosa com concentra¢io de 10*M
(11 e 12) e de 10 M para os demais.

Os espectros dos ligantes livres, 1 e 6, sdo mostrados nas Figuras 3.1 e 3.2. A banda
de absor¢do situada em torno de 215 nm, pode estar associada a transi¢des eletronicas do
ligante 1. A banda de absor¢do em 248 nm (Figura 3.1) corresponde as transigdes
eletronicas m-t* da piridina [74, 75]. O produto bipy.bipy possui maximos de absor¢do em
244 e 286 nm (Figura 3.2), também atribuidos as transicdes m-n* das unidades de

bipiridina.
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Observou-se que, apds a formagdo do [Lic(bipy):py(CO,Et),]" (Figura 3.3), houve
uma inversao nas intensidades dos maximos das bandas (244 e 298 nm), em relacdo a 6,
mantendo-se as posigdes dos deslocamentos (Figura 3.2). Este fato ¢ um indicativo de
coordenagdo dos ligantes ao ion Li". Apos a complexagio dos ions lantanideos (Figura
3.4), novamente observa-se a inversdo das intensidades dos méaximos de absor¢do, desta
vez em relagdo ao criptato 7. Detectou-se o surgimento de um ombro na segunda banda de
absor¢ao (~290 nm), sendo atribuido a um processo de transferéncia de carga
metal—ligante [23]. O pequeno deslocamento das bandas de absorcao observado apos a
coordenacao a ions lantanideos foi anteriormente observado por Sabbatini e Guardigli [74].

A Tabela 3.1 retine os valores dos maximos das principais bandas de absorcao

eletronicas dos ligantes 1 e 6 e dos criptatos 7, 9 e 12.
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Figura 3.1: Espectro de absor¢ao do 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (1).
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Figura 3.2: Espectro de absor¢ao do bipy-bipy (6)
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Figura 3.3: Espectro de absorgdo do [Lic(bipy),py(CO,Et),] (7).
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Figura 3.4: Espectro de absor¢io do [Euc(bipy),py(CO,Et),]*"(9)

Tabela 3.1: Maximos das principais bandas de absor¢do eletronica dos ligantes e
dos criptatos de Li" ¢ Eu’".

Compostos Comprimento de onda (nm)
Diésterdibromometilpy (1) 248
Bipy.bipy (6) 244, 286
[Lic(bipy)apy(COEt),]" (7) 244,298
[Euc(bipy)2py(CO2Et),]*" (9) 243,291
[Euc-(bipy),py(CONHCH,CH,NH,]** (12) 238, 320

Os espectros de absor¢io nos criptatos de Tb®" e de Gd *" (10 e 11) sdo
semelhantes ao espectro do criptato de Eu’" (9), com uma pequena variagio nas posi¢des
dos picos de maior intensidade [23c].

Os espectros de 12 e 13 reproduzem o aspecto dos seus criptatos de partida (9 e
10), no que diz respeito as formas e intensidades das bandas observadas. Os
deslocamentos das posi¢cdes dos maximos dessas bandas sdo atribuidos a presenca de
grupos nitrogenados, que contribuem com elétrons desemparelhados no processo de

absorc¢do eletronica.
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3.2-Espectroscopia eletronica de luminescéncia

Na analise dos espectros de luminescéncia dos complexos de Eu®’, o qual emite
predominantemente na regido do vermelho, as transi¢des mais estudadas sdo as que partem
do nivel *Dy, um estado com J=0 e nio degenerado, que ndo ¢ desdobrado pelo campo
cristalino. As transigoes SD()—)7FJ sdo geralmente bem separadas e, dentre elas, as mais
estudadas sdo as 5D0—>7F0, 5D0—>7F1, 5D0—>7F2, 5D0—>7F3, 5D0—>7F4. A transicao 5D0—>7F2 é
chamada de “hipersensitiva” por ser muito sensivel ao ambiente em que se encontra o ion
Eu’'[la, b].

Assim como nos complexos de Eu’’, os complexos de Tb*" apresentam bandas
finas referentes as transi¢oes 4f-4f. Sao elas: ‘Ds—'F (J=0,1,2,3,4,5 ¢ 6), localizadas entre
480 e 640 nm, sendo a mais intensa a *D;—'Fs (543 nm, na regido do verde) a qual é
predominantemente promovida por dipolo magnético [1a, b].

Serfio discutidos a seguir os espectros de emissdo dos criptatos de Eu’", Tb*" e Gd**

em solug¢ao, obtidos neste trabalho.

3.2.1-Espectroscopia eletronica de luminescéncia do [Euc(bipy)zpy(COzEt)z]3+

Os espectros de emissdo, em H,O e D,0, foram obtidos através da excitagao das
amostras em 320 nm, que permite obter a méxima intensidade de emissao, mantendo-se o
mesmo  alinhamento das amostras e as fendas utilizadas. O criptato
[EUC(bipy)2PY(C02Et)2]3+ apresenta uma Unica linha referente a transi¢io ’Do—'F,
sugerindo a ndo existéncia de isdmeros conformacionais [23c, 39, 75].

Como ndo foi possivel obter monocristais dos criptatos, impossibilitando a
realizagio da difracio de raios-X, analisou-se as transi¢des do fon Eu’no criptato 9
(5D0—>7FJ, J=0,1,2,4) e, de acordo com a literatura [23c, 39, 76, 77], atribuiu-se a ele a

simetria pontual do tipo C; (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2: Comparagdo do namero de linhas nas transi¢des “Do—F; do criptato Eu®”

ﬁ)mﬁjFo 5[%—97F1 ﬁDmﬁsz 5[%—97F4

Experimental 1 2 3 6
Dap 0 2 0
D3 0 2 2 4
Cs 1 2 3 6

De acordo com as Figuras 3.5 e 3.6, pode-se observar que os espectros de emissao
de 9 em H,O e D,O a 298K sao idénticos, diferenciando apenas a intensidade de emissao,
devido a diminui¢cdo dos modos vibracionais O-H das moléculas do solvente. A transi¢do
*Do—'Fy nio apresenta desdobramentos, enquanto as transi¢des 5D0—>7F1, 5D0—>7F2,
’Do—'F; e °Dy—>'F, desdobram-se em duas bandas de intensidade meédia, trés bandas de

intensidade baixa, trés de média intensidade e seis bandas de média intensidade,

respectivamente.
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Figura 3.5: Espectro de emissdo do [Euc(bipy).py(CO,Et),]*" em H,0 a 298K.
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Figura 3.6: Espectro de emissido do [Euc(bipy).py(CO,Et),]>" em D,0 a 298K.

Comparando os espectros do criptato de Eu’” em ambos os solventes, a 298K
(Figuras 3.5 e 3.6) e a 77K (Figuras 3.7 e 3.8), verifica-se o aparecimento de linhas
adicionais nas transi¢des *Do—'Fy e °Do—'Fy, sugerindo uma mistura de isOmeros

conformacionais [23c¢, 39, 75].
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Figura 3.7: Espectro de emissdo do [Euc(bipy)zpy(CozEt)z]3+ em H,O a 77K.
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Figura 3.8: Espectro de emissio do [Euc(bipy).py(CO,Et),]*" em D,0 a 77K.

3.2.2-Espectroscopia eletronica de luminescéncia do [Tbc(bipy)py(CO2Et),]**

De modo andlogo ao criptato de Eu’", os espectros do complexo
[Tb(bipy),py(CO,Et),]*" foram obtidos através da excitagdo em 320 nm, mantendo fixo o
alinhamento das amostras e as fendas utilizadas. Nas Figuras 3.9 e 3.10 mostram os
espectros realizados a 298K, em H,O e D,0. H4 uma intensificagdo da luminescéncia do
composto em D,O, devida também a diminuicdo dos modos vibracionais O-H das
moléculas do solvente. Os espectros apresentam linhas de emissdo caracteristicas das

transigoes 3 D4—>7F6,5’4’3.
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Figura 3.9: Espectro de emissido do [Tbc(bipy),py(CO,Et),]*" em H,O a 298K.
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Figura 3.10: Espectro de emissdo do [Tbc(bipy),py(CO,Et),]*" em D,O a 298K.
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Com relagdo aos espectros de emissao realizados a 77K para o
[Tb(bipy),py(CO,Et),]*" (Figuras 3.11 e 3.12), verifica-se um estreitamento ¢ melhor
resolucdo das linhas anteriormente observadas. Este fenomeno ¢ causado pela diminui¢cdo

da densidade de ocupagdo de fonons de baixa freqiiéncia [78].
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Figura 3.11: Espectro de emissdo do [Tbc(bipy),py(CO,Et),]*" em H,0 a 77K.
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Figura 3.12: Espectro de emissdo do [Tbc(bipy),py(CO,Et),]*" em D,0 a 77K.
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3.2.3-Espectroscopia eletronica de luminescéncia do [Gd=(bipy)py(CO:Et),]*"

Nesta se¢do, serdo analisados os dados experimentais referentes aos espectros de
emissdo do [Gdc(bipy),py(CO,Et),]*" (Figura 3.13), o qual permite determinar a posi¢do
dos estados tripletos excitados de menor energia dos ligantes coordenados.

O espectro de luminescéncia do criptato com os ions Gd®" ndo mostra linhas
referentes as transi¢des do metal, e sim, bandas de emissao dos ligantes. Este resultado ¢
esperado uma vez que os estados excitados do Gd*" estdo acima, em energia, dos estados
excitados dos criptatos, e por isso a transferéncia de energia ndo acontece. Além disso,
nestes compostos, nio é possivel excitar diretamente o fon Gd** com radiagio
ultravioleta, porque os criptatos tém uma forca de oscilador de absor¢dao bem maior e
absorvem na mesma regido espectral do fon Gd*" [79].

A posi¢do do nivel excitado do ligante, foi estimada no inicio da cauda da banda
de emissio do [Gdc(bipy),.py(COEt),]’" (Figura 3.13). O valor correspondente ao

estado tripleto (nivel excitado do ligante de menor energia) é 23640 cm™.
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Figura 3.13: Espectro de emissdo do [Gdc(bipy),py(CO,Et),]*" em H,0 a 77K.
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3.3-Determinacio dos tempos de vida dos estados excitados.

Ao atingir o estado excitado, uma espécie tende a retornar ao estado de mais baixa
energia, seja radiativamente com emissdo de fotons ou ndo radiativamente via relaxagdo
multifonon, cruzamento intersistemas, conversao interna, vibragdes reticulares (fonons), ou

transferéncia de energia. A taxa com que ocorre o decaimento da intensidade de emissao

L/

nesses processos ¢ dada pela equacdo o — , onde k; relaciona-se as constantes de

velocidade dos processos envolvidos em primeira ordem ou pseudo primeira ordem e / a

. . . — —kit
intensidade de luz no estado excitado em um tempo t (temos portanto [=1Ioe onde /)

¢ a intensidade num tempo t = 0). O reciproco do somatdrio das constantes de velocidade,
que pode ser tomada como probabilidade de transi¢do, ¢ chamado de tempo de vida médio
(7= 1/k;), onde 7 representa o tempo para a populagdo de um estado excitado decair a 1/e
da populacdo original.

O tempo de decaimento dos estados excitados ¢ constituido portanto, de
componentes radiativos e ndo radiativos, podendo ser relacionado as taxas de decaimento

radiativos e ndo radiativos segundo a equagao:

T ! = Arad + Anrad (31)

A taxa de decaimento radiativa (Ag) € relacionada ao coeficiente de emissao
espontanea de Einstein (K7), independentemente da temperatura. A taxa de decaimento ndo
radiativa (Apaq) apresenta contribuicdo via multifénon (Kmif), cruzamento interno para
estados eletronicos mais baixos (Kci), conversdo interna e transferéncia de energia para
ions vizinhos (Krt). A contribui¢do por transferéncia de energia para ions vizinhos em
complexos envolvendo ligantes volumosos ¢ pouco provavel, enquanto as demais
contribui¢des apresentam relativa dependéncia com a temperatura.

As curvas de decaimento da emissdo dos estados excitados °Dy e Dy para os
criptatos de Eu®" e Tb’" respectivamente foram obtidas a 298K e 77K, monitorando-se o
comprimento de onda de maxima emissdo ("Dy—> F, para o Eu’ ¢ "Dy—"Fs para o Tb>").

Os tempos de vida do criptato [Tbc(bipy).py(CO.Et),]°" a 298K e 77K (Tabela
3.3) indicam grande dependéncia com a temperatura, concordando assim com os dados da
literatura [74]. O numero de moléculas de H,O, n, na primeira esfera de coordenagdo foi

determinado segundo equagdo desenvolvida por Horrocks (Equagdo 3.2) [80], onde tia0 €
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Tp2o, Sa0 os tempos de vida do composto em H,O e D,O respectivamente e, ¢ € uma

constante de valor 1,05 e 4,2 para compostos com ions Eu’" e Tb*", respectivamente.

n:q[ ! —LJ (3.2)
Toao  Tpao

Tabela 3.3: Tempos de vida (t) dos estados excitados dos criptatos de Eu’" e Tb*", e
numero de moléculas de H,O (n)

Composto TH20298K)  1020298K)  t20(77K)  1Tp20(77K) n

(ms) (ms) (ms) (ms)
[Tb(bipy)apy(CO,EL),]** 0,85 1,41 2,32 2,65 2
[Euc(bipy)apy(CO2E1), ] 0,77

Devido a problemas técnicos, ndo foi possivel a determinacdo dos parametros

. . . -+
anteriormente relacionados para o criptato de Eu’".

3.4-Rendimento Quintico experimental

As medidas de rendimento quantico que utilizam o Ru(bipy); e o sulfato de quinina
como padrdes, baseiam-se em duas etapas: medidas de absor¢do e medidas da
luminescéncia dos padrdes e da amostra investigada. O rendimento quantico g, da amostra
¢ determinado pela comparagdo com o rendimento quantico do foésforo padrio g,, segundo
a equacao abaixo:

9x=q,-(A/S),.(S/A)x (3.3)

Onde A, e A, correspondem a absorbancia da amostra e do padrdo (Ru(bipy); ou sulfato de
quinina); os termos S, € Sy sdo os fluxos de fotons integrados (Counts/s™") para o padrio e a

amostra respectivamente.

Os rendimentos quanticos de emissdo do nivel Dy do Eu’" e D4 do Tb®" nos
criptatos  [Euc(bipy):py(CO2Et):]*" e [Tbc(bipy)apy(CO2EL),]*" foram determinados
utilizando os padrdes supracitados. Os valores encontram-se na Tabela 3.4 e em ambos os

casos, as medidas foram realizadas com excitacao em 320 nm.
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Tabela 3.4: Rendimento Quéntico dos criptatos de Eu’" e Tb>" em solucio aquosa

Composto Absorbancia Fluxo de fétons q298(%o)
(A) integrado (¢) (Aexe= 320 nm)
*[Euc(bipy)py(CO:Et),]** 0,1575 5,24x10° 14
*Ru(bipy)s 0,1016 6,86x10° 2,8
#* [ Tb(bipy)2py(CO,Et),]*" 0,0385 338 25
**Sulfato de Quinina 0,0485 124 55

*107* M, **10° M

O método que utiliza o Ru(bipy)s e o sulfato de quinina como padrdes, apresenta
um erro em torno de 10% que ¢ igual ao do método que utiliza o Y,03:Eu’"como padrio
[81] e a0 método desenvolvido por Bril e colaboradores [82], utilizado pelos laboratérios
Philips Lighting (Eindhoven-Holanda).

A partir dos espectros de absor¢io e emissdo do criptato de Gd** (Figura 3.13) foi
possivel construir um diagrama de niveis de energia para os criptatos de Eu’* e Tb*"(Figura
3.14). O mesmo permite inferir o provavel mecanismo de transferéncia de energia entre os
estados excitados 4f do fon Eu’™ ou Tb’" e o estado tripleto de mais baixa energia do

criptato.
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Figura 3.14: Diagramas de niveis de energia do ligante e dos criptatos [Euc(bipy)zpy(CozEt)z]3+e
[Tbc(bipy),py(CO,Et),]*". Para simplificacio, estdo mostrados apenas os estados excitados de interesse e as
larguras das transi¢des foram omitidas para melhor visualizagdo.

O maior rendimento quéntico de emissdo do criptato [Tbc(bipy)apy(CO,Et),]*"
(q=25%) em relagio ao criptato [Euc(bipy)apy(CO:Et),]*" (q=14%), pode ser atribuido a
uma melhor transferéncia de energia T—°D; para o criptato de Tb>* do que T—’Dy para o
criptato de Eu’"devido as posi¢des dos niveis excitados do Tb>™ em relagio ao primeiro
tripleto do ligante. Podemos sugerir também que a retrotransferéncia seja maior no criptato
de Eu’".

Para a avaliagdo das propriedades fotofisicas dos novos criptatos de Tb’", foram
utilizados a principio, trés compostos com estruturas semelhantes (Tabela 3.5). O criptato
10 apresenta um dos rendimentos quanticos mais altos em solugdo aquosa, ja registrado na
literatura. A Tabela abaixo mostra que este fato pode ser justificado pelo elevado valor K,
e baixo valor de Knr(T), mesmo com a contribui¢do de Knr(OH) sendo significativa
devido a presenga de moléculas de agua na primeira esfera de coordenagdo do ion

metalico, previamente determinado através da Equacao 3.2, sessao 3.3.
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Tabela 3.5: Dados fotofisicos dos criptatos de Tb*"

Criptato Kr Knr(T) Knr(OH) T(em") n  q (%)
Cp) C) C)
[Tbc(bipy)apy(CO,EL),]> 377 332 467 23640 2 25
[Tbc(bipy)s]** 263 1325 635 21600 2,7 3
[Tbc(bipy).2.2]* 300 700 280 21950 1,0 6

Onde: Kr ¢ a taxa de decaimento radiativo (Equagdo 3.4); Knr(T) ¢ a taxa de decaimento
nao-radiativo dependente da temperatura (Equacdo 3.5); Knr(OH) ¢ a taxa de decaimento
nao-radiativo via multifonon, devido a presenca de vibragdes OH (Equagdo 3.6); T ¢ a
posicao do nivel tripleto do ligante; n ¢ o nimero de moléculas de 4gua na primeira esfera
de coordenacgdo, calculado pela Equacdo 3.2; e q ¢ o rendimento quéntico experimental

[74, 80].

Kr= 1/t po (3.4)
Knr(T) = 1/100° - 15 (3.5)

Knr(OH) = 110 - g (3.6)

A posi¢ao dos tripletos (T) € um dos fatores mais importantes na determinagdo do
rendimento quantico de um criptato. Conforme observado experimentalmente por Latva e
colaboradores (Figura 3.15)[83], uma maior distincia entre o nivel triplete do ligante e o
nivel emissor do fon Tb’" implica no aumento do rendimento quintico observado,
diferentemente do comportamento observado para os criptatos de Eu’, quando o aumento
do rendimento quantico ¢ tanto mais acentuado quanto maior a ressonancia entre esses

niveis.
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Figura 3.15: Rendimento quantico de luminescéncia para quelatos de Tb*", como fungdo da energia do estado
triplete mais baixo do ligante. Os pontos marcados correspondem aos resultados obtidos para distintos
quelatos e a curva tracada, ¢ a representagdo da dependéncia (rendimento quéntico vs energia do triplete do
ligante) proposta por Latva e colaboradores [83].
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PARTE II:
3.5-CONJUGADO Con A-CRIPTATO

Nos estudos de estrutura-fungdo de proteinas, as técnicas cromatograficas e
espectroscopicas sdo usadas de forma complementar para obtengdo de informagdes que
permitam correlacionar mudancas conformacionais ou estruturais das proteinas em suas

diferentes formas, e ainda com relag@o aos locais de intera¢do destas com seus ligantes.

3.5.1-Cromatografia por exclusao de tamanho (Size Exclusion Chromathography —

SEC)
A cromatografia por exclusdo efetua separagdes de acordo com o tamanho efetivo

das moléculas. As moléculas pequenas penetram nos poros € apresentam um maior tempo

de reten¢do, enquanto as maiores sdo excluidas (Figura 3.16) [84].

n
E
i

i

Figura 3.16: Cromatografia por exclusdo de tamanho.

Na Figura 3.17 se observa o cromatograma da amostra 7c¢ (conjugacdo aos grupos
carboxilicos; relagdo de 2 criptatos : residuo de aminoéacido) quando submetida a uma
coluna Superdex 75 e monitorada pela absorbancia em 280 nm. A seta em vermelho indica
o volume de eluicdo do padrao albumina de soro bovina, que tem peso molecular de
66.000 u.m.a., previamente injetado nessa coluna. A amostra 7c foi eluida em um volume
maior que o padrdo, apresentando peso molecular menor que 66.000 u.m.a. ou seja, no

conjugado, a Con A deve estar na sua forma dimérica e nao tetramérica.
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Figura 3.17: Cromatograma da amostra 7c, em coluna de exclusdo de tamanho. A seta em vermelho indica o
volume observado para o padrdo BSA.

A amostra de Con A pura foi eluida, sem ter sofrido qualquer manipulacido, em uma
coluna Superdex 200 (Figura 3.18). A opgao por esta coluna consistiu devido a sua melhor
resolucdo para pesos moleculares da ordem de 200 u.m.a. A seta em azul indica o volume
de elui¢do do padrao fosforilase B, cujo peso molecular ¢ de 97.000 u.m.a. enquanto a seta
em vermelho indica o volume de eluicdo do padrao albumina de soro bovina (66.000

u.m.a.).

g
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Figura 3.18: Cromatograma da amostra de Con A pura em coluna de exclusio de tamanho. A seta em azul
indica o volume de retengdo do padrdo fosforilase B e a seta em vermelho, o volume de retengdo observado
para o padrdo BSA.
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Observa-se a presenca de dois picos, o primeiro em 8 mL e o segundo em 14 mL,
os quais foram atribuidos as formas tetraméricas e diméricas da Con A, sendo que esta
ultima encontra-se em quantidade superior a primeira.

Porém, a Con A possui sitios de reconhecimento a carboidratos em todos os seus
mondmeros e o fato de ser encontrada quase que em sua totalidade como um dimero nao
deve comprometer sua atividade biologica, uma vez que ela mantém sua atividade

hemaglutinante e pode ser empregada em testes de histoquimica com lectinas.

3.5.2-Dicroismo circular (Circular Dichroism — CD)

O CD reflete a diferenca de absorcao dos componentes da radiagdo circularmente
polarizada que incide sobre uma amostra [85]. Esse efeito ocorre sempre que hd no analito
um croméforo quiral, seja ele: a) intrinseco, ou b) que esteja covalentemente ligado a um
centro quiral ou ainda c) que esteja localizado em uma vizinhanga assimétrica. Ao final da
medida, o polarimetro detectard a radiacdo resultante: luz polarizada na forma de elipse. A
medida de CD pode ser expressa nas unidades de diferenca de absorbancia dos
componentes L e R da radiacdo (AA) ou em graus, como medida da elipsidade (0) (Figura

3.19).

48] (I

Figura 3.19: Origem do CD. (I) componentes circularmente polarizados L (left) e R (right) do plano de luz
polarizada: como os dois componentes possuem a mesma amplitude, quando combinadas resultam na
radiac@o circularmente polarizada; (II) os componentes combinados em diferentes magnitudes resultam em
uma radiagdo elipticamente polarizada.

Vale salientar o fato de que apenas as componentes quirais contribuem para o CD,

como pode ser ilustrado no esquema da Figura 3.20.
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Figura 3.20: Relagdo entre os espectros de absor¢do ¢ o de CD. O espectro de absor¢do de uma amostra com
trés bandas de absorgdo. A primeira (1) € proveniente de um componente aquiral e por isso ndo apresenta
sinal em CD; a segunda (2) ¢ proveniente de um componente quiral, que absorveu mais da componente L que
da R e por isso apresenta sinal positivo em CD; a terceira banda (3) é proveniente de um componente quiral,
que absorveu mais da componente R que da L e por isso apresenta sinal negativo em CD.

Desta forma, varios aspectos da estrutura de proteinas podem ser avaliados. Estudos
desenvolvidos na regido do UV-distante (geralmente na faixa entre 180 ou 190 nm até 240
nm) podem ser empregados para medidas quantitativas a respeito da composi¢do da
estrutura secundaria da proteina. Nessa regido, o principal grupo absorvedor ¢ a ligacao
peptidica. H4 uma larga, mas pouco intensa absor¢ao n—7z*, centrada em torno de 210 nm
¢ uma intensa transi¢do 7—7*, centrada em 190 nm.

A partir de espectros de CD obtidos para proteinas com estruturas cristalograficas
bem conhecidas foi possivel deduzir que contribui¢cdes as diferentes formas estruturais
fornecem para o espectro final. A Figura 3.21 exemplifica os espectros associados a varios
tipos de estruturas secunddrias existentes, como nos caso da o-hélice, da folha [3-

antiparalela e quando hé auséncia de estrutura ordenada [85a].
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Figura 3.21: Espectro de CD na regido do UV-distante. Curva sdlida: a-hélice; curva tracejada: folha -

antiparalela; curva ponteada: B-turns tipo I; curva com pontos e tragos alternadamente: estrutura
irregular [85a].

Na Figura 3.22 podemos observar as medidas de CD para as amostras Con A nativa
e conjugadas 8a, 8ai e 8c, todas em solugdao PBS 0,01 M, pH 7,2. Na proteina nativa ocorre
um maximo positivo em de 197 nm e um minimo negativo em de 223 nm, perfazendo um
espectro caracteristico de folhas B [85]. Quando as lectinas sdo conjugadas se pode
observar que os minimos e maximos sdo mantidos mostrando que a estrutura secundaria da

lectina ndo foi perturbada pela conjugacgao.
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Figura 3.22: Espectro de CD obtido para as amostras de Con A pura, 8a (conjugacdo a ndo inibida), 8ai

(conjugagdo a com inibicao) e 8c (conjugagdo ¢ ndo inibida).

Uma vez que no espectro das conjugagdes nas quais empregamos 0 maior excesso
de criptato (conjugacao 8 = relagao 10 criptatos:residuo de aminoacido ligante) concluimos
que a estrutura secundaria da proteina ndo sofreu modificagdes, nas situagdes de
conjugacdo com menos criptato, ela certamente se manteria integra, o que foi constatado
através da analises de CD das demais amostras.

Desta forma se pode afirmar que o método de conjugacdo desenvolvido, bem como

a presenca do criptato ligado a proteina, nao desestabilizaram sua estrutura secundaria.

3.5.3-Fluorescéncia e fosforescéncia da proteina

Cada mondmero de Con A apresenta em sua estrutura quatro residuos de triptofano

(W) [52]. Estes se encontram parcialmente escondidos no interior da estrutura da lectina,

como esquematizado na Figura 3.23. Excitando nossas amostras no comprimento de onda
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295 nm e monitorando sua emissao entre 305 e 405 nm, espera-se obter o espectro de

fluorescéncia dos triptofanos na forma de uma banda larga, centrada em 330 nm [86].

Figura 3.23: Localizacdo dos residuos de triptofanos, assinalados em vermelho claro, em um monémero de
Con A. Os demais mondémeros foram parcialmente ocultados para uma melhor visualizagao.

A Figura 3.24 mostra o espectro de fluorescéncia intrinseca da Con A em sua forma
nativa (Con A). Observa-se um maximo de emissdao em torno de 330 nm. Nas amostras
conjugadas 7a (ndo inibida) e 7ai (inibida) nenhum deslocamento pdde ser observado,
indicando que ndo houve mudanca nas vizinhangas do triptofano. Esse resultado sugere

que a estrutura terciaria da proteina nao foi essencialmente perturbada pela conjugagao.

néo inibida

500 —— ConA
i inibida

Fluorescéncia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
320 340 360 380 400 420 440
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Figura 3.24: Espectro de emissdo dos triptofanos das amostras Con A pura, 7a (ndo inibida) e 7ai (inibida).
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Este comportamento foi mantido por todas as demais anélises, nas séries estudadas.

Além do monitoramento da vizinhanga dos triptofanos, empregou-se medidas de
fosforescéncia para avaliar o grau da conjugagdo lectina-criptato através da andlise
conjunta de seus respectivos espectros de emissdo. Com isso pretendeu-se determinar em
que série a conjugacdo foi mais efetiva. Para tal, excitou-se as amostras em 291 nm e
monitorou-se a emissdo no intervalo de 385 a 750 nm. A seguir, sdo relacionados os
resultados obtidos para cada série analisada e posteriormente, fez-se um estudo

comparativo.

Série a: conjugacdo do criptato a lectina via residuos com cadeias laterais aminas ou
amidas.

Obtiveram-se os espectros de emissdo das amostras 1a-8a conforme metodologia
anteriormente descrita. A Figura 3.25 exibe o resultado para as amostras 7a e 8a, sendo
possivel a identificacdo de transicdes caracteristicas do ion Eu®*. Contudo, ndo se distingue
a transigao Dp—'Fy da ° D0—>7F1, além de se observar um aumento expressivo na
intensidade do pico associado a esta ultima. Isso ocorre porque em torno de 570 nm a Con
A apresenta uma banda de fosforescéncia atribuida aos triptofanos e tirosinas, que vem a se
somar aos sinais do ion lantanideo.

No espectro da amostra 7a, a banda da lectina se sobrepde as primeiras transigdes
do ion Eu’* uma vez que teremos menos criptato conjugado. Nas demais conjugacdes (1a-
6a), foi possivel a deteccdo apenas do sinal da proteina, ndo podendo ser identificadas com
seguranca, as transi¢oes do ion Eu'.

Um fato que deve ser levado em considera¢do no decorrer dessa conjugacao ¢ que
uma vez postos em contato os reagentes (lectina, criptato e glutaraldeido), e principalmente
para as conjugagdes que empregaram excesso de criptato, ndo ¢ possivel garantir que todo
ele tenha se coordenado unica e exclusivamente via glutaraleido, as cadeias aminas ou
amidas. E possivel e extremamente viavel que parte das moléculas de criptato venham a

ligar-se diretamente a residuos com cadeias laterais carboxilicas.
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Figura 3.25: Espectros de fosforescéncia das amostras 7a e 8a.

Série ai: conjugacdo do criptato a lectina via residuos com cadeias laterais aminas ou
amidas, com prévio bloqueio do sitio de reconhecimento a carboidrato da lectina

Da mesma forma que na série anterior, apenas as amostras 7ai e 8ai forneceram
espectros resolvidos, sendo possivel a atribuicdo das transi¢des do ion Eu’". Contudo, estas
amostras apresentaram intensidade de emissao (Figura 3.26) da ordem de dez vezes menor
que a respectivas ndo inibidas 7a e 8a.

Como ja determinado através de dados cristalograficos do complexo Con A -
carboidrato, o sitio de reconhecimento de acucares ¢ composto por 8 aminoacidos, sendo
que quatro deles sdo passiveis de conjugacdo: asparagina (N14), arginina (R 228), acido
aspartico D 16 e D 208. O fato de estarmos bloqueando estes sitios antes da conjugagdo
indisponibiliza estes residuos de aminoacidos para conjugagdo com o criptato. Por isso,

aparentemente a série ai apresenta menos criptato conjugado a lectina em relagdo a série a.
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Figura 3.26: Espectros de fosforescéncia das amostras 7ai e 8ai.

Série c: conjugagdo do criptato a lectina via residuos com cadeias laterais carboxilicas.

Procedendo de forma andloga as séries anteriores, foram realizadas as mesmas
medidas para as séries ¢. Neste caso, foi possivel observar as transi¢des do fon Eu’" no
criptato a partir da conjugacao 6c¢.

A Figura 3.27 apresenta os espectros obtidos paras as conjugacdes Sc-8c. A seta em
vermelho salienta a posi¢ao e posteriormente o aumento da banda da lectina na conjugacao
7¢, quando comparada ao espectro da 8c, onde ¢ quase imperceptivel.

Essa banda foi ocultada nos espectros de 5c e 6¢ por extrapolarem em muito a
escala do gréfico. Percebe-se também que na amostra 5c, as transi¢des observadas para as
demais amostras confundem-se com o ruido da medida, sendo impossivel suas atribuigdes

de forma confiavel.
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Figura 3.27: Espectros de fosforescéncia das amostras 5c-8c.

Série ci: conjugacdo do criptato a lectina via residuos com cadeias laterais carboxilicas,
com prévio bloqueio do sitio de reconhecimento a carboidratos da lectina.

Analogamente a série ¢, pdde-se avaliar a eficiéncia da conjugacdo a partir da
amostra 6ci. Aparentemente, a inibicdo aqui também resultou em uma diminui¢do
significativa da emissdo dessas amostras, em relacdo a série ¢, tanto que para a aquisi¢ao
desses resultados fez-se necessario o aumento da poténcia da lampada de 18 para 23

Amperes.
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A Figura 3.28 mostra os espectros das amostras 5ci-8ci, e a seta vermelha marca o
sinal proveniente da proteina. Nos espectros das amostras 5ci-7ci esta banda foi extraida

pelas mesmas razdes que o fizemos na anélise da série c.

conjugacao 8ci

Fosforescéncia (u.a.).10?
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Figura 3.28: Espectros de fosforescéncia das amostras 5ci-8ci.

Analise Comparativa

Uma vez feitas as consideragdes anteriores, foi possivel inferir sobre a eficiéncia
das conjugacdes comparativamente. Para isso, reuniu-se em um mesmo grafico (Figura
3.29), os espectros das amostras 7a, 7ai, 7c € 7¢i recém conjugadas, no intervalo de 580 a
740 nm, onde ¢ possivel observar a banda de emissdo da proteina e as transi¢des atribuidas
ao fon Eu’".

Sabendo-se que o criptato apresenta duas bandas principais de absor¢ao: em 290 e
310 nm e, que a Con A absorve em 295 nm, os espectros das amostras onde ocorreu maior

conjugacdo devem apresentar menor intensidade para a banda da proteina. Isto porque
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apresentando banda de absor¢ao préxima a da lectina, o criptato atuard como um supressor

de energia.
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Figura 3.29: Espectros de fosforescéncia das amostras 7a, 7ai, 7c e 7ci.

Assim sendo, pode-se extrair a seguinte ordem decrescente, de quantidade de
criptato conjugado:
7ai > Tc¢> Ta> Tci,
ou seja, a melhor conjugacdo ocorre na amostra 7ai (duas possibilidades de conjugacdes),
seguida da 7c e da 7a. Este resultado parece contradizer os resultados das Figuras 3.25 e
3.26 e carece de mais atengdo. A pior conjugacao ocorreu na amostra 7ci ja que além de
um Unico meio de conjugagdo, alguns residuos se encontravam indisponiveis devido o

bloqueio do sitio de reconhecimento a carboidrato da Con A.

Nao foi possivel concluir sobre a influéncia do procedimento de bloqueio dos sitios
ativos da proteina no processo de conjugacdo do criptato. Através do grafico anterior,
observamos que para a série a ¢ ai, o fato da proteg¢ao do sitio teria contribuido para uma
maior conjugacdo do criptato na amostra 7ai, enquanto para as amostras 7c e 7ci, observa-
se o efeito contrario. Essa observagdo permanece sob investigacdo, empregando inclusive a
técnica de espectroscopia de compostos paramagnéticos (EPR) para mapear a vizinhanga
dos sitios de reconhecimento da lectina, através da observagdo dos sitios que complexam

2+
Mn”.
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3.5.4-Atividade hemaglutinante

A forma mais empregada para a detec¢do da presenga de lectinas ¢ o
desenvolvimento de testes de hemaglutinagdo [46]. Uma vez que a Con A possui sitios de
reconhecimento a carboidratos em todos os seus monomeros (Figura 3.30), mesmo que ela
esteja em sua forma dimérica, € de se esperar que ela continue biologicamente ativa desde

que nao tenha sofrido perturbagdes em seus sitios.

Figura 3.30: Em azul, o sitio de reconhecimento a agticares em um mondmero da Con A. Os demais
mondmeos foram parcialmente ocultados para uma melhor visualizagdo da estrutura.

Tendo sido testadas, em presenca de eritrdcitos humanos, as amostras de Con A
pura, 7a, 7ai e 7ci, apresentaram atividades hemaglutinantes, na seguinte ordem de
decréscimo de atividade:

Con A pura > 7a> 7ai> 7ci;
onde pode-se constatar que as séries com bloqueio do sitio de reconhecimento da lectina
(ai e ci) apresentaram atividade um pouco menor que a série sem bloqueio (a), através de

analise visual. A amostra 7c sera testada e esses resultados parciais ainda serdo analisados.
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4.1- UTILIZACAO DE CRIPTATOS DE L,ANTANiDEOS COMO FERRAMENTA
AUXILIAR EM HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Buscando o desenvolvimento de marcadores cada vez mais eficientes na area de
diagnosticos e analises médicas, testou-se os criptatos de lantanideos sintetizados como
marcadores em lectinas. Como ja discutido na sessdo 1.5.3 do capitulo 1, as lectinas sao
(glico)proteinas que tém sido amplamente empregadas em histoquimica.

O emprego de diferentes lectinas conjugadas a enzima peroxidase tem permitido a
identificacdo de tecidos modificados por diversas patologias, dentre elas varios tipos de
cancer [46, 53]. Cancer ¢ uma desordem celular, normalmente manifestada na forma de um
tumor, como resultado de uma série de mudangas bioquimicas no ambiente celular,
inclusive variacdes na expressao de carboidratos superficiais, que podem ser avaliadas
através da histoquimica com lectinas. A Figura 4.1 ilustra a marcagdo de um tumor de

mama diagnosticado como carcinoma ductal infiltrante pela Con A-peroxidase.

Figura 4.1: Carcinoma ductal infiltrante de mama marcado com o conjugado Con A-peroxidase.

Apos a sintese dos criptatos (12 e 13), conjugacdo destes a Con A e caracterizagao
do produto final obtido, foi testada a eficiéncia do criptato de Tb®" como marcador
fluorescente, objetivando uma metodologia mais rapida e que permita quantificar a

marcac¢ao do tecido através da luminescéncia dos ions lantanideos.
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O protocolo padrao adotado para marcagdo do tecido fixado em lamina de vidro
apropriada pode ser resumido nas etapas abaixo:

e Desparafinizacao e hidratacao do tecido com xilol e alcool etilico;

e Tratamento do tecido com solugdo de tripsina 0,03%, por 3 minutos a 37°C e
incubac¢do com metanol;

e Incubacao do tecido com o conjugado por 2 horas a 4°C;

e Revelagdo do conjugado enzimatico (peroxidase) com solucio de diaminobenzidina
e peroxido de hidrogénio;

e Analise da marcagao em microscopio optico.

Empregando como marcador um criptato de lantanideo obtém-se uma metodologia
com menos etapas, pois suprimi-se as etapas de incubacdo com metanol e revelagdo. Isso
torna o método também mais seguro por evitar contato com a diamonibenzidina uma
substancia comprovadamente neurotoxica.

A revelagdo da marcacdo ¢ outra importante modificagdo por permitir a
quantificacdo da emissdo do criptato acrescentando mais informagdes ao analista para um
diagnéstico mais completo e menos subjetivo. Através de uma curva de calibragdo, ¢

possivel um diagnostico quantitativo do tecido analisado.

Resultados

Seguindo o protocolo de conjugagao ja estabelecido [73], e adotando a metodologia
citada anteriormente (série ai), incubou-se o tecido de mama (carcinoma ductal infiltrante)
com o conjugado Con A-criptato. Realizou-se entdo o primeiro teste de histoquimica com a
lectina marcada com um criptato de lantanideo.

O grafico da Figura 4.2 ilustra o resultado obtido apds excitacdo da amostra
(aderida em lamina de vidro) em 310 nm e monitoramento de emissdo na regido de 400 a
600 nm. A curva em preto revela que o tecido analisado ndo apresenta emissao detectavel
nessa regido. Na curva em verde, onde tem-se o tecido marcado com a Con A-criptato de
Térbio, € possivel a identificagdo das transi¢cdes atribuidas ao ion metélico. Devido a
auséncia de filtro apropriado, que permitisse eliminar a interferéncia do segundo

harménico da l1ampada (fonte de excitagdo) ndo foi possivel monitorar a transi¢io “Ds—> F3
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(620 nm). Mais experimentos serdo realizados no intuito de identificar a origem do sinal

com maximo aparente em 400 nm, analisando também tecidos marcados com lectinas sem

o criptato.

] ____Conjugado Con A-Criptato de Térbio

____ Tecido

| (cts/s)

T T
500 550 600

Comprimento de Onda (nm)

T
400 450

Figura 4.2: Espectro de luminescéncia do tecido anormal de mama em ldmina de vidro (curva preta) e do
tecido extraido da mesma amostra, também depositado em lamina de vidro, marcado com o conjugado
Con A-criptato de térbio.

Ainda vislumbrando a otimiza¢do da aquisicdo de dados do método em
desenvolvimento, estd sendo projetado um sistema de detecg¢do portatil, que quantifica a
emissdo do ion lantanideo em areas previamente estabelecidas no tecido analisado.

Os primeiros resultados obtidos sugerem a viabilidade do emprego dos criptatos de
lantanideos como marcadores nos testes histoquimicos propostos, impulsionando a criagao

de um novo grupo multidisciplinar de pesquisa, intitulado Nucleo Interdisciplinar de

Aplicagoes Biotecnologicas.
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4.2-DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO METODQ PARA DETERMINACAO
DE MICROCISTINA-LR EM AGUA

Ficou claro na sessdo 1.6 do capitulo 1 a importancia do desenvolvimento de novos
métodos que permitam a determinagdo de microcistinas em agua. Trabalhando em
conjunto com o doutorando do Curso de Ciéncias Biologicas Eduardo Alécio, planejou-se
um método de dosagem imunoldgica, por competi¢ao (sessao 1.3.2 do capitulo 1) onde
uma amostra de microcistina-LR produzida em laboratorio foi conjugada ao criptato de
térbio (10).

Consultando metodologia descrita na literatura [61] foi possivel conjugar o criptato
a toxina em duas etapas: a primeira envolve a funcionalizacdo da microcistina a uma
molécula de aminoetanotiol e sua purifica¢do através da técnica HPLC. A segunda etapa
consistiu na adi¢do do criptato e conjugagdo propriamente dita. A purificagdo do produto
final foi efetuada também via HPLC. A Figura 4.3 representa de maneira simplificada a

obteng¢do do produto final [87].

* HSCH,CHoNHp  +

COOH CH,

Figura 4.3: Esquema simplificado do processo de conjugacdo da amostra de microcistina-LR ao
criptato de Tb**
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Resultados

O acompanhamento da rea¢do de conjugagdo foi feito através de injecdo dos
reagentes em separado e apds o inicio da reacdo, no HLPC [87]. Nenhum pico ¢ observado
quando injeta-se 50 uL do tampao bicarbonato (empregado na reagdo de conjugacio) ou do
aminoetanotiol (reagente da conjugacdo) em coluna analitica durante corrida gradiente, e
monitora-se o cromatograma nos comprimentos de onda e 238 nm e 310 nm.

O padrao de microcistina-LR pura apresenta um pico tnico, em 238 nm (maximo
da banda de seu espectro de absor¢dao no UV-vis), com tempo de retengdo de 22,6 minutos.
Em 310 nm nenhum pico referente a essa amostra ¢ observado.

A injecdo de uma mistura de partes iguais do padrao da microcistina-LR e da
rea¢do de funcionalizagdo da toxina com aminoetanotiol (ap6s 1h, a 50°C) produziu um
cromatograma com dois picos, quando monitorado em 238 nm: um com tempo de retengao
22,6 minutos (pico 2) e outro com 21,5 minutos (pico 1), como pode ser observado na
Figura 4.4. A inje¢do em separado da reacdo da toxina com aminoetanotiol (apds 24h do

inicio da rea¢do) confirma o surgimento de um Unico pico, em 21,5 minutos.

400

mAbsorbancia (238 nm)
200

Temno (minutos)

Figure 4.4: Cromatograma, em gradiente de fase reversa no HPLC, da mistura do padrido de microcistina-LR
(pico 2) e da reagao com aminoetanotiol (pico 1). Monitoramento em 238 nm.

Nessas condigdes de trabalho, o criptato de Tb>" (10) dissolvido em tampdo
NaHCOj; apresenta um pico principal com tempo de reten¢do de 18,6 minutos, tanto em
238 nm quanto em 310 nm. Este mesmo pico pdde ser observado no inicio da reagdo de

\

conjugacdo do criptato a microcistina-LR-aminoetanotiol (Figura 4.5), bem como o

Suzana Pereira Vila Nova 97



Tese de doutorado 4. Aplicagdes em desenvolvimento

surgimento de um pequeno pico com tempo de retencdo de 15,9 minutos, nos dois

comprimentos de onda monitorados.
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Figure 4.5: Cromatogramas, em gradiente de fase reversa no HPLC, no inicio da reagdo de
conjugagdo do criptato de Tb*" & microcistina-LR-aminoetanotiol, em 238 nm (a) e 310 nm (b): (1)
criptato de Tb*" e (2) microcistina-LR-aminoetanotiol.

Apo6s 24 horas de reagdo, observa-se o aumento da intensidade do pico com tempo
de retencdo de 15,9 minutos e a diminuicdo de intensidade do pico do criptato (18,9

minutos) como ilustrado na Figura 4.6.
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Figure 4.6: Cromatograma, em gradiente de fase reversa no HPLC, ao final de 24 horas da reacdo de
conjugagdo do criptato de Tb*" & microcistina-LR-aminoetanotiol, em 310 nm: (1) conjugado
microcistina-LR-criptato de Tb** e (2) criptato de Tb*'.

A espectroscopia de luminescéncia (Figura 4.7) para a fragdo do conjugado (15,9
minutos) recolhida ap6s purificagdo via HPLC é caracteristica do fon Tb’", sendo um

indicativo do sucesso da conjugac¢ao.
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Figure 4.7: Espectro de emissdo do conjugado microcistina-LR-criptato de Tb*", exibindo as
transigdes caracteristicas do ion metalico. O comprimento de onda de excitagdo foi de 310 nm.

Suzana Pereira Vila Nova 99



Tese de doutorado 4. Aplicacdes em desenvolvimento

Através de um ensaio ELISA comercial, ¢ possivel a determinagcdo de toxinas
diversas, alguns pesticidas, além de serem bastante sensiveis para a detec¢do de
microcistina-LR. Obteve-se por essa técnica a confirmagao da presenca da microcistina-LR
na amostra com tempo de reten¢ao 15,9 minutos. A curva apresentada na Figura 4.8 mostra
um bom coeficiente de correlacdo (r = 0.9346) no intervalo de 0,16 pg/L até¢ 10,0 pg/L. A
fragdo do conjugado, diluida na propor¢dao de 1:10 apresentou 43,3% de resposta de
inibigdo de anticorpo, enquanto a fragdo do criptato de Tb>* puro ndo promoveu qualquer

inibi¢do detectavel.

100,0 -
90,0 -
80,0 -

% ®

Bo 70,0 ¢
60,0

50,0 -

40,0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Microcistina-LR (ppb)

Figure 4.8: ELISA competitivo indireto para uma amostra padrdo de microcistina-LR, empregando anti-
microcistina-LR-KHL IgG.

A fracdo do conjugado foi submetida também a um teste de dosagem protéica, com
acido bicinconico, e apresentou resultado positivo. O mesmo nao foi observado para uma
amostra de criptato puro. Este método ¢ sensivel a estruturas que possuam quatro ou mais
residuos de aminoacidos, € como a microcistina-LR possui sete em sua estrutura, ¢

adequado para analisar sua presenga.

Tendo obtido esses resultados preliminares, a etapa seguinte serd a producdo de
mais amostra do conjugado microcistina-LR-criptato para a obtengdo de quantidade
suficiente para a aquisicdo de um espectro de massas, e a partir dessa amostra bem
caracterizada, emprega-la em testes reais e comparar seu desempenho em relacdo aos

métodos ja existentes.
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5.1- CONCLUSOES

e Foram sintetizados os criptatos do tipo: [Lnc(bipy)py(CO-EtL]T" e
[Lnc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,),]*" onde Ln=Eu’", Tb*" ¢ Gd’. O método de
acompanhamento das sinteses e purificacdo destes via HPLC mostrou-se eficiente e
reprodutivel. Os criptatos apresentaram-se como solidos solliveis em agua e

solventes organicos como metanol, etanol e acetonitrila.

e As estruturas dos ligantes e criptatos sintetizados foram determinadas a partir dos
espectros vibracionais na regido do infravermelho, dos espectros de massa e dos

espectros de ressonancia magnética nuclear.

e A coordenacdo dos ions lantanideos aos criptatos foi sugerida pelos espectros
eletronicos de absor¢do UV-visivel e espectros vibracionais na regido do IV. A
mudanga do tempo de retencdo do criptato de litio para os criptatos de lantanideos,

via HPLC, confirma a mudanca do ion metalico encapsulado.

e Os espectros de emissdo dos criptatos, em H,O e D,0, foram obtidos através da
excitacao das amostras em 320 nm. Analisando as transi¢oes SDO—)7FJ, J=0,1,2,4,

atribuiu-se ao criptato de Eu’" a simetria pontual do tipo C;.

e Os estudos espectroscopicos mostraram que o criptato [Tbc:(bipy)zpy(COzEt)z]3+
tem maior rendimento quantico de emissdo (q=25%) quando comparado com o
criptato de Eu’’(q=14%). Este fato foi atribuido a uma melhor transferéncia de

energia T—’Dy para o criptato de Tb>™ do que T—’Dy para o criptato de Eu®".

e Conjugou-se os criptatos [Lnc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,),]*" onde Ln = Eu*" e
Tb*>" a lectina Con A, empregando-se quatro metodologias diferentes: através das
cadeias laterais (dos residuos de aminoacidos) que possuem fun¢do terminal amina
ou amida (série a); através dessas mesmas cadeias porém inibindo o sitio de
reconhecimento a carboidratos da lectina antes da conjugagao (série ai); através das

cadeias laterais (dos residuos de aminoacidos) que possuem fungdo terminal
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carboxilica (série c¢) e através dessas cadeias apoOs inibicdo do sitio de

reconhecimento a carboidratos da lectina (série ci).

e O conjugado Con A-criptato foi caracterizado e analisado através de cromatografia
por excusdo de tamanho; dicroismo circular; fluorescéncia e fosforescéncia da
proteina; atividade hemaglutinante. Estas técnicas permitiram constatar a aparente

manuteng¢ao das estruturas secundaria e tercidria da lectina apds a conjugagao.

e As medidas espectroscopicas das séries a, ai, ¢ e ci permitiram inferir sobre o grau
de conjugacdo do criptato a Con A. A atividade hemaglutinante apds as

conjugagoes foi mantida.

e Empregou-se o [Tbc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,),]*" conjugado & Con A em um
teste histoquimico, onde o criptato atuou como marcado luminescente. O conjugado
foi incubado a um tecido de mama (carcinoma ductal infiltrante, aderido em lamina
de vidro) que posteriormente foi submetido a uma andlise espectroscOpica de

. A . . , . . .~ e , 3+
luminescéncia, onde foi possivel visualizar transi¢des caracteristicas do ion Tb”".

e A partir da conjugacdo do criptato [Tbc(bipy).py(CO,CH,CH, CH;),]*" a uma
amostra padrdao de microcistina-LR, almejou-se um novo método de detecg¢ao desta

toxina em agua.

e [Estudos espectroscopicos da amostra microcistina-LR-criptato de Térbio
reproduzem o espectro de emissdo do ion metélico. A dosagem protéica detectou a
presenga da microcistina-LR e o teste ELISA, confirmou a presenga da toxina,

sugerindo a integridade da sua regido antigénica.

Suzana Pereira Vila Nova 103



=

Tese de doutorado 5. Conclusdes e perspectivas

5.2- PERSPECTIVAS

Visando a continuidade deste trabalho, as perspectivas a serem concretizadas em

um futuro proximo sdo descritas abaixo:

» Concluir as sinteses e caracterizagdes dos criptatos N-O propostos no capitulo 2, bem

como desenvolver todo o estudo fotofisico deles;

» Desenvolver outro método de conjugagdo do criptato a Con A, via cadeias aminas e
amidas. Primeiro o criptato reagird com o glutaraldeido e s6 apds purificacdo serad
conjugado a lectina. Desta forma, serd possivel avaliar as séries a e ai sem a
interferéncia das possiveis conjugacgdes através das cadeias carboxilicas presentes em

outros residuos de aminoacidos;

» Concluir e analisar os espectros de EPR das amostras conjugadas por diferentes
metodologias, visando o mapeamento do sitio de complexagio do fon Mn®" na Con A,
a fim de obter informagdes sobre a manuten¢do da vizinhanca proxima do sitio de

reconhecimento a carboidratos da lectina;

» Submeter as amostras conjugadas Con A-criptato a uma titulacdo calorimétrica, para
concluirmos quantitativamente a manutengdo ou perturbacdo do sitio de
reconhecimento a carboidratos da lectina, nas diferentes séries de conjugacdes

desenvolvidas;

» Adaptar um monocromador a um microscopio com lampada UV-vis para a aquisi¢ao
de espectros de luminescéncia das amostras analisadas durante os testes de

histoquimica que empreguem o conjugado Con A-criptato;

» Reprodugdo em maior escala da conjugagdo da toxina microcistina-LR ao criptato de
Tb>", para obtengdo de quantidade de amostra suficiente para a aquisi¢io de um

espectro de massas.
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» Desenvolver testes em amostras de agua, reproduzindo situagdes reais, para avaliar a

eficiéncia do conjugado microcistina-LR-criptato em relagdo aos métodos ja existentes.
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ANEXO I: CARACTERIZACAO POR HPLC, IV e RMN-'H

1-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography -HPLC)

Todas as sinteses foram analiticamente monitoradas e purificadas via colunas
analitica e semi-preparativa. Utilizou-se um gradiente com acetonitrina e agua (acidificada
com acido trifluoroacético — TFA), pré-estabelecido (Tabela A.1) com a finalidade de

reconhecer e otimizar os resultados obtidos.

Tabela A.1: Gradiente utilizado no monitoramento das reagoes.

Tempo (min.) ACN (CH;CN) H,O 1% TFA

0 15% 85%
5 15% 85%
35 100% 0
40 100% 0
45 15% 85%
50 15% 85%

O procedimento descrito nas Figuras Al.1-4 ilustra o acompanhamento da sintese
do 2,6-dibrometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (1) via HPLC, através da inje¢do de

aliquotas (5uL) recolhidas durante a reacao.

Time: 54,377 Mnutes - mplitude: 1,9e-005 Volts

B ol e H;CH,CO,G o COCHCH;
reagiol0min.dat ‘
=
BrH,C CH,Br

Figura Al.1: Acompanhamento da reagdo de bromagao do 2,6-dimetil-3,5-dicarboxilato de etil piridina
(capitulo 2, sessdo 2.2, reagdo 1), ap6s 10 minutos de refluxo. Percentagem de area sobre o pico de
interesse=9%.
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Time: 54,7367 Mnutes - Amplitude: 1,0e-005 “okts

Detector A (230nm)
—— reagiodhoras
reagioshoras.dat

Winutes

Figura AI.2: Acompanhamento da reagdo ap6s 1 hora de refluxo. Percentagem

de area sobre o pico de interesse=14%.

Time: 54,2820 Minutes - Ampltude: -4.5e-005 Wolts

Detector A& (250nm)
— reaginthors
reagiothora.dat

Mnutes

Figura AI.3: Acompanhamento da reagdo apds 2 horas de refluxo. Percentagem

de area sobre o pico de interesse=10%.

Time: 545675 binutes - Amplitude: -3e-006 Wohts

Detector A (230nm)
— reagioZhoras
reagiozhoras dat

Figura Al.4: Acompanhamento da reagdo 1, apds 3 horas de refluxo. Percentagem

de area sobre o pico de interesse=10%.

a0

Anexo I
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Foi constatada a gradativa formacao de 1 (capitulo 2, sessdo 2.2, reagdao 1), com o
decorrer do tempo. Apos 1 hora de reagdo, a area referente ao pico do produto desejado
diminui um pouco e apds este intervalo de tempo, nenhuma outra alteragdo significativa
pode ser observada.

Os criptatos de Li', Eu’", Gd’" e Tb*" (7-13), tiveram suas reagdes acompanhadas
por HPLC (coluna analitica) e foram purificados no mesmo equipamento, utilizando-se
uma coluna semipreparativa, e o gradiente descrito na Tabela Al.1. Neste caso, o fluxo foi
aumentado em 5 vezes para compensar o tamanho da coluna empregada e devido a estas
mudangas, os tempos de retengdo dos produtos apresentam um pequeno deslocamento em
relagdo aos tempos de retencdo observados na coluna analitica. Todos estes valores

encontram-se listados na Tabela AI.2.

Tabela AL.2: Tempos de reten¢do dos produtos.

Tempo de retencéo Tempo de retencéo
Produtos (em minutos) (em minutos)
Coluna analitica Coluna semi-preparativa

Diésterdibromometilpy (1) 26,8 (Fig. ALS) 31,3

Dimetilbipy (3) 4,6 (Fig. AL6) ndo injetado

Dibromometilbipy (4) 20,6 (Fig. AL7) nao injetado

Bipy.bipy-ditos (5) 18,1 (Fig. AL.8) ndo injetado

Bipy.bipy (6) 5,3 (Fig. AL9) ndo injetado
[Lic(bipy)apy(CO2Et)]" (7) 13,5 (Fig. AL.10) 15,5
[Lic(bipy).py NO(CO,Et),](8) 11,7 (Fig. AL.11) 14
[Euc(bipy)2py(COEt),]>" (9) 18,2 (Fig. Al.12) 20,3
[Tb(bipy),py(CO,Et):]*"(10) 18,2 (Fig. AL.13) 19,9
[Gdc(bipy)2py(CO,Et),]*" (11) 18,1 (Fig. Al.14) 20,0
[Euc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,]** (12) 11,6 (Fig. AL15) 14,1
[Tbc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,]*" (13) 11,4 (Fig. AL16) 14,0
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Tima: 945212 Mres - Ampituds: - s
Detestor A (220nm)
—— dissbrpy
diesbrpy.dat H3CH,CO,G N 0,CH,CH3
Retertion Time |
Pz
BrH,¢" N CH,Br
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Figura ALS5: Cromatograma do diésterdibromometilpy (1), em coluna analitica.

Time: 54,2127 Minutes - Amplitude: 4,5e-005 Voks
Defeptor A (280nm)
— dwﬁilbipm
dinTetilbipyt dat
Feetertiar Time 2. | | R
X
-
O
2 8 B BE &
¥ o= = o 2
2 &5 0 &WmE 5
Lo
T = T
o 5 10 15 0 i 30 3% 40 4% 50 55
hinutes

Figura AI.6: Cromatograma do 2,2 -dimetilbipiridina (3), em coluna analitica.

Time: 54,2318 Mnutes - Amplitude: -0,000423 “ols.
Detector A (280nm)
—— dibrmebipy?
dibrmebipy? dat
Feetertiar Time Z Z
X X
N
Br Br
2
2
o
I
4L_L E
2
o
&
I I
o T
w
o
|
o & 10 15 20 25 30 35 40 45 &0 &5
Minutes

Figura AL.7: Cromatograma do 2,2’-dibromometilbipiridina (4), em coluna analitica.
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Time: §4,448% binutes - Ampltude: 0,00012% Votts

Datector A (280nm)

T e /N N\
Retertion Time
== =N N=
o Tos— N —Tos
5
" =N N=

Figura AL.8: Cromatograma do acompanhamento da sintese do ditosil-bipy.bipy (5).
A seta destaca o sinal do produto.

Time: 542137 binutes - Amplitude: - ok

— £ 7N\ _/ \

Retertion Tjme _ _
N N

=

Minutes

Figura AI.9: Cromatograma do bipy.bipy (6), em coluna analitica.

Time: 54,3127 Mnutes - Amplitude: 7 2e-004 voits

Detestor & [280nm]
e eripli

cripli.dat
Retertion Time

e 9

b

3022

o 5 10 15 m 5 k) E 40 4 Eil 55
hinutes

Figura AIL.10: Cromatograma do criptato [Lic(bipy),py(CO,Et),]" (7).
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Time: 54,6317 hnotes - Amplitude: -0,0023056 ks
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Figura AL 11: Cromatograma do criptato [Lic(bipy),pyNO(CO,Et),]" (8).

Time: 545935 Minutes - Amplitude; - olts

Detector A (280nm]
— foorieuey

Aorieuey dat
Reetertion Tims
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Figura AI.12: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato
[Euc(bipy)opy(CO-E0,]** (9).

Time: 54,5835 binutes - Amplitude: - Volts
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Figura AI.13: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato
[Tb(bipy),py(COLED,]*" (10).
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Time: $4.9578 Minutes - Amplitude: 0001028 Solts

Detector A (280nm)
— origdd

crigdl.dat
o

Retertion Time

3CF4C00"

Minutes

Figura Al.14: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato
[Gd=(bipy),py(COED)]™ (11).

Time: 54,2524 Minutes - Amplitude: - Wit
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ot o o
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[ S
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o & 10 15 0 25 a0 35 40 45 &0 56
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Figura AI.15: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato
[Euc(bipy),py(CONHCH,CH,NH,]*" (12).

Time: 546317 hinutes - Amplitude: - Mbls

LV-IE - 1 4310nin)

Retention Time

hofinutes

Figura AI.16: Cromatograma de acompanhamento da sintese do criptato
[Tb(bipy).py(CONHCH,CH,NH, > (13).
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O cromatograma do criptato 7 por exemplo, mostrado na Figura AI.10, apresenta 4
picos, onde o produto desejado corresponde ao pico de maior intensidade, com uma
percentagem de area 62%. O rendimento final do produto, apos purificacdo, foi de 60%. As
purificacdes dos criptatos (7-13), foram efetuadas recolhendo-se os produtos na saida do
equipamento, durante o intervalo de tempo em que sdo registrados no cromatograma.

Diferentemente da cromatografia gasosa onde os analitos precisam ser volatilizados
para serem analisados, a cromatografia liquida analisa produtos no estado fisico em que ele
se encontre, bastando para isso que esteja dissolvido em um solvente apropriado e que se
utilize na analise, uma coluna adequada ao grupo funcional do analito em questdo [1, 2].

Sem o emprego da técnica de HPLC, seria muito dificil a purificagdo dos criptatos
obtidos, porque complexos ou macromoléculas de ions lantanideos ndo apresentam
mobilidade em colunas de silica gel e testes efetuados com alumina ndo renderam bons

resultados.

AlL2 - Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A espectroscopia vibracional no infravermelho foi utilizada neste trabalho como
método de caracterizagdo, por permitir a identificagdo de grupos funcionais pertencentes as
estruturas dos ligantes sintetizados e a indicacdo da coordenacdo do ligante - metal.

As Figuras AL.17 e AL 18 reproduzem os espectros de 1 e 6, precursores do criptato
7. Pode-se observar que as principais bandas caracteristicas de cada ligante apresentam-se
deslocadas nos espectros dos criptatos de lantanideos (Figuras AIl.19 e AIL.20). Uma das
bandas atribuidas aos estiramentos C-H e C=N dos ligantes livres 1 e 6 sdo deslocadas para
freqiiéncia menores nos criptatos de lantanideos, sendo um indicativo da coordenacdo do

Nitrogénio do criptato aos fons Ln®" [3-5].
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Nos espectros dos criptatos de lantanideos, a presenca de algumas bandas situadas
em torno de 3400 cm’, foram atribuidas aos estiramentos do grupo OH (4gua de
coordenacdo) e sugerem a existéncia de moléculas de dgua na primeira esfera de
coordenagio dos fons Ln**. Todos os complexos sintetizados apresentam duas bandas

o~ s -1
correspondentes ao CO, do ar, na regido proxima a 2360 cm" .

80

{H;cH,c0,C

CO,CH,CH;

60 4 ‘ _
B¢~ N7 “CH,Br

40

Transmitancia (%)

20

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura AI.17: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante 1.
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Figura AI.18: Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante 6.
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Figura AI.19: Espectro vibracional na regido do infravermelho do criptato 9.
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Figura AI.20: Espectro vibracional na regido do infravermelho do criptato 12.

Nao se pode identificar o sinal v(=C-H arom) em 12 devido a uma baixa resolugdo
da linha de base do espectro, atribuida a umidade do produto ou da pastilha de KBr. Ainda
para este criptato, o sinal em 1206,3 cm™, ndo foi atribuido ao v(=C-N) de uma amina
alifatica (intensidade média ou fraca) por apresentar intensidade forte [3]. Como ele

apresenta-se com forma e deslocamento semelhantes ao v(C-0O), ¢ um indicativo de que o
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contra-ion CI', oriundo da sintese do criptato de Li", foi trocado pelo CF;COO,

proveniente da fase movel aquosa do gradiente empregado na purificacdo deste criptato.

AL3- Ressonancia Magnética Nuclear de Préton: RMN-"H

Os compostos sintetizados foram analisados pela técnica de RMN-'H. A seguir
descreveremos os resultados obtidos.

A Figura AL21 corresponde ao espectro obtido para o produto 1 e relaciona os
protons do produto com os sinais observados. Apesar de pequenas impurezas, as
integracdes reproduzem corretamente os numeros e os deslocamentos dos prétons.
RMN-'H (300MHz, CDCl3) (1): o 8,80(s, H-py, 1H); 5,01(s, CH»-Br, 4H); 4,47(q, J =
7,2Hz, OCHa,, 4H); 1,45(t, J = 7,2Hz, CH3, 6H).

Ha
HyCH,COOC COOCH,CH
312 AN 02 3d
=
BrH,C© N CHBr b s
1
Hc
Ha '

8 7 ] 5 a 3 2 1 o ppm

Figura AI.21: Espectro de RMN-'H do 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina.
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O espectro de RMN-'H de 6,6’-dibromometil-2,2’-bipiridina (4) foi analisado

(Figura Al.22) e comparado ao obtido para seu produto de partida 6,6’-dimetil-2,2’-
bipiridina (3). A diferenca entre eles ¢ o deslocamento dos protons Hd devido a presenca
dos atomos de Bromo ligados, que deixam os protons mais desprotegidos.
RMN-'H (300MHz, CDCl3) (4): & 8. 38(dd, J = 7,8; 0,9Hz, H3-py, 2H), 7,82(t, J = 7,8Hz,
H4-py, 2H), 7,47(dd, J = 7,5; 0,9Hz, H5-bipy, 2H), 4,62(s, CH,-Br, 4H). & 8,3, dubleto,
aromatico H-3, 2H; o 7,8, tripleto, aromatico H-4, 2H; & 7,4, dubleto, aromatico H-5, 2H; 6
4,6, singleto, CH,Br, 4H.

Hd

T T ¥ 1 T
b 5 1 3 i i EnpR

Figura AI.22: Espectro de RMN-'H do 6,6’-dibromo-2,2’-bipiridina.

A analise do macrociclo bipy.bipy (6), foi realizada com o intuito de se comparar os
resultado obtidos neste estudo com os espectros citados na literatura [6]. Na Figura AL.23
sdo ilustrados os principais deslocamentos dos prétons de 6.

RMN-'H (300MHz, CDCls) (6): & 7,71(dd, J = 7.,5; 1,8Hz, H3-py, 4H), 7,43(t, J = 7,8Hz,
H4-py, 4H), 6,95(d, J = 7,8Hz, H5-py, 4H), 4,06(s, CH,, 8H), 2,23(ombro largo, NH, 4H).
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Figura AI.23: Espectro de RMN-'H do bipy-bipy.

Na Figura Al.24, identificamos os prétons do criptato de Li' (7). Como este
apresenta um grande nimero de sinais e algumas impurezas, simplificamos a representacao

do espectro.
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Hb-d
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1.00 ) 1.80

Figura AI.24: Espectro de RMN-'H do [Lic(bipy),py(CO-Et),]" (7).

RMN-'H (300MHz, CDCl3) & 8,92(s, H-py, 1H), 7,94 - 7,54(conjunto de sinais atribuidos
aos protons aromaticos bipiridinicos, 12H), 5,10(d, J = 15,3Hz, CH-bipy, 4H), 4,87(d, J =
15Hz, CH-bipy, 4H), 4,51 - 4,39(m, OCH,, 4H), 4,20(d, J = 15Hz, CH-py, 2H), 3,88(d, J =
15Hz, CH-py, 2H), 1,42(t, J = 7,2Hz, CH3, 3H), 1,41(t, J = 7,2Hz, CH3, 3H).

Apesar de ndo termos uma boa resolugcdo dos sinais dos prétons aromaticos, seus
deslocamentos e integracdes indicam como correta as atribuigcdes feitas. A principal
caracteristica deste espectro ¢ a identificagdo de dois sinais referentes aos protons He [7].
Estes foram identificados como prétons axiais € equatoriais ligados ao carbono citado. Isto
evidencia uma estrutura rigida do criptato obtido, ndo sendo observado este
comportamento nas analises anteriores. Também analisamos os criptatos 9-11 e, como
esperado para os compostos paramagnéticos, os sinais sofrem deslocamentos e

desdobramentos, apresentando-se muitas vezes sem linha de base ou com sinais negativos.
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Desta forma, a obtengdo dos espectros dos criptatos com estas caracteristicas indica a

inclusdo do lantanideo na cavidade do criptato [8, 9].

AlL.4- Referéncias bibliograficas

[1] Ciola, R. Fundamentos da Cromatografia a Liquido de Alto Desempenho - HPLC, Ed.
Edgar Bliicher LTDA, 1998.

[2] McMaster, M. C. HPLC - A Pratical User's Guide, VCH Publishers, Inc, 1994.

[3] Shriner, R. L. The Systematic Identification of Organic Compounds, Ed. Jonh Wiley &
Sons, 1980.

[4] Joshi, K. C.; Pathak,V. N.; Bhargava, S. J. Inorg. Nucl. Chem. 1977, 39, 803.

[5] Trikha,A. K.; Dilbagi, K. J. Fluorine Chemical 1993, 02, 139.

[6] Newkome, G. R.; Pappalardo, S.; Gupta, V. K.; Fronczek, F. R. J. Org. Chem. 1983,
48, 4848.

[7] Caron, A.; Guilhelm, J.; Rich, C.; Pascard, C.; Alpha, B.; Lenh, J. -M.; Rodriguez-
Ubis, J. -C. Helv. Chem. Acta 1985, 68, 1577.

[8] Gansow, O. A.; Pruett, D. J.; Triplett, K. B. J. Am. Chem. Soc, 1979, 101 (15), 4408.
[9] Alpha, B.; Lenh, J. -M.; Mathis, G. Angew Chem. Int, Ed. Engl. 1987, 26 (3), 266.

Suzana Pereira Vila Nova 128



Anexo 11.

Artigos submetidos



Tese de doutorado Anexo II

Artigo submetido a publicagdo, no periodico de divulgagao cientifica
Journal of Luminescence

Suzana Pereira Vila Nova 130



Tese de doutorado Anexo II

Study of the luminescence of Eu(IIl), Th(III) and Gd(III) cryptates containing
Py(CO;Et); as ligands
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ABSTRACT

It has been synthesized the cryptates [Lncbpy.bpy.py(CO-Et),]*", where Ln = Eu, Tb and
Gd. These compounds have been characterized through usual methods and their
luminescence have been quantified through spectroscopic measurements such as
luminescence lifetime, emission spectrum and emission quantum yield, q. The
experimental q value obtained for the cryptate [Tbcbpy.bpy.py(CO-Et),]’" has been
compared to the one of the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO-Et),]**, giving q = 25% for the
former and q = 14% for the later, both in solution at 77K. The theoretical q value
calculated for the Eu(Ill) cryptate was 19%, being in a very good agreement to the
experimental one. The results indicate that the theoretical model which has been used to
study the luminescence of complexes can also be satisfactorily used to cryptates and the
design of new ligands with high energy triplet states should give very efficient light
converting molecular devices when the central ion is the Tb(III).

Keywords: luminescence, emission quantum yield, cryptates

“corresponding author: Tel. +55 81 3271-7475; fax +55 81 3271-8442
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1. Introduction

In recent years lanthanide compounds have been used to make luminescent devices
such as luminescent materials [1], UV dosimeters [2] and thin film for optical devices [3].
Among the various lanthanide compounds used as luminescent devices one should
emphasize the Eu(IIl) cryptates, which have been used in fluoroimmunoassays through the
TRACE method [4]. The cryptates have the ability to surround the central ion expelling the
water molecules from the first coordinating sphere decreasing the quenching of the
luminescence by those molecules. The use of organic molecules as ligands such as (-
diketones can improve considerably the luminescence of the compound [5]. In such cases
the ligands act as antennae, absorbing the UV radiation and transferring the energy non-
radiatively to the lanthanide ion. Then it occurs the luminescence, where light in the visible
region is emitted by the lanthanide ion. In this process the resonance condition between the
emitting level of the lanthanide and the triplet state of the ligand is very important to
determine the extension in which the luminescence will occur. The luminescence channels
in a given compound can be investigated through the calculation of the emission quantum
yield, q, according to well-described methods in literature [6]. In this case the energy
transfer and decay rates between electronic states are calculated taking into account only
those states which influence the luminescence of the compound.

In this paper we describe the synthesis and spectroscopic study of the new cryptates
[Lncbpy.bpy.py(COEt),]*", where Ln = Eu, Tb and Gd. The emission quantum yield, q,
has been measured for the cryptates containing Eu(IIl) and Tb(III) compounds together
with their electronic excited states in order to investigate the factors which influence the
luminescence. Although the model described in literature to predict energy transfer rates
and q had been applied only to Eu(IIl) complexes, in this paper we have also applied this

model to the new cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*".
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2. Experimental
2.1. Synthesis

The labels 1.a, 1.b and 1.c refer to the intermediate compounds shown in Fig. 1.

The synthesis of the cryptates began with the bromination of diethyl 2,6-dimethyl-
3,5-pyridinedicarboxilate (99% Aldrich), via the initiator 1,1'-Azo
(cyclohexanecarbonitrile) (98% Aldrich) and N-bromosuccinimide (NBS, 99% Aldrich)
under reflux and irradiation by a 100W incandescent lamp to give the 2,6-dibromomethyl-
3,5-diethyl-dicarboxilate (1.a). The bromination of the 6,6'-dimethyl-2,2'-bipyridine has
used benzoyl peroxide associated to the NBS [7,8]. In this procedure the product 6,6'-Bis
(bromomethyl)-2,2"-bipyridine (1.b) has been obtained in the pure state after
recristalization.

The ring 1.c has been synthesized following the procedure described in literature

8,9].

The following step was the formation of the cryptate [Licbpy.bpy.py(CO,Et),]CO5
. The product 1.c was added to CH3CN,q) under Ny, atmosphere. The product 1.a was
dissolved in an aqueous solution of Li,CO; under reflux. The purification of the cryptate
formed was done using HPLC. The inclusion of the lanthanide ion in the cryptate has been
achieved by the single ionic change between the Li~ cation and the lanthanides (Eu’", Tb*"
and Gd*"). The lanthanide cryptates have been purified using HPLC.

INSERT FIGURE 1

2.2. Experimental measurements
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The emission quantum yields of the cryptates have been obtained using two
standard phosphors as reference: commercial Y,0s: Eu’* (Philips, Aexe = 260 nm, q = 95%)
and sodium salicylate (Merck P.A., A= 220-380 nm, q = 60%), both at room
temperature. The method used in this work provides absolute values while avoiding
absolute measurements and is precise within 10% [10]. The following expression has been

used:

Q0
Il
TN

l-r, | AD
S X 1
I—I‘X j{A‘Dst Jqst ( )

where ri and 1 are the amount of exciting radiation reflected by the standard phosphor and
by the sample, respectively, and gy is the emission quantum yield of the standard

phosphor. The terms A®, and AD, in Eq.(1) give the integrated photon flux (photons.s™)

for the sample and the standard phosphor, respectively, and have been determined from the
corrected emission spectra, by integrating the emission intensity over the total spectral
range. The variables ry and 1y, also known as reflection coefficients, were established by
scanning the emission monochromator through the excitation wavelength region and
integrating the intensity of the spectra thus obtained. In order to have absolute r values it
has been used BaSQO, as the reflectance standard (r = 91%) [10]. The samples and standard
phosphors were thoroughly ground to a fine power into an agate mortar in order to
minimize grain size differences. All measurements were carried out using a compact
powder layer 2mm thick to prevent insufficient absorption and back scattering of the
excitation radiation. Three measurements were carried out for each sample in aqueous

solution at room temperature.
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The compounds have been characterized by elementar analysis (C, N and H), UV-
visible absorption spectroscopy and mass spectrometry. The UV-visible spectra were
obtained in aqueous solution for low concentrations (UM range) at room temperature using
a Perkin Elmer lambda 15 UV/Vis spectrophotometer.

The excitation and luminescence spectra and decay time measurements were
obtained in aqueous solution at room temperature and 77K using a LS-50B Perkin-Elmer
spectrofluorimeter equipped with a Hamamatsu-R928 photomultiplier tube with the low
temperature accessory 12250136 (liquid nitrogen). The samples have been excited at
320nm. The mass spectrometry was carried out in a Finnigan GCQ Mat/quadrupole-ion

trap.

3. Results and discussion
3.1. Characterization and spectroscopic measurements

The chemical analytical data of the cryptates and ligands are consistent with the
formulae diethyl 2,6-dimethyl-3,5-pyridinedicarboxilate (Calc/Exp: C 37.87/38.16; H
3.75/3.69; N3.81/3.42) and [Licbpy.bpy.py(CO:Et),]" (Calc/Exp: C 59.60/60.99; H
4.99/4.84; N 13.23/13.45). The proposed formulae of the cryptates synthesized are also
with the mass spectrometry results: [Tbcbpy.bpy.py(CO,Et),]*" (MS m/z (real intensity)
800 (M+)) and [Licbpy.bpy.py(CO,Et),|Br (MS m/z (real intensity) 728 (M+)).

The phosphorescence spectrum of the cryptate [Gdcbpy.bpy.py(COsEt),]*" has
been recorded at 77K in aqueous solution and is shown in Fig. 2. The lowest energy triplet
has been calculated considering the beginning of the band, giving the value of 23640cm™
(A = 423nm). The position of the lowest excited singlet has been determined through the

absorption spectrum of the cryptates and is shown in Fig. 3 for
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[Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*". Fig. 3 shows a singlet state clearly peaked at 291nm and an
elbow probably corresponding to another one smaller in intensity peaked around 300nm.
The absorption spectrum for the Tb(IIl) cryptate is very similar to that of the Eu(IIl)
cryptate, showing only small variations in the relative intensities of the peaks. The
luminescence lifetimes (1) measured for the Eu(IIl) and Tb(IIl) cryptates in aqueous
solution at room temperature were 0.77 and 0.85ms, respectively.
INSERT FIGURE 2
INSERT FIGURE 3
The emission quantum yields measured in aqueous solution at room temperature for
[Eucbpy.bpy.py(CO:Et),]*" and [Tbcbpy.bpy.py(CO2Et),]*" were 14 and 25%,
respectively. This difference may be explained through the energy of the triplet state of the
ligands (Egipiet = 23640cm™) which is much more resonant with the emitting level of the
Tb(III) ion (Esps = 20560cm™) than with the emitting level of the Eu(IIl) ion (Espo =
17300cm™). Therefore, the energy transfer from ligand to metal should be much more
efficient in the Tb(III) cryptate.
The luminescence spectrum of the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*" is shown in
Fig. 4. The number of peaks of the transitions Do — 'Fy (J=0,1,2and4)is 1, 2, 3 and 6,
respectively, indicating that the symmetry group is likely to be C; for this cryptate.

INSERT FIGURE 4

3.2. Theoretical considerations
The coordination geometry of the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*" has been
optimized using the Sparkle Model for the Calculation of Lanthanide Complexes II (SMLC

II) implemented in the MOPAC93r2 program [11]. As this model has been parametrized
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only for lanthanide complexes, the convergence criteria adopted was 2.5 Hartree/A for the
gradient norm and some bond angles were hindered. The optimized geometry has been
used to predict the absorption spectrum through the INDO/S-CI method implemented in
the ZINDO program [12].

The data obtained from the above calculations have been used to predict the energy
transfer rates (Wgr) between the ligands and the Eu(Ill) ion through a model well
described in literature [13]. For the f-f non-radiative decay rates it has been assigned the
value of 10%™! [14]. From the ratios between the areas of the transitions 5D0 - 7FJ J=0,
1, 2 and 4) of the luminescence spectrum it has been calculated the total radiative emission
rate, Arg, giving a value of 246s™'. As the total decay rate (= radiative + non-radiative)
from the Dy level can be calculated by 1/t (= 1/0.77ms = 1299s™), it has been calculated
the non-radiative decay rate (ky =1053s'1), which is more than 4 times the value of A,..
This difference between ky, and A4 together with the poor resonance condition between
the °Dy level and the triplet state are strongly responsible for the low emission quantum
yield observed (qexp = 14%) for [Eucbpy.bpy.py(COzEt)2]3+.

The rates involved in the luminescence process have been used to build a system of
rate equations, which has been solved through the 4™ order Runge-Kutta method [15]. The

theoretical emission quantum yield has been calculated by

Ns5poA ra
— 5D0 d (2)

q
Nso®

where mspo and ngp are the normalized steady-state populations of the emitting and
absorbing levels, respectively, Arq is the total radiative emission rate and ¢ is the pumping

rate from ground singlet to excited singlet, taken as 10%s™ [14]. Eq.(2) can be interpreted as
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the ratio between the number of emitted and absorbed photons by the luminescent
compound.

The channels involved in the luminescence process are shown in Fig. 5, where the
energy transfer and decay rates are represented by arrows. Typical values have been
assigned to the intersystem crossing rates and f-f non-radiative decay rates [14]: ky;= 10°s"
1, ¢=104S'1, k32=1085'1, kas = ksg = ke7 = 10°". The calculated parameters Wer, Arag, knr and
qiheor are shown in Table 1, together with qex, for the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*"
According to Table 1, the most efficient luminescence channel is Sy > S| > T —» (5D1,
°Dy) — 'Fy, where J = 0 to 6, since the energy transfer from the ligand to the metal via
excited singlet is very slow. Although the °D; level is more resonant with the triplet state
(see Fig. 5), the energy transfer for this level is not so fast as it is for the *D; level since in
the former case the multipolar mechanism is operative while in the later one the much

faster exchange mechanism dominates [13]. The energy transfer rates *Dy — Triplet, °D; —

Triplet and >D4 — Singlet are equal to zero and have been omitted from Table 1.
INSERT TABLE 1

INSERT FIGURE 5

4. Conclusions

It has been synthesized the new cryptates [an:bpy.bpy.py(COzEt)z]3+ , Ln = Eu,
Tb and Gd. The Tb(III) cryptate has shown a relatively high emission quantum yield in
solution (q = 25%), indicating that it can be used as a new Light Converting Molecular
Device, LCMD. The low emission quantum yield observed for the Eu(Ill) cryptate may be

explained by the poor resonant condition between the ligand triplet state and the emitting
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level and also by the ratio between the non-radiative and radiative decay rates which is
relatively high (kn/Ar.q = 4.3), both factors quenching the luminescence.

The value of q predicted for the cryptate [Eucbpy.bpy.py(COEt),]*" is in good
agreement with the experimental value, indicating the reliability of the model used to
describe the luminescence. The calculations have shown that the most probable channels
involved in the luminescence process are Sy —> S| > T > (5D1, 5Do) — 'F,. The results
have shown that the cryptand used in this work should give more efficient LCMD with the
Tb(IIl) ion, which has energy levels more appropriate to give good resonant conditions

with the triplet state of that ligand.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Intermediate compounds in the synthesis of the cryptates [Lncbpy.bpy.py(CO,Et),]*".
Fig. 2. Phosphorescence spectrum of the cryptate [Gd=bpy.bpy.py(CO,Et),]*" recorded at 77K in aqueous solution.
Fig. 3. Absorption spectrum of the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*" in aqueous solution at room temperature.

Fig. 4. Luminescence spectrum of the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*" in aqueous solution at room temperature with
Aexe = 320nm.

Fig. 5. Energy level diagram showing the most probable channels in the luminescence process for the cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO2Et),]*".
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Table 1. Values of the energy transfer rates (Wgr), Arad, qtheor and qexp for the
cryptate [Eucbpy.bpy.py(CO,Et),]*".

Energy Transfer Rates (5”) Araa 8")  Kur 8" Guncor (%) Gexp (%)

Wer Singlet > °Dy  2.50x10° 246 1053 19 14

Triplet »°D;  1.08x10’

WEeT2 s _
D,— Triplet 374

Wers  Triplet > °D;  4.75x10°

Wers  Triplet » Dy 8.61x10°
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Figure 1
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SINTESE, CARACTERIZACAO E PROPRIEDADES ESPECTROSCOPICAS DE

CRIPTATOS DE LANTANIDEO DO TIPO Lnc(bipy).py(COEt),>".

ABSTRACT

We report on the synthesis, characterization (infrared and proton nmr spectra) and
photophysical properties (luminescence spectra and emission quantum yield) of the
lanthanide cryptates [Lnc(bipy):py(CO,Et),]*” with Ln = Eu’", Tb*" or Gd*", whitch can
be applied as efficient Light-Conversion-Molecular-Devices. From emission spectra of
Euc(bipy)zpy(COzEt)z]3+ complex we can attribute pontual symmetry C; for the metal ion.
The spectroscopic study show a higher emission quantum yield (q=25%) for
Tbc(bipy)apy(CO2E),]*" in aqueous solution, while the Europium one presents q=14%.
This is justified by a more efficient energy transfer between triplet and emission levels of

Terbium (T—"Dy).

KEYWORDS: Lanthanide cryptate, synthesis, emission quantum yield
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INTRODUCAO

A quimica de coordenacao de ligantes macrociclicos vem tornando-se uma area de
pesquisa fascinante para os quimicos inorganicos de todo o mundo. O interesse continuo
no design de novos ligantes advém do seu amplo potencial de aplicagdo" 2,
particularmente do encapsulamento de ions lantanideos em estruturas supramoleculares,
originando compostos que atuam como excelentes dispositivos moleculares conversores
de luz (DMCLs), os quais absorvem radiacao na regido do ultravioleta e emitem na regido
do visivel> *. Estes DMCLs sdo testados e utilizados freqiientemente em aplicacdes
médicas e clinicas como radioimunoterapia®’, tomografia de emissdo de positron™ °,

. A . 10-1
agente de aumento de contraste em imagem de ressondncia '°°, e marcadores

14-17

luminescentes em fluoroimunoensaios Dentre os compostos macrociclicos mais

estudados podemos destacar os criptatos de lantanideos, devido as suas habilidades de
coordenacio com antigenos ou anticorpos estarem bem estabelecidas'*"”.

Jean-Marie Lehn" '*, na década de 60, obteve em um sistema macromolecular a
presenga de grupos doadores em um arranjo tridimensional, de forma flexivel, que permitia
que um cation fosse ndo apenas complexado, mas também encapsulado. As primeiras
espécies que apresentaram esta capacidade foram denominadas criptantes, e seus
complexos metalicos, criptatos.

Criptatos com ions lantanideos apresentam boa solubilidade em agua e elevada
estabilidade cinética e termodindmica'. Os principais estudos fotofisicos mostram que
estes criptatos populam eficientemente o nivel emissor "Dy para o eurdpio e "Dy para o

térbio) do ion metalico através de processos ndo-radiativos, fornecendo assim, altos

. AL o~ ~ 2 : :
rendimentos quinticos de emissdo, em solugdo aquosa™. Devido aos criptatos de
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123 1.z
2 , ha uma

lantanideos apresentarem grande aplicabilidade em sistemas bioldgicos
necessidade crescente de pesquisas de novos criptatos projetados para estes fins.

Dentro de uma visdo supramolecular, este trabalho tem como objetivo geral a
sintese, a caracterizacdo ¢ o estudo das propriedades espectroscopicas de novos criptatos

de lantanideos (6-8) a partir de ligantes piridinico (1) e bipiridinicos (2-4), visando suas

possiveis aplicagdes em sistemas biologicos.

INSERIR FIGURA 1

PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes: dietil-2,6-dimetil-3,5-piridinacarboxilato (99%), 2,9-dimetil-4,7-
difenil-1,10  fenantrolina  (98%), N-bromosuccinimida (99%), 1,1'- azo-bis
(ciclohexanocarbonitrila) (98%), acido 3-cloroperoxibenzdico (77%), perdxido de
hidrogénio (30 volumes), peroxido de benzoila (97%), anidrido trifluoroacético (99+%),
p-toluenosulfonamida (98%), cloreto de eurdpio (99,9%), cloreto de térbio (99,9%),
cloreto de gadolineo (99,9%), foram adquiridos na Aldrich e utilizados sem purificagdo
prévia;

O reagente 6,6 '-dimetil-2,2"-bipiridina foi fornecido como doagdo pela industria
francesa Cis Bio international,;

Os demais reagentes e solventes tem grau de pureza P. A. e foram adquiridos via

Nuclear, Fluka, Vetec, Reagen, Pro Analysi, Carlos Erba, Merk e Quimex, sendo
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empregados também sem prévia purificagdo, excetuando-se os casos relacionados no

texto.

Metodologia de caracterizacio

Os pontos de fusdo/decomposi¢cao foram determinados em um aparelho digital da
Electrothermal modelo 9100, série IA 9100/ IA 9200, com resolugdo de 0,1°C e precisao
de 0,5°C. As medidas foram realizadas em tubos capilares de ~ 1mm diametro.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
pastilhas de KBr, prensadas sob vacuo, utilizando o espectrometro com transformada de
Fourier Bruker modelo IF66 na regido entre 4000 a 400 cm™', com resolugdo de 2 cm™.

O acompanhamento e a purificacio das reagdes foram efetuados em um
cromatografo Schimadzu equipado com duas bombas LC-10AV, detector UV-vis SPD-
10AV e integrador SCL-10A. Foram empregadas colunas analiticas RP18 (5 microns,
125mm x 4,6mm) e a coluna semi-preparativa RP18-E (Smicrons, 250mm x 10,5mm).
Empregamos um gradiente com as fases méveis Acetonitrila (ACN) e H,O acidificada
(1% éacido trifluoroacético), onde 0-5Smin: ACN 15%, 5-35min: ACN 15%-100%, 35-
40min: ACN 100%, 40-45min: ACN 100%-15%.

A medida de espectrometria de massas (EM) foi desenvolvida em um equipamento
Finnigan MAT com analisador de massa lon Trap, através de insercao direta e ionizagdo
por impacto de elétrons.

As analises de RMN-'H foram obtidas em CDCls, utilizando um equipamento
VARIAN Unity Plus, com freqiiéncia de 300MHz. Os deslocamentos quimicos estdo

expressos em partes por milhdo em relagdo ao pico residual do CDCl; (7,26ppm).
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Os espectros de absor¢cdo dos produtos, em agua destilada, foram medidos no
espectrofotdometro UV-vis LAMBDA 6 modelo 2688-002, com concentracio de 10*M (6
¢ 8) e de 10 M para os demais.

As medidas espectroscopicas de emissdo foram obtidas a 298K e 77K em um
equipamento Jobin-Yvon Ramonor U-1000 com duplo monocromador. Para excita¢do foi
utilizado um monocromador Jobin-Yvon modelo H-10, usando uma lampada de Xe-Hg
(150W). Utilizou-se como detector uma fotomultiplicadora RCA C31034RF refrigerada
por um sistema peltier. O registro e o processamento do sinal foi feito através de uma
interface Spectralink ligada a um microcomputador IBM®.

As medidas dos tempos de decaimento dos estados excitados (t) foram obtidas
utilizando-se um laser Nd:YAG modelo GCR-170 da Spectra-Physics para excitar as
amostras em 355nm (3° harmonico). A monitora¢do do sinal foi feita através de uma
fotomultiplicadora acoplada a um boxcar com integrador modelo 4420 e 4422 da EG&G
(Princeton Aplied Research Corp. ), cujo tempo de integragdo € tipicamente fixado em

20ns.

Sinteses

Sintese de 2,6-dibromometil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (1 )24'26: Reagiu-se o 2,6-
dimetil-3,5-dicarboxilato de etil piridina (0,50g) com N-bromosuccinimida (NBS; 0,90g)
em CCly, sob efeito do catalisador 1,1'-Azobis(ciclohexanocarbonitrila (AZOBIS, 4mg). A
reagdo transcorreu sob irradiagdo de lampada de tungsténio (100W), refluxo e agitacdo por
4 horas e a rea¢ao foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) em placa
de silica e CH,Cl,. A reacdo foi finalizada com banho de gelo e filtracdo do precipitado. O

filtrado foi evaporado e o produto purificado via coluna cromatografica de silica gel e
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CHCI;. Obteve-se 1 na forma de um sélido branco com 40% de rendimento. P. f. = 55-
60°C; Rf = 0,53 (CHCl); Tr (HPLC) = 26,8min; IV(KBr): 2978,9(f, v C-H saturado);
1723,1(F, vC=0 de éster aril); 1590,5 e 1547,0 (m, v C=C + C=N de anel piridinico);
1444,1(f, 8C-H saturado); 1298,0 e 1236,8(F, vC-O de éster aril); 1095,8(F, 6C-H de anel
piridinico); 865,2(f, 8C-H de aromaticos substituidos), 740,9(f, vC-Br); RMN-'H
(300MHz, CDCl;) & 8,80(s, H-py, 1H); 5,01(s, CH,-Br, 4H); 4,47(q, J = 7,2Hz, OCH,,

4H); 1,45(t, J = 7,2Hz, CH;, 6H).

Sintese de 6,6 -dibromometil-2,2 -bipiridina (2)25’ 7. Dissolveu-se de 6,6’-dimetil-2,2’-
bipiridina (0,30g) em CHCI; anidro, sob agitagdo, a temperatura ambiente. Separadamente,
dissolveu-se o mCPBA (0,56g) em CHCl; e adicionou-se Na,SO, anidro. Apos 30
minutos, filtrou-se o sulfato de sédio e¢ adicionou-se 0 mCPBA diretamente ao balao
reacional. Manteve-se a agitacdo a temperatura ambiente, por 20 horas. Extraiu-se o
excesso de mCPBA em funil de separacdo, seguida de lavagem com solugdo saturada de
NaHCOj; (3x20mL). Em seguida, o extrato organico foi lavado com uma solugao saturada
de NaCl (3x15mL) e seco na presenca de Na SOy anidro. O sulfato foi filtrado apds 30
minutos e o solvente foi evaporado. O produto obtido foi identificado como sendo o
intermediario 6,6’-dimetil-2,2’-bipiridina N, N’-dioéxido, sendo utilizado na etapa seguinte
sem prévia purificagdo. Todas estas etapas de reacdes foram acompanhadas por
cromatografia de camada delgada em silica e CH,Cl, (Rf~0,08).

Ap6s secagem do produto N, N’'-dioxido (0,18g), este foi dissolvido em CHCl;
anidro (8mL). Em seguida adicionou-se anidrido trifluoroacético (7,30mL) e manteve-se o
refluxo da mistura por 19 horas. Evaporado o solvente da reacdo, adicionou-se LiBr

(0,76g), DMF anidro (135uL) e THF anidro (13,20mL), e a reagdao foi refluxada, sob
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atmosfera de Ny, por 48 horas. O acompanhamento desta reagdo foi feito via HPLC e a
purificagcdo do produto 2 foi feita por coluna cromatografica de silica gel, utilizando-se a
mistura CH3Cl/MeOH (95/5) como eluente. Rendimento de 20%. P. f. > 180°C (observou-

se o escurecimento do produto o que sugere um processo de degradagao).

Sintese alternativa de 2****: A mistura de 6,6’-dimetil-2,2’-bipiridina (0,50g) ¢ NBS (1g)
em 30ml de CCly, foi refluxada por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se perdxido de
benzoila (6mg), mantendo-se o refluxo por mais 3 horas sob irradiacdo de lampada de
tungsténio (100W). Filtrou-se a mistura ainda quente e resfriou-se o filtrado, obtendo-se 2,
que foi recristalizado em CCly. O acompanhamento da reagdo, nesta etapa, foi feito via
HPLC e o rendimento foi de 27%. Tr (HPLC) = 20,6min; IV(KBr): 2925,7(m, v C-H
saturado); 1568,7(m, v C=C + C=N de anel piridinico); 1462,4(m, 6C-H saturado);
1076,1(m, 3C-H de anel piridinico); 806,7(f, 0C-H de aromadticos substituidos), 744,3(f,
vC-Br); RMN-'H (300MHz, CDCl3) & 8. 38(dd, J = 7,8; 0,9Hz, H3-py, 2H), 7,82(t, J =

7,8Hz, H4-py, 2H), 7,47(dd, J = 7.5; 0,9Hz, H5-bipy, 2H), 4,62(s, CH,-Br, 4H).

Sintese de 8, 21-ditosil-8, 21, 27, 28, 29, 30, hexaazapentaciclof21. 3. 1. 17-°, 1" 17 1°]
triaconta-1(27), 2, 4, 6(30), 10, 12, 14(29), 15, 17, 19(28), 23, 25-dodecaeno (3)*> *:
Primeiramente preparou-se o sal monosodico do p-toluenosulfonamida (tosilato de sodio),
pela adicdo de p-toluenosulfonamida a um sistema sob atmosfera inerte, contendo EtOH
anidro, e sodio metalico. Manteve-se refluxo até que todo o soédio metalico fosse
consumido. Em seguida evaporou-se o solvente e obteve-se o tosilato de s6dio na forma de
um po leve, de coloragdo amarela clara. Dissolveu-se 2 (0,10g) em EtOH anidro ¢ a este

adicionou-se tosilato de sédio (0,11g) dissolvido no mesmo solvente, mantendo refluxo e
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agitacdo por 25 horas. A reacdo foi colocada em um banho de gelo, o precipitado lavado
com agua gelada, CHCI; e EtOH gelados, alternadamente. Os extratos organicos foram
evaporados até a secura e reunidos ao sélido do funil. O produto 3 obtido foi empregado na
etapa seguinte, sem prévia purificagdo. O rendimento foi de 50% e o ponto de fusdo >

300°C, conforme observado em literatura.

Sintese alternativa de 3: Dissolveu-se 2 (0,10g) em CH3CN anidra ¢ a este adicionou-se p-
toluenosulfonamida (0,11g) e K,CO; (0,09g). Manteve-se a reacdo sob agitacdo e a
temperatura ambiente por 25h, ao final das quais foi colocada em um banho de gelo. O
precipitado foi lavado com agua gelada, CHCIl; e EtOH gelados, alternadamente. Os
extratos organicos foram reunidos e evaporados. O produto obtido na forma de po
esbranquigado, foi empregado na etapa seguinte, sem prévia purificacdo. Rendimento de

30%.

Sintese de 8, 21, 27, 28, 29, 30, hexaazapentaciclo[21. 3. 1. 170 101 i 19] triaconta-
1(27), 2, 4, 6(30), 10, 12, 14(29), 15, 17, 19(28), 23, 25-dodecaeno (4)*>*’: Dissolveu-se o
produto 3 (0,04g) em H,SO4 concentrado (ImL) e manteve-se refluxo por 2 horas. Em
seguida, neutralizou-se com solugdo super-saturada de NaOH, e extraiu-se a mistura com
CHCI; (4x15mL). Os extratos organicos foram secos em presenca de Na,SO4 anidro. Apos
filtracdo e evaporagdo do solvente, obteve-se o produto na forma de p6 esbranquicado com
rendimento de 80%. P. f. >300°C; EM (EI+) m/z: 394,0 (M"); RMN-'H (300MHz, CDCl;)
6 7,71(dd, J = 7.5; 1,8Hz, H3-py, 4H), 7,43(t, J = 7,8Hz, H4-py, 4H), 6,95(d, J = 7,8Hz,

H5-py, 4H), 4,06(s, CH,, 8H), 2,23(ombro largo, NH, 4H).
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Sinteses dos criptatos de 3,5-dicarboxilato de etil piridina (Li* < (bipy)py(CO;Et),]CO5,
5)**%>2 Em um sistema sob fluxo de Ny, adicionou-se ao baldo de 3 bocas, o produto 4
(0,05g) dissolvido em 100ml de CH3CN anidra. Em seguida adicionou-se o LiCOs (0,11g)
sob agitacdo e aquecimento. No inicio do refluxo, adicionou-se gota-a-gota, o reagente 1
(0,06g) dissolvido em 60ml de CH3CN anidra. Manteve-se o refluxo por 24h e a reagdo foi
acompanhada via HPLC. Ao término da reagdo, o baldo foi submetido a um banho de gelo
e apos filtracdo do precipitado, evaporou-se o solvente. As purificagdes dos produtos foram
efetuadas via HPLC, em coluna semi-preparativa e o produto apresenta-se como po
amarelado. Rendimento de 60%. Tr (HPLC) = 13,5min; RMN-'H (300MHz, CDCl;) &
8,92(s, H-py, 1H), 7,94 - 7,54(conjunto de sinais atribuidos aos protons aromaticos
bipiridinicos, 12H), 5,10(d, J = 15,3Hz, CH-bipy, 4H), 4,87(d, J = 15Hz, CH-bipy, 4H),
4,51 - 4,39(m, OCH,, 4H), 4,20(d, J = 15Hz, CH-py, 2H), 3,88(d, J = 15Hz, CH-py, 2H),

1,42(t, ] = 7,2Hz, CHs, 3H), 1,41(t, J = 7,2Hz, CHs, 3H).

Substitui¢do do ion Li* por ions L’ (Ln’" = Eu’", T, Gd°*, 6, 7 ¢ 8** *: A 5
dissolvido em uma mistura de CH;CN e MeOH, adicionou-se o cloreto de lantanideo
LnCl;. 6H,0 desejado. A mistura foi mantida sob agitacdo e aquecimento por 3 horas apos
o inicio do refluxo. O acompanhamento da reacdo foi feito via HPLC e ao término, filtrou-
se o precipitado apos resfriamento. Os extratos organicos foram concentrados até a secura
e a purificagdo foi feita através de HPLC, em coluna semi-preparativa. Os produtos finais
apresentam-se como so6lido amarelado. Rendimento de 90%. Tr (HPLC) = 18,2min;
IV(KBr): 3414,2 (f, vO-H); 2922.2(f, vC-H saturado); 1711,8(F, vC=0O de éster ¢ de

acido); 1603,3 (m, v C=C + C=N de anel piridinico); 1434,9(m, 6C-H saturado);
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1310,8(m, vC-N amina terciaria); 1209,1(F, vC-O de éster e de acido); 1132,2(F, vC-F);

1010,4(m, 6C-H de anel piridinico); 790,9(m, 6C-H de aromaticos substituidos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (1V)

As bandas caracteristicas de deformacdo (0) e estiramento (V) no espectro
vibracional dos produtos analisados, permitiu a observacao do deslocamento das principais
bandas caracteristicas de cada ligante em relagdo aos espectros dos criptatos de
lantanideos, como as atribuidas aos estiramentos C-H e C=N dos ligantes livres 1 e 4 sdo
deslocadas para freqiiéncia maiores nos criptatos de lantanideos, sendo um indicativo da
coordenagdo dos 4tomos de Nitrogénio do criptato aos fons de lantanideo™ *'.

Nos espectros dos criptatos de lantanideos, a presenga de algumas bandas situadas
em torno de 3400cm™, foram atribuidas aos estiramentos do grupo OH e sugerem a
existéncia de moléculas de 4gua na primeira esfera de coordenagdo dos fons Ln*". Todos os

complexos sintetizados apresentam duas bandas correspondentes ao CO; do ar, na regido

proxima a 2360cm™.

Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN — 'H)

O espectro de RMN-'H de 6,6’-dibromometil-2,2’-bipiridina (2) foi analisado e

comparado ao obtido para seu produto de partida 6,6’-dimetil-2,2’-bipiridina, apresentando
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como diferenga apenas o deslocamento dos prétons CH,-Br, que no produto final
encontram-se mais desprotegidos.

A analise do macrociclo bipy.bipy (4), foi realizada e comparada aos espectros
citados na literatura®, reproduzindo os deslocamentos quimicos observados.

Apesar do espectro de RMN-'H o criptato de Li", apresentar baixa resolugdo dos
sinais dos protons aromaticos, seus deslocamentos e integra¢des indicam como correta as
atribuicdes feitas. A principal caracteristica deste espectro ¢ a identificagdo de dois sinais
referentes aos protons CH,-piridina e CH,-bipiridina®®. Estes foram identificados como
prétons axiais e equatoriais ligados aos carbonos supracitados, evidenciando uma estrutura
rigida do criptato obtido. Essa rigidez reflete-se também nos protons CH, e CHj3 da fungdo
éster da molécula, os quais apresentam diferentes deslocamentos quimicos para a mesma
fun¢do. Também foram analisados os criptatos 6-8 e, como esperado para os compostos
paramagnéticos, os sinais sofrem deslocamentos e desdobramentos, apresentando-se
muitas vezes sem linha de base ou com sinais negativos. Desta forma, a obten¢do dos
espectros dos criptatos com estas caracteristicas indica a inclusdo do lantanideo na

. 4
cavidade do mesmo™ ¥,

Espectroscopia eletronica de absorciao no UV-Visivel (UV-vis)

A intensa absor¢do na regido do ultravioleta ¢, geralmente, caracteristica
fundamental dos complexos com intensa luminescéncia na regido do visivel.

Os espectros de absorcdo de 1 ¢ 4, apresentam a banda de absor¢do em 248nm ¢ as
bandas em 244 e 286nm, respectivamente, atribuidas, as transi¢des eletronicas n-n* dos

. S T 35,36
ancis p1r1d1nlcos T
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Observou-se que, apos a formagdo do [Lic(bipy),py(CO:Et),]" (Figura 2), houve
uma inversao nas intensidades dos maximos das bandas (244 e 298nm), em relagdo a 4,
mantendo-se as posicdes dos deslocamentos. Este fato ¢ um indicativo de coordenagdo dos
ligantes ao fon Li". Apds a complexacio dos ions lantanideos, observa-se nova inversio
das intensidades dos méaximos de absor¢do, desta vez em relagdo ao criptato 5 (Figura 3).
Detectou-se o surgimento de um ombro na segunda banda de absor¢do (~290nm), e o
pequeno deslocamento das bandas de absor¢do observado apds a coordenagdo a ions

lantanideos, foi anteriormente observado por Sabbatini e Guardigli®’.

INSERIR FIGURA 2

INSERIR FIGURA 3

Os espectros de absor¢do nos criptatos de Tb*" e de Gd ** (7 e 8) sdo semelhantes
ao espectro do criptato de Eu®" (6), com uma pequena variagdo nas posi¢des dos picos de

.. . 37
maior intensidade’".

Espectroscopia Eletronica de Luminescéncia

o . A . 3+ .

Na andlise dos espectros de luminescéncia do complexo de Eu’', que emite

predominantemente na regido do vermelho, as transi¢des mais estudadas sdo as que partem
’ 5 ~ ~ r

do nivel "Dy, um estado com J=0 e ndo degenerado, que ndo ¢ desdobrado pelo campo

cristalino. As transigoes SD()—)7FJ sdo geralmente bem separadas e, dentre elas, as mais

estudadas sdo as *Dy—> Fo.4.
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Assim como nos complexos de Eu’’, os complexos de Tb>" apresentam bandas
finas referentes as transi¢oes 4f-4f. Sao elas: ‘Ds—'F) (J=0,1,2,3,4,5 ¢ 6), localizadas entre
480 e 640nm, sendo a mais intensa a “Ds—> Fs (543nm, na regido do verde) a qual é

predominantemente promovida por dipolo magnético.

Espectroscopia Eletronica de Luminescéncia do [Euc(bipy);py(CO:E0),]>"

Os espectros de emissdo, em H,O e D,0, foram obtidos através da excitacdo das
amostras em 320nm, que permite obter a maxima intensidade de emissdo, mantendo-se o
mesmo  alinhamento das amostras e as fendas utilizadas. O criptato
[Euc(bipy),py(CO,Et):]*" (6) apresenta uma tnica linha referente a transi¢do *Do—Fo, 0
que indicando a ndo existéncia de isdmeros ®>*. Analisando-se as transi¢des do ion Eu’"

37-40 oo . )
™40 atribuiu-se a ele a simetria

em 6 (5D0—>7FJ, J=0,1,2,4) e, de acordo com a literatura
pontual do tipo Cs.

Os espectros de emissdo de 6 em H,O e DO a 298K sdo semelhantes,
diferenciando apenas a intensidade de emissdo. Devido a diminuicdo dos modos
vibracionais O-H das moléculas do solvente, o espectro obtido em D,O (Figura 4)
apresenta trés vezes mais contagem de fotons por segundo em relagdo ao obtido em H,O.
A transi¢ao 5D0—>7F0 ndo apresenta desdobramentos, enquanto as transi¢des 5D0—>7F1,
5D0—>7F2, *Dy—>'F; e *Dp—>'F4 desdobram-se em duas bandas de intensidade média, trés

bandas de intensidade baixa, trés de média intensidade e seis bandas de média intensidade,

respectivamente.

INSERIR FIGURA 4
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Comparando os espectros do criptato de Eu’" em ambos os solventes, a 298 ¢ a 77K
(Figura 5), verifica-se o aparecimento de linhas adicionais nas transi¢des 5D0—>7F0 €

3 D0—>7F1, sugerindo uma mistura de isdmeros conformacionais>®%.

INSERIR FIGURA 5

Espectroscopia Eletronica de Luminescéncia do [Tb(bipy) ;py(CO:ED) >

De modo andlogo ao criptato de Eu’’, os espectros do complexo
[Tbe(bipy),py(CO,Et),]*" foram obtidos através da excitagdo em 320nm, mantendo fixo o
alinhamento das amostras e as fendas utilizadas. Os espectros obtidos a 298K, em H,0 e
D,O (Figura 6) mostram uma intensificagdo da luminescéncia do composto em DO,
devida também a diminui¢do dos modos vibracionais O-H das moléculas do solvente. Os
espectros apresentam linhas de emissdo caracteristicas das transi¢des 5D4—>7F6,5,4,3.

Com relagdo aos espectros de emissdo realizados a 77K para o
[Tb(bipy),py(CO,Et),]*" (Figura 7), verifica-se um estreitamento ¢ melhor resolucio das
linhas anteriormente observadas. Este fenomeno ¢ causado pela diminui¢do da densidade

~ A . a1
de ocupacdo de fonons de baixa freqiiéncia’.

INSERIR FIGURA 6

INSERIR FIGURA 7
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Espectroscopia Eletronica de Luminescéncia do [Gd(bipy)py(CO,E?) A

A posicao do nivel excitado do ligante, foi estimada no inicio da cauda da banda
de emissio do [Gd=(bipy)py(CO,Et),]*" (Figura 8). O valor correspondente ao estado

tripleto (nivel excitado do ligante de menor energia) é 23640cm’™.

INSERIR FIGURA 8

Determinacio dos Tempos de Vida dos estados excitados.

Ao atingir o estado excitado, uma espécie tende a retornar ao estado de mais baixa
energia, seja radiativamente com emissdo de fotons ou ndo radiativamente via relaxagdo
multifénon, cruzamento intersistemas, conversao interna, vibragdes reticulares (fonons), ou
transferéncia de energia.

As curvas de decaimento da emissdo do estado excitado “Dy para o criptato de Tb>"
foram obtidas a 298K e 77K, monitorando-se o comprimento de onda de maxima emissao
(D4~ Fs).

Os tempos de vida do criptato [Tbc(bipy).py(COEt),]*" a 298K ¢ 77K (Tabela 1)
indicam grande dependéncia com a temperatura, concordando assim com os dados da
literatura®. O ntmero de moléculas de H,O, n, na primeira esfera de coordenagdo foi
determinado segundo equagdo desenvolvida por Horrocks (Equacio I)*!, onde t0 e D20,
sdo os tempos de vida do composto em H,O e D,O respectivamente e, ¢ ¢ uma constante

de valor 4,2 para compostos com fons Tb*"".
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Tabela 1: Tempos de vida (t) do estado excitado do criptato de Tb>", e numero de

moléculas de H,O (n).

C0mp05t0 TH20(298K) TD20(298K) TH20(77K) TD20(77K) n
(ms) (ms) (ms) (ms)
[Tbe(bipy)py(COEt),]*" 0,85 1,41 2,32 2,65 2

Rendimento Quantico experimental

Os rendimentos quanticos de emissdo do nivel Dy do Eu’' e °Dy do Tb** foram
determinados utilizando como padrio Ru(bipy); e Sulfato de Quinina para os
[Euc:(bipy)zpy(COzEt)z]3 e [Tbc(bipy)zpy(COzEt)z]3+ respectivamente. Os valores
encontram-se na Tabela 2. Em ambos os casos, as medidas foram realizadas com excitacao

em 320nm.

Tabela 2: Rendimento Quantico dos criptatos de Eu’” ¢ Tb*" em solugio aquosa

Composto Absorbancia Fluxo de fotons q298(%0)
(A) integrado (¢) (Aexe= 320nm)
*[Euc(bipy),py(CO,Et),]*" 0,1575 5,24x10° 14
*Ru(bipy)s 0,1016 6,86x10° 2,8
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#* [ Tb(bipy)2py(CO-Et),]*" 0,0385 338 25

**Sulfato de Quinina 0,0485 124 55

*107*M, **10°M

O método que utiliza o Ru(bipy); e o Sulfato de Quinina como padrdes, apresenta
um erro em torno de 10% que ¢ igual ao do método que utiliza o Y,03:Eu’"como padrio™
e a0 método desenvolvido por Bril e colaboradores™, utilizado pelos laboratérios Philips
Lighting (Eindhoven-Holanda).

A partir dos espectros de absor¢do ¢ emissdo do criptato de Gd** foi possivel
construir um diagrama de niveis de energia para os criptatos de Eu’" e Tb®" (Figura 9). O
mesmo permite inferir o provavel mecanismo de transferéncia de energia entre os estados

excitados 4f do ion Eu>" ou Tb*" e o estado tripleto de mais baixa energia do criptato.

INSERIR FIGURA 9

O maior rendimento quantico de emissdo do criptato [Tbc(bipy)zpy(COgEt)2]3+
(q=25%) em relagdo ao criptato [Euc(bipy)py(CO2Et),]*" (q=14%), pode ser atribuido a
uma melhor transferéncia de energia T—°D; para o criptato de Tb>* do que T—’Dy para o
criptato de Eu’"devido as posi¢des dos niveis excitados do Tb®" em relagdo ao primeiro
tripleto do ligante. Podemos sugerir também que a retrotransferéncia seja maior no criptato
de Eu’".

Sabe-se que a posicdo dos tripletos (T) ¢ um dos fatores importantes na
determina¢do do rendimento quantico de um criptato. Conforme observado

. 44 . oA . , .
experimentalmente por Latva e colaboradores™, uma maior distdncia entre o nivel triplete
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. , . , + . . . ~ .
do ligante ¢ o nivel emissor do fon Tb®" implica no aumento do rendimento quintico
. . +
observado, diferentemente do comportamento observado para os criptatos de Eu’", quando
o aumento do rendimento quantico ¢ tanto mais acentuado quanto maior a ressonancia

entre esses niveis.

CONCLUSAO

Foram sintetizados novos criptatos [an(bipy)zpy(COzEt)2]3+ (Ln=Eu3+, o e
Gd*), que atuam como dispositivos moleculares conversores de luz (DMCL). A estrutura
dos criptatos foi determinada a partir dos espectros vibracionais na regido do infravermelho
e dos espectros de ressonincia magnética nuclear dos ligantes e do criptato de Li"
([Lic(bipy).py(COsEt),]".

A coordenacdo dos ions lantanideos aos criptatos foi sugerida pelos espectros
eletronicos de absor¢do UV-visivel, os quais apresentaram inversao de intensidades nas
bandas referentes aos ligantes livres. Nos espectros vibracionais na regidao do IV, a
coordenacao também foi sugerida, pelos deslocamentos dos estiramentos C-H e C=N.

Os espectros de emissdo dos criptatos, em H,O e D,0, foram obtidos através da
excitacdo das amostras em 320nm onde apresentaram a maxima intensidade de emissao.
Analisando as transi¢des *Dy—>'Fj, J=0,1,2,4, atribuiu-se ao criptato de Eu’' a simetria
pontual do tipo Cs. Os estudos espectroscOpicos mostraram que o criptato
[Tb(bipy)2py(CO,EL),]>" tem maior rendimento quintico de emissio (q=25%) quando
comparado com o criptato de Eu’’(q=14%). Este fato foi atribuido a uma melhor
transferéncia de energia T—Dy para o criptato de Tb>" do que T—Dy para o criptato de

3+ . . o~ L, . . , - , .
Eu’ devido as posi¢des dos niveis excitados destes ions em relacdo ao nivel triplete de
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menor energia do ligante (23640cm™), o qual foi determinado a partir do espectro de

emissio do criptato de Gd*™.
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Figura 1: Ligantes precursores e criptatos sintetizados.

Figura 2: Espectro de absorgao do [Lic(bipy).py(CO,Et),]".

Figura 3: Espectro de absor¢io do [Euc(bipy)py(CO,Et),]*".

Figura 4: Espectro de emissdo do [Euc(bipy)-py(CO-Et),]*" em D,0 a 298K.

Figura 5: Espectro de emissdo do [Euc(bipy),py(CO:Et),]*" em D,0 a 77K.

Figura 6: Espectro de emissdo do [Tbc(bipy)-py(CO2Et),]*" em D,0 a 298K.

Figura 7: Espectro de emissdo do [Tbc(bipy),py(CO-Et),]*" em D,0 a 77K.

Figura 8: Espectro de emissdo do [Gd=(bipy).py(CO,Et),]*" em H,O a 77K.

Figura 9: Diagramas de niveis de energia do ligante e dos criptatos

[Euc(bipy),py(CO.Et),]*" e [Tbc(bipy)opy(COsEt),]*". Para simplificacio, estdo
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