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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e estudo da atuacdo de complexos de ions
lantanideos luminescentes como rastreadores fotdnicos incorporados em nanoestruturas
carreadoras de farmacos em sistemas hiolégicos. O rastreamento por luminescéncia visa uma
aternativa na utilizacdo de radioi sbtopos.

A etapa inicia do trabalho consistiu na sintese de compostos com o objetivo de se
desenvolver uma nova classe de rastreadores fotbnicos com inspecdo via radiagdo
infravermelha, através de processos de conversdo ascendente de energia. Decaimentos
multifénon impediram o0 uso de complexos tipo b-dicetonas na conversdo ascendente de
energia. Compostos macrociclicos foram sintetizados visando a posterior coordenacéo de ions
lantanideos para o estudo de suas propriedades luminescentes e possiveis aplicagdes. Diversas
metodologias sintéticas foram empregadas para a obtencdo dos compostos desegjados.
Adicionalmente, foi realizado um estudo da eficiéncia dos compostos na coordenacdo de
cétions, através de andlises RMN 'H.

Em uma segunda etapa do trabaho, foram utilizados complexos de b-dicetonas com ions
Eu®*, conhecidos como excelentes DMCL (dispositivos moleculares conversores de luz) para o
rastreamento, utilizando-se radiacdo ultravioleta em sistemas biologicos. Os testes de
citotoxidade indicaram o complexo Eu(Btfa)sBipy como o mais adequado a0 uso nessses
Sistemas.

Nanoesferas (DEX-PCL) foram preparadas pelo método de emulsdo multipla (A/O/A),
sendo o complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado na primeira emulsdo. Estudos de espectroscopia
de luminescéncia mostraram esse complexo incorporado em nanoesfera como o sistema
potencialmente mais €ficiente para ser usado como nanorastreador foténico. Apds a
administracéo intravenosa do nanomarcador em camundongos, um estudo cinético foi realizado
das amostras de sangue, rins, figado e bago, monitorado por espectroscopia de emissdo do ion
Eu®, explorando efeito antena de seus ligantes. Foi possivel se detectar a luminescéncia do
nanomarcador foténico durante a 12 hora em circulagdo no sangue. Apds a 62 hora, é possivel
gue as proteinas plasmaticas constituintes do sangue, adsorvidas ou ligadas na superficie dos
nanomarcadores, promovam o reconhecimento e a captura por células fagocitarias. Nao foi
detectado, no entanto, luminescéncia nos tecidos dos rins, figado e bago.

Estudos mais detalhados estdo sendo programados para se evitar a supressdo da
luminescéncia dos nanomarcadores, além disso, como perspectiva, esta sendo investigado um

mecanismo para a determinacdo de resposta imunol dgica através deste sistema.
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I - INTRODUCAO GERAL

Com o desenvolvimento de nanoestruturas carreadoras de féarmacos em
sistemas biol dgicos, o rastreamento das mesmas passou a ser assunto de interesse, em
particular em estudos de vetorizacdo para sitios especificos, em que é importante o
conhecimento de propriedades intrinsecas da particula, como tamanho, eficiéncia de
encapsulacdo, caracteristica de liberacdo do farmaco.

Em opc¢do aos métodos de rastreamento de nanoestruturas até entdo utilizados,
como os que utilizam radioisétopos como marcadores, propde-se neste trabalho o
desenvolvimento de rastreadores fotonicos, a partir da inclusdo de complexos
luminescentes que atuem como sonda.

O desenvolvimento de complexos de coordenacdo de lantanideos com
propriedades fotonicas tem se tornado um importante avo de pesguisas envolvendo
muitas classes de ligantes, tais como, b-dicetonas, derivados de &cidos carboxilicos ou
ligantes macrociclicos. O interesse continuo no design de novos precursores (ligantes)
para complexos luminescentes, advém do seu amplo potencia de aplicacao,
particularmente a partir do encapsulamento de ions lantanideos em estruturas
supramoleculares, originando compostos que atuam como excelentes dispositivos
moleculares conversores de luz (DMCL), os quais absorvem eficientemente radiacéo
naregido do ultravioleta e reemitem naregido do visivel.

Por outro lado, mecanismos de conversdo ascendente de energia (up-
conversion), podem permitir a deteccdo de marcadores através de excitacdo na regido
espectral do infravermelho, bem mais conveniente em sistemas biol 4gicos, ndo s por
ser menos agressiva as células, mas também por ndo promoverem luminescéncia dos
tecidos, que podem interferir na detecgdo da luminescéncia do nanomarcador.

Dentre os compostos aqui estudados podem-se destacar os complexos de b-
dicetonas e criptatos de lantanideos, cujas propriedades luminescentes sdo bem
estabelecidas. Dessa forma, estes compostos foram escolhidos, juntamente com os
macrociclicos (lauril-éteres e BIBLE) para atuarem como possiveis sondas na
vetorizacao de farmacos.



Este trabalho consiste basicamente em cinco segdes, onde se descreve a sintese

de lauril-éteres e BIBLE para coordenacdo de ions lantanideos, referente a uma

estratégia de desenvolvimento de precursores de rastreadores especificos, em

particular para inspecdo por infravermelho, bem como o rastreamento por excitagéo

ultravioleta, in vitro, e posteriormente in vivo, de nanoparticulas ativadas com

complexos de b-dicetonas e criptatos de lantanideos (nanorastreadores foténicos).

Sendo assim, as segdes sao apresentadas da seguinte forma:

Primeiramente apresentaram-se 0s objetivos que levaram ao desenvolvimento
deste trabalho, bem como as estratégias de atuacéo seguidas;

Depois, introduziram-se alguns conceitos considerados relevantes sobre 0s
fons lantanideos, sondas luminescentes, nanoparticulas, sistemas
nanoparticulados em liberacdo de farmacos e quimica supramolecular, para
auxiliarem no entendimento das discussoes posteriores,

Em seguida foram descritas tentativas de sinteses e métodos de caracterizagdo
de lauril-éteres e BiBLE, adém de estudos preliminares da eficiéncia de
coordenacdo destes ligantes com diferentes cétions,

Apresentou-se 0 estudo dos complexos de b-dicetonas e criptatos de
lantanideos incorporados em nanocdpsulas e nanoesferas, como rastreadores
fotonicos, utilizando radiacdo ultravioleta como fonte de excitagéo;

Finalizou-se com as conclusdes gerais do trabalho realizado e perspectivas
sobre a aplicacdo dos sistemas sintetizados e utilizados.



Il - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho consistem principalmente no desenvolvimento de
rastreadores fotdnicos para nanoestruturas carreadoras de farmacos em sistemas
biol bgicos.

A primeira etapa (PARTE 1), consiste na preparacdo de rastreadores
fotbnicos especiais, a partir de sistemas macrociclicos (lauril-éteres, como também
BiBLE), coordenados a ions lantanideos para se obter precursores especificos para o
rastreamento por infraver melho.

O macrociclico (1) [figura 1] constitui um precursor interessante para
compostos de coordenacdo, pois existe um grande nimero de informacdes sobre suas
respectivas conformacdes e tipos de ligacdes a diferentes cations.

A sintese do lauril-éter (2) a partir do macrociclico (1) [figura 1] é necessaria
para obtencdo do sistema macrociclico trinuclear (3) [figura 2], no intuito de
promové-lo a um dispositivo inovador de conversdo ascendente de energia (up-
conversion), no qual radiacso infravermelha pode ser convertida em radiaco visivel'.

Y, O
o T yj

D )
Figura 1 — O macrociclico 1,4,10,13-tetraoxo—7,16—diazaciclooctadecano (1) e seu

respectivo lauril-éter (2)

1S4 G.F.; Auzd, F.; Santa-Cruz, P. A. Rev. Phys. Appliquée. 1985, 20, 273.



O

ﬂoﬁ ML H

@OJ ?ﬂ

5y
L

3

Figura 2 — Sistema macrociclico trinuclear (3) com 2Yb*":Er* coordenados

Apesar de sistemas eficientes conhecidos para processos de conversao
ascendente de energia limitar-se a sistemas vitreos, vitrocerdmicos ou cristais
inorganicos’, incompativeis com sistemas biol 6gicos, uma das estratégias do trabalho
consiste na tentativa de se obter o efeito de up-conversion em ambiente inovador:
meio organico, mais especificamente, o0 complexo macrociclico trinuclear (3). Este
sistema, a principio, mostra-se bastante propicio a tais estudos devido a auséncia de
cromoforos, que atuam como agentes supressores de energia, e também por apresentar
ambiente estavel para a coordenacdo de ions lantanideos, mais especificamente os
jons trivalentes Y b/Er na proporcao estequiométrica adequada. Esta estratégia visa a
tentativa de utilizagdo do sistema macrociclico trinuclear (3) como rastreador de
farmacos em seres vivos, promovendo o estudo com radiacdo inofensiva aos mesmos.

Com o propésito de estudos de propriedades de coordenacdo para um maior
entendimento e consequiente preparacdo do sistema trinuclear (figura 2), propds-se a
preparagdo de complexos de lauril-éeres, como também de BiBLE (associados a
bracos alifaticos constituidos de anions carboxilatos) a partir do macrociclico (1) com
jons lantanideos, para formagdo de um sistema mononuclear bastante semelhante ao
composto trinuclear.

Em paralelo, objetivou-se a preparacdo de lauril-éteres, constituidos de grupos
cromoforos variados (anéis piridinicos), a partir do macrociclico (1) para posterior
coordenacdo com fons lantanideos (Eu**, Th*). Tal sistema poderé levar a estudos de

234 G. F.; Santa-Cruz, P. A.; Madlta, O. L.; Auzd, F., Y. J. Lumin. 1984, 31-32, 693.



luminescéncia destes ions (rendimento quéantico, tempo de vida do estado excitado,
etc), explorando o efeito antena de seus cromoforos. Estes tipos de complexos
apresentam-se como promissores rastreadores fotOnicos e “sondas estruturas’.
Sistemas deste tipo podem ser incorporados, por exemplo, a matrizes poliméricas
superabsorventes (PSA), auxiliando, assim, no trabalho que vem sendo realizado pelo
aluno de doutorado do Departamento de Quimica Fundamental, Israel Crescéncio da
Costa, sob mesma orientacdo, que trabalha no desenvolvimento de dispositivos
capazes de detectar a presenca de substancias poluentes (metais de transi¢cdo) em agua
potavel.

Nos complexos supramoleculares, com Eu** coordenado ao macrociclico, o
fon encontra-se em ambiente menos protegido, ou sgja, mais sensivel ao ambiente
qguimico e consequentemente mais eficiente como sonda estrutural em relagdo aos
complexos b-dicetonas fluoradas. Além disso, complexos macrociclicos,

provavel mente apresentam maior solubilidade em meio aquoso.

A segunda etapa deste trabalho (PARTE 2) consiste na preparagdo e
caracterizagdo de nanorastreadores utilizando-se radiagéo ultravioleta (UV) em
sistemas biol6gicos. O nanorastreador é constituido da nanoparticula carreadora e do
marcador fotonico.

Como marcadores fotonicos, sd0 usados nesta parte, complexos de
lantanideos, mais especificamente os ions trivalentes Eurépio ou Térbio coordenados
com b-dicetonas ou criptatos, por suas propriedades ja serem bastante conhecidas de
trabalhos anteriores do Grupo. Pretende-se associa-los a nanoparticul as carreadoras de
farmacos (nanocdpsulas ou nanoesferas) para posteriores tentativas de rastreamento
utilizando-se mecanismo de excitacdo por ultravioleta via ligantes (efeito antena).

O estudo da vetorizacdo do farmaco para sitios especificos pode ser realizado
invitro com o uso, por exemplo, de microscopia eletronica (observagéo de variagoes
em tecidos, etc.), ou ainda, fazendo-se do uso de radiomarcadores (radioisotopos).
Uma aternativa a este método, que € relativamente caro e perigoso, € a utilizacdo de
compostos fluorescentes como nanomarcadores. Associados a nanoestruturas
carreadoras, constituem um nanodispositivo foténico, com o qual pretende-se rastrear
nanoparticulas pela luminescéncia e, consequientemente, o farmaco.



A proposta principa desta segunda etapa do trabalho visa o desenvolvimento
de nanorastreadores fotdnicos para o rastreamento de nanoparticulas in vivo, através
da fluorescéncia de complexos luminescentes de lantanideos, excitados por UV,
incorporados nessas nanoparticulas. Para isso, faz-se necess&rio a sintese e a
caracterizacdo espectroscopica dos nanodispositivos fotdnicos, para posterior estudo
in vitro (em ambiente sanguineo), bem como estudos de citotoxidade, precedendo o
rastreamento destes nanodispositivos in vivo.

A inclusdo dos complexos luminescentes (nanomarcadores) em nanoparticulas
é realizada conjuntamente com o grupo de pesquisa da Prof. Dra. Nereide Santos
Magalh&es, do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA).



11.1 - ESTRATEGIA DE ATUAGCAO

Devido ao cardter interdisciplinar do presente trabalho, fez-se necess&rio a
esquematizacdo de um fluxograma descrevendo as estratégias tomadas no decorrer
deste estudo, no sentido de se atingir a meta do rastreamento fotdnico de
nanoparticulas em sistemas biol 6gicos.

Rastreamento fotdnico

Propostas
Excitagcéo por IV Excitac&o por UV
PARTE I PARTE 11
Sistemas macrociclicos Complexos de b-dicetonas

Incorporagéo

Dificuldades em

de sinteses nanoparticulas

Sintese de lauril-
éteres
Alternativa

- Mecanismo ineficiente
BENERIEES GO Interac6es multifonons Estudos de
¢ luminescéncia

in vivo

Uma primeira proposta foi idealizada: preparacdo de rastreadores fotonicos
com inspecdo por infravermelho, devido suas vantagens em estudos de sistemas
biolégicos. A estratégia consistia na utilizagcdo de sistemas macrociclicos (sintese de
lauril-éteres e BiBLE) como precursores para esses rastreadores especificos. Porém,
vérias dificuldades de sintese e caracterizacdo foram enfrentadas.

Uma alternativa de inspecéo por infravermelho (up-conversion) foi proposta,

utilizando-se de complexos de b-dicetonas com pares ativadores (Er’") e



sensibilizadores (Yb*), entretanto tal mecanismo mostrou-se ineficiente e nenhum
sinal luminescente foi observado sob excitacéo infravermelha, provavelmente devido
a interacbes multifénons. Diante deste fato, novas tentativas de sintese de
macriciclicos foram continuadas, em paralelo com uma segunda estratégia (proposta
[1): estudo de rastreamento fotdnico com inspecdo por ultravioleta, utilizando como
marcadores fotonicos, complexos de b-dicetonas com lantanideos. Apesar dos
inconvenientes associados a utilizacdo de radiacdo UV, este sistema € bastante
conhecido pelo grupo, ndo apresentando dificuldades em sua preparagdo. O complexo
€, entdo, incorporado em nanoparticulas para rastreamento através de sua
luminescéncia por coletain vivo.



111 - FUNDAMENTACAO TEORICA

TONS LANTANIDEOS

Os ions lantanideos constituem uma série de elementos com nimeros atdmicos
variando de 58 (Cério) a 71 (Lutécio), caracterizando-se pelo preenchimento
gradativo dos orbitais 4f. Geralmente apresentam-se na sua forma mais estavel com
nimero de oxidagdo (3+) e configuracdo [Xe€] 4f ". Tais ions tém encontrado uso nos
mais diversos processos em optoeletronica e fotdnica, como por exemplo, em lasers
de estado sdlido ou dispositivos luminescentes, cintiladores, telas luminescentes,
fibras Gticas ativas, sondas para andlises bioldgicas.

PRINCIPAIS PROPRIEDADES DOS IONS LANTANIDEOS

A configuracdo eletronica 4f " dos ions lantanideos, com energia resultante da
interacdo com o campo central (Ho), da origem a varios termos nos quais as energias
sd0 determinadas por combinagdes de repulsdo intereletronica (Hee), acoplamento
spin-Orhita (Hs), €, no ambiente de coordenacdo, pelo campo ligante (Hey) (figura 3).

4F 54!

D

107 em’!

2.10%m !

B BT

=~ L Lt

Hy H,,
Hgy He

Figura 3 - InteracOes de ordem de magnitudes dos Hamiltonianos Ho, Hee, Hso € He cOM

niveis de energia da configuragdo 4f° do fon Eu*
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A interacdo eletrostética produz termos 'L com separacdes da ordem de
10*cm™. Ja interacdo spin-Orbita desdobra os termos em estados J, com tipicos
desdobramentos de 10° cm. Finalmente, a degenerescéncia em J para estados do fon
livre é parcidmente ou totalmente removida em compostos de coordenacdo pelo
campo ligante, sendo o desdobramento da ordem de 10° cm™ (mesma ordem de
grandeza da energia térmica, kT). A extensdo da remocdo dessa degenerescéncia
depende da forca e simetria do campo cristalino. Portanto a andlise do nimero de
bandas para cada transicdo permite inferir a simetria pontual do complexo.

Devido ao efeito de blindagem dos orbitais 4f pelas subcamadas mais externas
5s’5p°, as propriedades espectrais dos fons Ln (3+) sd0 minimamente perturbadas pelo
campo externo gerado por ligantes ou moléculas de contra-ion, resultando em estreitas
bandas f-f de emissdo e absorcéo. Além disso, a coordenacdo de ligantes a fons Ln**
ocorre predominantemente via interacdo ionica, pois, como os orbitais f sdo blindados
do ambiente quimico, existe pequeno ou nenhum direcionamento nas interacdes Ln-
ligante (caréter eletrostético), tal que o nimero de coordenacao primaria e geometrias
dos complexos sdo determinados predominantemente pelas caracteristicas do ligante
(propriedades conformacionais, tamanhos e natureza dos grupos doadores).

Os lantanideos apresentam fortes afinidades por grupos doadores carregados
negativamente (bases duras) e com ligantes neutros, sendo a preferéncia por &omos
doadoresnaordem O >N > S.

As transicdes entre estados de uma configuragdo 4f", apesar de serem
proibidas pela regra de Laporte (ndo existe mudanca de paridade do estado
fundamental para o estado excitado), ocorrem devido a mistura das fun¢des de onda
dos estados 4f de paridades opostas provocadas pelo campo cristalino. A
probabilidade de transicdo € baixa e os tempos de vida radiativos sdo da ordem de
milisegundos. Porém, certos ions lantanideos, quando coordenados a determinados
ligantes (b-dicetonas, por exemplo), apresentam forte luminescéncia, tornando os
respectivos complexos promissores dispositivos moleculares conversores de luz
(DMCL), podendo absorver radiacdo naregido espectral do ultravioleta (via ligantes -
efeito antena) e emitir na regido espectral visivel (viatransicdes 4f-4f do ion central).
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EFEITO ANTENA

J.-M. Lehn introduziu o termo “efeito antena” para denominar 0 processo de
conversdo de luz ultravioleta em visivel via uma sequiéncia de absorcao, transferéncia
de energia intramolecular e emissdo (luminescéncia), envolvendo componentes

absorvedores (ligantes) e emissores (Ln*") distintos (figura 4).

Visivel

Eo

LIGANTE LANTANIDEO

Figura 4- Representacdo esquemdtica do efeito antena: aluz é absorvida naregido do
ultraviol eta pel os grupos croméforos (antenas) e a energia eletrénica € transferida para o ion

central luminescente, que emite radiaco visivel

As b-dicetonas constituem uma das familias de ligantes mais estudadas em
guimica de coordenacdo de lantanideos, ndo somente devido a suas afinidades pelos
cétions, mas também aos beneficios promovidos por estes ligantes no aumento das
propriedades luminescentes dos complexos. A intensidade de luminescéncia dos ions
Ln (3+) coordenados a tais sistemas € dependente de vérios fatotes: a capacidade de
absorcdo do ligante, a eficiéncia da transferéncia de energia ligante — ion central e a
eficiéncia da luminescéncia do ion central. Assim a eficiéncia do processo de
luminescéncia torna tais complexos de lantanideos eficientes DMCLs, podendo ser
utilizados, por exemplo, como marcadores luminescentes para espécies quimicas,
dispositivos eletroluminescentes®, e dispositivos foténicos, como os dosimetros UV
n-DOMO desenvolvidos no nosso Grupo. Os complexos de lantanideos podem ainda
ser usados como sondas luminescentes em ensaios biomédicos, inclusive utilizando-

se microscopia resolvida no tempo®.

3 Christou, V.; Salata, O. V.; Ly, T. Q.; Capecchi, S.; Bailey, N. J.; Cowley, A.; Chippindale, A. M.
Synthetic Metals 2000, 111-112, 7.
* Phimphivong, S.; Saavedra, S. S. Bioconjugate Chem 1998, 9, 350.
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SONDAS LUMINESCENTES

A maioria dos ions de metais considerados essenciais ou importantes para a
estrutura bioldgica e funcional ndo apresenta luminescéncia em meios biolégicos.
Porém, excecles para este tipo de comportamento sdo os ions trivalentes Eurdpio e
Térbio, 0s quais mantém suas caracteristicas luminescentes quando incorporados
artificialmente aos sistemas biologicos. A luminescéncia desses ions pode ainda
aumentar, quando ligados a certos sistemas ligantes biomoleculares complexos, como
por exemplo a proteina humana responsével pelo transporte de ferro, transferina’, ou
as proteinas ligantes de célcio termolisina® e parvalbumina’, onde inGimeras
informacOes estruturais puderam ser obtidas destas biomoléculas a partir de simples
estudos espectroscopicos do fon Eu** incorporado atais sistemas,

A sensibilidade dos espectros de excitacdo e emissdo dos ions Eurdpio e
Térbio para fatores estruturais especificos ou propriedades ligantes de complexos faz
destes ions naturais candidatos para 0 uso como sondas luminescentes em sistemas
biomoleculares. Suas propriedades ligantes unidas com a relativamente alta
intensidade detectavel de emissao sob variadas condi¢des de amostras promovem seu
uso como mar cadores®. Porém, para a utilizagdo de Eu** e Tb** como marcadores
luminescentes, € necessario que tais ions sgjam capazes de se ligarem fortemente e
reterem suas propriedades luminescentes in situ (em sistemas biolOgicos). Estas
propriedades podem ser encontradas em complexos destes lantanideos com b-
dicetonas, por exemplo®.

Os quelantes de lantanideos tém encontrado um extenso uso como sondas em
RMN™ (sondas de relaxacéo e deslocamento) para aplicacdes biomédicas, incluindo a

® O'Hara, P. B.; Bersohn, R. Biochemistry 1982, 21, 5269.

® Horrocks, W. DeW., Jr.; Sudnick, D. R. J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 334.

" Cronce, D. T.; Horrocks, W. DeW., Jr. Biochemistry 1992, 31, 7963.

8 Mazor, O.; Boisferon, M. H.; Lombet, A.; Gruaz-Guyon, A.; Gayer, B.; Skrzydelsky, D.; Kohen, F.;
Forgez, P.; Scherz, A. Anal. Biochem. 2002, 301, 75

® Sokolnicki, J.; Legendziewicz, J.; Amirkhanov, W.; Ovchinnikov, V.; Macdik, L.; Hanuza, J.
Foectrochimica Acta Part A 1999, 55, 349.

10 a) Parker, D.; Dickins, R. S.; Puschmann, H.; Crossand, C.; Howard, J. A. K. Chem. Rev. 2002, 102,
1977; b) Brough, A. R.; Grey, C. P.; Dobson, C. M. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 7318; ¢) Bertini, |.;
Janik, M. B. L.; Lee, Y.-M.; Luchinat, C.; Rosato, A. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4181.
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separacio de enantidémeros por deslocamento quiral de reagentes lantanideos™. Com o
desenvolvimento das técnicas de Imagem por Ressonancia Magnética (MRI) no
diagnéstico clinico, tem crescido o estudo de complexos de Ln®* como agentes
contrastantes™ (Figura 5).

Figura 5—Imagem RMN transversa (0,6 T, 24MHz) do cérebro de um paciente com tumor
cancerigeno antes (esguerda) e 3 min depois (direita) dainjecéo intravenosa de
Gd(DTPA)(H,0)]*

PROPRIEDADES LUMINESCENTES DO 1ON TRIVALENTE

EUROPIO

A aplicacdo de fons Eu** como “sonda estrutural luminescente” advém da
simplicidade principamente da emissio >Dy® ’F, e da excitaco 'Fo® Dy (figura 6),
bem como das transicdes *Do ® 'F1, sendo a segunda muito sensivel & natureza do
ambiente ligante (hipersensitiva). Os desdobramentos e intensidades observados
nestas transi¢oes sao relativamente simples e oferecem promissoras interpretagcdes em
termos de simetria de sitio*®, geometria de coordenaco, constante de estabilidade de
quelatos de fons de lantanideos™, etc.

1 Glover-Fischer, D. P.; Metcalf, D. H.; Hopkins, T. A.; Pugh, V. J; Chisdes, S. J.; Kankare, J;;
Richardson, F. S. Inorg. Chem. 1998, 37, 3026.

12 |_auffer, R. B. Chem. Rev. 1987, 87, 901.

13 Serpaggi, F.; Férey, G.; Antic-Fidancev, E. J. Sol. S. Chem. 1999, 347.

“Wu, S. L.; Horrocks, W. DeW., Jr. Anal. Chem 1996, 68, 394.
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Figura 6 — Diagrama de Energia do ion trivalente Eurdpio

A transicio 'Fo® °Do tem especial caracteristica de ser inteiramente no-
degenerada, resultando na presenca de apenas um pico para cada ambiente distinto de
Eu® no espectro de excitacgo. Dessa forma, a aparicdo de mais de uma linha nesta
regido espectral (579-581) implicaria na presenca de diferenciados ambientes
quimicos para o centro Eu®*. Entretanto, tais desdobramentos de linhas sio da ordem
de 15-30 cm™ (~5-10 A), necessitando de fonte de excitac&o estreita produzida por um
laser sintonizével no intervalo 577-581 nm.,

A transicdo 'Fo® °D, é considerada a melhor “sonda diagndstica’ para a
coordenacgo de fons Eu**, porém atransicdo °Do® 'F,, referida como hipersensitiva,
é também utilizada como sonda da estrutura de coordenacdo dos fons Eu**, pois
mudancas no ambiente de coordenacdo do ion podem levar a consideraveis mudancas
nas intensidades relativas desta banda, a qual € monitorada em torno de 614 nm.

Dessa forma, a partir do monitoramento das transi¢des caracteristicas do ion
Eurdpio trivalente, é possivel extrair informagdes sobre o ambiente quimico em torno
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do mesmo™, como, por exemplo, a determinacdo da constante de formagdo de
complexos de Eu** *°. RelacBes quantitativas tém sido desenvolvidas, nas quais se

pode prever o nimero de coordenacéo do ligante'’.

SISTEMAS NANOPARTICULADOS EM LIBERACAO

CONTROLADA DE FARMACOS

A nanotecnologia tem seu uso nos mais variados campos. Porém, um especial
interesse emana no desenvolvimento de nanodispositivos para vetorizacdo de
f&r macos em sistemas biol 6gicos™®.

A vetorizagdo de farmacos pode ser definida como uma liberacdo seletiva
destes a Orgédos, tecidos ou células especificas do organismo, onde é requerida a
atividade farmacolégica. Nanoestruturas poliméricas tém sido amplamente
estudadas™® com este propésito devido s suas propriedades de alterar a distribuicdo
de farmacos apds a sua administracdo, possibilitando um aumento de sua eficacia,
diminuicdo da toxidade ou ainda desenvolvimento de formas de “liberagdo
controlada’.

Assim, hd um grande interesse no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
controlada (direcionamento especifico) e sustentada de farmacos, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia do farmaco (protecdo de degradacdo no trato digestivo,
mascarar um gosto indessjavel, por exemplo)®® e a0 mesmo tempo minimizar os
efeitos colaterais e a toxicidade de certos compostos ativos, que normamente
acompanham a terapia convencional: na medicacdo oral (comprimidos ou capsulas),
por exemplo, uma quantidade em excesso de droga é administrada para assegurar o

efeito terapéutico, ocasionando uma liberagio imprevisivel ou descontrol ada®.

> @) Frey, S. T.; Chang, C. A.; Carvalho, J. F.; Varadargjan, A.; Schultze, L. M.; Pounds, K. L.;
Horrocks, W. DeW., Jr. Inorg. Chem. 1994, 33, 2882. b) Bunzli, J.-C. G.; Plancherel, D.; Pradervand,
G.-0. J. Phys. Chem. 1989, 93, 980.

16 Albin, M.; Farber, G. K.; Horrocks, W. DeW., Jr. Inorg. Chem. 1984, 23, 1648.

1 Choppin, G. R.; Peterman, D. R. Coord. Chem. Rev. 1998, 174, 283.

18 Song, C. X.; Labhasetwar, V.; Murphy, H.; Qu, X.; Humphrey, W. R.; Shebuski, R. J.; Levy, R. J. J.
Cont. Rel. 1997, 43, 197.

19 Santos-Magalhdes, N. S.; Pontes, A.; Pereira, V. M. W.; Caetano, M. N. P. 2000, 208, 71

2 Barrat, G. M. Pharm. Sci. Tech. Today 2000, 3, 163.
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O principal objetivo da nanotecnologia €, portanto, desenvolver um modelo de
sistema carreador de compostos bioativos com adequada estabilidade, absorcéo,
liberagcdo controlada e transferéncia quantitativa e especifica da molécula do farmaco
ao tecido doente.

Dessa forma, nanoparticulas tornam-se potenciais carreadores para a
liberacdo controlada de farmacos, pois tais sistemas possuem a propriedade de isolar o
agente ativo do meio externo e, até certo ponto, controlar a liberaco destes agentes
no momento pretendido. O farmaco, quando encapsulado no interior de matrizes
poliméricas, tem sua liberacdo no meio fisiolégico (degradacdo da matriz polimérica,
difusdo do farmaco ou sistemas por ativagdo de solventes) estendida a um tempo

muito maior quando comparado ao farmaco na suaformalivre.

NANOPARTICULAS

Inicialmente, eram  produzidas microparticulas™  (microesferas e
microcdpsulas) com tamanhos variando de 5 nm até 2 mm. Entretanto desde 1980,
com o desenvolvimento dos polimeros biodegradaveis, uma segunda geracdo de
sistemas de dimensdes menores vem sendo desenvolvida: as nanoparticulas que
consistem num sistema coloidal submicrémico (<1mm), constituido geramente por
polimeros biodegradaveis. Tais nanoparticulas sdo classificadas, de acordo com o

método de preparacdo, em:

- Nanocapsulas - sistemas vesiculares, que apresentam uma cavidade interna
oca ou de natureza oleosa, estabilizada por um filme interfacial de agentes tensoativos
e revestida superficialmente por uma fina membrana polimérica® (figura 7). O
farmaco, por sua vez, pode ser incorporado diretamente na cavidade oleosainterna, ou

retido na parede polimérica, ou adsorvido na superficie das nanocgpsul as.

2 Garciadel Barrio, G.; Novo, F. J.; Irache, J. M. J. Cont. Rel. 2003, 86, 123.
%2 Fessi, H.; Puisieux, F.; Devissaguet, J.; Ammoury, N.; Benita, S. Int. J. of Pharm. 1989, 55, R1
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Figura 7 — Exemplo de nanocépsula com o farmaco (parte amarela) incorporado ao interior
da cavidade

- Nanoesferas - constituida por uma matriz polimérica na qual a droga se

encontra dispersa por toda a particula.

Figura 8 — Exemplo de nanoesfera com o farmaco disperso na matriz polimérica

Os polimeros mais usados na formacdo de nanoparticulas sdo os poliésteres
biodegradavei's, aprovados pela agéncia de vigilancia sanitéria americana, Food and
Drug Administration (FDA), como, por exemplo, os derivados do acido latico (PLA),
o polietilenoglicol (PEG), os derivados da caprolactona (PCL) e os copolimeros de
&cido latico e glicdlico (PLGA).

A nanoparticula deve ser capaz de atingir especificamente o sitio alvo (érgéo,
tecido ou célula) e liberar o f&rmaco num processo dindmico. A nanoparticula deve,
ainda, garantir a estabilidade do farmaco na circulagdo, permitindo uma grande
concentracdo deste no alvo de interesse.

Um amplo estudo®® tem-se desenvolvido na utilizagdo de nanoparticulas em
terapia de cancer, em substituicdo aos drasticos métodos quimioterapicos

convencionais.

% Brigger, |.; Dubernet, C.; Couvreur, P. Adv. Drug Del. Rev. 2002, 54, 631.
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SISTEMAS NANOPARTICULADOS E TONS LANTANIDEOS

Estudos em dimensdes nanométricas com ions lantanideos sdo relativamente
NOVOS e poucos relatos sdo encontrados na literatura, como os exemplos.

- As propriedades luminescentes de nanocristais contendo ions lantanideos tém
se tornado atrativo em termos de importancia fundamental e tecnoldgica, utilizando-se
técnicas de sol-gel®*;

- Sintese e estudo de luminescéncia de nanoparticulas de semicondutores™
dopadas com ions ou 6xidos de lantanideos;

- Sintese e estudo espectroscopico de nanocristalitos de fosfatos™ dopados
com lantanideos;

- Estudos de fluorimetria resolvida no tempo (DELFIA) de quelantes de
Eurépio (Eu-DTPA) encapsulados em lipossomas?”;

- Preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas de complexos de lantanideos
com ligantes b-dicetonas, embora haja poucos relatos na literatura®, ja demonstram
um aumento consideravel da intensidade de emissdo de complexos de lantanideos em
nanoparticulas, quando comparados a similares complexos em maiores dimensdes. Ha
relatos™, ainda, de sinteses de nanoparticulas com quelantes (b-dicetonas) de Eurdpio,
aplicadas com sucesso em métodos de fluorescéncia resolvida no tempo, na deteccdo
de antigenos.

QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Durante décadas os quimicos tentaram compreender a natureza sob o aspecto
puramente molecular, envolvendo a sintese e a investigacdo de propriedades fisico-
guimicas, considerando apenas estruturas e ligacGes covalentes. Porém, a partir das
observagdes dos fendmenos biol 6gicos, constatou-se que a maioria dos processos Nao

2 ghen, J. Y.; Lochhead, M. J.; Bray, K. L. Chen, Y.; Dumesic, J.A. J. Phys. Chem. 1995, 99, 2384.
% Reisfeld, R.; Gaft, M.; Saridarov, T.; Panczer, G.; Zelner, M. Mat. Lett. 2000, 45, 154.

% Haase, M.; Riwotzki, K.; Meyssamy, H.; Kornowski, A. J. All. Comp. 2000, 303-304, 191.

7 Orellana, A.; Laukkanen, M.-L.; Keinnen, K. Biochim. et Biophys. Acta 1996, 1284, 29.

% Qian, D.-J; Liu, H.-G.; Huang, H.-X.; Fu, Q.; Feng, X.-S. Mat. Lett. 2001, 51, 525.

# Harméa, H.; Soukka, T.; Lévgren, T. Clin. Chem. 2001, 47:3, 561.
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envolve formagdo ou quebra de ligagdes covalentes, pelo contrério, as estruturas
biol 6gicas sdo usualmente constituidas a partir de agregados mantidos por interacdes
fracas, ndo covalentes. Tais observacOes levaram a uma mudanca consideravel na
guimica de coordenacdo, a qual passa da quimica puramente molecular para
supramolecular®®.

O inicio dessa mudanca ocorreu em 1894, quando Emil Fischer prop6s a
analogia entre a interacdo de uma enzima com seu substrato e a relagcdo entre uma
chave com sua respectiva fechadura®. Este elegante mecanismo contém os principios
fundamentais daquilo que viria a se tornar uma nova area denominada Quimica
Supramolecular. Tal area surge apés estudos de compostos de inclusdo, os éteres de
coroa™ e os criptatos™, realizados principalmente por Jean-Marie Lehn, o responsével
pela expressao Quimica Supramolecular®.

A motivacdo, a principio, era o design de sistemas quimicos que mimetizassem
processos bioldgicos. Hoje, a Quimica Supramolecular, entretanto, vem sendo
definida como um ramo da quimica que trata de um universo além da molécula,
envolvendo interacdes intramolecul ares fracas™.

Dentro da quimica supramolecular, podemos citar 0s compostos
macrociclicos. A familia dos macrociclicos é congtituida de diferentes tipos de
compostos os quais tém sido amplamente sintetizados, no intuito de promové-los a
promissores receptores para cétions e anions em ligacoes efetivas™.

Compostos macrociclicos sdo por definicdo qualquer composto de estrutura
ciclica ou multiciclica contendo &omos doadores (oxigénio, nitrogénio, por exemplo)
em sua estrutura.

O professor Jean-Marie Lehn observou a existéncia de uma correlagdo entre o
tamanho do céation e do macrociclico a serem utilizados, chamando a isto de
“héspede-hospedeiro”*®. Tal correlagdo é de grande interesse aos quimicos organicos

%0 Lehn, J.-M. “Supramolecular Chemistry Concept and Perspectives’ 1995 Wienheim-New Y ork.

%! Fischer, E. Ber. Deutsch. Chem. Ges, 1894, 27, 2985.

%2 ) Pedersen, C. J. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7017; b) Pedersen, C. J. Angew. Chem. 1988, 100,
1053.

% Lehn, J.-M. Struct. Bonding 1973, 16, 1.

3 Lehn, J-M. Pure Appl. Chem. 1978, 50, 871.

% yui, N. “Supramolecular Design for Biological Applications’ 2002, CRC Press, New Y ork.
%3) Cram, D. J; Cram, J. M. “ Container Molecules and Their Guests’ Monagraphsin Supramolecular

Chemistry, 1997, Series Editor J. Fraser Stoddart, University of California, Los Angeles, USA; b)
Cram, D. J,; Cram, J. M. Acc. Chem. Res. 1978, 11, 8.
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e inorganicos na sintese de complexos macrociclicos de diversos tamanhos de
cavidade que se coordenam a diferentes cétions metalicos.

LIGANTES MACROCICLICOS

Uma das propriedades mais relevantes dos macrociclicos € o fato de a
coordenacdo destes ligantes a determinados ions metalicos apresentar um acréscimo
consideravel na forca e seletividade de ligagcdo, quando comparadas a similares de
cadeia aberta. A esta propriedade denomina-se efeito macrociclico®’. Desse modo,
complexos macrociclicos s80 mais estéveis cinética e termodinamicamente que 0s
complexos analogos de ligantes de cadeia aberta.

A principal diferenca entre um ligante macrociclico e o similar de cadeia
aberta é a “prévia organizacdo”*® do ligante macrociclico, assumindo que o ligante
previamente organizado ja provém de ambiente ideal de ligagdo para um ion metalico
em particular, a ligacdo requer um ajuste minimo na conformagdo do ligante,
sugerindo que tal “prévia organizacdo” (decréscimo na entropia) do macrociclico
constitui o maior contribuinte para o “ efeito macrociclico”®.

As propriedades dos ligantes macrociclicos, se atendo ao “efeito
macrociclico”, incluem aumento da estabilidade termodindmica do ion meta
coordenado, aumento na seletividade e estabilizagdo de estados de oxidagdo néo
usuais de ions metais.

Os ligantes macrociclicos apresentam ampla aplicacdo em processos de
separacdo de ions por transporte através de membrana natural ou artificial, em virtude
das habilidades de se ligarem a tais espécies seletivamente. Os macrociclicos podem
ser usados, ainda, como agentes terapéuticos e para o diagndstico em andlise clinica,
envolvendo a identificagdo e o monitoramento de espécies de importancia médica no

sangue e em outros fluidos do corpo.

37 @) Cabbines, D. K.; Margerum, D. W. J. Am Chem. Soc. 1969, 91, 6540; b) Cabbines, D. K.;
Margerum, D. W. J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 2151; c) Busch, D. H.; Stephenson, N. A. Coord. Chem.
Rev. 1990, 100, 119.

¥ Martell, A. E.; Hancock, R. D.; Motekaitis, R. J. Coord. Chem. Rev. 1994, 133, 39.
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As principais classes de macrociclicos sintetizados s3o: Criptatos, Eteres de
coroa, Calixarenos®®, Spherands®, entre outros. Duas classes destes compostos serdo

descritas abaixo, devido sua relevancia neste trabal ho.

CRIPTATOS

Na década de 60, Jean-Marie Lehn e colaboradores* conseguiram coordenar
cétions a macromoléculas num arranjo tridimensional, de forma flexivel, permitindo
ao cétion aém de complexado, ser também encapsulado. Esses compostos foram

denominados criptatos (figura 9).

O/_\O
o o
—/

(4)

Figura 9 —Exemplo de criptato com nomenclatura [2.2.2]-criptando (4)

Os criptatos apresentam uma cavidade no centro de sua estrutura, podendo
servir como hospedeira para cations. Tais ligantes formam complexos de inclusdo, nos
quais o substrato esta contido dentro desta cavidade (ou cripta), dai o termo utilizado
por Lehn que provém da palavra latina crypta, que significa oculto, ja que o cation,
guando encapsul ado, apresenta-se completamente isolado do meio externo.

Os fatores que contribuem para uma maior estabilidade dos complexos
macrociclicos, quando comparados aos complexos de cadeia aberta, sGo também
responsaveis pela maior estabilidade dos complexos de criptatos quando comparados

a0s correspondentes compostos macrociclicos®. Logo o “efeito criptato”® na

#Tuntulani, T.; Ruangpornvisuti, V.; Tantikunwatthana, N.; Ngampaiboonsombut, O.; Seangprasertkij-
Magee, R. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3985.

“0végtle, F. “Supramolecular Chemistry An Introduction” 1991, John Wiley & Sons Ltd, England.

“! Lenh, J.-M. Angew. Chem. 1988, 100, 91.

“2 Buschmann, H.-J. Inorg. Chim. Acta 1985, 105, 59

“3 Lehn, J-M. Acc. Chem. Res., 1978, 11, 49.
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estabilidade cinética e termodindmica destes compostos € mais pronunciado que o
“efeito macrociclico”.

Os criptatos podem ser utilizados, por exemplo, como marcadores biol gicos,
carreadores seletivos para a regularizacdo de niveis de cétions e transporte em
organismos, ou até mesmo, em aplicagdes ambientais, na separacdo e despoluicdo de

residuos industriais.

ETERES DE COROA

Os éteres de coroa sdo compostos poliéteres macrociclicos que geralmente
contém heteroatomos de oxigénio ou seus equivalentes, separados por dois dtomos de
carbono. Basicamente, para ser considerado um éter coroa, 0 composto deve conter
grupos doadores de elétrons.

A primeira sintese de éter de coroa foi realizada acidentalmente pelo quimico
industrial Perdesen em 1967 que, ao tentar sintetizar um derivado do bis(fenal),

obteve também como subproduto o dibenzeno-18-coroa-6 (figura 10)*.

[
o

Figura 10 — Eter de coroa com nomenclatura dibenzeno-18-coroa-6 (5)

Para Perdesen, 0 modelo do complexo contendo o ion potéssio assemelhava-se
a0 tipo de coroa utilizada pela monarquia, dai o termo éter de coroa.

Os éteres de coroa séo catalisadores de transferéncia de fase muito poderosos.
S8o utilizados para transferir compostos i6nicos para uma fase organica a partir de
uma fase aquosa ou a partir de um cristal slido™.

4 Pedersen, C. J. Aldrichim. Acta 1971, 4, 1.
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DIAZA-ETERES DE COROA

Os azaéteres de coroa apresentam propriedades de coordenacéo
intermediérias entre os éteres coroa, que formam complexos bastante estaveis com
metais alcalinos e alcalinos terrosos, e os ciclanos de nitrogénio, os quais coordenam-
se fortemente a metais pesados®. Os aza-éteres de coroa formam complexos estaveis
especialmente com cétions de metais de transicdo™®, podendo ainda se coordenar a
cétions organicos ou anions. Em alguns casos, a coordenacdo com anions é similar a
processos de complexacdo em certos sistemas bioldgicos, apresentando importante
USO COMO receptores sintéticos em processos de reconhecimento celular®’.

Por disporem de fungdes aminas (secundérias) em seus anéi's macrociclicos, 0os
aza-éteres de coroa propiciam o design de ligantes com arranjo tridimensional, tais

COmo 0s criptatos descritos anteriormente.

LAURIL-ETERES E BIiBLE

Um dos estimulos para o desenvolvimento de lauril-éteres foi o entendimento
da estrutura e da funcdo de um carreador macrociclico natural conhecido como
valinomycina®™ (Figura 11), responsével pelo transporte seletivo de fons potéssio

através de membranas mitocondrial.

5 Krakowiak, K. E.; Bradshaw, J. S.; lzatt, R. M.; Zamecka-Krakowiak, D. J. J. Org. Chem. 1989, 54,
4061

“6 | zatt, R. M.; Bradshaw, J. S.; Nielsen, S. A.; Lamb, J. D.; Christensen, J. J. Chem. Rev. 1985, 85, 271
" Sutherland, 1. O. Chem. Soc. Rev. 1986, 15, 63.

“8 Beer, P. D.; Gale, P. A.; Smith, D. K. Supramolecular Chemistry, Oxford University Press, New
York, 1999.
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(6) (7)
Figura 11 — Estrutura molecular da valinomycina (6) e de seu complexo (7) com ion
K" (os grupos metila e isopropila foram omitidos para melhor visualizago da

coordenagao do ion)

Dessa forma, os lauril-éteres foram projetados para mimetizar a dinédmica do
processo de complexacdo existente em muitos ligantes macrociclicos naturais, como
também aumentar as propriedades de ligagdo dos cétions®.

Os grupos lauril, como chamados por Gokel e colaboradores®, sdo
caracterizados por um anel macrociclico do tipo coroa, contendo atomos de carbono
ou nitrogénio (preferencialmente)® ligados a um ou mais bragos, os quais teriam a
funcéo de conter grupos doadores (bases de Lewis) que pudessem de alguma forma se
ligar a cétions complexados, promovendo, assim, grupos doadores em adicdo aos
encontrados no proprio macrociclico.

A palavra lauril vem do espanhol la reata, que significa “o lago”, sugerindo
sua aparéncia com modelos moleculares (figura 12). Porém tal conceito € menos
satisfatério quando se trata de um macrociclico ligado a dois “bracos’. Neste caso 0
termo utilizado € bracchium do latim, que significa brago. Assim, lauril-éter com dois
bragcos é um “bibracchium lauril éter” ou “BiBLE”".

Na complexacdo, os &omos doadores do braco lauril se coordenam
envolvendo os cations, resultando assim em uma sobreposicdo tridimensional
(figura12).

49 schultz, R. A Dishong, D. M.; Gokel, G. W. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 625.
* Dishong, D. M.; Diamond, C. J.; Cinoman, M. |.; Gokel, G. W. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 586.
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Figura 12 — Esquema do processo de coordenacéo de cétion (M™) ao lauril-éter

constituido de braco com grupos doadores (D)

Neste processo de complexacdo de cétion ao lauril-éter, considerase o
primeiro estagio da reagdo a colisio do céion com o macrociclico e
consequentemente a coordenagdo com o0 mesmo. Ndo se deve descartar a
possibilidade de colisdes com os bragos, porém, o grande nimero de doadores
presentes no anel, com seu padrdo previamente organizado, sugere que as colisdes
com o0 ane sd0 mais produtivas. Além do mais, mudancas de conformagdes nos
bracos que melhor envolvam o cétion sdo esperadas, proporcionando uma
coordenacdo segura do cétion. Logo as forcas de interacédo entre o cétion e os &omos
doadores no anel devem dominar a estabilidade do complexo devido ao processo de
ciclizagdo forcar os &omos doadores do anel a otimizarem a coordenacdo do ion
metal a cavidade. Adicionamente os bracos suficientemente flexiveis podem
estabilizar o cétion contido no anel macrociclico.

Além da rigidez do ligante e da taxa de liberagdo (processo dindmico de
complexacdo-descomplexacdo de cétions), os lauril-éteres apresentam indmeras
vantagens em relagdo a similares macrociclicos, das quais podem-se destacar as
seguintes:

- Quando envolvidos em complexacdo, grupos lauril éteres introduzem um
efeito quelante adiciona ao efeito macrociclico, crescendo assim, a forca de ligagéo
com o ion metdlico;

- Os grupos lauril, por serem grupos doadores, podem se coordenar aos ions
metdlicos complexados, eliminando competicBes de contra-anions ou moléculas de
solvente, promovendo a estabilizagdo do complexo;

- Inimeras variantes no grupo lauril (comprimento do brago, rigidez, nimero e

tipos de &omos doadores) permitem uma seletividade adicional paraions.
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Os complexos lauril-éteres podem, ainda, apresentar inimeras vantagens em
relacdo aos complexos de criptatos estaveis™. Como os criptatos sd0 mais rigidos e
“previamente organizados’ do que os lauril-éteres, dispdem assim de uma grande
forca de ligacdo e seletividade o que faz com que estes complexos apresentem
baixissimas taxas de dissociacdo, isto é considerado desvantagem quando o ligante é
usado em certas aplicagbes, tais como, membranas de separacdes, onde a rapida
liberacdo do ion metdlico € a fase decisiva. Com a introducdo de “grupos lauril” a
éteres de coroa monociclicos é esperado o aumento da forca de ligacdo do ion e a
seletividade sobre os monociclicos sem significativo crescimento na rigidez do
ligante.

Os complexos de lauril-éteres apresentam-se como excelentes carreadores de
cétion para o transporte através de membrana™, capazes de se ligarem seletivamente a
um certo cétion e ainda serem capazes de o liberarem rapidamente, mantendo um
sistema dinémico, como o carreador natura ja citado anteriormente, o Valinomycina.

Os lauril-éteres e os BiBLE constituem uma importante e crescente classe de
éteres de coroa. Com o crescimento do entendimento sobre os fenémenos de
complexacdo, muitas aplicagcdes em tecnologia de sensor, formacdo de membranas e
modelos para estrutura biolégica e funciona irdo certamente envolver esta classe de

estruturas.

COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES COM TONS LANTANIDEOS

O “design” de novos complexos de ions lantanideos, particularmente
envolvendo o encapsulamento destes ions a estruturas supramoleculares, oferece a
possibilidade da obtencdo de compostos com elevada luminescéncia, estabilidade
cinética e termodindmica. Tais compostos sdo freglentemente utilizados em
aplicagbes médicas e clinicas. O desenvolvimento de fluoroimunoensaios
homogénios, baseado em criptatos de lantanideos, € um 6timo exemplo de geracdo de

°1 @) Thaler, A.; Bergter, R.; Ossowski, T.; Cox, B. G.; Schneider, H. Inorg. Chim. Acta 1999, 285, 1;
b) Zhang, X. X.; Bordunov, A. V.; Bradshaw, J. S.; Dalley, N. K.; Kou, X.; Izatt, R. M. J. Am. Chem.
Soc. 1995, 117, 11507.

%2 Koulov, A. V. Mahoney, J. M.; Smith, B. D., Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 27.
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tecnologia para a sociedade™. Outras aplicacBes freqiientes para estes sistemas
ocorrem em areas como radioimunoterapia, agente de aumento de contraste em
imagem de ressonancia e marcadores luminescentes em fluoroimunoensaios, 0 que
amplia, neste trabalho, o interesse no estudo sistematico desta classe de compostos.

Os ions lantanideos ndo so apresentam coeficiente de absorgdo muito baixo na
regido do UV e visivel como também, devido a sua configuracdo eletrénica, ndo
exibem fortes habilidades de coordenacdo frente a ligantes convencionais,
especidmente em solugdes aquosas onde moléculas do solvente competem na
ocupacdo dos sitios de coordenacdo. Porém certos ligantes em “estruturas
supramoleculares’ apresentam efeitos cinegéticos, permitindo a sintese de complexos
supramoleculares estaveis com ions lantanideos. Desde meados de 1980, varios
estudos™ no sentido de melhorar o encapsulamento de ions |antanideos, onde aspectos
como a relacdo didmetro da cavidade/ didmetro do cation, a natureza do contra-ion, a
flexibilidade do ligante e o nimero de atomos doadores do ligante sdo importantes na
formacdo de estaveis complexos supramoleculares tém sido desenvolvidos. Dessa
forma, em adicdo a intensa luminescéncia e longos tempos de vida no estado excitado,
apresentados pelos lantanideos, complexos supramoleculares podem ser usados como
sondas espectroscopicas na resolucdo de uma variedade de problemas quimicos e
biol bgicos.

%3 &) Mathis, G. Clin. Chem. 1995, 41, 1391; b) Mathis, G. Clin. Chem 1993, 39/9, 1953.
* @) Binzli, J.-C. G.; Wessner, D. Coord. Chem. Rev. 1984, 60, 191; b) Alexander, V. Chem. Rev.
1995, 95, 273.
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IV - PARTE 1: Sintese de macrociclicos para posteriores

tentativas de formacao de um rastreador especial

IV.1 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PARTE 1)

Metodologia de Caracterizacéo

Ressonancia M agnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H (300 MHz) e **C (75
MHz) foram registrados no aparelho Varian Unity Plus. Os deslocamentos quimicos
estdo expressos em partes por milh& em relagéo ao pico residua do padréo interno
usado: cloroférmio (7,26 ppm), ou agua (4,72 ppm), ou acetona (2,05 ppm), ou
metanol (3,31; 4,79 ppm) no caso de espectro de préton. Os deslocamentos quimicos
estdo expressos ainda, em relacdo ao pico central do: CDClz (77,00 ppm), ou
(CD3).CO (30,50; 205,10 ppm), ou MeOD (49,00 ppm) no caso de espectro de
carbono.

Analise Cromatogr afica

PurificacOes através de cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-
se silica gel 60 (230-400 mesh ) [Merck] ou aumina 507 C neutra (100-125 mesh)
[FLUKA].>®

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se
placas silica gel 60 F.sq (Merck) ou placas de aumina 60 F,s4 neutra (Merck). Para
visualizagdo dos compostos foram utilizados |ampada de UV e/ou recipiente contendo
cristais de iodo.

As cromatografias gasosas (CG) foram realizadas em um aparelho Hewlett
Packard 5890 Séries Il com detector de ionizagdo de chamas (FID) e detector de
condutividade térmica (TCD) e equipado com coluna HP — 5 de 25 m X 0,32 m X
0,52 mm.

% &till, W. C.; Kahn, M.; Mitra, A. J. Org. Chem. 1975, 43, 2923.



29

As andlises de cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC) foram
realizadas em um cromatdgrafo Schimadzu equipado com duas bombas LC-10AV,
detector UV-visivel SPD-10AV e integrador SCL-10A. Foram empregadas colunas
analiticas RP18 (5 microns, 125 mm x 4,6 mm) e a coluna semipreparativa RP18-E (5

microns, 250 mm x 10,5 mm).

Espectroscopia Vibracional naregido do infravermelho (1V)

Os espectros de transmissdo na regido do infravermelho (4000 a 400 cm?)
foram registrados em um espectrOmetro com transformada de Fourier Bruker |
modelo FS66. Os compostos analisados foram preparados em forma de pastilhas de
KBr prensadas sob vacuo.

Espectroscopia de Massa
Os espectros de massa de baixa resolucéo (CG-EM) foram realizados em um
aparelho Finnigan GCQ Mat tipo quadrupolo ion-trap, acoplado a um cromatogréfico

agés. Os valores estdo descritos em unidades de massa sobre carga (nve).

Procedimento Geral

A maioria dos reagentes e solventes foi utilizada na sua forma comercia (P.
A.) dos fornecedores. Merck, Aldrich, Vetec, Quimex, sem nenhuma purificacdo
prévia

As seringas e a vidraria empregadas na manipulagdo de reagentes
organometdlicos foram secadas em estufa (100°C) e manipuladas sob atmosfera de
nitrogénio (bal 6es vedados com septos de borracha).

O THF foi destilado imediatamente antes de seu uso com sddio metalico, sob
atmosfera de nitrogénio, utilizando-se benzofenona como indicador.

As temperaturas abaixo de 0°C foram alcangadas misturando, em recipiente
isolante, gelo seco com etanol ou acetona.

Os solventes foram evaporados em rotaevaporador Biichi Modelo R-114 ou
Bichi Modelo R-134, operando a pressdo reduzida e o solvente remanescente foi

evaporado utilizando bomba de alto vécuo.
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A concentragdo do reagente n-BuLi foi determinada através de sua titulacdo
com isopropanol, utilizando-se 1,10-fenantrolina como indicador.>®

Procedimento para obtencdo de agentes alquilantes (método

radicalar)®’

Adicionou-se quantidades equimolares de ambos materiais de partida
(tabelal): do precursor e de N-bromosuccinamida (NBS, 177,99 g/mol) em
tetracloreto de carbono (10ml/1 mmol de reagentes). Uma pequena quantidade do
catalizador (AZOBIS) foi acrescentada na reagdo. Montou-se um sSistema de
agitacdo/refluxo com constante irradiacdo de lampada de tungsténio (100W).

A reacdo foi acompanhada por CCD em silica utilizando CH,Cl, como eluente.
Ao término da reacdo, fez-se um banho de gelo, afim de retirar os possiveis excessos
dos reagentes, pois o produto € bastante solivel em CCl,. Filtrou-se em seguida e 0
filtrado foi evaporado a pressdo reduzida. O produto desgjado foi, enfim purificado.

Tabela | - Sumario do procedimento realizado na tentativa de bromacdo dos compostos (8) e

(11)
Compostos Precursores Condigdesde Método de Método de
refluxo separacao/purificacdo  caracterizacdo
Dietil 2,6-
(8) dimetilpiridina- Coluna cromatogréfica  RMN *H e CG-
3,5-dicarboxilato, 2 horas em silicagel utilizando EM
99% CHCIl3;como €luente.
(251,28 g/mol)
(12) 2-picolina 3 horas Destilacéo horizontal CG
(93,13 g/mal) (40°C, 0,5 mmHg)

56 Watson, S. C.; Eastham, J. F. J. Organomet. Chem. 1967, 9, 165.
5" Lehn, J. M.; de Vains, J.-B. R. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 2209.
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Andlises redlizadas do produto dietil-2-(bromometil)-6-metilpiridina-3,5-
dicarboxilato (9):
RMN H (300 MHz, CDCl3): d 8,74 (s, 1H); 5,00 (s, 2H); 4,46 (g, J= 6,0 Hz, 2H,
OEt); 4,43 (q, J= 6,0 Hz, 2H, OEY); 2,87 (s, 3H); 1,46 (t, J= 6,0 Hz, 3H, OEt); 1,44(t,
J= 6,0 Hz, 3H, OEt), CG-EM, m/z (int. rel.): 251 (M, 22), 250 (100), 222 (90), 194
(49).

Tentativa de alquilacdo®® do macrociclico (1) com o dietil-2-

(bromometil)-6-metilpiridina-3,5-dicarboxilato (9)

A um bal& de 100 mL contendo uma mistura do macrociclico (0,4 mmol;

105,26 mg) previamente dissolvido em 40 mL de acetonitrila (recentemente destilada)
com 1 mmol de K,COs, foi adicionado sob atmosfera de Ny, dietil 2-(bromometil)-6-
metilpiridina-3,5-dicarboxilato (0,2 mmol; 66 mg) em 10 mL de acetonitrila. A
misturafoi refluxada durante 20 horas e a reacéo foi acompanhada por GC. A solucéo
resultante foi filtrada, e o filtrado foi evaporado a pressdo reduzida e o produto
desgjado foi purificado por coluna cromatografica em alumina utilizando uma mistura
de metanol/diclorometano paa levar ao 1,4,10,13—etraoxo—7,16—
diazaciclooctadecano-N-dietil-2,6-dimetil piridina-3,5-dicarboxilato (10).
RMN *H (300 MHz, CDCls): d 8,47 (s, 1H, C6); 5,25 (s, 2H, C16); 4,40 (g, J= 7,2
Hz, 2H, OEt, C2 ou C10); 4,39 (q, = 7,2 Hz, 2H, OEt, C2 ou C10); 4,06 (sl, NH);
3,72-3,54 (m, 16H, C19, C21, C22, C24); 2,93-2,86 (m, 8H, C18 e C25); 2,84 (s, 3H,
C13); 1,42 (t, = 7,2 Hz, 3H, C1 ou C11); 1,41 (t, J= 7,2 Hz, 3H, C1 ou C11), RMN
3C (75 MHz, CDCls): d 14,13 (C1 ou C11); 14,30 (C1 ou C11); 24,93 (C13); 29,69
(C16); 49,01 (C25); 53,75 (C18); 61,46 (C2 ou C10); 61,53 (C2 ou C10); 68,84
(C19); 69,27 (C21); 69,49 (C22); 70,49 (C24); 123,53 (C7 ou C5); 125,31 (C7 ou
C5); 139,90 (C6); 160,88 (C4 ou C8); 162,36 (C4 ou C8); 165,92 (C12 ou C15);
166,74 (C12 ou C15).

%8 Li, C.; Wong, W. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 3217.
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Tentativa de obtencdo do agente alquilante 2-bromometil-6-

cloropiridina (15) (reducédo e bromacao)
Etapa I: Reagdo de reducéo do metil 6-cloropiridina-2-carboxilato (13):

Em um baldo de duas bocas de 250 mL, adicionou-se metil-6-cloropiridina-2-
carboxilato (20 mmol, 3,43 g) e THF (100 mL) sob atmosfera de N,. A solucéo foi
resfriada a 0 °C e sobre agitacéo, foram adicionados lentamente LiAIH, (10 mmol,
12 mL de uma solucéo 1M). A misturafoi agitada a temperatura ambiente por 24 hora
e a reacdo monitorada por CCD em silica utilizando mistura de acetato de
etila/ciclohexano (1:1). Ao término deste periodo, foram adicionados 8 mL de uma
solucdo saturada de NH,4Cl. O produto da reagdo foi extraido com éter etilico e afase
organica lavada com &gua (3 x 100 mL). A fase organica foi entdo separada e secada
com NaxSO,. Filtrou-se e o filtrado foi evaporado a pressdo reduzida.

Dois métodos de purificagdo do produto (6-cloropiridina-2-il)metanol (14)
foram testados: coluna cromatogréfica em silica gel utilizando uma mistura
cicloexano/acetato de etila e destilagéo horizontal (100 °C, 0,5 mmHg).

RMN *H(300MHz, CDCls): d 7,66 (t, J= 7,5 Hz, 1H); 7,29 (d, J= 6,0 Hz, 1H); 7,22
(d, J= 6,0 Hz, 1H); 4,74 (s, 2H): 3,80 (s, OH), RMN *3C (75 MHz, CDCls): d 64,21;
119,07; 122,80; 139,48; 150,61; 161,01, IV (filme KBr): 3356, 1588, 1565, 1439,
1416, 1159, 1139, 787 cm*, CG-EM, m/z (int. rel.): 143 (M, 100), 144 (M+1, 8),
145 (M+2, 31).

Devido a pesguena quantidade de produto purificado (14), ndo foi redlizada a
segunda etapa da reacéo.
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Tentativas de aquilacdo do 3-bromopropanoato de etila (16) ao

macrociclico (1)

Método |:

Em um baldo de 5 mL adicionou-se o macrociclico (0,11 mmol; 30 mg) em
2 mL de acetonitrila em constante agitacéo, logo em seguida 3-bromopropanoato de
etila (0,06 mmol, 7,28 m) foi adicionado a solucdo. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 3 dias. A reacdo foi acompanhada por CCD em silica
utilizando metanol com eluente e ao término da reacdo o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida. Uma tentativa de purificagdo utilizando parte do produto obtido foi
realizada usando coluna cromatografica em silica, utilizando metanol como eluente. O
produto da reacso ficou retido na coluna. Desse modo, a andlise RMN *H foi redizada
do produto bruto obtido.

M étodo I1°:

Em um baldo de 10 mL contendo 5 mL de acetonitrila foram adicionados os
seguintes reagentes. macrociclico (0,11 mmol; 30 mg), 3-bromopropanoato de etila
(0,09 mmol; 11,66 L), K,COs; (1,53 mmol; 211,28 mg) e iodeto de potéssio
(0,004 mmol; 0,59 mg). A mistura agitada a temperatura ambiente por 18 horas e
entdo refluxada por mais 8 horas. A solucéo resultante foi evaporada a presséo
reduzida. Foram readlizadas duas tentativas de purificagdo do produto: por
recristalizagdo em hexano e por coluna cromatografia em alumina utilizando mistura
de MeOH/CH,Cl, como eluente. N&o foi possivel isolar o produto da reacéo.

Anélises de CG e RMN *H foram redlizadas das fracdes obtidas.

M étodo I11°:

Em um baldo de 25 mL contendo 20 mL de acetonitrila foram adicionados os
seguintes reagentes. macrociclico (0,11 mmol; 30 mg), 3-bromopropanoato de etila
(0,09 mmol; 11,66 m), K,COs; (1,53 mmol; 211,28 mg) e iodeto de potéssio
(0,004 mmoal; 0,59 mg). A mistura foi agitada durante 20 dias sob refluxo e a reagdo
foi acompanhada por HPLC, sendo observada somente a decomposicdo do

macrociclico na coluna. Desse modo, a reacdo foi monitorada por cromatografia em

% Medina, J. C.; Lynn, B. C.; Rojas, M. T.; Gokel, G. W.; Kaifer, A. E. Supramol. Chem.. 1993, 1, 145.



34

camada delgada em silica utilizando mistura de MeOH/CH,CIl, como eluente. N&o foi
observada a formagéo do produto.

M étodo IV

Em um bal&o de 10 mL contendo 5 mL de butironitrila foram adicionados os
seguintes reagentes. macrociclico (0,11 mmol; 30 mg), 3-bromopropanoato de etila
recentemente destilado (0,09 mmol; 11,66 m), K,COs (1,53 mmol; 211,28 mg) e
iodeto de potéssio (0,004 mmol; 0,59 mg). A mistura foi submetida a refluxo por 5
dias. A reacéo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada em alumina
utilizando mistura de MeOH/CH,Cl, como eluente. N&o foi observada a formagéo do

produto.

Método V:

Em um bal&o de duas bocas sob atmosfera de N, foi adicionado macrociclico
(0,22 mmol; 32 mg) em 2 mL de THF. A solugéo foi resfriada a —72°C e sob agitagéo
foi adicionado lentamente n-BuLi*® (0,25 mmol; 0,30 mL de uma solucdo 0,80 M).
Ap6s 10 min de agitacdo, adicionou-se & mistura 3-bromopropanoato de etila
destilado (0,12 mmol; 16 m). A solugédo resultante foi agitada a temperatura ambiente
por 22 horas e a reagéo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada. A
solucdo foi, entdo, evaporada a pressdo reduzida e o solido resultante foi dissolvido
em metanol, filtrado e novamente evaporado a pressdo reduzida. N&o foi observada a
formagao do produto através de andlises posteriores de RMN *H.

M étodo V1

Em um baldo de 250 mL adicionou-se macrociclico (1 mmol; 262,35 mg) e
K2COsz (2,5 mmol; 34553 mg) em 125 mL de acetonitrila. A esta mistura, sob
atmosfera de N, foi adicionado 3-bromopropanoato de etila, recentemente destilado
(0,89 mmol; 114 m). A solucdo resultante foi entdo submetida & 62 horas de refluxo.
A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada em silica, utilizando
mistura de MeOH/CH,Cl, e por GC. A solugdo resultante foi filtrada e o filtrado
evaporado a pressio reduzida. O espectro de RMN *H ndo correspondeu ao produto
desgjado.
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Método VI1% - sintese do 1,4,10,13-tetr aoxo—7,16—diazaciclooctadecano-
N,N’-propanoato de etila (18).

Em um baldo de 100 mL adicionou-se macrociclico (1 mmol; 262,35 mg) e
trietil-amina (2,21 mmol; 160 m) em 50 mL de acetonitrila. Apés 15 minutos de
agitacéo, foi adicionado o 3-bromopropanoato de etila destilado (1,06 mmol; 135m).
A misturafoi submetida a agitacéo a temperatura ambiente por 18 horas e refluxo por
mais 36 horas. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada em
silica utilizando-se uma mistura acetato de etila/dcool etilico 1:1. A solugdo
resultante foi evaporada a pressdo reduzida, obtendo-se um soOlido amarelo
heterogéneo que foi, entdo, sublimado para levar ao produto di-substituido (18) em
baixo rendimento.

RMN 'H (300 MHz, CDCls): d 4,13 (g, = 7,0 Hz, 4H, C2); 3,64-3,59 (m,
16H, C9 e C11); 2,89 (t, = 7,5 Hz, 4H, C5); 2,82-2,76 (m, 8H, C8); 2,47 (t, = 7,5
Hz, 4H, C6); 1,26 (t, J= 7,0 Hz, 6H, C1)

Tentativa de hidrogenacdo da acrilamida®

Em um bal&o de 500 mL sob atmosfera de N, foram adicionados acrilamida
(33,08 mmol; 2,35g) e 400 mL de KOH (85%) a mistura foi submetida a refluxo e
agitacdo durante 15 horas e em seguida, foi adicionado HCl (37%) até pH 5. A
solucdo resultante foi filtrada em filtro de placa porosa e o produto da reacdo foi
extraido com diclorometano (2 x 100 mL) e a fase orgéanica foi lavada com solucéo
saturada de NaCl. A fase organica separada foi, entdo, evaporada a pressao reduzida.
Obteve-se um produto viscoso, caracteristico da reacdo de polimerizacdo do &cido

acrilico.

0 g) Kim, J. S.; Shon, O. J;; Ko, J. W.; Cho, M. H.; Yu, Y.; Vicens, J. J. Org. Chem. 2000, 65, 2386; b)
Kele, P.; Orbulescy, J.; Calhoun, T. L.; Gawley, R. E.; Leblanc, R. M. Tetrahedron Lett. 2002, 43,
4413; ¢) Beer, P. D.; Dent, S. W.; Fletcher, N. C. Polyhedron 1996, 15, 2983.

1 Tanner, D. D.; Osman S. A. A. J. Org. Chem. 1987, 52, 4689.
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Tentativa de adi¢cdo do macrociclico (1) a acrilamida

Em um ba& de duas bocas de 25mL, sob amosfera de N,, foram
adicionados macrociclico (0,06 mmol; 16 mg) e acrilamida (1 mmol; 106 mg) em
6 mL de acetonitrila. A mistura foi submetida a refluxo e agitacdo por 24 horas e
acompanhada por CG. Através da andlise de RMN *H ndo foi observada a formacéo

do produto desejado.

Procedimento® para sintese do 1,4,10,13-tetraoxo-7,16-

diazaciclooctadecano-N,N’-propanoato de metila (19)

A um baldo de 25 mL contendo acrilato de metila (183,87 mmol; 17 mL) foi
adicionado, sob atmosfera de N, 0 macrociclico (1,91 mmol; 500mg). A mistura foi
submetida a refluxo e agitagéo por 24 horas. A reagdo foi acompanhada por CCD em
silica utilizando uma mistura de MeOH:CH,Cl, (1:1), como eluente. O excesso de
acrilato de metilafoi entdo separado do produto desegjado (19) sob vacuo (0,5 mmHg),
utilizando-se um trap intermediério, resfriado com gelo seco e acetona (-78°C).

RMN *H (300 MHz, (CD3).CO): d 3,62 (s, 6H, C1); 3,57-3,53 (m, 16H, C8 e C10);
2,83 (t, J= 6,0 Hz, 4H, C4); 2,74 (t, J= 6,0 Hz, 8H, C7); 2,44 (t, J= 6,0 Hz, 4H, C5),
RMN 'H (300 MHz, D,0): d 3,70 (s, 6H); 3,69-3,64 (m, 16H); 2,93-2,85 (m, 4H);
2,81-2,74 (m, 8H); 2,60-2,53 (M, 4H), RMN °C (75 MHz, (CD3),CO): d 34,15 (C5);
52,16 (C4); 52,51 (C7); 55,57 (C1); 71,44 (C8); 72,04(C10); 173,93 (C3), IV (filme
KBr): 2877, 1732, 1439, 1353, 1200, 1105 cn.

Tentativas de hidroélise do composto (19)

> Inimeras tentativas de hidrélise foram realizadas, utilizando-se de muitas

variantes nareacdo entre o BiBLE (19) e hidroxido de potéssio em metanol:

%2 Takagi, M.; Tazaki, M.; Ueno, K. Chemistry Lett. 1978, 1179.
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Método |:

Em um bal&o, contendo uma solucéo do macrociclico (0,15 mmol; 67 mg) em
metanol (3 mL) e resfriado a O °C, foram adicionadas pequenas porcoes
(aproximadamente 100 mg) de KOH, previamente macerado. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 1 hora e a solucéo resultante foi filtrada em filtro de placa
porosa contendo uma camada de Celite, secada com MgSO, e novamente filtrada,
sendo o0 solvente evaporado a pressdo reduzida. Foram feitas duas tentativas de
purificacdo: coluna cromatogréfica em silica, utilizando uma mistura MeOH:CH,Cl,
(7:3) como eluente e tentativa de recristalizagdo em H,O ou MeOH.

M étodo |1

Em um bal&o contendo uma solu¢do do macrociclico (0,20 mmol; 43,4 mg)
em metanol (2 mL) e resfriado a 0 °C, foram adicionadas pequenas porcoes
(aproximadamente 100 mg) de KOH, previamente macerado. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 2 horas e em seguida adicionou-se lentamente HCI (37 %)
até pH 7. A solucdo resultante foi, entdo, filtrada e 0 solvente evaporado a pressao
reduzida.

M étodo 111%

Em um baldo adicionou-se macrociclico (1,04 mmol; 450 mg) em 7 mL de
metanol. A solucdo foi resfriada a 0 °C e sobre agitacdo e foi adicionado grande
excesso de KOH. A mistura foi submetida a agitacéo a temperatura ambiente por 4
horas. A solugdo resultante foram adicionados 15mL de metanol e novamente
resfriada a 0°C para adicéo de HCI (37 %) até pH 3. A misturafoi filtrada e o filtrado
evaporado a pressdo reduzida.

As andlises de RMN *H e RMN *3C e evidenciaram a presenca do material de
partida e do produto desgjado. Resolveu-se entdo, acrescentar ao produto, dissolvido
em DO, 4 mL de metanol e KOH (excesso). A mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 4 dias. A solugo resultante, foram acrescentados 15 mL de metanol
e novamente adicionado HCI (37 %) até pH 3. A solucéo resultante foi filtrada (papel
defiltro) e o filtrado evaporado a presséo reduzida.
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> Tentativas de hidrdlise do composto (19) utilizando-se hidréxido de litio ou
hidroxido de sddio foram realizadas. Um grande excesso (> 100%) dos hidréxidos foi

necessario, submetendo o sistema resultante a agitacdo por varios dias.

Observacéo:
Todas as tentativas de hidrélise foram acompanhadas por cromatografia de
camada delgada (CCD) em silica, utilizando uma mistura de MeOH:CH,Cl, (1:1),

como €luente.

1V.2 - RESULTADOS E DISCUSSOES (PARTE 1)

Dentro da quimica supramolecular, pode-se destacar a classe de precursores
derivados de diaza-éteres de coroa, mais precisamente a sintese de lauril-éteres e
BiBLE, os quais vém sendo exaustivamente estudados®. Em grande parte destas
sinteses, os d&omos de N sdo substituidos antes do macrociclico ser formado,
usual mente por grupos alquila ou sulfonas®. Estudos mostram, ainda, maior eficiéncia
na complexacdo quando os cétions sdo adicionados durante a ciclizagdo do macro
(efeito templante do metal)>*.

Apesar da sintese de BiBLE ser mais prética a partir de precursores aciclicos,
dificuldades experimentais e de manipulagdo na formagdo do macrociclico (1) com
“bracos’ pendentes (CH,COOEt ou CH,COOH) sd0 relatadas®® tornando mais
vantgjoso a sintese desses lauril-éteres, como também BiBLE a partir de alquilactes
ou acetilagdes diretas ao macrociclico (1).

Este capitulo descreve as tentativas de formag@o de lauril-éteres e BiBLE

(associados a bracos de anéis croméforos ou a compostos aciclicos com grupos

% &) Bradshaw, J. S.; Krakowiak, K. E.; An, H.; 1zatt, R. M. Tetrahedron 1990, 46, 1163; b) White, B.
D.; Fronczek, F. R.; Gandour, R. D.; Gokel, G. W. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 1753; c) White, B. D.;
Arnold, K. A.; Gokel, G. W. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 1749; d) Hancock, R. D.; Bhavan, R.; Wade,
P. W.; Boeyens, J. C. A.; Dobson, S. M. Inorg. Chem. 1989, 28, 187.

% Bradshaw, J. S.; Stott, P. E. Tetrahedron Report 1980, 36, 461.

% Gatto, V. J.; Gokel, G. W. J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 8240.
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carboxilicos) a partir do precursor macrociclico (1), os quais serdo utilizados na
complexacdo de ions lantanideos.

O encapsulamento de ions Ln(l1) a macrociclicos do tipo diaza-éteres de
coroa mostra—se bastante eficiente para toda a serie de lantanideos® % O
macrociclico (1) oferece tamanho compativel com o raio i6nico de ions trivalentes,

por exemplo, Eu*® e Am*3, podendo formar complexos estaveis.®’

1V.2.1 - REACOES DE ALQUILACAO DO MACROCICLICO (1) COM
HALETOS ORGANICOS

A primeira estratégia utilizada consistiu na alquilagdo do macrociclico (1).
Paraisso, foi necesséaria a sintese do agente aquilante (9).

O brometo desgjado (9) foi obtido através de uma reagdo andloga a um
procedimento ja bastante conhecido, baseado na bromacdo de compostos piridinicos
substituidos, cujos rendimentos variam de acordo com a espécie reagente”’.

ESQUEMA 1
HCH,COC. - COLCH,CHy HCHCOLC\ - COLCH,CHy
| NBS/AZOBIS _ |
\ > \
Hs N CHs CCly /hn/ refluxo Hy N CH,Br

) (9)

A reacdo foi monitorada por CCD e ap6s 2 horas levou ao produto desejado
(9). Embora se tenha utilizado quantidades equimolares dos materiais de partida, foi
observada a formacdo de vérios produtos. Este fato pode ser explicado pela reacdo
consistir de um método radicalar, podendo com isso resultar na formagdo de uma
mistura de produtos mono e polihaogenados. A posterior purificagcdo em
cromatografia em silica gel levou ao produto desgjado em um rendimento de 36%, o

¢ Galaup, C.; Carrié, M-C; Azéma, J.; Picard, C. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 1573.
" Manchanda, V. K.; Mohapatra, P. K, Polyhedron 1990, 9, 2455.
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qual foi caracterizado através de RMN H e CG-EM, sendo observada a presenca de
uma peguena quantidade de contaminantes de dificil identificagdo e conseqgliente
separacdo do produto.

Tentativas de alquilacdo do macrociclico (1) com o brometo (9)

1

Evidéncias na literatura®® mostram o aumento da estabilidade de cétions

coordenados ao macrociclico (1) quando conectados a bracos constituidos de anéis
croméforos. Contudo estudos do macrociclico (1) complexado a fons prata?
mostram 0 aumento da estabilidade do complexo quando conectado a um braco
cromoforo (CH,-Bipy). Quando o complexo é bi-funcionalizado ha uma perda na
estabilidade, possivelmente devido aimpedimento estéricos. Dessa formafoi proposta
a sintese mono-alquilada do macrociclico (1) com o brometo (9) preparado
anteriormente (Esquema 1).

A provavel estabilidade de lauril-éter de coroa associado a bracos cromoforos,
quando coordenados a ions lantanideos, promovem estes complexos a dispositivos
molecular conversores de luz (DMCL), podendo ainda ser explorado o efeito antena

de seus croméforos®,

ESQUEMA 2

EtO,C _ CO,Et /ﬁEtOzC CO,Et
e
Q) + \N Br refluxo / Np K/ \)

©) (10)
Em substituicgo a métodos de alquilacdo que envolvem varias etapas de reacao

2 : 1

(protecéo, mono-funcionalizagéo e conseguinte desprotecdo), a reacdo de mono N-
aquilacdo seletiva de macrociclicos é possivel a partir da utilizacdo de um excesso do
macrociclico num sistema MeCN/K,CO;3; a qual leva aos produtos desegjados em bons
rendimentos®. A aquilacdo direta do macrociclico (1) com o agente aquilante (9),
previamente sintetizado, utilizando esta metodologia levou ao produto monoal quilado
(10) em baixo rendimento, apos purificacéo em coluna cromatogréfica.

% Lehn, J-M. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 29, 1304
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O produto foi caracterizado através de andlises de RMN *H e RMN *3C, onde
observou-se a presencga de contaminantes, provenientes do material de partida (9), os
guais mostraram-se de dificil separacéo através dos métodos de purificacdo usuais.

Na tentativa de simplificar a reagdo de alquilagdo anterior (Esguema 2),
prop0s-se a utilizagdo de um agente alquilante mais simples e menos impedido,
constituido de poucos grupos funcionais. Como no laboratério havia a disponibilidade
do composto (11) fez-se novamente necessario a bromacgdo utilizando-se
procedimento andlogo ao Esquema 1.

ESQUEMA 3
2 2
| __NBS/AZOBIS |
AN CCly /hn/ refluxo Xy Br
(11) (12

O acompanhamento da reagdo por cromatografia em camada delgada mostrou
0 desaparecimento do material de partida com conseguinte formacéo de varios
produtos. As tentativas de purificacdo do produto desgjado (12), através de destilacéo
ndo foram bem sucedidas, possivelmente devido ao produto obtido ser constituido de
uma mistura de compostos halogenados. Esse fato foi posteriormente confirmado

através de comparagdo com dados da literatura,®® onde uma reacdo andoga foi
realizada (Esquema 4).

% Newkome, G. R.; Kiefer, G. E.; Puckett, W. E.; Vregland, T. J. Org. Chem. 1983, 48, 5112.
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ESQUEMA 4

NCS (2 eq)
e

(70% ) (20%)

Devido aos resultados insatisfatérios obtidos na tentativa de bromacéo por
método radicalar, uma outra metodologia foi proposta, a partir do composto (13). A

seguinte estratégia de sintese (reducdo e substituicéo) foi sugerida:

ESQUEMA 5
Etapa | Etapall
= : = =4
| _UAH, | __PBrs__ |
X THF, 0°C SN OH EtsN X Br
cl N CO,Me cl N cl N
(13) (24) (15)

A reducdo de ésteres a alcoois primérios € um processo bastante usual no qual
utiliza-se geralmente LiAIH, ou LiBH, como agentes redutores.

A reacdo de reducdo do composto (13) foi realizada em THF utilizando-se
LiAlH;. Ap6s 24 horas de agitacdo, foi possivel observar, através do
acompanhamento por CCD, a formag&o de varios produtos. A hidrélise da mistura
reaciona e posterior purificacdo em cromatografia em silica gel levou ao produto
desgado (14) em baixo rendimento. Posteriores tentativas de purificagdo por
destilagdo horizontal ndo foram bem sucedidas.

Devido a0 baixo rendimento obtido, ndo foi possivel a continuidade da
segunda etapa da reacéo (bromagéo) para a formagao do agente alquilante (15).
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O fato da seletividade de cétions coordenados a macrociclicos poder ser
atribuida somente a relacdo tamanho do fon/cavidade, constitui uma idéia simpléria
A presenca de bracos diféticos constituidos de grupos carboxilicos em um
macrociclico (diaza-éter de coroa) provoca aumento na estabilidade dos complexos

coordenados, principamente de cétions grandes™?->*)

Tais grupos oferecem
solvatacdo adicional & complexacao, dispondo o cétion num arranjo tridimensional ™.
A sintese de lauril-éteres de coroa, formados de bracos aliféticos com grupos
carboxilicos, era um dos objetivos do trabalho para a posterior coordenacdo com ions
lantanideos (Yb** e Er*"), na tentativa de utilizacdo em dispositivos de up-conversion.
Além disso, a sintese de BIiBLE, associados a grupos carboxilicos, também era
objetivada para posterior coordenacdo a fons Eu®*, afim de estudar o comportamento

luminescente destes complexos, frente a diferentes contra-ions.

Dessa forma vérias tentativas de alquilacdo de agentes aliféticos carboxilicos
ao macrociclico (1) foram realizadas.

Tentativas de aquilacdo do macrociclico (1) com o brometo (16)

ESQUEMA 6

Vs YL
o A

=

(1) + B \_-COft ~mmn I pi—
(16)

51533

R: §\/\C02Et

Na tentativa de alquilacdo do macrociclico (1) com o brometo (16) inlmeras

metodologias foram realizadas variando-se as condic¢des da reacdo, como também os

" Gokel, G. W.; Goli, D. M.; Minganti, C.; Echegoyen, L. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 6786
" Arnold, K. A.; Echegoyen, L.; Fronczek, F. R.; Gandour, R. D.; Gatto, V. J.; White, B. D.; Gokel, G.
W. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 3716.
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métodos de purificacdo do produto desejado da mistura reacional, ambos descritos na

tabela |l aseguir:

Tabelall: Sumério das tentativas de a quilagdo do brometo (16) ao macrociclico (1)

Reacéo Condigdes M étodo de purificacdo Rendimento
Método | em MeCN Cromatografia em silica Y,
agitacdo (3 d)
K.CO4/KIl em MeCN  Recristalizaco em hexano e Yy
Método 11°° Agitacgo (18 h) cromatografia em alumina
refluxo (8 h)
Método I11%° K,COyKI em MeCN A Y,
Refluxo (20 d)
Método IV>° K,COy/KI em ButCN, % %,
refluxo (5 d)
Método V THF, N,/ n-BuLi 3, ¥,
Agitacdo (22 h)
Método V1% K,CO/N, em MeCN ¥, ¥,
refluxo (62 h)
EtsN em MeCN
Z 60 . ~
Método VII agitacdo (18 h) Sublimado baixo
Refluxo (3 d)

Na tentativa de alquilacdo em acetonitrila (Método |) observou-se, através de

CCD o desaparecimento dos materiais de partida. A fim de separar 0 suposto produto

do excesso do macrociclico (1) realizou-se coluna cromatogréfica em silica gel,

porém o produto ficou retido na coluna. Posteriores tentativas de separacdo (Método

I1) por recristalizacdo e coluna cromatografica em alumina, também fracassaram, néo

sendo possivel o isolamento do produto da reagéo.
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Embora tenham-se utilizado reagentes e metodologias equivalentes a
literatura®, as tentativas de alquilaczo utilizando os métodos de Il &1V néo foram bem
sucedidas. No método IV utilizou-se exatamente a metodologia da literatura.

No método V, aaquilacdo foi realizada utilizando-se uma base mais reativa, o
composto organometélico n-BuLi, porém ndo foi observada a formacdo do produto
desgjado através de anédlises de RMN *H da mistura reacional.

Metodologias andlogas de mono N-alquilagdes descritas na literatura®, as
quais levam aos produtos desgjados em bons rendimentos (método VI), também
foram realizadas, no entanto, os resultados ndo foram reprodutiveis.

Em um dos casos, fez-se a reagdo (Método VI1)* do macrociclo (5) com o
agente alquilante (16) utilizando trietilamina como base. O acompanhamento da
reacdo por CCD mostrou o desaparecimento dos materiais de partida e a posterior
purificacdo por sublimag&o levou ao produto di-substituido (18) em baixo rendimento,
o qual foi caracterizado através de RMN *H.

Embora as reacfes de alquilagdo de compostos macrociclicos do tipo diaza-
éteres de coroa serem bastante conhecidas e descritas na literatura, com altos
rendimentos, exaustivas tentativas de alquilagdo do macrociclico (1) descritas neste
trabalho apresentaram dificuldades experimentais e de dificil purificacdo dos produtos
desgados. O composto 1,4,10,13-tetraoxo—7,16—diazaciclooctadecano-N,N’ -
propanoato de etila (18) e o composto 1,4,10,13-tetraoxo—7,16—diazaci clooctadecano-
N-dietil-2,6-dimetilpiridina-3,5-dicarboxilato  (10) foram obtidos em baixos

rendimentos.

Devido aos resultados insatisfatérios obtidos na tentativa de formacdo de
lauril-éteres e BIBLE a partir da reacdo de alquilagcdo do macrociclico (1) com
halogenetos, uma segunda estratégia sintética baseada na adicdo nucleofilica do

macrociclico a acrilatos foi proposta.
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1V.2.2 - REACOES DE ADICAO NUCLEOFILICA DO
MACROCICLICO (1) A ACRILATOS

A primeira tentativa de reacdo consistiu na adicdo do tipo Michael do
macrociclico (1) ao acido acrilico, o qual poderia ser obtido a partir da hidrolise da
acrilamida®, disponivel no laboratério (Esquema 7).

ESQUEMA 7

o 0
\)J\ D Ron e \)J\
refluxo, N
A NH, 200 2. AN

>
2) HCl 37% OH

A tentativa de hidrdlise da acrilamida, no entanto, produziu um produto
Viscoso, caracteristico da reacdo de polimerizagdo do &cido acrilico. O espectro de
RMN *H n&o correspondeu ao produto desejado.

Devido ao resultado insatisfatério obtido na tentativa de formagéo do &cido
acrilico a partir da acrilamida, propés-se a adicdo direta do macrociclico (1) a
acrilamida (Esguema 8). Uma etapa posterior de hidrélise levaria ao produto desejado.

Tentativa de adi¢cdo do macrociclico (1) a acrilamida

ESQUEMA 8

A reacdo foi monitorada através de GC, e apds 24 horas de refluxo, a andlise
de RMN *H constatou predominantemente a presenca dos materiais de partida. Esse
fato pode ser explicado pela baixa reatividade de amidas em reagdes de adicdo de
Michael .

2 Kamimura, A.; Murakami, N.; Yokota, K.; Shirai, M.; Okamoto, H. Tetrahedron Lett. 2002, 43,
7521.



47

Devido aos resultados insatisfatorios utilizando-se acrilamida, foi proposta a
adicdo do macrociclico (1) a um acrilato mais reativo (acrilato de metila), porém de
menor disponibilidade no laboratério.

Adicao do macrociclico (1) ao acrilato de metila

ESQUEMA 9

(l) + /\COZMe M» MeOzC/\/N

(19)

Utilizando-se metodologia andloga a literatura®, fez-se 0 uso de excesso do
acrilato de metila. O acompanhamento por CCD em silica mostrou a formagdo do
produto (19) apds 24 horas de refluxo. O excesso de acrilato de metila foi ento
removido sob vécuo (aproximadamente 0.5 mmHg) utilizando-se um trap
intermediério resfriado a -78°C, sendo possivel a purificagdo do produto (19) em
rendimento de 67%, o qual foi caracterizado através de RMN *H, RMN *Ce V.

Dessa forma as reactes de adicdo nucleofilica do macrociclico (1) a acrilatos
mostraram-se mais eficientes quando comparadas as tentativas de formacéo de lauril-
éteres e BiBLE a partir de alquilages. Embora os acrilatos exijam certos cuidados no
manuseio de suas reagOes (atmosfera inerte, temperatura e luminosidade brandas)
devido a serem relativamente instaveis e de facil polimerizacdo, a reacdo de formagao
do BIBLE (19) a partir da adicdo de Michael, mostrou-se bastante eficiente, pois em
apenas uma etapa (sem necessidade de adicdo de bases) foi possivel a obtencéo do
produto desgjado em rendimento razoavel, em uma reacdo limpa, sem a necessidade
posterior de purificagdo, necessitando apenas a separagdo do excesso de acrilato do
produto reacional.

A coordenacdo de cétions a lauril-éteres, como também a BiBLE constituidos
de bracos com anions carboxilatos pode-se dar da seguinte maneira: o cétion
complexado aos grupos doadores encontrados no macrociclico se coordena aos anions
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carboxilatos, acancando a eletroneutralidade dentro do complexo, eliminando, dessa
forma, competicbes de contra-@nions ou moléculas de solvente, promovendo a
estabilizacdo do mesmo. Além disso, os anions carboxilatos possuem uma afinidade
intrinseca por &cidos duros, como Ca" ou Ln**. Vérios estudos comprovam a maior
estabilidade de complexos de lauril-éteres, como também BiBLE contendo anions
carboxilatos, quando comparados a complexos de éteres de coroa similares (efeito
quelante).”

E esperada assim, que a coordenacéo de cétions ao BiBLE formado (19) sgja
menos eficiente quando comparado com o derivado &cido (obtido a partir de sua
hidrélise). Dessa forma no intuito de observar tal comportamento, foi proposto
primeiramente um estudo da eficiéncia do composto (19) na coordenacdo de cétions,
mais especificamente fons lantanideos, através de andlises de RMN *H. Uma possivel
coordenacdo resultaria na variagdo do ambiente quimico dos prétons do macrociclico,
facilmente detectével pela andlise do espectro.

A primeira tentativa consistiu na andlise da suposta coordenacdo do ion
potéssio, quando uma relacdo estequiométrica do composto (19) e KCI foram
misturadas, seguido da obtenc&o do espectro (figura 13).

L] ) [} & a ¥ ¥ FEE

Figura 13 — Espectro de RMN *H (300 MHz) da mistura do composto (19) com cloreto de
potassio em D,0 (25°C)

3 3) Izatt, R. M.; Bradshaw, J. S.; Nielsen, S. A.; Lamb, J. D.; Christensen, J. J., Chem. Rev., 85, 1985,
271; b) lzatt, R. M.; Pawlak, K.; Bradshaw, J. S,; Bruening, R. L., Chem. Rev., 91, 1991, 1721.
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Na literatura™ ha relatos de complexos de lauril-éteres e também BiBLE
similares, relativamente estéavel's na coordenagdo com ions potassio. Os macrociclicos
do tipo éteres de coroa sdo usados como eficientes catalizadores na hidrélise de
ésteres estericamente impedidos, devido a sua elevada capacidade de coordenacéo de
fons K* tornando os anions (‘OH) “desprotegidos’ e consegiientemente muito reativos
em reacdes de hidrélise®.

N&o foi possivel observar mudancas significativas no espectro do suposto
complexo formado com fons K, quando comparado ao composto “livre” (19). Desse
modo, um estudo aternativo, baseado na variagdo do tempo de relaxacdo dos
prétons do composto (19) na presenca e ha auséncia do cation (livre e coordenado),

foi proposto e realizado com a gjuda do aluno de doutorado Fernando Hallwass.

» Tempo de Relaxacdo (T1)"

As medidas dos tempos de relaxacdo (T;)dos nucleos fornecem dados
importantes sobre a estrutura e a dindmica molecular, podendo ser (til, por exemplo,
na atribuicéo dos sinais de RMN e na determinagdo da dindmica molecular do sistema
como um todo ou somente de segmentos molecul ares.

Na presenca de um campo magnético externo, 0 momento magnético do spin
nuclear assume dois estados, sendo a distribuicéo de suas populagdes, no equilibrio,
dado pela distribui¢cdo de Boltzmann.

Quando um pulso de radiofreqiiéncia é aplicado, o sistema € perturbado,
modificando a distribuicdo das populagdes nos niveis de energia. Uma vez cessada a
excitagdo, o sistema tende a restabel ecer 0 equilibrio e a energia absorvida pelos spins
€ dissipada para a rede, através do movimento molecular. O processo de restauracao
do equilibrio é denominado relaxacéo spin-rede ou longitudinal, representado por T;.

O processo de relaxagdo do spin ndo é espontaneo, podendo ser estimulado,
por exemplo, pelo movimento molecular (vibragdo, rotacdo, difusdo, etc.). No caso de
pequenas moléculas, com movimento rdpido, o tempo de relaxacdo € longo e as linhas
estreitas, porém, aumentando a viscosidade do solvente ou reduzindo a temperatura, o
comportamento apresenta-se mais complexo. Na literatura, os primeiros estudos,

utilizando a medida de tempo de relaxacéo spin-rede, foram realizados em sistemas

" T.D. W. Claridge, High Resolution NMR Techniquesin Organic Chemistry, eds. J. E. Baldwin and
R. M. Williams, Tetrahedron Organic Series, Pergamon, Oxford, 1999.
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macrociclicos, onde observou-se uma diminuicdo no T; do *C de éteres de coroa
quando os mesmos eram complexados a ions K*, devido a perda da flexibilidade na
formagao do complexo.

Dessa forma esperase obter tempos de relaxacdo dos prétons menores
referentes ao suposto complexo formado da mistura do BiBLE (19) com KCI, quando
comparados aos prétons do composto “livre” (19). Pois, no complexo, 0 ambiente é
mais rigido, com menor mobilidade e, conseqlientemente com menores tempos de
relaxacao.

Como pode ser observado (Figura 14), houve apenas uma peguena variacdo
nos tempos de relaxacdo das duas amostras analisadas. Pode-se notar, entretanto, um
ligeiro decréscimo dos T, de alguns prétons correspondentes a mistura do composto

(19) com KCl, indicando suposta complexac&o do ion K.

050 .o 060
(\O‘ ‘O/\ 042 K\O' ‘O/\osz
R—N N—R R—N @ —R
o o oo
0] 0]
0% 1,05 or 1,30
R= OCH, R= OCH,

0,60
Figura 14 — Vaores obtidos de T, (s) para os correspondentes prétons do composto
(19) e o suposto complexo formado na misturacom KCl
Pb&de-se observar, ainda, na mistura reacional (composto 19 + KCI em D,0)
ap6s 3 dias, a formacdo de um novo produto detectado através do espectro de
RMN *H, provavelmente o derivado &cido. A fim de questionar a possivel hidrdlise,
um estudo a partir de andlisess de RMN 'H, foi redlizado do BiBLE obtido

anteriormente (19) em D,0, em fungéo do tempo (Figura 15).

® Fedarko M. C. J. Mag. Res. 1973, 12, 30.
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Figura 15 — Sobreposicio de espectros de RMN *H (300 MHZ) do composto (19) em
D,0O (25°C) em diferentes unidades de tempo

Dessa forma foi possivel observar, com o0 aumento do tempo de exposi¢cao do
composto em solugdo aquosa, a diminuicdo gradual dos picos referentes ab composto
(19) e o surgimento e aumento gradativo de novos picos, provavelmente referentes
aos prétons correspondentes ao derivado écido (20) e um singleto em 3,34 ppm,
provavelmente referente ao grupamento metila do metanol (subproduto da hidrélise).
A partir deste estudo (Figura 15) foi possivel observar, ainda, uma pequena
decomposicdo do composto (19) aos respectivos materiais de partida [surgimento de
pequenos sinais vinilicos (regido de 6,4 a 5,9 ppm) e metilénicos (3,7 ppm) referentes
aos proétons do acrilato de metila).

Como um dos objetivos do trabalho consistia na sintese de complexos com
fons eurdpio trivalente, foram realizadas andlises de RMN 'H a partir da mistura do
composto (19) com EuCl;.6H,0 em D,O (Figura 16).
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1 0 3 8 ’ ; 5 X 3 : 1
Figura 16 — Espectro de RMN *H (300 MHz) da mistura do composto (19) com EuCls.H,O
em DO (25°C)

Como pode ser observado pelo espectro (Figura 16), nitidamente houve uma
dréstica mudanca no ambiente quimico dos prétons: consideravel deslocamento
quimico (para campo baixo) e um alargamento nos sinais, quando comparado ao
espectro de RMN 'H do BIiBLE (19) livre. Indicando, dessa forma, a provével
coordenacao do fon Eu**.

Ap6s 3 dias, um novo espectro de RMN *H foi redizado, a partir da mistura
reacional e uma drastica mudanca foi observada (Figura 17).
|
[

Figura 17 — Espectro de RMN *H (300 MHz) da mistura do composto (19) com EuCls.6H,0
em D,O (25°C) ap6s 3 dias
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Novamente houve uma dréstica mudanca no ambiente quimico dos prétons,
provavel mente ocasionada pela suposta hidrdlise do BiBLE (19) e conseqlientemente
maior eficiéncia na coordenaco do fon Eu** (Figura 18).

O

/—0\60

@
L)

/

@)

Figura 18 — Representacéo da suposta coordenacdo do ion trivalente eurépio ao BiBLE

constituido de bragos com &cidos carboxilicos (20)

Com o propdsito de se obter maiores informagdes sobre a coordenagdo de ions
lantanideos, andlises de RMN *H foram redlizadas da mistura do composto (19) e
LaCl3.6H,0. Pois, sendo o ion lantanio diamagnético, esperaria obter um espectro
com melhor resolugdo (Figura 19), podendo, assim, analisar a multiplicidade dos
prétons envolvidos na coordenagéo.

// @/&-
J MAM

T T T T T T T T
T [ 5 4 3 z 1 opm

Figura 19 — Espectro de RMN *H (300 MHz) da mistura do composto (19) com LaClz.H,0
em D,O (25°C)
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Foi possivel observar uma maior dispersdo dos sinais e deslocamento,
sugerindo a complexagdo do fon (La®"). Foi possivel observar novamente uma
mudanca no ambiente quimico em torno do ion, apds 3 dias da mistura reacional
(Figura 20)

J Um

T T T T T T T T
7 5 5 4 3 z i ]

Figura 20 — Espectro de RMN *H (300 MHz) da mistura do lauril-éter (19) com LaCls.6H,0
em DO (25°C) ap6s 3 dias

A partir de andlises de espectros de RMN 'H e medidas de tempo de relaxacéo
(T,), foi possivel estudar a eficiéncia de coordenacdo do produto obtido (19), com
diferentes cétions, mostrando que a coordenac&o de fons lantanideos (Eu** e La™) é
mais efetiva em relac@o a ions potassio. Numa primeira andlise, o provavel derivado
&cido (20) obtido apds 3 dias em D,O ou pela hidrélise em KOH, mostrou maior
eficiéncia na coordenacdo de cétions.

Estudos posteriores para a avaliagéo da eficiéncia da coordenacdo de cétions
a0 derivado acido, a partir do tempo de relaxacdo de prétons, sdo necessarios. Desse
modo, poder-se-ia estimar os valores respectivos das constantes de estabilidade dos
complexos com cétions variados e, conseglentemente, comparalos a dados na

literatura obtidos, por exemplo, por titulagdes potenciométricas.

Na tentativa de formacdo de BIiBLE constituidos de bragos com éanions
carboxilatos, fazia-se necess&rio a hidrélise do BiBLE obtido anteriormente (19).
Inmeras tentativas de hidrdlise foram realizadas do composto (19) em condicbes

mais “severas’, utilizando-se muitas variantes:



ESQUEMA 10
™
MeOZC/\/'\L/ \)N\/\COZMe __KOH_
SN J %

/\N\/\COZH
-

(20)

» Tentativas de hidrdlise, utilizando-se hidr6xido de potassio em metanol:

O provavel produto obtido (método |) da reacdo do composto (19) com
excesso de KOH, ap6s 1 hora de agitacdo, apresentou baixa solubilidade em solventes
organicos. Tentativas de purificacéo por recristalizacdo em H,O ou MeOH nédo foram
bem sucedidas. A posterior tentativa de purificagdo do produto por cromatografia em
silica mostrou-se ineficaz, ndo sendo possivel separar 0 suposto produto da mistura
reacional.

No método Il apds suposta hidrélise com KOH, utilizando-se metodologia
andloga a literatura®, na tentativa de retirar o excesso de KOH neutralizou-se a reagéo
com HCl (37 %) e o sal formado foi separado da reacgo. Andlises de RMN 'H e
RMN *3C evidenciaram a presenca do produto desejado.

No método |11 utilizou-se metodologia andloga a anterior®, porém com o
dobro de relacéo estequiométrica dos reagentes. Apds 4 horas de agitacdo, analises de
CCD mostraram o desaparecimento do material de partida adicionou-se, entéo, HCI
(37 %) até pH 3 e 0 sa formado foi separado do suposto produto. Andlises de
RMN *H e RMN *3C e IV do produto reacional evidenciaram a presenca do produto
desgiado, mas o0 material de partida ainda estava presente. Dessa forma, a fim de
forcar a reagdo para o produto desgjado adicionou-se novamente KOH e apés 4 dias
de agitacdo, retirou-se 0 excesso de base com adi¢do de HCI (37 %) até pH 3. Porém,
0 espectro de RMN *H do produto bruto obtido apresentou-se equivalente ao anterior,
ndo sendo possivel a conversao total do composto (19) ao seu derivado écido, nem o

isolamento do produto final (20) da mistura reacional.
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Figura 21 - Espectro de RMN *H (300 MHz) em D,O (25°C) do produto obtido da
hidrélise do composto (19) - método 111

Através do espectro de RMN *H (Figura 21) do produto bruto obtido a partir
da tentativa de hidrélise utilizando o método Ill, pbde-se observar um nitido
deslocamento dos prétons (campo baixo) e alargamento dos sinais, ao se comparar ao
espectro de RMN *H do referente derivado &cido obtido da mistura estequiométrica de
composto (19) e KCI em D,0 (Figura 13), sugerindo a coordenacéo de ions potéssio
ser mais eficiente, quando um excesso de KOH é utilizado (Figura 21).

> Tentativas de hidrdlise utilizando-se hidr éxido de sddio ou hidr éxido de
litio: foram redlizadas a fim de estudar a influencia do cétion na hidrélise e
conseqguente complexacdo. Porém as reacdes submetidas a vérios dias de agitacéo, ndo
resultaram na formagao do derivado acido (20) desejado.

Os produtos obtidos das tentativas de hidrélise do BIBLE (19) apresentaram
baixa solubilidade em varios solventes, isto deve-se ao fato da suposta coordenacéo
do ion potéssio a0 macrociclico e provavelmente aos supostos anions carboxilatos
presentes nos bracos do BiBLE. Esse fato foi posteriormente confirmado através de

comparacdo com dados da literatura®™® 7

em que ion sodio apresenta-se coordenado
a0 um aza de coroa constituido de bracos carboxilicos.

Dessa forma, faz-se necessario a otimizacdo na hidrélise e conseqlente
purificacdo do derivado &cido obtido (20) para a redlizacdo de estudos das

propriedades de luminescéncia propostos no inicio deste trabal ho.

"® Galaup, Chantal; Carrié, M.-C.; Tisnés, P.; Picard, C. Eur. J. Org. Chem. 2001, 2165
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Devido as dificuldades de preparacdo dos complexos objetivados no inicio do
trabalho, uma aternativa de inspecdo por infravermelho (up-conversion) foi proposta,
utilizando-se de complexos de b-dicetonas com pares ativadores (Er’") e

sensibilizadores (Yb*).

1V.2.3 - ESTUDOS DE CONVERSAO ASCENDENTE DE ENERGIA

EM COMPOSTOS ORGANICOS

Em 1966 F. Auzel desenvolveu um eficiente processo fotbnico, de conversao
ascendente de energia, explicado através de um mecanismo denominado APTE
(adicdo de fétons por transferéncia de energia). O processo envolve, além do ion
luminescente (ativador), outro ion (sensibilizador), caracterizado pelo grande poder de
absorcéo da radiacdo de excitacdo, devendo transferir com facilidade a energia
absorvida para o ion ativador emitir um féton de energia maior (visivel, por exemplo).
Estudos demonstraram a grande eficiéncia deste processo em sistema vitroceramicos,
gragas a freqliéncia méxima de fénons nessas matrizes, compativeis com 0Ss processos
nado ressonantes em questdo. No caso do par Yb*':Er®*, por exemplo, uma proporcéo
2:1 desses ions resulta numa eficiente emissdo nas regides espectrais do verde ou
vermelho, sob excitacdo por radiacdo infravermelha’”.

Devido as dificuldades enfrentadas na preparacdo de lauril-éteres
demonstradas anteriormente, ndo foi possivel a sintese do complexo macrociclico
trinuclear (3) 2Yb:Er para posteriores estudos de conversdo ascendente de energia.
Dessa forma foi proposto o estudo de up-conversion em complexos b-dicetonas
(ligante = Btfa e heterobiaril = Bipy) cuja sintese € bastante conhecida do grupo de
terras-raras do Departamento de Quimica Fundamental.

Utilizou-se um sistema de deteccdo sincrona, constituido de um laser pulsado
de infravermelho de GaAs.Si (980 nm) acoplado a um amplificador sensivel a fase
tipo lock-in e uma fotomultiplicadora Hamamatsu tipo 1P28-A.

Tentativas de observacdo de sinal luminescente resultante de conversdo
ascendente de energia no complexo 2Y b**:Er**(Btfa)sBipy ndo foram bem sucedidas,

" Auzel, F.; Santa-Cruz, P. A.; de S4 G. F. Revue Phys. Appl. 1985, 20, 273.
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ndo sendo possivel a deteccdo de nenhum sinal luminescente, provavelmente devido a
perdas ndo radiativas por relaxacdes multi-fonon relacionadas a parte organica do
complexo.

Pretende-se dar continuidade com novas estratégias de sintese de sistemas
compativeis com o processo APTE de conversdo ascendente em energia, para
rastreamento por infravermelho.
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V - PARTE 2: Rastreadores com excitacdo UV

(efeito antena)

Devido aos problemas descritos na secéo anterior e ao tempo reduzido durante
um programa de mestrado, as tentativas de inspecdo por infravermelho (via conversao
ascendente em energia) e de sintese dos complexos objetivados inicialmente, passardo
a congtituir as perspectivas do presente trabalho. Desta forma, a partir deste ponto
pretende-se utilizar mecanismo de excitagdo por ultravioleta via ligantes (efeito

antena), com complexos de b-dicetonas bem conhecidos e utilizados pelo grupo.

V.1 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PARTE 2)

Metodologia de Caracterizacéo

Espectroscopia de emissao

Os espectros de emissao foram registrados a temperatura ambiente utilizando-
Se um espectrometro Jobin Yvon modelo Ramanor U-1000, possuindo como detector
uma fotomultiplicadora RCA C31034-RF refrigerada por um sistema Peltier.
Utilizou-se a lampada de Xe-Hg de 150 W como fonte de excitagdo, usando-se como
monocromador de excitagdo um Jobin Yvon modelo H10-UV e um monocromador
duplo Ramanor U-1000 da Jobin Yvon como monocromador de emisséo. O registro e
processamento do sinal foram feitos através de uma interface Jobin-Yvon Spectralink
ligada a um microcomputador IBM utilizando o softwere PRISM versdo 2.3 dal.S.A.-
Instruments Science.

Para as medidas de fluorescéncia de amostras em solucéo foram utilizadas
ampolas de quartzo, e para amostras solidas foram adaptados suportes especificos.

Para a obtencéo dos espectros de emissdo (varredura do comprimento de onda
de emisséo com o comprimento de onda de excitagéo fixo), com o objetivo de se obter
amelhor relagdo sinal/ruido, em cada amostra analisada foram otimizados parametros
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como larguras de fendas de excitacdo e observacdo, tempo de integragcdo e passo do
monocromador, bem como o emprego de filtros.

Espectroscopia Eletr 6nica de Absor ¢cdo no UV-Visivel

Os espectros de absorcdo eletrénica na regido do UV-visivel (~ 200-700 nm)
foram registrados em um espectrofotdometro Perkin Elmer-Lambda 6 modelo 2688-
002, com lampada de deutério (190 a 350 nm) e lampada de tungsténio (340 a 800
nm). As amostras foram analisadas em solucdo nos solventes etanol e agua com
adequado grau de pureza para andlise.

AndlisesC,H eN
As andlises elementares de C, H e N foram realizadas no Analisador Elementar
CHNS-O Carlo Erba Instruments modelo EA 1110.

Analises Termogravimétricas (T G)

As andlises termogravimétricas foram efetuadas no equipamento Shimadzu
TGA-50, sob constante fluxo de nitrogénio (25ml/min) na faixa de temperatura de 20
a 700°C, com velocidade de aguecimento de 10°C/min.

Procedimento Geral

Os reagentes e solventes (Merck, Aldrich, Vetec, Quimex.) foram utilizados
sem prévia purificacao.

As amostras do complexo, criptato com Eu ** [Eul Bipy.Bipy.PyCO.Et]*") foi
sintetizado™® e gentilmente fornecido pelo prof. Dr. Severino Alves J do
departamento de Quimica Fundamental (UFPE).

As amostras do complexo, criptato com Tb** [Tbi Bipy.Bipy.Bipy]*" foi
sintetizado”® e gentilmente fornecido pela aluna de doutorado Suzana do departamento
de Quimica Fundamenta (UFPE).

"8 Em processo de publicagéo.
™ &) Rodrigues-Ubis, J.-C.; Alpha, B.; Plancherel, D.; Lehn, J-M. Helv. Chim. Acta 1984, 67, 2264. b)
Lehn, J- M.; Roth, C. O. Helv. Chim. Acta 1991, 74, 572.
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As amostras de sangue e o6rgdos (figado, rins e bago) utilizados nos
experimentos foram obtidas de camundongos preparados para o estudo cinético dos
nanomarcadores por Dra. Jaqueline Rodrigues, do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA).

A preparagdo dos nanomarcadores (nanoesfera + complexo luminescente),
bem como os testes de citotoxidade dos complexos, foram realizados com auxilio da
Dra. Jaqueline Rodrigues da Silva no Laborat6rio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA).

Procedimento usado para a sintese do complexo Ln(Btfa)sBipy ou

Ln(Btfa)so-fen (Ln = Eu®*, Tb®)

Primeiramente fez-se necessario a preparacdo dos sais de lantanideos
(LnCl3.6H20): a uma massa equivalente a 0,5 mmol do 6xido de lantanideo (Ln,Os),
previamente calcinado a 900 °C por 4 horas, foram adicionados 5 ml de solucéo
aquosa de HCI (0,7 M) num béquer de 250 ml. Tal sistema foi agitado e agquecido
(=50 °C) até total dissolucéo do éxido. Em seguida, adicionou-se cerca de 15 ml de
H,O deionizada, novamente submetendo-se a agitacdo e aquecimento até evaporacao
e conseqliente secagem. Ta procedimento de diluicGo e secagem com &gua
deionizada foi repetido (~3 vezes) até obtencdo de pH em torno de 5. Em seguida,
adicionou-se 10 ml de etanol, e em constante agitacdo evaporou-se até quase secagem.
Finalmente adicionou-se etanol até volume desegjado (250 ml).

A concentracdo do ion lantanideo na solugdo etandlica foi estimada através de
titulacdio complexométrica com EDTA®, utilizando-se solugdo tampao de acetato com
xylenol orange como indicador.

Apébs a formacdo do sal de lantanideo, pode-se entdo, preparar o complexo
Ln(Btfa)sBipy ou Ln(Btfa)so-fen:

Em um baldo de trés bocas adicionou-se solugdo etandlica de LnCls.6H,0
(2 mmol) e um sistema de refluxo foi montado. A solucéo foi aquecida até 60°C e sob
agitacdo foi adicionada lentamente (funil de adicdo) solucdo etandlica do ligante
4,4, 4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona (Btfa, 3 mmol). A mistura foi submetida a

8 Lyle, S L.; Raiman, M. Talanta 1963, 10, 1177.
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refluxo por 20 minutos, em seguida adicionou-se lentamente solucdo etandlica do
segundo ligante - bipiridina ou 1, 10-fenantrolina (Bipy ou o-fen, 1 mmol). Ap6s 30
min de refluxo, adicionou-se solucdo etandlica de NaOH 0,1 M até pH 6. A mistura
foi entdo submetida a refluxo por 4 horas. A solucéo resultante é evaporada a pressdo
reduzida, e o produto lavado com H,O destilada. O produto desgjado foi purificado
por método de recristalizacdo em EtOH/H0.

Procedimento para preparacdo dos nanomarcadores (nanoesferas +

complexo luminescente)

As nanoesferas foram preparadas pelo método de emulsdo maltipla (w/o/w =
fases aquosa/organica/aguosa), o qual reduz o tamanho das particulas a dimensdes de
submicrons™.

A um recipiente contendo 1 ml de diclorometano foram adicionados o
polimero Dex-PCLss (4 mg), solucdo do complexo luminescente (~200 m)
previamente dissolvido no mesmo solvente, e 200 pl de agua. A mistura resultante foi
vigorosamente agitada por 1 minuto, resultando na emulsdo A/O. Em seguida, a
emulsdo foi submetida a ultrasom (CV 145 sonicator, Vibra Cell) a40 W durante 20
segundos em banho de gelo. A solugo resultante foram adicionados 4 ml de solugéo
aquosa de colato de sédio (0,1 %), que foi submetida a vigorosa agitagdo num
“vortex” por 3 minutos, resultando na emulsdo mudltipla (A/O/A). A emulsdo foi
novamente submetida a ultra-som a 40 W durante 30 segundos. O solvente (CH,Cl5)
foi enfim evaporado a presséo reduzida obtendo uma solucéo aquosa das nanoesferas
(formulacdo total). Ta formulagdo, quando submetida a centrifugacdo (centrifuga
Beckman L7-55 USA) a 144,000 g por 30 minutos, resulta em duas fases: solucéo
aguosa (sobrenadante) e nanoesferas decantadas. As nanoesferas sdo retiradas e
lavadas com duas vezes com agua. Qualquer agente ndo ligante (excesso de colato de
sodio) foi eliminado através de didlise em &gua durante 6 horas resultando nas
nanoesferas em tamanho médio de 200 nm (pr eciptado).

8L 1i,Y.-P;Pd,Y.-Y. Zhang, X.-Y.; Gu, Z.-H.; Zhou, Z.-H.; Yuan, W.-F.; Zhou, J.-J.; Zhu, J.-H.;
Gao, X.-J. J. Cont. Rel. 2001, 71, 203.
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Paraaformulacgao liofilizada € necessé&rio a adi¢cdo de 2 ml de glicose 5 % nas
nanoesferas em suspensdo (formulagéo total).

O procedimento de preparacdo das nanoesferas encontra-se detalhado na tese
de doutorado (dezembro-2002)% de Jagqueline Rodrigues, sob orientagdo da Prof. Dra.
Nereide Maga haes.

Procedimento realizado no sangue

Inimeras tentativas de observacdo de luminescéncia foram realizados
utilizando-se lampada de UV e espectrometro Jobin Y von modelo Ramanor U-1000:

- Em amostras de sangue (plasma, hemacia) contendo anticoagulante EDTA
misturadas a complexos Ln(Btfa)sBipy (Ln = Eu**, Tb*");

- Em amostras de nanomarcadores (nanoesfera + Ln(Btfa)sBipy) nas
formulagbes preciptado e sobrenadante, misturados a0 soro sanguineo com e sem
EDTA (adictes de solugéo etandlica de KOH no sangue foram feitas antes e depois da
adicdo de nanomarcadores ao soro sanguineo);

- Em solugdes tampdo contendo diferentes anticoagulantes (citrato de sodio,
heparina e EDTA) com nanomarcadores, como também em ambiente é&cido

(tricloroacético 5%).

Procedimento para avaliagdo da citotoxidade in vitro dos complexos

Eu(Btfa)sBipy, Er(Btfa)sBipy e Eu(Btfa)so-fen

As células NCI-H 292 foram mantidas em meio DMEM (Dubelcco’s modified
Eagle’'s medium) contendo 25mM de glicose (Eurobio, Franca), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Boehreinger, Alemanha), 1% de aminoécido ndo-essencial.
Para a viabilidade do experimento, as células foram cultivadas durante 3 dias em
frascos de 80-100% de confluéncia. Uma suspensio celular (5 x 10° cdulas/ml) foi

8 da Silva, J. R. “Nanoparticulas com Superficie Modificada do Tipo NiicleoCoroa de Novos
Copolimeros de Dextrana-Policaprol actona para Conjugacdo de Ligantes de Reconhecimento” 2002,
Tese de doutorado, Universidade Federal de Pernambuco, Recife.
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entdo distribuida em placa de cultura com 96 pocos (220 mi/ pogo). Tais culturas
foram expostas a diferentes concentraces dos complexos de lantanideos durante 72
horas. Ap0s este periodo de encubacdo, solucdo de 0,05 % MTT/poco foi adicionada
ao sistema, novamente encubado por 4 horas. O sobrenadante foi removido (50
m/poco) sendo a densidade Optica (absorvancia) determinada a 595 nm numa placa de
leitura®.

Obs.: Em todo o experimento as células foram incubadas a 37°C com
atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO,,

As diferentes concentracdes dos complexos de lantanideos foram, cada uma,
testadas em quadruplicata, com trés repeticbes em experimentos separados. Os

resultados foram expressos pela média das células viaves.

Tentativa de rastreamento do nanomarcador fotdnico in vivo

No procedimento in vivo, foram utilizados camundongos albinos Suicos (Mus-
musculus), fémeos com idade de 60 dias e peso médio de 33,0 g provenientes do
Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-LikaUFPE. Os animais
foram mantidos a temperatura ambiente, sob ciclo dia/noite natural (12h luz e 12h
escuro), com livre acesso a agua e alimento durante todo experimento.

O nanomarcador fotbnico consiste no complexo Eu(Btfa)sBipy na
concentracdo de 1 mg/ml incorporado as nanoesferas (preciptado). Para administracéo
intravenosa no anima foi necessario o0 uso da relagdo de peso 15 mg de
nanomarcador/1Kg de peso do animal.

Estudo cinético: volumes de 100 ml do nanormarcador foténico foram
injetados na regido intraperitonial dos camundongos. Em tempos pré-determinados (1°
hora, 6° hora, 24° hora, 48° hora e a 72° hora) apds a administracdo do nanomarcador
na corrente sanguinea do animal, aliquotas de cerca de 300 M de sangue foram
retiradas dos animais pela cauda. No mesmo intervalo, um animal era sacrificado (um
na 1° hora, outro na 6° hora, etc.) para a extracéo de seus érgaos (figado, baco e rins)
0S quais eram macerados e re-suspendidos em solucédo salina (0,9 % NaCl).

8 Berridge, M. V.; Tan, A. S.; McCoy, K. D.; Wang, R. Biochemica, 1996, 4, 14.
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Todas as amostras coletadas (sangue, rins, figado e baco) foram mantidas sem
a presenca de anticoagulantes.

Tentativas de extragdo do nanomarcador nas amostras coletadas dos tecidos
dos animais foram realizadas com etanol. A solucéo depois de filtrada foi submetida a
centrifugacdo por 3 vezes recolhendo-se a porcdo sobrenadante, sendo em seguida

evaporada a pressao reduzida.

Procedimento para preparagdo das nanocapsulas com complexo

luminescente [Eu(Btfa)sBipy ou Eu(Btfa)so-fen].

A preparacdo das nanocapsulas contendo complexo luminescente foi realizada

pela Dra. Noemia Pereira Santos no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA). O procedimento de preparacdo das nanocapsulas encontra-se detalhado em
sua tese de doutorado (fevereiro-2003)%, sob orientacdio da Prof. Dra. Nereide
Magal haes.
Nanocépsulas de PLGA (acido d, I-lético-co-glicdlico) contendo écido usnico foram
obtidas utilizando-se o0 método de deposicéo interfacia do polimero pré-formado
proposto segundo literatura®. O principio baseia-se na diminuicéo da solubilidade dos
congtituintes da formulacdo, formadores do nicleo oleoso e polimero, relacionada a
difusdo de seu solvente no ndo solvente.

Uma solucdo de acetona (mistura organica) contendo o polimero (PLGA),
fosfatidilcolina de soja (Epikuron), éleo de girassol, &cido Usnico, e 1mg do complexo
luminescente, foi introduzida lentamente na fase aquosa constituida de tampéo fosfato
(pH 7,4) e o poloxamer, sob agitacdo moderada. A formacdo das nanocpsulas é
imediatamente observada. Tal sistema foi mantido em agitagdo por 30 minutos. Em
seguida evaporou-se 0 solvente sob presséo reduzida, e a suspensdo coloidal foi entéo
concentrada em um volume de 20% do inicia, resultando na formagdo de
nanocapsulas com tamanho médio de 367 nm.

O tensoativo hidrofilico (polaxamer) promove a formacdo de particulas
menores e mais homogéneas. O tensoativo lipofilico (Epikuron) evita a sedimentacédo

8 Santos, N. P. “Nanocdpsulas de PLGA contendo Acido Usnico de Cladonia Substellata com
Potencial Acdo Anti-tumoral” 2003, Tese de Doutorado, Universidade Federal de Pernambuco, Recife.
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das particulas e a passagem da substéncia ativa encapsulada (acido Usnico) para afase
externa da suspensdo. A concentragdo de &cido Usnico encapsulado € de cerca de
1 mg/ml.

Procedimento para preparacdo das microesferas com complexo

Eu(Btfa)so-fen.

As microesferas com o complexo (micromarcador) foram preparadas pela
mestranda Roseane Costa no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)
seguindo o mesmo principio da formagdo das nanoesferas (método de emulsdo
multipla). O procedimento de preparagdo das microesferas se encontra bastante
detalhado na sua tese de mestrado (marco 2003)%°, sob orientacdo da Prof. Dra
Nereide Maga hées.

As microesferas sdo congtituidas basicamente de polimero PLGA e &cido
Usnico disperso na matriz.

V.2 - RESUSTADOS E DISCUSSOES (PARTE 2)

ESTUDOS DE LUMINESCENCIA DOS COMPLEXOS DE
LANTANTDEOS [Ln(Btfa)sBipy] INCORPORADOS NAS NANOESFERAS

Um espectro de luminescéncia caracteristico de compostos de Eu®* consiste
em transi¢des originadas dos niveis °D;, mais particularmente °Dy aos niveis finais 'F,.
A maioria das transi¢des se encontra na regido do visivel. As emissdes Dy ® ‘Fo 2 4
sdo0 basicamente de cardter i6nico, sendo suas intensidades sensiveis a simetria do
campo ligante. A transicdo Dy ® 'F, (~610 a 620 nm) a qual ocorre por mecanismo

de dipolo elétrico é responsavel pela fluorescéncia vermelha observada em quelatos

& Costa, R. M. R. “Avaliaco da Citotoxidade e Atividade Anti-Tumoral das Microesferas de PLGA
contendo Acido Usnico de Cladonia Substellata’ 2003, Tese de Mestrado, Universidade Federa de
Pernambuco, Recife.
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de b-dicetonas de Eu®'. A transicdo °Do ® 'F; (~590 nm) ocorre por mecanismo de
dipolo magnético, praticamente insensivel ao ambiente ligante. Ja a emissio Dy ®
"F3 apresenta caréter misturado: dipolo elétrico e magnético.

Devido a disponibilidade de instrumentacéo espectroscopica de alta resolucéo,
foi possivel obter espectros de emissdo de amostras contendo ions lantanideos a
temperatura ambiente em boa resolucdo e com boa relacdo sinal/ruido, mesmo em
concentracOes relativamente baixas da espécie luminescente. Para a obtencdo dos
espectros foram otimizados parametros como larguras de fendas de excitagdo e
observagdo, tempo de integracéo e passo do monocromador, bem como o0 emprego de
filtros.

» Complexo de Eu(Btfa)sBipy em concentracdo de 40 ng/ml
incorporado em nanoesferas

As Amostras de nanoesferas com Eu(Btfa)sBipy foram preparadas em
diferentes formas:

- Formulacéo Total suspendida em H,O

- Precipitado suspendido em 1 ml de H,O

- Sobrenadante

Os espectros de emissdo das amostras apresentaram as transicoes
caracteristicas do fon Eu** a ser utilizado como nanomarcador foténico na forma do
complexo Eu(Btfa)sBipy.

O primeiro resultado relevante foi a observacdo nitida da luminescéncia do
complexo Eu(Btfa)sBipy na nanoesfera (precipitado) suspendida em agua, indicando
ser possivel a deteccdo da luminescéncia do nanomarcador em meio aquoso. Trata-se
de uma observac&o importante, ja que se pretende trabalhar em ambiente sanguineo. E
importante que o complexo luminescente esteja protegido do meio aquoso, pois a
presenca de osciladores OH pode ocasionar um eficiente mecanismo de desativagéo
n&o radioativa dos estados excitados do fon Eu®*" em questén’®.

Como a banda °Dy ® 'F; esta associada a uma transicdo de caréter dipolos
magnéticos, praticamente independentes do ambiente quimico, a mesma podem ser
usados como referéncia interna, ou sgja, espectros podem ser normalizados de modo
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que a &ea da transicio Do ® 'F; sgja igual para todos. Estudos™ mostram ser
possivel calcular tempos de vida radiativos de Eu®* diretamente a partir do espectro de
emissdo, através da andlise das bandas Dy ® 'F; como referéncia. Desse modo, para
a comparacao das diferentes formas de amostras, fez-se a normalizagdo dos espectros
pela banda Dy ® F1, podendo com isso se comparar as intensidades das transicoes
hipersensitivas >Do® ’F, (mais intensas), ou seja, obter informacdes sobre 0 meio em

gue se encontra 0 complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado nas nanoesferas (figura 22)

16

formulagéo total
—— sobrenadante
—— preciptado

Intensidade de emissdo (ua)

—
TR TR ITOI Y uM%
N N N N

I I I I I I I
5800 6000 6200 6400 6600 6800 7000 7200
Comprimento de onda (A)

Figura 22 — Espectros de emissdo do complexo Eu(Btfa);Bipy [40ng/ml] incorporado a
nanoesferas em diferentes formulagBes, utilizando-se a banda *Do® 'F; como referéncia

interna (| exitacao= 350 NM)

8 Werts, M. H. V. “Luminescent Lanthanide Complexes’ Tese de Doutorado, 2000, Amsterdam
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Figura 23 — Espectros de emissdo do complexo Eu(Btfa);Bipy [40ng/ml] incorporado a

nanoesferas nas duas formulagdes. (| excitacaio= 350 NM)

O sobrenadante obtido na formulagéo da nanoesfera apresentou luminescéncia
do fon Eu®" caracteristica do complexo Eu(Btfa)sBipy. Apesar do meio ser constituido
basicamente de solucdo aquosa e o complexo insollvel em agua, ndo se esperava,
dessa maneira, a presenca do complexo nessa solugdo, aparentemente limpida. Além
disso, ndo se observa supresséo de luminescéncia por decaimentos ndo radiativos via
osciladores OH.

Quanto mais intensa a transicdo por dipolo eétrico °Do ® 'F, em relagdo a
transicao por dipolo magnético °Do® ’F;, sugere a presenca do fon Eu®* em ambiente
de menor simetria. Como se pode observar na figura 22, o complexo Eu(Btfa)sBipy
sofre nitidamente a influéncia do meio. O ambiente quimico do precipitado apresenta
aparentemente maior simetria, j& que se observa menor intensidade da banda °Do® 'F»
neste meio. As nanoesferas na formulag&o total encontram-se aparentemente em meio
de menor simetria apresentando dessa forma, maior intensidade da banda °Do® "Fo.

Nas figuras 22 e 23, observando-se a regido espectral 579-581 nm, constatou-
se a presenca de apenas um pico associado & transicdo *D¢® 'Fo, indicando que os

fons Eu** devem-se encontrar em um Unico sitio, em um Unico ambiente quimico. Tal
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suposicdo poderia ser comprovada em medidas de fluorescéncia a baixa
temperatura®’.

Com o objetivo de se determinar o limite detectavel de concentracdo dos
complexos de lantanideos em sistemas bioldgicos, elaborou-se formaacdes de

nanoesferas em menor concentracao.

» Complexo de Eu(Btfa)sBipy em concentracdo de 5 ng/ml

incorporados a nanoesferas

Amostras de nanoesferas contendo o complexo Eu(Btfa)sBipy em diferentes
condic¢des foram formuladas:

- Formulagéo total suspendida em H,O

- Formulagdo total liofilizada

- Precipitado suspendido em agua

- Sobrenadante

Os espectros de emissao das formulacdes suspendidas em agua, como pode ser
observado na figura 24, reproduziram os resultados obtidos previamente em maiores
concentracOes (figuras 22 e 23), porém com perdas de resolucdo, devido ao aumento

das fendas para melhorar a relacéo sinal/ruido.

8 de S4, G. F.; Nunes, L. H. A.; Wang, Z.-M.; Choppin, G. R. J. of Alloys and Compounds 1993,
196, 17
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— sobrenadante
preciptado
Formulaggo total

I ntensidade de emissao (ua)

T T T T T T T T T T T T T T
5800 6000 6200 6400 6600 6800 7000 7200

Comprimento de onda (A)

Figura 24 — Espectros de emissdo do complexo Eu(Btfa)sBipy [ 5 ug/ml ] incorporado as
nanoesferas em diferentes formulagdes. Os espectros do precipitado e sobrenadante foram
feitos nas mesmas condic¢des: fendas de observacédo de 1 mm, e sem fendas de excitagcéo
(baixo sinal), porém aformulagdo total foi realizada com fendas de observacado de

0,6 X 0,7 mm e de excitagdo de 1 mm (| excitagao= 350 NM)

Mesmo utilizando-se baixas concentragdes do complexo Eu(Btfa)sBipy, na
formulacdo da nanoesfera, constatou-se novamente a presenca do mesmo no
sobrenadante. Acredita-se com este resultado que o0 sobrenadante ndo deve ser
congtituido apenas de solugdo aquosa. Provavelmente ha presenca de nanoparticulas
em suspencao.

A figura 25 mostra nitidamente a maior intensidade de emissdo do complexo
contido na formulagdo total liofilizada, quando comparado a formulacdo total
suspendida. Tal resultado se deve provavelmente a formulacdo total estar suspensa em
agua, ocorrendo perdas de energia por decaimentos ndo radioativos dos estados
excitados do ion eurdpio através de osciladores vibracionais OH, provocando dessa

forma uma parcial supressdo daluminescéncia do complexo.
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Figura 25 — Espectros de emissdo do complexo Eu(Btfa);Bipy [5mg/mi] incorporado a
nanoesferas em duas formulagoes (I excitago= 350 NM)

Através da comparacdo do espectro de luminescéncia da formulagdo
suspendida em &gua com a formulacdo liofilizada, utilizando-se como referéncia
interna a transicio °Do® 'F; (figura 26), pode-se observar que o complexo
luminescente na formulagéo liofilizada apresenta alteragdes na forma da banda de

emissdo hipersensitiva, quando comparado ao complexo incorporado a nanoesfera em
suspensao.

! —— Formulagdo Tota (Suspensio)
A —— Formulagdo Total (Liofilizado)

Intensidade de emissdo (ua)

T T T T T T T T T T T T T
5800 6000 6200 6400 6600 6800 7000
Comprimento de onda (A)

7200

Figura 26 — Espectros de emissio do complexo Eu(Btfa),Bipy [5 ng/ml ] incorporado
a nanoesferas em duas formulagBes, utilizando-se a banda *Do® 'F; como referénciainterna

(l excitagio— 350 nm)



73

» Complexo de Eu(Btfa)sBipy em alta concentracdo (1 mg/ml)

incorporado em nanoesferas

Com o intuito de se utilizar o nanomarcador no estudo in vivo, devido as
relacbes de peso nanomarcador/ animal, era necess&rio utilizar concentracdo
relativamente alta do complexo para fins de deteccdo fotonica, dessa forma, fez-se
necess&rio a formulagdo de nanoesferas com complexo Eu(Btfa)sBipy em
concentragdo de 1 mg/ml:

- Precipitado suspendido em agua

- Sobrenadante

Os espectros de emissdo do complexo incorporado as nanoesferas nas
condi¢cdes sobrenadante e precipitado reproduziram os comportamentos observados
anteriormente (figuras 22 e 24).

25

20

—— sobrenadante
— Preciptado

154

10

0+ W
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I '
5800 6000 6200 6400 6600 6800 7000 7200

Comprimento de onda (A)

Intensidade de emissdo (ua)

Figura 27 — Espectros de emissdo do complexo Eu(Btfa)sBipy [1mg/ml] incorporado a
nanoesferas em duas formas, normalizado com atransicéo *Dy® 'F; referénciainterna

(l exci ta(;éva:350 nm)
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» Complexo de Tb(Btfa)sBipy em concentracdo de 40 ng/ml

incorporados em nanoesferas

Um espectro de luminescéncia caracteristico de compostos de Th** consiste
em transigBes originadas do estado °D, aos estados finais ‘F, (J =6, 5, 4, 3, 2, 1, 0),
sendo a mais intensa emissdo observada na regido entre 540-555 nm (°Ds ® Fs). As
emissdes °Dy; ® 'Fy; sd0 sempre fracas, e as intensidades relativas das demais
transicBes seguem aordem °Dy ® Fg> 'Fy > 'Fs> 'Fo.

As intensidades relativas das emissies °D, ® ‘F, sfo sensiveis (mas ndo
hipersensitivas) ao detalhamento da natureza do ambiente ligante, com as emissdes
D, ® 'Fg, 'F4 e 'F, mostrando maiores sensibilidades, porém, tal detalhamento ndo
resulta em uma “sonda diagnostica’ confidvel da estrutura de complexos. As
transicdes °Ds ® 'Fs e "F3 apresentam forte natureza dipolo magnético.

A luminescéncia do fon Tb* é intensificada quando coordenado a certos
ligantes, como os ligantes b-dicetonas.

O complexo Th(Btfa)sBipy apresenta maior rendimento quantico do que o
respectivo complexo com fon Eu®, no entanto, as propriedades luminescentes do
complexo Th(Btfa)sBipy incorporado as nanoesferas apresentaram-se menos
eficientes quando comparadas a do complexo Eu(Btfa)s;Bipy. Como se pode observar
na figura 28, os espectros de emissdo apresentaram menor relacdo sinal/ruido quando
comparados aos espectros do complexo de Eu(Btfa)sBipy incorporado nas
nanoesferas.
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Figura 28 — Espectros de emissdo do complexo Th(Btfa)sBipy [40 ng/ml] incorporado em

nanoesfera em duas formulagoes (I excitagio= 340 NM)

ESTUDOS IN VITRO DE LUMINESCENCIA DE TECIDO ANIMAL

Com intuito do uso dos nanomarcadores como rastreadores fotonicos in vivo,
foram realizadas medidas de fluorescéncia de amostras de sangue (com anticoagul ante
EDTA), rins, figado e bago (macerados e suspendidos em solucdo salina) de
camundongos.

Os espectros de luminescéncia das amostras foram realizados na regido de
emiss3o do fon Eu** e sob excitacgo de 350 nm, a fim de se observar possiveis auto-
fluorescéncias celulares na regido de interesse fotdnico. Como pode ser observada na
figura 29, nenhuma luminescéncia foi detectada nas amostras, salvo tecidos do figado,
apresentando uma discreta luminescéncia verde, porém, nada significativo foi

registrado pelo espectro de emissio, salvo leve alteragdo na linha de base.
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Figura 29 — Espectros de emissdo das amostras de sangue, rins, figado e baco naregido de
5700 - 7200 A (I excitagzo= 350 nm)

Os espectros de emissdo das amostras de sangue e dos tecidos apresentaram

praticamente apenas luz espalhada.

EXPERIENCIAS REALIZADAS NO SANGUE (IN VITRO)

A finalidade do complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado em nanoesferas € o
desenvolvimento de um processo de rastreamento fotonico in vivo. Para isso, testes
em ambiente sanguineo ex-vivo foram realizados com os complexos livres e
incorporados em nanoesferas.

O sangue permanece na forma liquida enquanto estiver em contato com as
superficies internas do coracdo (endocardio) e dos vasos sanguineos (endotélio),
gragas a um complexo equilibrio fisico-quimico, porém quando em contato com

qualquer outro tipo de superficie, tal equilibrio se altera e 0 sangue tende a coagular:
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ao entrar em contato com qualquer superficie ndo revestida pelo endotélio, ocorre um
conjunto de alteracfes no sangue, que resultam na conversdo de uma proteina, o
fibrinogénio, em um complexo de proteinas insolUveis, a fibrina, que € a matriz do
coégulo, etapa final dos fendmenos da coagulacgo. Dai o uso dos anticoagulantes®, os
guais interfere nestas etapas de coagulacéo inibindo, de certa forma, a coagulagdo do
sangue.

Testes preliminares de solugdes sanguineas com EDTA mostraram a extrema
instabilidade dos complexos Ln(Btfa)sBipy (Ln = Tb* ou Eu®") na presenca do anti-
coagulante. Ha uma total supressdo da luminescéncia dos complexos.

Experiéncias realizadas com o complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado nas
nanoesferas, em ambiente sanguineo, novamente mostraram a total supressdo da
luminescéncia do complexo. Pode-se, ainda, constatar nitida diferenca da acdo do
anticoagulante em relacdo aos nanomarcadores nas formulagdes sobrenadante e
precipitado: a supressdo da luminescéncia do complexo € muito mais répida quando o
sobrenadante entra em contato com solucéo de anticoagulante quando comparado ao
precipitado. Desse modo tais estudos mostraram a presenca de anticoagulante no
sangue como o agente desta supressao, mesmo quando o complexo esté incorporado
nas nanoesferas.

A supressdo da luminescéncia €, porém, minimizada quando na presenca de
hidroxido de potassio. A adicdo de solucdo de KOH no sangue provoca imediata
precipitagdo de aglomerados escuros, e a posterior adi¢do do nanomarcador permite a
observacdo da luminescéncia na solucdo, porém o inverso ndo acontece, apds a adicéo
de nanomarcadores no sangue (com anticoagulante), a supresséo da luminescéncia
ndo € revertida com a adicdo posterior de KOH.

A luminescéncia dos complexos incorporados em nanoesferas em ambiente
sanguineo (ex vivo), péde ser observada na auséncia de anticoagulante. Porém, a
adicdo posterior de KOH provoca certa supressdo da luminescéncia do nanomarcador.

Devido aos resultados obtidos com o uso de EDTA como anticoagulante no
sangue, foram realizados estudos da acdo de outros anticoagulantes de menor agéo
complexante em relagdo ao complexo nanomarcador, obtendo a seguinte relagéo
decrescente de supressdo da luminescéncia do nanomarcador em relacdo a espécie

anticoagulante: EDTA > Citrato de sodio (3,8 % p/v) > Heparina.

8 Caliskan, S.; Kuraay, F.; Onvurd, B. Clin. Chim. Acta 2001, 309, 53.
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A heparina®, portanto, é o anticoagulante com menor acdo supressora da
luminescéncia do nanomarcador, provavelmente devido a sua menor agéo
complexante.

A instabilidade do complexo incorporado as nanoesferas em meio acido
(TCA) foi constatada, como também em solucéo tampédo. A adicéo de nanomarcador a
solugdo tampdo (pH 7), provocou parcial supressdo da sua luminescéncia e
precipitacdo de aglomerados bastante luminescentes. Aparentemente a presenca de
solucdo salina provocou a precipitacdo do complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado as
nanoesferas.

Os testes de luminescéncia do complexo Ln(Btfa)sBipy (Ln = Tb* ou Eu®)
incorporado as nanoesferas realizados em ambiente sanguineo (in vitro) mostraram a
instabilidade do complexo (parcial ou total supresséo da luminescéncia) na presenca
de anti-coagulantes e pH &cido. Dessa maneira, foi proposta a inclusdo as nanoesferas

de outra espécie luminescente, mais estavel: criptato com lantanideo.

ESTUDOS DE LUMINESCENCIA DE CRIPTATOS DE

LANTANIDEOS INCORPORADOS NAS NANOESFERAS

> Criptato [Eul Bipy.Bipy.PyCO2Et]*" em concentracéo de 40 ng/ml

incorporado em nanoesferas.

Os criptatos com fons lantanideos sd0 bastante conhecidos™ e possuem uma
ampla aplicacdo em fluoroimuniensaios™. Isto se deve ao eficiente processo de
encapsulacdo dos cétions, 0s quais se encontram completamente protegidos do meio.
Dai a ampla atuago de criptatos com lantanideos em solugdo aquosa™ e em ambiente
sanguineo. A maioria dos criptatos apresenta ainda, boa solubilidade em agua.

8 Petitou, M.; Casu, B.; Lindahl, U. Biochimie 2003, In Press.

% g) Gansow, O. A.; Kausar, A. R. Inorg. Chim. Acta 1983, 72, 39. b) Tabib, J.; Hupp, J. T.; Weaver,
M. J. Inorg. Chem 1986, 25, 1916. c) Burns, J. H.; Baes, C. F. Inorg. Chem 1981, 20, 616. d) Pizer,
R.; Selzer, R. Inorg. Chem. 1983, 22, 1359.

1 8 Mathis, G.; Socquet, F.; Viguier, M.; Darbouret, B. Anticancer Research 1997, 17, 3011. b)
Sabbatini, N.; Guardigli, M.; Manet, |.; Ziessd, R.; Lehn, J.-M. Méd. Biol. Environn. 1995, 23, 101.

92 a) Yee, E. L.; Gansow, O. A.; Weaver, M. J. J. of the Am. Chem. Soc. 1980, 102:7, 2278. b) Gansow,
O. A,; Kausar, A. R,; Triplett, K. M.; Weaver, M. J,; Yeeg, E. L. J. of the Am. Chem. Soc. 1977, 99:21,
7087.
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O criptato [Eul Bipy.Bipy.PyCO.Et]*" possui eficientes grupos croméforos
que promovem o efeito antena®. Porém ndo foi possivel observar luminescéncia do

complexo nas formulacdes das nanoesferas (precipitado e sobrenadante).

> Criptato [Tbi Bipy.Bipy.Bipy]** em concentracdo de 100 ng/ml

incorporado as nanoesferas

Devido a0 insucesso obtido na tentativa anterior, optou-se na inclusdo as
nanoesferas (sobrenadante e precipitado) de um complexo mais luminescente, criptato
[Thbi Bipy.Bipy.Bipy]®*, em maior concentracso (100 ng/ml). Este criptato apresenta
eficientes grupos croméforos que promovem o aumento da intensidade de
luminescéncia do lantanideo através do efeito antena™.

Pela figura 30, pode-se observar as transicdes caracteristicas do fon Tb* e a
sobreposicao entre os espectros de emissdo do sobrenadante e precipitado, pois o ion
Tb* encontra-se protegido do meio, apresentando suas caracteristicas |uminescentes

muito préximas mesmo em diferentes ambientes.
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Figura 30 — Espectros de emissdo do complexo [Thl Bipy.Bipy.Bipy]** [100 ng/ml]

incorporado as diferentes formulagtes de nanoesferas (| excitago= 330 NM)

% Galembeck, A.; Amorim, M. S.; Bazin, H.; Mathis, G.; Doneg4, C. M.; de S4, G. F.; Jr., S. A. Mal.
Cryst. Lig. Cryst. 2002, 374, 267.

%) Sabbatini, N; Guardigli, M.; Lehn, JM. Coord. Chem. Rev. 1993, 123, 201. b) Alpha, B.;
Balardini, R.; Balzani, V.; Lehn, JM. Photoch. and Photobiol. 1990, 52, 299.
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A formulagdo das nanoesferas com o criptato [Thbi Bipy.Bipy.Bipy]®*
apresentou aspecto inomogéneo, aparentemente com preciptacdo de particulas
luminescentes. De alguma forma, o criptato de Tb* interferiu na formulacdo das
nanoesferas.

ApOs os estudos de luminescéncia e estabilidade dos complexos foténicos
incorporados as nanoesferas em diferentes ambientes, o complexo Eu(Btfa)sBipy
mostrou-se o mais eficiente marcador fotonico para a incorporacéo nas nanoesferas e

Promissor precursor para o rastreamento luminescente in vivo.

AVALIACAO NA CITOTOXIDADE DE COMPLEXOS DE LANTANIDEOS

Com o objetivo de se determinar o limite de concentragdo tolerdvel dos
complexos de lantanideos em sistemas biolégicos, foram redlizados testes de
citoxidade dos complexos Eu(Btfa)sBipy, Eu(Btfa)s-fen e Er(Btfa)sBipy. O efeito
citotoxico dos complexos, todos dissolvidos em DM SO, foram avaliados em células
NCI-H 292, através do método colorimétrico MTT.

Nas primeiras relagdes de concentragcdo utilizadas, como pode ser observado
na figura 31, a menor concentracdo usada ja extrapolava a percentagem maxima de

células mortas.
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Figura 31 — Porcentagem de células vivas em relacéo a concentracao utilizada de complexo

[uminescente

Como pode observar pela tabela Ill, a menor concentragcdo utilizada de

Eu(Btfa)sBipy j& ocasionava a morte de praticamente 75% das células.

Tabela |l — Relagbes de porcentagem de células vivas frente a concentracfes relativamente

atas dos complexos luminescentes

Concentragdo do % de Céulas Vivas
Complexo (mmol/L)

Controle 0,00 100,00
0,16 16,74

Eu(Btfa);Bipy 0,08 16,69
0,04 25,35

0,19 17,38

Er(Btfa)sBipy 0,09 17,01
0,05 26,23

0,19 16,91

Eu(Btfa);o-fen 0,09 18,81
0,05 21,45

Devido aos resultados mostrados acima, repetiu-se o teste utilizando-se

menores concentragdes dos complexos (figura 32).
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Figura 32 — Porcentagem de células vivas para concentragdes mais baixas dos complexos

Tabela |1V - Relagdes de porcentagem de células vivas frente a concentracfes mais baixas dos

complexos luminescentes

Eu(Btfa)sBipy Er (Btfa)sBipy Eu(Btfa)so-fen
Concentracéo % C. Concentracéo % C. Concentracéo % C.
mmol/L Vivas mmol/L Vivas mmol/L Vivas
0,16 15,23 0,19 15,81 0,19 15,38
0,08 15,18 0,09 15,47 0,09 17,11
0,04 21,83 0,05 23,86 0,05 19,51
0,03 37,35 0,04 29,64 0,04 17,63
0,02 41,17 0,03 37,93 0,03 18,93
0,01 44,54 0,02 41,10 0,02 19,54
0,05x107 76,33 0,01 4451 0,01 21,32
0,02x10* 91,92 0,05x107 63,64 0,06x10™ 3421
0,01x10* 95,16 0,02x10* 90,83 0,02x10* 53,04
0,07x10? 98,09 0,01x10* 95,40 0,01x10* 69,24
0,03x10? 95,80 0,06x10? 92,22 0,07x10? 76,02

Analisando-se as tabelas |1l e IV e os gréficos (31 e 32) pode-se observar a
nitida diferenca no comportamento citotoxico dos complexos com os diferentes
ligantes. O complexo Eu(Btfa)so-fen apresentou bem maior citotoxidade frente aos

outros complexos. Nao foi observado diferenca significativa entre os complexos
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Eu(Btfa)sBipy e Er(Btfa)sBipy, mostrando que a agdo maior na citotoxidade se deve
aos ligantes coordenados, e ndo ao lantanideo.

O complexo Eu(Btfa)s;Bipy passa a ser 0 mais adequado a ser utilizado como
sondain vivo, em concentragdes no méximo em torno de 10 ng/ml, ou sgja 10> mol/L,
concentracdo esta, compativel com os limites de deteccdo do espectrofotdmetro
utilizado, com deteccdo por fotomultiplicadora tipo RCA C31034-02-RF refrigerada
por Peltier.

ESTUDOS IN VIVO

Apés a administracdo intravenosa do nanomarcador (nanoesferas +
Eu(Btfa)sBipy) em camundongos, um estudo cinético foi realizado de amostras de
sangue (sem anti-coagulante), rins, figado e baco.

Na 12 hora do nanomarcador em circulagdo na corrente sanguinea, a
luminescéncia do complexo Eu(Btfa);Bipy pbde ser detectada no sangue do
camundongo (figura 33). O espectro de emissdo foi registrado em torno da regido da

transicao hipersensitiva °D¢® 'F, do fon Eu**, transicdo esta de maior intensidade.
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Figura 33 — Espectro de emissdo do complexo Eu(Btfa);Bipy no sangue na primeira

hora de circulagéo na corrente sanguinea do camundongo (I excitagi= 360 NM)
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N&o se detectou luminescéncia alguma nas amostras de tecidos de figado, baco
e rins, também retiradas do animal na primeira hora de administracdo dos
nanomarcadores na corrente sanguinea.

Na 62 hora de administracdo dos nanomarcadores nos camundongos, as
amostras colhidas (sangue, figado, rins e bago) ndo apresentaram luminescéncia. Tal
resultado se reproduziu para as amostras retiradas na 242 hora. Resolveu-se, com iSso,
interromper o estudo da cinética e conseguientemente sacrificar os animais utilizados.

No intuito de se evitar possivels autofluorescéncias dos tecidos das amostras
coletadas, vérias tentativas de extragbes com dcool foram realizadas, com amostras
de sangue, figado, bago e rins, referentes aos camundongos, sem resultados
significativos.

No caso da amostra coletada na 12 hora de circulacdo, ap0Os a sexta hora in
vitro a luminescéncia do complexo permaneceu inalterada, ao contrario da amostra
coletada na 6° hora in vivo, indicando a possivel interacdo do sistema imunoldgico do
animal.

Apbés a administracdo intravenosa, nanoparticulas (convencionais) sao
rapidamente recobertas por proteinas plasméticas constituintes do sangue. Assim,
proteinas adsorvidas ou ligadas na superficie de nanoparticulas promovem o
reconhecimento e captura por células fagocitarias do sistema reticulo endotelial
(SRE)® limitando, dessa forma, a eficiéncia das nanoparticulas em carreadores de
f&rmacos no organismo, sendo vantgjoso somente para doencas no sistema
reticuloendotelial, devido a alta concentracdo de agentes farmacéuticos no figado,
baco ou rins. Porém, vem sendo desenvolvidas nanoparticulas biodegradaveis com
superficie modificada com um polimero hidrofilico, flexivel e ndo-i6nico (particulas
do tipo nuicleo-coroa)®®, promovendo uma barreira estérica ao redor das particulas
capaz de repelir as proteinas plasmaticas, fazendo com que ndo sejam reconhecidas
pelo sistema fagocitario e conseqiientemente sendo direcionadas a uma célula alvo,
além de longa permanéncia no sangue.

Mesmo utilizando-se nanoesferas do tipo nicleo-coroa, € possivel ainda que o
comportamento das proteinas adsorvidas ou ligadas na superficie das nanoparticulas
promova o reconhecimento e captura por células fagocitarias, conforme constatado

% Stolnik, S.; Illum, L.; Davis, S.S. Adv. Drug Del. Rev. 1995, 16, 195.
% Peracchia, M. T.; Vauthier, C.; Passirani, C.; Couvreur, P.; Labarre, D. Life Sci. 1997, 61, 749.
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pela supressdo da luminescéncia do complexo apds a 62 hora in vivo. Nao foi
detectado, no entanto, luminescéncia nos tecidos dos rins, figado e baco.
Pretende-se, com isto, desenvolver um mecanismo para o0 estudo de resposta

imunoldgica através da supressdo de luminescéncia de nanomarcadores.

Os espectros de emissdo de amostras recolhidas de tecidos dos animais, ap0os
vérias horas ex vivo, apresentaram alteragdes (figura 34), provavelmente associada a
decomposi¢cdo com possivel formagdo de subprodutos.
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Figura 34 — Espectros de emissdo das amostras de tecidos (sangue, figado, rins e bago)

recolhidas do animal apés varias horas ex Vivo (I ecitazo= 360 Nm)
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ESTUDOS DE LUMINESCENCIA DOS COMPLEXOS DE

LANTANIDEOS INCORPORADOS EM NANOCAPSULAS

» Complexo de Eu(Btfa)sBipy com concentracdo de 1 mg/ml

incorporado nas nanocapsulas

Mesmo utilizando-se uma alta concentragéo do complexo Eu(Btfa)sBipy, ndo
foi possivel se observar luminescéncia do fon Eu** em nanocépsulas (nas formas de
suspensdo em aguaou liofilizada).

Com o objetivo de se elucidar o motivo da auséncia de luminescéncia do
complexo incorporado nas nanocapsulas, foram realizados estudos de absorcéo
eletrbnica dos precursores (constituintes das nanocdpsulas), como também da
formulagéo total.
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Figura 35 — Espectro de absor¢éo das nanocapsulas (formulagéo total)

Ao observar o espectro de absor¢do das nanocapsulas (figura 35), pdde-se
constatar 0 maximo de absor¢cdo na regido em torno de 350 nm, absorcdo esta
referente ao &cido Usnico, composto ativo na formulagdo, pois os demais constituintes
da formulagcdo ndo apresentaram nenhuma absorcdo na regido espectral do UV-

visivel.
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O complexo Eu(Btfa)sBipy, como pode ser observado pela figura 36,
apresenta maximo de excitacdo, também naregido de 350 nm .
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Figura 36 — Espectro de absorcao do complexo Eu(Btfa)Bipy [10*M]

Acredita-se que a coincidéncia entre 0 maximo de excitagdo do complexo e o
maximo de absorcdo da nanoesfera, sgja a causa da auséncia de luminescéncia
apresentada pelo complexo Eu(Btfa)sBipy incorporado as nanocapsulas. Buscou-se,
dessa forma, outro complexo de b-dicetona com fon Eu**, com o méximo de excitacdo
em regi&o espectral diferente.

O complexo Eu(Btfa)so-fen apresenta 0 maximo de excitacdo em torno de
300 nm, porém, novamente ndo foi possivel observar luminescéncia do complexo

incorporado as nanocapsulas, mesmo formulagdes sem a presenca do &cido Usnico.

TESTE DE LUMINESCENCIA DO COMPLEXO EU(Btfa)s-ofen
INCORPORADO EM MICROESFERAS

A uma formulag&o de microesfera, constituida basicamente de polimero PLGA
e éacido usnico, foi incorporado o complexo Eu(Btfa)s-ofen em concentragdo de
Img/ml. Resultou em um micromarcador com altissima luminescéncia, como pode
ser observado no espectro (figura 37), ndo confirmando a suposta agéo supressora de

luminescéncia do &cido Usnico.
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Figura 37 — Espectro de emissdo do complexo Eu(Btfa);o-fen incorporado as microesferas

(l excitagio— 355 nm)

Com este resultado pode-se chegar a duas propostas para a provavel causa da
auséncia de luminescéncia dos complexos de Eu®* incorporados supostamente no
interior das nanocépsulas (na parte oleosa):

- A suposta presenca do complexo luminescente apenas no interior da
nanocapsula, impossibilitando a radiacdo UV ultrapassar a camada (parede)
polimérica, e consequentemente impedindo a excitacdo do complexo. Porém, esta
suposicdo é pouco provavel, ja que o mesmo polimero encontra-se presente nas
microesferas, onde a forte luminescéncia do eurdpio pode ser observada, como mostra
afigura 37 acima;

- Estando o complexo apenas na parte interna da nanocdpsula, a luminescéncia
vermelha emitida pelo fon Eu** sofreria intimeras reflexdes internas devido & variagéo
do indice de refracdo na parede das nanocapsulas, até total supressdo dessa
luminescéncia. A luminescéncia ficaria “aprisionada’ no interior da nanocapsula até

ser suprimida por perdas néo radiativas.
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MEDIDAS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (EELS)

Com o propésito de deteccdo do fon Eu** nas nanoparticul as obtidas, amostras
das formulagBes de nanoesferas e nanocapsulas contendo o complexo Eu(Btfa)sBipy
foram preparadas para medidas de espectroscopia de perda de energia de elétrons
(EELS — Electron energy-loss spectrometry) acoplado a microscopia eletronica de
transmisséo (MET). Essas medidas foram feitas com a colaboracéo do Grupo do Prof.
Fernando Galembeck, do Instituto de Quimica da UNICAMP.

A EELS é bastante usada em microquimica, pois constitui uma rica fonte de
informacBes sobre a composicdo quimica (elementar) da amostra. Esta técnica
depende da formacao e andlise de elétrons de energias relativamente baixas. Por outro
lado, a resolucéo em energia que pode ser alcancada é muito alta, permitindo, por
exemplo, a distingdo entre carbono de CaCOj; e carbono BaCOs, sendo dessa forma
muito sensivel ao ambiente quimico do elemento.

O feixe emergente € monocromado, e os elétrons que sofreram diferentes
perdas de energia sdo contados.

Espectros de perda de energia podem ser obtidos ponto a ponto, em uma
imagem; 0 seu processamento fornece mapas de distribuicdo elementar, de ata
resolugéo.

O maior objetivo era determinar a presenca do complexo Eu(Btfa)sBipy nas
nanocapsulas, dentro da cavidade e/ou disperso pela superficie do polimero. Porém
tais amostras apresentaram-se pouco resistentes a exposicao ao feixe de elétrons com
foco bastante concentrado utilizado na andlise EELS, resultando na decomposi¢do do
material e impedindo a continuagdo da andlise. As tentativas de fixagdo das
nanoparticulas (liofilizadas ou em suspensdo) através de Poli L-Lisina também n&o
foram bem sucedidas. A figura abaixo (figura 38) mostra imagem obtida por
microscopia eletrénica de transmissdo de amostra de nanocdpsulas (PLGA com é&cido

Gsnico encapsulado).
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Figura 38 — Micrografia (MET) de nanocpsulas (PLGA com &cido Usnico encapsulado).
A barra abaixo e a direitatem dimensdo de 100 nm

A imagem obtida mostra a nitida camada polimérica e o interior oleoso das

nanocapsul as.

CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS POR ANALISE
TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A termogravimetria (TG) € uma técnica de termoandise Util para
caracterizacdo de decomposicao e estabilidade térmica de materiais a partir da analise
de perda de massa durante evolucdo térmica. Pode ser processada sob uma variedade
de condicles e para examinar a cinética de processos fisico-quimicos ocorridos nas
amostras.

Assim, andlises termogravimeétricas foram realizadas no intuito de se estudar a
estabilidade térmica das nanoparticulas, como também as possiveis variagbes desta
estabilidade em fungdo das formulagdes e quando na presenca de certos agentes.



> Nanoesferas
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A figura 39 mostra que o termograma obtido para as nanoesferas €

basicamente 0 mesmo que o referente ao polimero precursor (PCL-DEX), indicando

gue ndo h4 ateracdo na estabilidade térmica do polimero, quando na forma de

nanoesferas.
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> Nanocéapsulas
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Figura 40 — Curvas normalizadas pela massainicial, de TGA (10°C/min, fluxo de N ) das

nanocpsul as e seus precursores

Como pode ser observado na figura 40, o termograma referente a nanocdpsula
apresenta caracteristicas associadas aos seus precursores (PLGA e acido usnico), no

entanto, identifica-se:

Diminuicdo nas temperaturas de decomposicdo, implicando em menor
estabilidade térmica do material;

Presenca de subproduto de decomposicdo no final do ciclo de aquecimento;
Presenca de agua de hidratacdo, mesmo na amostra liofilizada, identificada por

perda de massa em torno de 100°C.
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> Microesferas

Ao contr&rio das nanocapsulas, o termograma mostrado na figura 41
mostra um aumento de estabilidade térmica das microesferas em relacdo aos seus
precursores. Observa-se ainda, pelos mesmos termogramas, auséncia de produto
solido de decomposicdo térmica.
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Figura 41— Curvas normalizadas pela massainicial, de TGA (10°C/min, fluxo de N, ) das

microesferas e seus precursores
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V1 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

> Faz-se necessario maiores estudos para a otimizacdo das estratégias de
sintese de complexos macrociclicos para se obter precursores especificos para
rastreamento por infravermel ho;

» Para a classe de nanorastreadores fotonicos por excitacdo ultravioleta, os
testes de citotoxidade e os estudos de espectroscopia de luminescéncia (extra-vivo)
mostraram o complexo Eu(Btfa)sBipy ser 0 mais adequado a0 uso em sistemas
biol6gicos. Nanocépsulas ndo apresentaram propriedades fotonicas, apds inclusdo do
mesmo compl exo;

> Estudo in vivo com nanoesferas - ApGs a administracdo intravenosa do
nanomarcador em camundongos, um estudo cinético foi realizado das amostras de
sangue (sem anticoagulante), rins, figado e baco, monitorado por espectroscopia de
emiss3o do fon Eu**, explorando efeito antena de ligantes:

ApOs a primeira hora de administracdo do nanomarcador - deteccdo de
luminescéncia do complexo no sangue;

ApOs a sexta hora in vivo - auséncia de luminescéncia do complexo no
sangue;

Apds a sexta hora ex vivo - presenca de luminescéncia do complexo no
sangue.

Foi possivel se detectar a luminescéncia do nanomarcador fotdnico durante a
primeira hora em circulagcdo no sangue. Apos a sexta hora, é possivel que as proteinas
plasmaticas constituintes do sangue, adsorvidas ou ligadas na superficie dos
nanomarcadores, promovam o reconhecimento e a captura por células fagocitérias.
N&o foi detectado, no entanto, luminescéncia nos tecidos dos rins, figado e bago.

» Estudos mais detalhados est&o sendo programados para se evitar a supressao
da luminescéncia dos nanomarcadores, no entanto, como principal perspectiva, esta
sendo estudado um mecanismo para o estudo de resposta imunolégica através da
supressdo de luminescéncia de nanomarcadores foténicos, através do mecanismo
acima proposto. Em se tratando de processo inédito, uma patente estd sendo
depositada, e novas medidas da dinémica da supressdo da luminescénciain vivo estéo

programadas.
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ANEXO 11

ESPECTROS SELECIONADOS
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Monitoramento da atuacdo de nanomarcadores fotonicos in
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Palavras Chave: complexos de lantanideos, nanoparticulas biocompativeis, rastreamento in vivo

Introducao

O rastreamento de farmacos € uma técnica importante para o estudo da
vetorizagdo de drogas em seres vivos. No presente trabalho estudou-se a atuagéo de
complexos de lantanideos incorporados em nanoparticulas (nanomarcadores), como
precursores de rastreadores luminescentes, visando uma alternativa na utilizagdo de
radi oi sdtopos.

Neste trabal ho utilizou-se derivados da caprolactona (PCL) para aformagéo de
nanoparticulas, um polimero biodegradavel e biocompativel aprovado pela agéncia
americana FDA. Incorporou-se as nanoparticulas, complexos de ? -dicetonas do tipo
Eu(btfa)3bipy, devido as propriedades fotonicas deste complexo, ja bastante estudado
pelo nosso grupo 1.

Resultados e Discussao

Com o objetivo de se determinar o limite de concentragdo tolerdvel dos
complexos de lantanideos em sistemas bioldgicos, foram realizados testes de
citotoxidade. O efeito citotoxico do complexo em DMSO foi avaliado em células
NCI-H 292 através de colorimetria MTT. O complexo Eu(btfa)3bipy mostrou-se o
mais adequado (fig. 1).
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Figura 1. Teste de citotoxidade dos complexos.

Para a preparacdo das nanoparticulas, utilizou-se 0 método de emulséo dupla,
com ainclusdo do complexo na primeira emul séo.

ApoGs a administragdo intravenosa das nanoparticulas em camundongos, foi
feito estudo cinético monitorado por espectroscopia de emissdo do ion Eu3+,
explorando-se o efeito antena dos ligantes. Foi possivel detectar a luminescéncia do
complexo no sangue do camundongo apds a primeira hora de administracdo. Na sexta



hora apds a administracdo, ndo foi mais possivel se observar a luminescéncia do
complexo. Um comportamento diferente foi observado nas medidas in vitro apés a
sexta hora de coleta do sangue, em que a luminescéncia do complexo permaneceu
inalterada. A fig. 2 mostra o espectro de luminescéncia do complexo Eu(btfa)3bipy
administrado em nanoparticulas no sangue (12 hora). N&o se detectou sinal nos tecidos
dos rins, figado e bago.
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Figura 2. Luminescéncia do Eu(Btfa)sBipy/sangue

Conclusoes

Foi possivel se detectar a luminescéncia do nanomarcador fotbnico durante a
primeira hora em circulagdo no sangue. Apls a sexta hora € possivel que o
comportamento das proteinas adsorvidas ou ligadas na superficie das nanoparticulas
promovam o reconhecimento e captura por células fagocitarias. Ndo foi detectado, no
entanto, luminescéncia nos tecidos dos rins, figado e baco. Pretende-se com isto
desenvolver um mecanismo para 0 estudo de resposta imunoldgica através da
supressdo de lumminescéncia de nanomarcadores.
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