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Resumo

Este trabalho apresenta a sintese, caracterizacdo e aplicacdo de complexos
ionicamente marcados de europio (lll) e térbio (lll) como sondas fluorescentes
em ensaios de bioimageamento. Estes novos complexos foram obtidos a partir
de um liquido i6nico de funcdo especifica (inédito) e sua posterior
polimerizagdo. De acordo com os dados de calorimetria diferencial de
varredura e andlises termogravimétricas 0s complexos apresentaram-se
termicamente mais estaveis quando comparados com seus monomeros
precursores e respectivos polimeros ausente de metais. Outras técnicas de
caracterizagdo, como RMN, ATR-FTIR, fluorescéncia e cromatografia de
permeacdo em gel confirmou a sintese bem sucedida de complexos marcados
ionicamente e seus polimeros.

As andlises de FTIR-ATR e fluorescéncia sugerem que clusters de agua auto-
organizadas suprimem a emisséo de luz dos complexos. Na verdade, o baixo
rendimento quantico de fluorescéncia é uma consequéncia do acoplamento
vibrénico das moléculas de agua. Todos os complexos foram submetidos a
experimentos de imagem celular. Os resultados forneceram evidéncias de que
estes complexos foram eficazes e seletivos na distincdo das diferentes
organelas dentro da célula. Alguns dos complexos (VAIEu) foram seletivos para
os endossomos precoces e tardios, enquanto outros (VAITb) associaram ao
reticulo endoplasmatico. Além disso, VAIEu-Bdicetona acumulou em vesiculas
citoplasmaticas, PVAIEu associado com lisossomos, complexos PVAITb foram
seletivos para reticulo endoplasmatico e PVAIEu-Bdicetona apresentou

associacao para vesiculas e endossomos, tanto precoces e tardios.
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ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization, and the application of
ionically tagged complexes of europium(lll) and terbium(lll) as fluorescent
probes in cellular bio imaging. These new complexes were obtained from an
ionic liquid of specific function and their post polymerization. According to
thermogravimetric and differential scanning calorimetry data the polymerized
complexes were thermally more stable than the precursor monomers and
respective polymers absent of metals. In particular, the glass transition
temperature was higher in metaled polymerized complexes. Other
characterization techniques, namely NMR H1 and C13, FTIR-ATR,
fluorescence and gel permeation chromatography confirmed the successful
synthesis of ionically tagged complexes and their polymers.

FTIR-ATR and fluorescence analysis suggest that self-organized water
clusters suppress the light emission of ionically tagged complexes and their
polymers. In fact, the low quantum yield of fluorescence is a consequence of
the vibronic coupling with water molecules. All complexes were submitted to
experiments of cellular imaging. Results provided evidence that these
complexes were effective and selective in the distinction of different organelles
within the cell. Some of the complexes (VAIEuU) were selective for early and late
endosomes, while others (VAITb) were associated with the endoplasmic
reticulum. Moreover, VAIEu-Bdiketone accumulated in cytoplasmic vesicles,
PVAIEuU associated with lysosomes, PVAITb complexes were selective for
endoplasmic reticulum and PVAIEu-Bdiketone presented association to

vesicles and endosomes, both early and late.
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1.INTRODUCAO



1.1 Liquidos iénicos poliméricos

Liquidos 16nicos (LIs) possuem propriedades fisico-quimicas singulares, tais
como, boa estabilidade térmica e quimica, alta condutividade elétrica, grande
janela eletroquimica, elevada polaridade, pressdo de vapor desprezivel, ndo
inflamabilidade, miscibilidade com uma vasta gama de solventes organicos,
boa extratibilidade para muitos materiais organicos, inorganicos e
organometdlicos, estruturas quimicas de propriedades modulaveis.-

Com o advento da classe de liquidos ibnicos de funcdes especificas
(TSILs, task-specific ionic liquids, do inglés)* houve uma melhora significativa
em termos de seletividade, sensibilidade e limites de deteccdo especificos em
estudos alvo-analitos. Em TSILs fun¢Bes organicas séo introduzidas na cadeia
cationica e/ou anidnica dos Lls, aumentando assim suas possibilidades de
aplicacdo.®

Nos dltimos anos tém havido um interesse crescente no
desenvolvimento de materiais versateis que sejam ions condutores,
apresentem propriedades fisico-quimicas estaveis, suscetiveis a modificacdes
quimicas e que possam operar dentro de um ambiente bioldgico.
Recentemente, o0 interesse centrou-se no desenvolvimento de polimeros
sollveis em agua, em especial os polimeros de liquidos ibnicos (PLIs) devido
ao seu potencial para processos quimicos verdes e boa biocompatibilidade.®

PLIs séo polimeros sintetizados a partir de mondmeros de LIs ou TSILs,
que geralmente apresentam maior estabilidade, viscosidade e resisténcia
mecanica, melhor capacidade de processamento, flexibilidade e durabilidade,
quando comparados com seus mondmeros,” ao mesmo tempo que exibem
semelhante solubilidade e seletividade dos monémeros.8

Considerando todas as vantagens oferecidas pelos PLIs e admitindo-se
gue algumas propriedades como solubilidade, polaridade, viscosidade,
densidade e outras propriedades fisico-quimicas podem ser moduladas com a
selecdo de contra-ions adequados e, ainda, sabendo-se que cations
imidazdlios e anions haletos exibem caracteristicas hidrofilicas, conclui-se que
a combinacdo desses poderd resultar na obtencdo de PLIs com maior

solubilidade e afinidade para um meio especifico, no caso de interesse, agua.®®
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1.2 Aplicacao de ions lantanideos no imageamento celular

O bioimageamento tornou-se atualmente uma ferramenta poderosa na
pesquisa biologica, pois oferece uma abordagem Unica que permite a
visualizacdo dos detalhes morfologicos das células e compreensdo de
diferentes aspectos e funcdes organelares.'®!! Dentre as varias técnicas de
bioimageamento, o imageamento por fluorescéncia destaca-se pois oferece
medicdes com alta resolucdo espacial (na ordem de nandémetros), temporal
(cerca de microssegundo para milissegundo) e condi¢des fisiologicas para
realizacdo das analises. No entanto, esta técnica de imageamento é altamente
dependente do uso de sondas fluorescentes que apresentam propriedades
fotofisicas e quimicas especificas como fotoestabilidade e baixa
citotoxicidade.'? Uma sonda Uutil deve responder seletivamente ao seu alvo
pretendido em um complexo sistema biolégico que contém uma série de
analitos concorrentes. Assim, melhorias nas propriedades da luminescéncia e
seletividade desses marcadores visam uma localizagdo celular mais precisa e
uma diferenciacédo dos seus componentes.!3

Derivados de ions lantanideos tém atraido o interesse da comunidade
cientifica devido as suas propriedades Opticas Unicas tais como: grande
deslocamento de Stokes, longo tempo de vida de luminescéncia (até
milissegundos), bandas de emissdo estreitas, fotoestabilidade, baixa
citotoxicidade, boa permeabilidade da parede celular e outros.'#

Apesar da enorme quantidade de trabalhos disponiveis na literatura
acerca de complexos de lantanideos luminescentes, muitos desafios e
dificuldades ainda séo relatados, como falta de estabilidade em agua,
necessidade de unidades cromdéforas com grandes forcas de oscilador
acessiveis a comprimentos de onda para gerar o efeito de antena e,
principalmente, pela dificuldade de obtencdo de complexos hidrossolaveis
estaveis.?®

Uma estratégia recente mostrou que a complexacéo de LIs hidrofilicos
obtiveram complexos hidrossollveis de lantanideos estaveis,® neste sentido, o
presente trabalho propde o design de novas sondas luminescentes que

agreguem as caracteristicas dos PLIs (solubilidade e seletividade) com as boas



caracteristicas de luminescéncia de ions lantanideos, os quais possam ser

aplicados como sondas fluorescentes para imageamento celular in vivo.

1.3 Liquidos Iénicos

Quando P. Walden, em 1914, relatou pela primeira vez um sal organico, nitrato
de etil-amonio ([EtNHs][NOs]), e descreveu suas propriedades fisicas, sendo a
mais peculiar seu ponto de fusdo de 13-14 °C, ndo se imaginava o0 quao
promissor seria essa classe de sais, que foram denominados mais tarde de
liquidos ibnicos.16

Liquidos I6énicos (LIs) possuem muitas propriedades Unicas tais como:
maior estabilidade quimica e térmica, alta condutividade elétrica, janela
eletroquimica alargada, elevada polaridade, pressédo de vapor desprezivel, ndo
inflamabilidade, miscibilidade com uma vasta gama de solventes organicos,
boa extratibilidade para muitos materiais organicos, inorganicos e
organometalicos, estruturas quimicas ajustaveis e caracteristicas fisico-
quimicas especificas.>?1’

Dupont!’ define LIs como sendo compostos que se fundem abaixo de
100 °C, geralmente formados por ions (normalmente cations organicos)
coordenados fracamente entre si, que apresentam estrutura supramolecular
tridimensionalmente organizada (Figura 1) e como caracteristica ndo sao

inflamaveis e tém pressao de vapor muito baixa.

Figura 1. Representacfes dos arranjos estruturais em 3-D de um cristal idnico exibindo uma
estrutura de ordenacao de carga de um sal classico (esquerda) e um arranjo de um sal de LI
moderno, 1l-alquil-3-metilimidazol (a direita), que apresenta regides polares (vermelho) e

apolares (verde) (Adaptada da ref.7).



Mesmo que sais fundidos classicos e LIs sejam regidos principalmente
por interacdes eletrostaticas (interacdes de Coulomb), a assimetria molecular
presente em pelo menos um dos ions em LIs faz com que mudancas
significativas nas propriedades fisicas e quimicas desses sais 0s diferenciem
dos sais fundidos classicos. Devido as interacdes ibnicas, essa assimetria se
opde a forte carga de ordenacdo, que promoveria a cristalizacdo do sistema
como acontece nos sais fundidos. Outra diferenga que torna esses sais tédo
especiais é explicado pelo “efeito entropico” onde a presenca de uma rede
cooperativa de ligacbes de hidrogénio entre os cations e anions induzem a
direcionalidade estrutural.’

Dentre os Lls existentes, os imidazélios atraem bastante atencdo por
formarem uma rede de interacdes ao longo dos eixos dos cations e anions,
conectados por ligagbes de hidrogénio que consiste no envolvimento de,
usualmente, trés anions para cada cétion imidazolio que por sua vez, cada
anion é envolvido por pelo menos trés cations.? Na Figura 2 é possivel
observar como ocorre o empacotamento da rede cristalina dos Lls imidazolios

e consequentemente a formacdo de canais livres devido a presenca de

ligagbes de hidrogénio.
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Figura 2. llustracdo das duas principais modalidades 3-D de Lls imidazdélios: Em ambos os
casos sdo observados a formacgdo de canais livres por meio de liga¢cdes de hidrogénio.
(Adaptada da ref.17).



LIs imidazolios possuiam apenas grupamentos alquilicos como cadeias
laterais, nas posicdes 1 e 3 do anel imidazoélio até que, nos ultimos anos,
desenvolveu-se a Ultima geracdo de Lls,* onde fungdes organicas foram
introduzidas, principalmente na cadeia lateral do nitrogénio 1, aumentando
assim as possibilidades de aplicacdo dos Lls. Essa nova classe de Lls
denominou-se LIs de TSILs. Alguns exemplos de Lls funcionalizados estéao
representados na Figura 3.%8

-NH, uréia ou tiouréia
/@_\ -SR -OR
R-NON-R,  Ri=< -Si(OR); -COOH
X -PPh; -CHO
-OH -etc

-

Figura 3. Alguns exemplos de Lls funcionalizados. (Adaptada da ref.2).

Com o advento dos TSILs, esses foram investigados para as mais
diversas aplicacées na area de Quimica, entretanto, sua principal utilizacao foi
em quimica verde como substitutos de solventes orgéanicos volateis nas
atividades industriais e de pesquisa.’® Com o desenvolvimento de pesquisas
voltadas a tecnologia dos TSILs, hoje é possivel encontrar um ndmero
crescente de aplicacdes desses sais, alguns exemplos sdo apresentados na

Figura 4.4

iOnicos quirais acidos

Liquidos I — Liquidos i6nicos

Liquidos idnicos

# () Liquidos idnicos
contendo metal 1

basicos

Liquidos idnicos Liquidos idnicos contendo
guanidinium grupos OH

Figura 4. Algumas aplicacdes de LIs (Adaptada ref.?).



Outros campos de aplicacdo dos Lls sdo: eletroguimica,?® quimica
analitica,®>  energia,?> nanotecnologia,?®?*  biotecnologia,®®>?® e dos
polimeros?’?2 entre outros. Esses compostos também despertam interesse na
quimica de materiais poliméricos como: Solventes verdes em processos
polimerizacdo,?® modificagédo pés-polimerizacdo,3® co-catalisadores, iniciadores
em reacOes de polimerizacdo,® aditivos para polimeros especiais e no

desenvolvimento de polimeros funcionais.3?



1.4 Polimeros Funcionais

Nos ultimos anos tém havido um interesse crescente no desenvolvimento de
materiais versateis que sejam ions condutores, apresentem propriedades
fisico-quimicas estaveis, sejam suscetiveis a modificacdes quimicas, e que
possa operar dentro de um ambiente biolégico. Recentemente, o interesse
centrou-se na desenvolvimento de polimeros solUveis em agua, advindos de
LIs devido a sua potencial aplicacdo em processos quimicos verdes e
biocompatibilidade por atender aos quesitos citados anteriormente.33

PLIs sdo uma nova classe de polieletrélitos funcionais que apresentam
algumas propriedades Unicas dos LIs, como condutividade ibnica, estabilidade
quimica e térmica, e de acordo com a selecédo do contra-ion ha a possibilidade
de ajuste de polaridade, além de exibirem as propriedades de polimero
intrinsecas na estrutura.®* PLIs apresentam algumas propriedades de estado
sélido especificas como: S&o materiais amorfos, esse fato deve-se
provavelmente a mobilidade do contra-anion o que inviabiliza os processos de
cristalizacédo. 3

PLIs receberam esse nome por possuirem na estrutura macromolecular
pelo menos uma unidade monomeérica caracteristica do LIs no entanto, até o
presente momento ndo ha uma definicdo clara estabelecida para essa nova
classe de materiais.®® PLIs tém sido amplamente estudados nas areas de
quimica de polimeros, ciéncia dos materiais, catalise, separag¢do, quimica
analitica e eletroquimica por combinarem as propriedades de LIs e polimeros.
Assim, PLIs possuem amplo campo de aplicacdo que, até o momento, foram
pouco explorados quanto a sua funcionalizacéo.®

Para a arquitetura de PLIs, LIs imidazolio sdo excelentes alternativas
devido suas fortes interacdes internas através de emparelhamento n-n e
interacdes de hidrogénio, essas interacbes fardo com que o polimero resultante
forme microfases com canais com regifes polares e apolares no polimero

resultante.x”



1.5 Lantanideos

Os lantanideos (Ln), foram conhecidos inicialmente como "terras-raras”, dada
sua ocorréncia em forma de Oxidos ou "terras”, em linguagem arcaica.
Atualmente tem-se encontrado novas jazidas de minerais contendo terras-raras
(TR), no entanto a dificuldade de extragcdo encarece sua producdo. Os
elementos, ou metais de TR compde um conjunto de 17 elementos quimicos
que inclui o escandio (Sc), o itrio (Y) e os 15 elementos da série dos
lantanideos [do lantanio (La) ao lutécio (Lu)]. Os elementos de TR sé&o
conhecidos desde 1787. Entretanto, somente em 1913, com o0 uso da
espectrografia de raios X, pelo fisico inglés Henry Moseley, foi possivel
determinar 0 nimero exato de lantanideos que completaria o conjunto de
elementos de TR.36:37

Os Ln estdo compreendidos entre os elementos de niumero atbmico 57 e
71. Estes elementos apresentam como caracteristica o preenchimento do
subnivel 4f e estado de oxidacdo mais comum 3*. Os elementos pertencentes a
familia dos Ln com suas respectivas configuracdes eletronicas no estado de
oxidacdo 3* e raio ibnico, com numero de coordenac¢do igual a 8 podem ser

observados na Tabela 1.



Tabela 1. Elementos pertencentes ao grupo dos lantanideos, seus respectivos simbolos,

configuraces eletronicas e raio i6nico, para complexos [Ln(H20)s]®* (adaptada da ref.38).

Elemento Simbolo  Numero Atémico (Z)  Configuracdo Ln 3* Estados

Fundamentais Ln 3+

Lantanio La 57 [Xe] 4f0 1S
Cério Ce 58 [Xe] 4f! °Fs2
Praseodimio Pr 59 [Xe] 4f2 3H4
Neodimio Nd 60 [Xe] 4f3 4or
Promécio Pm 61 [Xe] 4f4 514
Samario Sm 62 [Xe] 4f5 6Hs/2
Eurépio Eu 63 [Xe] 4f6 Fo
Gadolinio Gd 64 [Xe] 4f7 83712
Térbio Th 65 [Xe] 4f8 Fs
Disprésio Dy 66 [Xe] 4f° 5H1s12
Holmio Ho 67 [Xe] 4f10 Sls
Erbio Er 68 [Xe] 4f11 Y1502
Tdlio Tm 69 [Xe] 4f12 3He
Itérbio Yb 70 [Xe] 4ft3 °Fp
Lutécio Lu 71 [Xe] 4f14 1So

E possivel observar uma tendéncia na diminui¢do do raio ibnico com o
aumento do numero atdbmico, a esse efeito, da-se o nome de contracdo
lantanidica. Esse fendmeno ocorre quando o aumento da carga nuclear supera
o0 aumento da repulsdo intereletronica, como nos Ln ha primeiramente o
preenchimento dos orbitais mais internos 4f, aumenta-se a carga nuclear
efetiva sobre os elétrons mais externos resultando numa atragdo mais intensa
sobre os elétrons dos orbitais 5s, 5p (e 6s, no caso dos atomos neutros).39:40

Na formacdo de complexos os elétrons mais internos dos orbitais 4f sdo
blindados pelos elétrons mais externos 5s e 5p como representado na Figura 5.
Essa blindagem € responsavel pelas propriedades de luminescéncia
especificas dos Ln, pois a emissdo desses ions € devida as transi¢des internas
4f-4f intraconfiguracionais. Como o orbital 4f parcialmente preenchido é bem
protegido pelos orbitais 5s e 5p, os ligantes na primeira e segunda esfera de
coordenacdo perturbam os ions Ln de forma muito limitada, assim as

transicdes Opticas sdo geralmente muito finas.**



Probabilidade

Raio (a.u.)

Figura 5. Funcdes de onda de atomos hidrogendides para os orbitais do Cério (Ce). (Adaptada
da ref.39),

O preenchimento gradual dos orbitais 4f também é responsavel pelas
propriedades magnéticas e espectroscopicas muito particulares desses
elementos. No que se refere as propriedades espectroscopicas, a configuracéo
eletrdnica 4f" gera um grande namero de niveis eletrénicos, com energias bem
definidas e sdo caracteristicos para cada ion Ln especifico.

Tanto o processo de excitagdo quanto o de emissdo dos Ln ocorrem
devido a transicOes internas f-f. Estas transicdes sdo proibidas pela regra de
selecdo de Laporte (Al = 1) e de spin (AS = 0), portanto possuem baixa
absortividade molar, ¢ ca. 10 L mol* cm™, apresentam-se na forma de bandas
finas devido ao grande deslocamento de Stokes e suas transi¢cdes Opticas sao
geralmente caracterizadas por tempos de vida longos, de microsegundos a
milissegundos.®® Como os Ln ndo apresentam boa absortividade, logo a
emissao também sera de baixa intensidade.

Com o intuito de melhorar a intensidade luminescente dos Ln, moléculas
organicas sao complexadas ao metal promovendo um mecanismo de
transferéncia de energia, onde o ligante absorve a radiacdo em uma primeira
etapa, e transfere a energia absorvida para o metal, tal fenbmeno é conhecido

como “efeito antena”.*2
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Dois tipos de sensibilizadores classicos sdo usados para produzir o
efeito antena: Eles podem ser um quelante ou uma unidade proxima ao
quelante. Quando se tem o primeiro caso, 0 Ln pode ter dupla funcdo: atuar
como acido de Lewis, sendo responsavel pelo aumento da forca aceptora do
ligante dipolar, consequentemente, reduzindo a energia de transferéncia de
carga (TC) de relaxacdo do estado excitado e ser a por¢ao luminescente do
complexo. A presenca de TC induz uma modificagdo completa do processo de
sensibilizacdo. Geralmente, a sensibilizacdo de lantanideos pode ocorrer de

trés formas simultaneas ou isoladas, como mostrado na Figura 6.4

(i1)
S g— ’ . T
e )
CIS " Ty - el .. () \\\ Estados de emissdo
(1) TN @)
) Transferéncia " Y @)
Intramolecular (b)
“4)
3) (5) (6)

So Y 5 Y v Y
3+ (C)

Ligante Organico - Antena Ln

Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de sensitizagdo de Ln. Em (1) absor¢éo
de energia do ligante provocando uma transi¢cdo do singleto fundamental (So) para o singleto
excitado (Si1). Decaimento vibracional no singleto excitado em (2). Decaimento do singleto
excitado (S1) para o singleto fundamental (So) fluorescéncia em (3). Cruzamento inter-sistema
(CIS) em (i) do estado singleto excitado (S1) para o tripleto (T1). Decaimento vibracional T1-So
em (4). Decaimento do tripleto (T1) para o singleto fundamental (So) por fosforescéncia (5).
Transferéncia de energia ligante—metal, via tripleto (i). Decaimento radiativo °Do-’Fj (6).
(Adaptado da ref.44).

O ligante absorve energia (1), sai do seu estado fundamental (So) para
seu estado excitado (Si1), transfere energia diretamente (i) para o estado
excitado do lantanideo (a), decai ndo radiativamente populando o estado de
menor energia (b) que decai ndo radiativamente (6) para o estado fundamental
(c).%5
o O estado excitado singleto (Si) pode decair radiativamente por
fluorescéncia (2) ou nado-radiativamente (3) para o estado fundamental (So),

mas também podem ser submetidos a cruzamento intersistema (CIS) para
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preencher o estado de tripleto (T1) que translada energia para os estados de
menor energia (a) e (b) do Ln, que entdo decai radiativamente para o estado
fundamental (c), o estado tripleto também pode decair por fosforescéncia
radiativamente( 4) ou ndo-radiativamente (5).%*

As verificacdes espectroscopicas experimentais de diferentes sistemas
levam a concluir que esses sistemas distintos apresentam predominancia de
um ou de outro mecanismo.

Para que se estabeleca uma ligacdo metal-ligante € necessario
interacdo quimica entre o Ln e o ligante organico (LO), para que essa interacao
ocorra, deve-se satisfazer o principio de Pearson de que acidos duros preferem
bases duras e acidos moles preferem bases moles. Os Ln sdo acidos duros,
portanto preferem bases duras. Desta forma, ligantes com pontos de
coordenacao com atomos de oxigénio e nitrogénio sdo candidatos a formarem

complexos de Ln.*6
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1.6 Imageamento Celular

Os processos biolégicos acontecem em escalas espaciais e temporais de
varias ordens de magnitude, a nivel macromolecular, que podem ser vistos a
olho nu, e niveis micromoleculares, s6 observaveis com a ajuda de um
microscopio. Os processos que acontecem em grandes escalas sao
relativamente faceis de se observar, no entanto, processos celulares
acontecem em dimensdes microscopicas, fato esse que dificulta observacfes
experimentais e compreensao da “maquinaria celular”. 47

Dentre as vérias técnicas de bioimageamento, a microscopia confocal de
fluorescéncia tem despertado grande interesse para aplicacdo em diagnosticos
celulares, pois essa técnica oferece medicbes com alta resolucdo espacial
(cerca de nanbOmetros) e temporal (cerca de microssegundo para
milissegundo), alta sensibilidade, versatilidade e especificidade e condi¢des
fisiolégicas para realizacdo das analises. No entanto, faz-se necessario o uso
de agentes fluorescentes, que sejam foto-estdveis e apresentem baixa
citotoxicidade.?

Essa técnica microscopica fornece uma abordagem eficiente e Unica
para estudar células vivas e fixadas através da introducdo de fluoréforos
especificamente orientados para moléculas e organelas de interesse.
Enquanto a seletividade é conseguida principalmente por meio das sondas
fluorescentes, o aumento do contraste é realizado no préprio microscépio.*®

Trés componentes basicos estdo presentes em qualquer microscépio
de luz, independentemente do tipo: (1) uma fonte de iluminacéo; (2) uma
lente de ampliacdo; (3) e um dispositivo de aquisicdo de imagem, como

ilustrado na Figura 7.
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Figura 7. Principio 6ptico da microscopia confocal. Luz fora do plano focal esta excluido da
medi¢éo por uma abertura adicional (pinhole).

Recentemente lasers estdo sendo usados como fonte de iluminacéo
na microscopia confocal de fluorescéncia (MCF) por produzir luz de alta
intensidade e ndo necessitar de filtro de excitacdo por serem fonte de luz
monocromatica.

A técnica de microscopia que faz uso de laser como fonte de
iluminacdo é denominado como microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). Essencialmente, na MCVL um feixe laser é focado sobre a amostra
e uma imagem é construida pixel-a-pixel, recolhendo os fétons emitidos com
deteccdo simultdnea ponto-a-ponto. Uma caracteristica fundamental da
MCVL ¢€é sua capacidade de obter imagens focalizadas de varias
profundidades dentro da amostra; um processo chamado "corte Optico".
Assim, uma das principais vantagens de microscopia de fluorescéncia € o
aumento acentuado no sinal das estruturas marcadas e moléculas.*®

Para adquirir imagens de fluorescéncia de uma célula faz-se necessario
dois requisitos: marcacao especifica da célula e uma resolucao de tempo que €
suficientemente elevada para gravar dinamicas relevantes na célula. Em geral,
dois tipos de sondas sdo utilizadas para resolucdo de imagem: proteinas

fluorescentes e sondas né&o-geneticamente codificadas, como compostos
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organicos luminescentes, complexos inorganicos, como complexos de ions
lantanideos, nanoparticulas luminescentes e pontos quanticos. 11:48:50

Encontra-se na literatura resultados significativos tais como o
desenvolvimento de uma sonda capaz de atuar como rastreador para estudar o
caminho de acidos graxos (e derivados) em células vivas,®' marcador seletivo
para ions de zinco que, consequentemente possam ajudar a rastrear
desordens metabdlicas associadas com variacGes desses ions nas células.>?
Investigacdo de processos oxidativos em lipidios com o uso de uma sonda
fluorescente (BODIPY®).53
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetiva a sintese, caracterizacdo e aplicacdo de novas

sondas luminescentes que agreguem as caracteristicas dos PLIs (solubilidade

e estabilidade fisico-quimica) com as boas caracteristicas de luminescéncia de

ions lantanideos, os quais possam ser aplicados como sondas fluorescentes

para imageamento celular in vivo.

2. 2 Objetivos Especificos

Sintetizar um LI de funcdo especifica e a partir deste sintetizar uma nova
classe de PLlIs.

Complexar o LI e o PLI a ions lantanideos com o intuito de obter seis
complexos hidrossollaveis e estaveis.

Caracterizar o LI, o PLI e os complexos através de diferentes técnicas
espectroscopicas (RMN, FTIR-ATR, Fluorescéncia), analises térmicas
(TGA com DTA, DSC), cromatograficas(GPC).

Estudar as propriedades fotofisicas das redes de coordenacdo através
da espectroscopia de luminescéncia, medidas de tempos de vida dos
estados excitados das emissoes.

Realizar testes de imageamento celular para avaliar os com complexos
obtidos como sondas fluorescentes seletivas para marcacédo celular em

andlises de microscopia confocal.
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3. Resultados e

Discussao
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3.1 Sintese dos complexos poliméricos fluorescentes

A Figura 8 apresenta as estruturas das moléculas sintetizadas para a execugao
deste trabalho.

\/N@N\)&\OH
cr
VAILCI
L L
1@ &
cr—N 0 H cr —N o) H
<\Eu<<oi > \\<’ Tb<<oi >
o~ H/ o] H/,
3 3
VAIEu VAITb

VAIEU-Bdicetona

+ (H20)z

PVAIEu PVAITb PVAIEu-Bdicetona

Figura 8. Compostos VAILCI e PVAI (precursores). Compostos VAIEu, VAITb,
VAIEu—-Bdicetona, PVAIEu, PVAITb, PVAIEu-Bdicetona (produtos finais).
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Para a obtencdo do VAI.Cl realizou-se uma reacdo de substituicdo
nucleofilica do tipo Sn2 entre o vinilimidazol e acido cloroacético levando a
formacéo do Cloreto de 1-metil-3-N-carboxivinilimidazolio (VAIL.CIl) com 92% de

rendimento. (Esquema 1).

—\ O —\ O
\/NVN + CI\)J\OH > \/N@N\)J\OH
MeCN CI_
48 h, 80°C

Esquema 1. Sintese do liquido idnico funcionalizado VAI.CI (monémero).

Para a obtencdo do polimero PVAI realizou-se uma reacdo de
polimerizacdo radicalar com o mondmero VAILCI (Esquema 2). O produto
obtido ao final da sintese foi lavado exaustivamente com acetato de etila e
acetonitrila para retirada do mondémero que néo reagiu. Ao final da lavagem o

produto foi seco sob vacuo e o rendimento obtido foi de 85%.

Metanol
24 horas

65 °C
VA|C| Refluxo PVA'

Esquema 2. Sintese do polimero PVAL.

o o)
n
\/N@N\)\\OH AR N@N\)\\OH
cr cr

A partir do VAILCI e PVAI, quatro novos complexos de Th®" e Eu®*
hidrossoluveis foram sintetizados como mostra o Esquema 3 e 4.

Os compostos VAILClI e PVAI foram submetidos a uma reacdo de
complexacdo com os ions lantanideos Eu®* e Tbh3®" para a formacdo dos
complexos desejados: VAIEu, VAITb, VAIEu-Bdicetona, PVAIEu, PVAITD,
PVAIEu—Bdicetona.
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Esquema 4. Sintese dos complexos derivados de PVAI com Eu3* e Th3*.

21



Na sintese dos complexos o pH deve ser rigorosamente controlado para
que grupos HO" ndo complexem ao ion Ln3* e n&o interfiram na formacéo do
produto de interesse.

De forma geral, o mondmero e o polimero foram obtidos em bons
rendimentos e nas reacdes de complexacao os rendimentos sdo quantitativo.

Os produtos obtidos ao final de cada etapa foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR), GPC, fluorescéncia e analises
térmicas (TGA com DTA). Testes bioldgicos de imageamento celular também
foram realizados afim de explorar possiveis aplicacdes dessa nova classe de

complexos luminescentes solGveis em agua.
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3.2 Infravermelho

Os espectros de infravermelho do VAI.CI (Figura 9) apresentam uma banda em
1741 cm™ caracteristica do estiramento C=0 do &cido carboxilico, que sofre
deslocamento para menores nimeros de onda (1617, 1621 e 1614 cm™) ao ser
complexado aos ions Eu®" e Tb®" respectivamente. Essa diminuicdo dos
valores de estiramento deve-se ao aumento da ressonancia do grupo
carboxilato gerado, que resulta numa diminuicdo na constante de forca de
ambas as ligacdes CO e, por sua vez, uma diminuicdo na energia da ligacéo
resultando num menor niumero de onda.

As bandas em 3423, 3345 e 3390 cm sdo referentes aos estiramentos
O-H das aguas presentes na esfera de coordenacao dos complexos de VAIEu,
VAIEu-Bdicetona e VAITb, respectivamente. Outros sinais atribuidos a cada
produto estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores encontrados de estiramento e deformacdo para o Ligante VAILCI e
complexos VAIEu; VAIEu-Bdicetona; VAITb.

VAI.CI VAIEu VAIEu-Bdicetona VAITb
v OH 3442 cm?1? Ausente Ausente Ausente
Acido carboxilico (OH livre)
v OH H20 Ausente 3423 cm™? 3345 cm™? 3390 cm™!
coordenacao
v =CH 3124 cm™? 3133 cm™? 3114 cmt? 3112 cmt?
Dass C=0 1741 cm? 1621 cm? 1614 cm? 1617 cm?
Usim C=0 1394 cm1 1384 cm1t 1290 cm1? 1373 cm?
v C=C vinilico 1648 cm1t Banda Banda Banda
sobreposta sobreposta sobreposta
6 CO 1203 cm? Ausente Ausente Ausente
0 CH imidazol 1170 cm? 1178 cm1t 1182 cm1 1174 cm?
0 =CH de Ausente Ausente 701 e 767 cm1 Ausente
aromaticos
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Figura 9. Espectros de FTIR-ATR dos mondmeros. De cima para baixo tem-se: VAI (preto),
VAIEu (vermelho), VAITb (verde) e VAIEu-Bdicetona (azul).

E possivel observar ainda o carater bidentado do carboxilato coordenado
ao metal, através da comparacao entre os Aass - sim das espécies de carboxilato
livre e complexado, onde Aass - sim € a diferenca entre os modos vibracionais
assimétrico e simétrico, respectivamente, do estiramento deste grupo.>* A
Tabela 3 mostra os valores de estiramento simétrico e assimétrico do grupo

carboxilato, bem como os valores calculados de Aass - siv para o ligante livre e
complexado.

Tabela 3. Valores dos estiramentos simétricos e assimétricos da ligagdo CO e valores de
Aass - siv para o ligante VAI.CI e dos complexos VAIEu e VAITb e VAIEu-Bdicetona.

VAI.CI VAIEu VAIEu-B-dicetona VAITb
Dass C=0 1741 cm? 1621 cm? 1614 cm? 1617 cm?
vsim C=0 1394 cm+ 1384 cm+ 1290 cm™ 1373 cm?
Aass - siv(cm?) 347 cm? 237 cm? 324 cm! 244 cm?
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Isso acontece porque a coordenacdo monodentada faz com que 0s
atomos de oxigénio percam sua equivaléncia. A consequéncia é um aumento
em Vass(CO2), e uma diminuicdo em vsm(CO2) e, por sua vez, um aumento na
separacdo entre as frequéncias de vibracdo relativamente ao ligante livre.
Assim sendo, define-se que A seja a diferenca entre os modos vibracionais
para o ligante livre, e A" a diferenca entre estes modos vibracionais para o
carboxilato complexado. Caso A > A", o carater do ligante € bidentado, por
outro lado, caso A < A", o carater do ligante € monodentado. Como observado,
A > A", ou seja, a analise mostra que o carater do VAI.CI nos complexos VAIEuU
e VAITb e VAIEu-Bdicetona é bidentado.

Um comportamento semelhante nos deslocamentos de algumas bandas
foi observado para os complexos poliméricos, fato esse que evidencia a

formacédo dos complexos quando se utiliza como ligante o PVAI (Figura 10).

— PVAI

—— PVAIEu

—— PVAIEupdicetona
PVAITb

Transmitancia (%)

W(8)

v I v I v I v I v I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm'1)

Figura 10. Espectros de FTIR-ATR do polimero e seus complexos. De baixo para cima: PVAI
(preto), PVAIEu (vermelho), PVAIEu-Bdicetona (azul) e PVAITb (verde).
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Os valores atribuidos para deformacdo e estiramento das principais

ligacOes de cada produto sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de estiramento e deformacgéo o polimero PVAI e seus complexos. PVAIEuU,
PVAIEu-Bdicetona e PVAITD.

PVAI PVAIEuU PVAIEu-Bdicetona PVAITb

v OH 3417 cm?? Ausente Ausente Ausente
Acido carboxilico (OH associado)

v OH H20 Ausente 3448 cm1 3361 cm™? 3475 cm™?
coordenacao
v =CH 3124 cm™? Ausente Ausente Ausente
Dass C=0 1745 cmt 1639 cm1! 1648 cm1t 1641 cm?
Usim C=0 1240 cm1? 1386 cmt 1203 cm? 1382 cm?
v C=C vinilico 1648 cm? Banda Banda Banda
sobreposta sobreposta sobreposta
6 CO 1384 cm? Ausente Ausente Ausente
0 CH imidazol 1174 cm? 1162 cm? 1147 cm? 1166 cm?
0 =CH de Ausente Ausente 721 e 798 cm™! Ausente
aromaticos

E possivel observar o carater bidentado do carboxilato coordenado ao
metal, também para os complexos poliméricos, através da comparagdo entre
0s Aass - siv das espécies de carboxilato livre e complexado. A Tabela 5 mostra
os valores de estiramento simétrico e assimétrico do grupo carboxilato, bem

como os valores calculados de Aass - siv para o ligante livre e complexado.

Tabela 5. Valores dos estiramentos simétricos e assimétricos da ligagcdo CO e valores de
Aass —siv para o ligante PVAI e dos complexos PVAIEu e PVAITb e PVAIEu-Bdicetona.

PVAI PVAIEu PVAIEu-Bdicetona PVAITD
Dass C=0 (cm?) 1745 cm? 1639 cm? 1648 cm? 1641 cm?
Lsim C=0 (cm?) 1240 cm? 1386 cm? 1203 cm? 1382 cm?
Aass-sim(cm?) 505 cm? 253 cm? 445 cm? 259 cm1?
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3.3 Analises termogravimeétricas

A andlise termogravimétrica é Util na avaliacdo das perdas de massa com o
aumento da temperatura de modo que pode-se avaliar a estabilidade térmica
do material. As andlises por TGA/DTA das amostras VAI.CI, PVAI, VAIEu,
PVAIEu, VAIEu-Bdicetona, PVAIEu-Bdicetona, VAITb e PVAITb foram
conduzidas adotando-se um intervalo de temperatura de 25 °C a 1100 °C em
atmosfera de N2 (30 mL min't) com uma taxa de aquecimento de 10 °C min-'.
As curvas de TGA/DTA de VAI.CI e PVAI (Figura 11) mostram cinco
eventos distintos de decomposicdo térmica. As duas etapas iniciais
correspondem a desidratacéo parcial (53 — 169 °C e 75 — 177 °C) e total (179 —
213 °C e 177 — 264 °C) das amostras com eliminacdo de moléculas de agua
adsorvidas na superficie dos compostos. Apdés a plena desidratacdo do
composto 0s processos caracterizados pela decomposicdo térmica das cadeias
carbonicas lineares e a carbonizacdo do material acontecem em trés etapas
bem definidas. O inicio da degradacéo das cadeias lineares acontece na faixa
de temperatura 233 — 279 °C para o0 mondmero VAI.Cl e de 264 — 364 °C para
o polimero PVAI, com perda de massa de 22% e 55% respectivamente. Em
seguida a carbonizacdo dos materiais acontecem numa faixa de temperatura
entre 348 — 856 °C (VAI.CI) e 479 — 719 °C (PVAI) com eventual eliminacdo de
28% e 23% de massa. Como era esperado o material polimérico apresenta
maior estabilidade térmica com temperaturas de degradacdo superiores
guando comparadas as etapas de degradacdo do mondmero. Esse fato pode
ser explicado devido ao aumento da cadeia principal e organizacdo

tridimensional supramolecular, caracteristica dos LlIs.
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Figura 11. Curvas das andlises termogravimétricas (TGA) e das analises térmicas diferenciais
(DTA) do VAI.Cl em (a), PVAI em (b).

Faixas de temperatura

VAI. CI

PVAI.CI

53-169 °C 179-213°C  233-279 °C
75-177°C  177-264 °C  264-364 °C

279-348 °C 348 856 °C
434-479 °C  479-719 °C
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Os gréficos de TG/DTG com DTA para os complexos luminescentes de
Eu3* e Tbh3 apresentam similaridades quanto ao numero de eventos de
decomposicao térmica inerentes aos respectivos compostos. As curvas de TG
e DTG dos compostos VAIEu (Figura 12a), VAIEu-Bdicetona (Figura 13 a),
VAITb e PVAITb (Figura 14 a e b) mostram dois eventos de degradacao
térmica na faixa de 53 — 255 °C constatados como agua coordenada ao metal e
moléculas de agua hdéspedes ocupando os poros das redes ou a superficie dos
compostos.>® Para os compostos PVAIEu (Figura 12b) e PVAIEu-Bdicetona
(Figura 13b) o evento de desidratacdo acontece em uma Unica etapa com
perda de 12% e 6% respectivamente.

A decomposi¢cdo da cadeia carbbnica do VAIEu-Bdicetona, VAITb e
PVAITb se da em duas etapas nos intervalos de temperatura de 233 — 445 °C
(VAIEu-Bdicetona), 250 — 620 °C (VAITDb) e 274 — 689 °C (PVAITb) com perda
de 42%, 69% e 40%, respectivamente. Para o VAIEu, PVAIEu e PVAIEu-
Bdicetona o evento de decomposicdo ocorre em trés etapas no intervalo de
temperatura de 255 — 473 °C (VAIEu) 232 — 730 °C (PVAIEu) e 218 — 559 °C
(PVAIEu-Bdicetona) com perdas de massa equivalentes a 62%, 63% e 34%,
respectivamente.

Na ultima etapa dos processos de decomposicao ocorre a carbonizacéo
dos complexos, sendo que esse estagio em todas as redes de coordenacao
dos mondmeros sdo iniciados acima de 450 °C e terminam em
aproximadamente 870 °C. Para as redes poliméricas, o estadgio de
carbonizacdo se inicia acima de 700 °C e finda em torno de 950 °C,
comprovando maior estabilidade térmica para complexos com ligantes

poliméricos. O residuo resultante da degradacdo térmica € referente a

formacao de oxidos de Ln, Eu203 e Th20Os.
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Figura 12. Curvas das andlises termogravimétricas (TGA) e das andlises térmicas diferenciais
(DTA) do VAILEu em (a), PVAIEuU em (b).

Faixas de temperatura

VAIEu 99-164 °C 164-255°C  255-337°C  337-473°C 473-864 °C
PVAIEu 114-232 °C  232-358 °C ~ 358-492 °C  492-730 °C 740-928 °C
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Figura 13. Curvas das analises termogravimétricas (TGA) e das analises térmicas diferenciais

(DTA) do VAIEu-Bdicetona em (a), PVAIEu-Bdicetona em (b).

atura

Faixas de temper
VAIEu-pBdicetona 111-167 °C 167-233°C  233-357 °C
PVAIEu-Bdicetona  92-151°C  218-311°C  311-366 °C

357-445 °C  445-868 °C
432-559 °C  727-951 °C
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Figura 14. Curvas das andlises de termogravimétricas (TGA) e das andlises térmicas
diferenciais (DTA) do VAITb em (a), PVAITb em (b).

Faixas de temperatura

VAITb 60-148 °C 148-250 °C  250-355°C  355-620°C 760-876 °C
PVAITDb 99-169 °C 169-253 °C  274-373°C  387-689 °C 679-892 °C
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3.4 Calorimetria diferencial de varredura

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) tem como principio fundamental a
medida da diferenca de entalpia ou fluxo de calor de um material em relacdo a
uma amostra de referéncia durante o processo de aguecimento e resfriamento
da andlise. A técnica de DSC pode ser utilizada para medir e avaliar diferentes
propriedades quimicas e fisicas, dentre estas €& possivel determinar a
temperatura de transicao vitrea dos materiais (Tg). A transicao vitrea € uma
transicdo termodinamica de segunda ordem, em que h& aumento da
mobilidade das cadeias auto organizadas e consequentemente mudanca na
capacidade calorifica da amostra, fazendo com que haja uma mudanca na
linha de base do DSC.5¢

A mobilidade de uma cadeia polimérica determina as caracteristicas
fisicas do produto. Através dessa caracteristica €é possivel entender o
comportamento termomecanico do polimero de interesse. Para determinacao
da Tg o material a ser analisado é submetido a um aquecimento partindo de
uma temperatura muito baixa para valores mais altos, que permite com que as
cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade. Abaixo da Tg o
material encontra-se no estado vitreo, em que ndo ha energia interna suficiente
para permitir o deslocamento de uma cadeia com relagdo a outra por
mudancas conformacionais.®’

A Figura 15 mostra o DSC dos materiais VAI.CI e PVAI, na qual pode-se
observar as transicfes vitreas em 20 °C e 52 °C, respectivamente. O aumento
da transicao vitrea para o polimero deve-se ao aumento da massa molar da
cadeia polimérica, esse aumento tende a reduzir o volume livre dentro do
fluido, esse fator dificulta a mobilidade das moléculas e a mudanca de
conformacdo do polimero, assim a existéncia de cadeias poliméricas geram
pontos rigidos na estrutura, diminuindo a mobilidade, consequentemente,

aumentando a Tg.

33



—VAI
——PVAI

Fluxo de Calor (u. a)

Endo

0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura(°C)

Figura 15. Calorimetria diferencial de varredura do VAI.CI (monémero) e do PVAI (polimero).

Quando analisamos os monémeros e o0s polimeros complexados, o
comportamento de aumento da Tg também € observado, no entanto, nessas
amostras, a Tg é ainda maior quando comparadas ao polimero puro. Esse
fendmeno pode ser explicado pela presenca de um grupo lateral volumoso
(Eu®* e Tb®") que tendem a ancorar a cadeia polimérica, exigindo maiores
niveis de energia para que a cadeia adquira mobilidade®®°® como podem ser

observados nas figuras: Figura 16, Figura 17 e Figura 18.

Esse fato ainda € coerente com o valor encontrado para a Tg de
PVAITb (62 °C) sendo o maior valor de todas as amostras, haja visto que o ion
Térbio possui maior massa molar quando comparado ao Eurdpio, presente nos
outros complexos.>® Na Tabela 6 encontram-se todos os valores admitidos para
a Tg dos compostos em analise.
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Tabela 6. Valores da temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos compostos: VAICI, VAIEu,
VAIEu-Bdicetona, VAITb, PVAI, PVAIEu, PVAIEu-Bdicetona e PVAITb.

Amostra Temperatura de Transi¢do Vitrea
VAI.CI 20°C
VAIEu 29 °C
VAIEu-Bdicetona 26 °C
VAITb 20°C
PVAI 52 °C
PVAIEu 40 °C
PVAIEu-Bdicetona 46 °C
PVAITh 62 °C
20 25 30 35 40 45 50
—— VAIEu
——PVAIEuU

——

Fluxo de Calor (u.a)

Endo
&«

Temperatura (°C)

Figura 16. Calorimetria diferencial de varredura do VAIEu (monémero) e do PVAIEu

(polimero).
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Figura 17. Calorimetria diferencial de varredura do VAITb (monémero) e do PVAITb

(polimero).
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Figura 18. Calorimetria diferencial de varredura do VAIEu-Bdicetona em (a) (mondmero) e do

PVAIEu-Bdicetona em (b) (polimero).
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3.5 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

O GPC, é uma técnica utilizada na determinacdo das massas molares dos
polimeros formados, em que o0s materiais serdo analisados a partir dos
diferentes tamanho que possam possuir. A cromatografia de permeagéo em gel
€ uma técnica de cromatografia liquida, caracterizada por apresentar uma fase
movel, responsavel por solubilizar e carrear o material durante a analise, e uma
fase estacionaria, que sera responsavel por separar o material nas diferentes
fracOes por tamanhos de cadeia. A fase estacionaria geralmente é uma coluna
preenchida com um copolimero de estireno/divinilbenzeno, microparticulado de
porosidade especifica, responsavel por separar as cadeias poliméricas de

acordo com o seu tamanho como mostrado na Figura 19.%°
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Figura 19. Funcionamento de uma coluna de exclusédo por tamanho. (Adaptada da ref.5%).

69093995959,
@

em fungfo do tamanho [ ] ]

Amostra fracionada %..
L ] )

Varios tipos de massas molares médias podem ser encontrados de

acordo com o célculo matematico sendo as mais utilizadas: Mn, Mw .62
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e Massa molar numérica média (Mn)

A Mn, é definida como sendo a massa molar de todas as cadeias,
dividida pelo numero total de cadeias, assim, essa massa molar analisa o

namero de cadeias presentes na amostra geral.

e Massa molar ponderal média (Mw)

A Mw é outra maneira de se calcular a massa molar média, onde a
massa molar de cada fracdo contribui de maneira ponderada para o célculo da
média.

Com base nos valores das massas molares médias (Mw e Mn)
resultantes da distribuicdo de massa molar determina-se a dispersédo de massa
molar (Pwm). Esse valor € sempre maior ou igual a 1. Quando Mw é igual Mn
tem-se um polimero monodisperso, ou seja, todas as cadeias tém o mesmo
comprimento (mesma concentracdo). Quando a diferenca entre Mw e Mn é
pequena, a dispersdo de massa molar é dita estreita e quando nédo, é dita
larga.>®

Na Tabela 7 estdo sumarizadas as massas molares médias (Massa
molar numérico média (Mn), Massa molar ponderal média (Mw) e
polidispersividade (Mn/Mw)). Os resultados de GPC indicaram a formagéo de
polimeros com elevadas massas molares, 19.782 u.m.a para o PVAI e 18.331

u.m.a para o PVAITD.

Tabela 7. Valores de Mn, Mw, € Mn/Mw encontrados para PVAI e PVAITb
Amostra Mn Mw Mn/Mw

PVAI 19.782  35.790 1.809

PVAITb 18.331  19.098 1.042

Quando comparadas entre si, observamos que a amostra PVAI possui
Mn menor que a de PVAITb ao passo que o contrario era o esperado. Essa
discrepancia de resultados é explicada pelo fato de complexos de metais
sofrerem descomplexacdo durante a analise cromatogréfica. Com o resultado
de Mn/Mw inferior a 2,0 para as duas amostras € possivel afirmar que a reagéo

predominante para a formacgédo dos polimeros foi de condensacéo.%?
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3.6 Espectroscopia de fluorescéncia

A Figura 20 mostra os espectros de emissdo no estado estacionario do

mondmero e seu respectivo polimero, adquiridos em solu¢do aquosa.
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Figura 20. Espectros de emissao do VAI (preto) e PVAI (vermelho).

Os espectros de emissdo do VAILCI e PVAI apresentam uma banda
larga centrada em = 450 nm tipica das transi¢des =« - ©* do grupo imidazol.®

A presenca do ligante ionicamente marcado e a geometria com a qual
este se coordenou ao centro metalico teve uma influéncia direta nos padrdes
de emissdo dos compostos, no que diz respeito as transicdes geradas e suas
respectivas intensidades.

Os espectros dos complexos VAIEu, PVAIEu (Figura 21) VAIEuU-
Bdicetona, PVAIEu-Bdicetona (Figura 23) e VAITb, PVAITb (Figura 22)
apresentam as transicées °Do—’F; e °Ds—’F; tipicas dos ions Eu3* e Th3* e
bandas largas centradas em 451 nm e 465 nm, atribuidas aos ligantes
organicos VAIL.CI e PVAI, respectivamente. Estes resultados sdo um indicativo
de que a excitacdo indireta dos centros emissores ndo € um canal fotofisico
eficiente. Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura, em que

liguidos ibnicos atuam como antena mas com sensitizagdo reduzida,
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produzindo assim, complexos de baixa luminescéncia, quando irradiados com
uv.®
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Figura 21. Espectros de emissédo do VAIEu (preto) e PVAIEu (vermelho).

Os espectros mostram a existéncia de apenas um sinal correspondente
a transicdo °Do—’Fo de baixa intensidade.®* De acordo com as regras de
selecdo para as transicbes regidas pelo mecanismo de dipolo elétrico, a
presenca dessa transicao indica que ha pelo menos um sitio de simetria sem
centro de inversdo, observadas apenas se o0 grupo de simetria referente ao
sitio de coordenacéo for Cn, ou Cny, ou Cs.5567 Desta maneira, os espectros de
emissao do VAIEu, PVAIEu, VAIEu-Bdicetona e PVAIEu-Bdicetona também
revelam indicios de mais de uma espécie em equilibrio em solucao.
Nockemann mostra que a especiacdo de Ln em TSILs apesar de pouco
abordada na literatura, de fato pode ocorrer.%68

A transicdo °Do — ’‘F1 de média intensidade é permitida por dipolo
magnético, portanto insensivel ao ambiente quimico e ganha intensidade
relativa em compostos com centro de invers&o.56.:69

Com maior intensidade no espectro, a transicdo °Do — ‘F2 é fortemente
afetada por mudancas no ambiente quimico, sendo conhecida como

hipersensitiva. Essa transi¢céo é dipolo elétrico induzida. Segundo o formalismo
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de Judd, em ambientes onde ha auséncia de um centro de inverséo, as regras
de paridade néo se aplicam, de maneira que as transicdes 4f6 — 4f° se tornam
transicdes entre os estados.®®

Quanto mais simétrico o sitio em que o ion esta inserido maior a
intensidade da transicéo °Do — “F4, € essa também é influenciada quando ha a
presenca de estruturas na forma de dimeros ou polimeros. Assim, a formacao
da estrutura polimérica do PVAI também é comprovada observando os
espectros de emissdo dos complexos poliméricos.”

Os espectros de emissdo dos complexos de Th®* sdo apresentados na
Figura 22. As transicdes °Ds—7F; tipicas do fon Tb3* ndo séo hipersensitivas e
ndo ha transicdes controladas puramente pelo mecanismo de dipolo
magnético, esses dois fatores impossibilitam atribuicbes referentes ao
ambiente quimico de coordenacdo do ion Tbh3" e dos respectivos calculos

usando a teoria Judd-Ofelt.”t
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Figura 22. Espectros de emisséo do VAITb (preto) e PVAITb (vermelho).

41



No intuito de melhorar a transferéncia de carga metal-ligante, novos
complexos foram projetados, com a razao de um ligante VAI.Cl ou PVAI, e dois
ligantes B-dicetonados para cada ion Eu®*, a fim de manter a solubilidade em
agua e intensificar a resposta luminescente dos complexos. Os complexos
obtidos de eurdépio contendo ligante B-dicetonado apresentam espectros
(Figura 23) dominados pelos padrées de emissdo °Do — F1 e °Do — F2 e
5Do — “F4 do fon Eu®*. A transicdo hipersensitiva, °Do — ’F2, é responsavel por
79% e 76 % dos espectros de VAIEuB-dicetona e PVAIEuB-dicetona
integrados. As amostras apresentam uma intensa coloracdo vermelho sob
radiagdo ultravioleta em 395 nm, e a banda do ligante ndo é observada nos
espectros desses complexos, o que sugere a boa transferéncia de carga metal-

ligante.

F —— VAIEupdicetona
2 |—— PVAIEupdicetona
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Figura 23. Espectros de emissdo do VAIEu-Bdicetona (preto) e PVAIEu-Bdicetona

(vermelho).

Também foram obtidos os espectros de excitagdo dos complexos a
temperatura ambiente, através do monitoramento das transi¢cdes *Do — 'F2 do

Eu®* e D4 — “Fs do Tbh3*. Os espectros resultantes dos complexos de Eus*,
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Figura 24 e Figura 25, apresentam uma larga banda centrada em 340 nm, que

é tipica para a transicdo So—S: do ligante organico.%*
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Figura 24. Espectros de excitacdo do VAIEu (preto) e do PVAIEu (vermelho). A presenca de

banda de transferéncia de carga (TC), sdo observadas nos dois compostos.

Os espectros de excitacdo dos complexos sdo dominados por um
padréo de linhas finas, caracteristicos das transicées 4f-4f dos ions Ln3*. Isso
significa que o caminho fotofisico, principal responsavel pela luminescéncia
dessas amostras, € dado através de excitacdo direta do metal. Ainda assim,
nos espectros de excitacdo had uma banda larga centrada em 340 nm
mostrando que o VAI.Cl e o PVAI atuam como ligante antena, ainda que a
sensitizacao seja reduzida. Isso fez com que a emissédo no vermelho (VAIEuU e
PVAIEu) e no verde (VAITb e PVAITb) dos complexos fossem pouco intensas,
quando irradiados com UV.°

Os espectros dos complexos com ligantes Pdicetonados em suas
estruturas (Figura 25) apresentam uma larga da banda de excitacéo designada
ao ligante em 320 nm que confirma a predominancia de um processo indireto
de excitacdo do metal, ou seja, a transferéncia de energia inter-sistema
ligante—metal € determinante para a intensa luminescéncia observada nessas
amostras. Algumas bandas inerente as transicdes caracteristicas da excitacéo

direta do ion Eu®*também puderam ser observadas.’
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Figura 25. Espectros de excitagdo do VAIEu-Bdicetona (preto) e PVAIEu-Bdicetona

(vermelho).

Os espectros de excitacdo dos compostos VAITb e PVAITb adquiridos a
temperatura ambiente monitorando a transicdo mais intensa °Ds—'Fs (545 nm),
sdo apresentados na Figura 26. A presenca de uma larga banda centrada em
388 nm e 397 nm referente a transicdo = — =n* do ligante VAIL.Cl e PVAI,
respectivamente, evidencia que a fotossensibilizacdo através do processo

indireto (via ligante) é responsavel pela luminescéncia do material.®
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Figura 26. Espectros de excitacdo do VAITb (preto) e PVAITb (vermelho).
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3.7 Tempo de vida de fluorescéncia (1)

O tempo de vida de fluorescéncia (r) € o tempo médio que um fluoréforo
permanece no estado eletronicamente excitado Si apds excitagdo por uma
fonte de radiacdo. O 1 é definido como o inverso da soma das constantes de
velocidade para todos os processos de despovoamento do estado S1.7?

A emissdo de um foton de fluorescéncia a partir de um fluoroforo néo
ocorre numa altura fixa. Em vez disso, uma distribuicdo de tempos é
observada, que pode ser descrita por uma fungéo de decaimento exponencial
ou, no caso de multiplos centros emissores, uma soma de n exponenciais.*®

Uma expressdo para o tempo-de-vida de luminescéncia pode ser
facilmente obtida considerando um sistema de dois niveis. Considerando que
ambos os processos radiativos e nao-radiativos atuam no decaimento da
populacdo do estado excitado, o tempo-de-vida do estado emissor é dado pela
equacdo 1. Onde: N(t) € o numero de espécies no estado excitado em um
tempo t apos a excitacao.

dN(t)/dt = (Arad + Anrad )N(t) -
Equacao 1

Os termos Arad € Anrad S80 as taxas de decaimentos radiativos e n&o-
radiativos, respectivamente. Derivando-se a Equacdo 1, obtém-se uma
expressao que evidencia um decaimento exponencial da populacdo do estado

excitado (Equacdo 2). Onde, Atotal = Arad + Anrad.®*

N(t) = Noexp (_ Atotal t) 5
Equacao 2

Nas medidas de luminescéncia o nimero de moléculas no estado
excitado ndao é medido diretamente, mas sim, a intensidade de luminescéncia
que é proporcional a N(t). Portanto, na equacdo 2, N(t) e No podem ser

substituidos pelos respectivos valores de intensidade I(t) e lo.

I(t) = lpex p(_ Atotal t) 5
Equacéo 3

A taxa de decaimento total e o tempo-de-vida do estado emissor, s&o
relacionados pela expressao: Awtal =1/1.54 A partir da curva de decaimento de
luminescéncia, o tempo-devida do estado emissor e, consequentemente Atotal,

é calculado através de um ajuste da curva I(t) versus t ou In I(t) versus t. Deve-
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se ressaltar que o primeiro tipo de curva exibe um comportamento exponencial,
enquanto que o segundo representa uma reta.

Do ponto de vista gréfico, este Ultimo permite uma andlise direta de
possiveis desvios dos dados ajustados. Assim, pode-se afirmar que para um

decaimento monoexponencial temos:

1) =1 (exp (~3))

Equacéo 4
No entanto, a interacdo de complexos em superficies sélidas, pode gerar
um ambiente altamente heterogéneo. Assim, varias espécies emissoras podem
estar presentes nesses sistemas, havendo a necessidade de curvas de
decaimento multiexponencial.”® Portanto, a intensidade de luminescéncia é
dada como um somatorio das contribuicdes de cada espécie, evidenciado, na
Equacdo 5: Em que n representa o numero total de espécies emissoras no

material.

0= 1 (exp (-)

i=1
: Equacéo 5

Quando o decaimento de Iluminescéncia de um sistema é
multiexponencial, a maneira natural de definir um tempo de decaimento médio

¢ dado pela Equacdo 6.3’ Onde |i sdo os fatores pré-exponenciais ou

amplitude e Ti representa o valor do tempo de vida para cada componente.

<t>=1X IiTiz/Z IiTi
Equacéao 6

Neste contexto, os dados de decaimento de luminescéncia dos ions Eu3*
e Th3 nos compostos estudados no presente trabalho foram analisados com
base nos gréficos de Ln I(t) versus t.

As curvas de tempo de vida para os complexos VAIEu e PVAIEu foram
obtidas apds excitacdo a 395 nm, enquanto se monitorava a transi¢cdo °Do —
’F2 (Figura 27). A curva de decaimento do VAIEuU apresentou um bom ajuste bi
exponencial com tempos de vida de 0,25 e 0,73 ms, a temperatura ambiente.
Esse curto tempo de vida esta associado ao canal de decaimento ndo-radiativo

controlando os processos de relaxagéo, devido ao acoplamento vibrénico com
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as moléculas de agua complexadas diretamente ao Ln haja visto que os
osciladores da ligacdo O-H sao responséaveis pelo maior efeito de supresséo
dos estados excitados do ion Eu3*.”> O mesmo processo explica o baixo tempo

de vida médio tm 0,40 ms do complexo PVAIEu. Por se tratar de um polimero
com a possibilidade de diferentes populacdes de Eu®* emissores utilizou-se o
Tm cOm 0 intuito de minimizar o efeito desses varios estados emissores no

calculo do tempo de vida.

Equation y = y0 + A1%exp(-(x-x0)t1) +

< A2%exp(-(x-x0)t2)

©

O

2 Adj. R-Square 0.99973

o Value Standard Error

= S1 y0 -1663.25732  19680.33412

2 St x0 0.05 -

— 51 At 2 42046E6 -
S1 t1 021772 0.05757
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Equation ¥y =y0 + A1%exp(-(x-x0)t1) + AZ%exp{-(x-x0)t2) + AFexp
(-(x-x0pt3)

()

= Adj. R-Square 099996
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a s1 y0 85534.79523 93449 47904
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Figura 27. Curvas de decaimento de tempo de vida do VAIEu (a) e do PVAIEu (b) adquiridos
em temperatura ambiente, através das excitagfes em 395nm, durante o monitoramento das
transicoes®Do —7F2 do Eu®*. As linhas vermelhas soélidas correspondem ao melhor ajuste, R?>
0,99.
As curvas de tempo de vida para os complexos VAIEu-Bdicetona e
PVAIEuBdicetona foram obtidos ap0s excitacdo a 375 nm, enquanto se

monitorava a transicdo °Do — ‘F2 Eu®* a 615 nm (Figura 28).
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Equation ¥ =y0 + AT e p(-(x-x0)t1) + AZ e p(dx-x0Mt2) + A3%exp
{-(x-x0)t3)
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Figura 28. Curvas de decaimento de tempo de vida do VAIEu- Bdicetona (a) e do PVAIEuU-
Bdicetona (b) adquiridos em temperatura ambiente, através das excita¢cdes em 395nm, durante
0 monitoramento das transi¢des®Do —’F2 do Eu3*. As linhas vermelhas sélidas correspondem

ao melhor ajuste, R? > 0,99.

Os tempos de vida para esses dois complexos foram melhores ajustados
por uma curva de decaimento multiexponencial definidos com tempos de vida
médios de tm 0,585 ms para VAIEu-Bdicetona e tm de 0,39 ms para o
polimero PVAIEuBdicetona. Para esses complexos, as aguas coordenadas
diretamente ao Eu®* também interferiram de forma a suprimir os estados
emissores do Ln reduzindo assim o tempo de vida de luminescéncia desses
compostos.

A curva de decaimento do estado excitado °Ds, obtida a temperatura
ambiente pelo monitoramento da transicdo °Ds—’Fs, estd apresentada na
Figura 29. Os complexos VAITb e PVAITb também apresentaram tempos de

vida relativamente baixos quando comparados com outros complexos de
Tb3+_76'79
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Equation y=y0 + Al exp(-(x-x0)t1) + AZ*exp(-(e-x0t2)
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Figura 29. Curvas de decaimento de tempo de vida do VAITb (a) e do PVAITb (b) adquiridos
em temperatura ambiente, através das excitacdes em 396 nm e 310 nm, respectivamente,
durante o monitoramento das transices °Ds —’Fs do Tb3*. As linhas vermelhas sdlidas

correspondem ao melhor ajuste, R? > 0,99.

Os valores encontrados para o VAITb foram de 1.0,48 ms e 1. 0,18 ms
quando ajustados a uma curva de decaimento bi exponencial e para o
complexo PVAITb o tempo de vida médio foi de 0,325 ms. Esses valores
diminutos também podem ser atribuidos aos osciladores O-H das moléculas de
agua coordenadas. Ainda é possivel inferir que a energia do estado excitado
tripleto encontra-se abaixo do estado emissor °D., considerando que o
processo de retrotransferéncia de energia € um dos principais mecanismos de

supressdo da luminescéncia de complexos de Th3+.80
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3.8 Imageamento celular

Superada a limitagcdo de obtencdo de complexos de Ln soluveis em agua, os
mesmos foram finalmente testados como sondas em experiéncias de
bioimageamento para marcar células de cancer MCF-7. Em primeiro lugar,
observa-se que ambos os complexos foram capazes de transpor a membrana
celular e nenhuma precipitacdo foi observada durante os ensaios celulares,
caracteristicas altamente desejadas.

As amostras incubadas com VAIEu mostraram um padrdo de coloracdo
difuso por todo citoplasma da célula (Figura 30 imagens de AC e EG). Ja as
amostras incubadas com VAITb mostraram um padrdo de coloracdo menos
difuso, que foi associado com a regido perinuclear das células, e
correlacionada com a regido do reticulo endoplasmatico (Figura 31, imagens A-
C e E-G).
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Figura 30. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-H a direita) incubadas com VAIEu. Imagens de A-C e E-G mostram o padrao de multi-
emissdo (azul, verde e vermelho). A regido nuclear (N) é mostrada por um vazio central, as cavidades secundarias (indicadas pelas setas brancas e
amarelas) pode ser associadas a endossomos precoces e tardios, respectivamente, devido a sua forma, tamanho e posicdo celular. Imagens de D e H

mostram os aspectos morfolégicos de células normais. Barra de referéncia de 25 um.
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Figura 31. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-G a direita) incubadas com VAITb. As imagens de A-C e E-G mostram o padrdao multi-
emissivo (azul, verde e vermelho). O vazio central referenciado como (N) é a regido nuclear, o aspecto de coloracdo na regido perinuclear esta
correlacionada com a regido do reticulo endoplasmaético (setas brancas). Imagens de D e H mostram os aspectos morfoldgicos de células normais. Barra de

referéncia de 25 pm.
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Ambos o0s compostos mostraram padrdes multi emissivos por
fluorescéncia (azul, verde e vermelho), nenhuma afinidade para a regiédo
nuclear e eram permedveis a membrana plasmatica, tal como mostrado por
coloracdo de amostras vivas (Figura 30 e Figura 31). Curiosamente, foram
observados espacos vazios nos citoplasmas das células para amostras vivas e
fixadas De acordo com o tamanho e a forma dos espacos vazios, esses podem
ser endossomos precoces (na regido periférica da célula, indicados por setas
brancas) e endossomos tardios (regido perinuclear, indicados por setas
amarelas) (Figura 30).

As amostras incubadas com PVAIEu mostraram um padrdo de
coloracdo especifico no citoplasma da célula. Este composto parece estar
acumulado em vesiculas que, devido a sua dimensao e posicao da célula
perinuclear, poderia ser endossomos ou lisossomos tardios (Figura 32 imagens

E-G cabeca da seta).
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Figura 32. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-G a direita) incubadas com PVAIEu. Imagens de AC e EG mostrar o padrdo de multi emisséo
(azul, verde e vermelho). O vazio central referenciado como (N) € a regido nuclear. Interessantemente, em células vivas o aspecto de coloragcdo sugerem
uma acumulacéo de vesiculas que podem ser no fim dos endossomos (cabecgas de seta). Imagens de D e H mostram os aspectos morfologicos células

normais. Barra de referéncia de 25 um.
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As amostras incubadas com PVAITb também mostraram um padrdo de
marcagcao menos difuso, e foram encontradas associadas com a regido
perinuclear das células. Devido a distribuicdo, podemos especular que este
composto pode estar acumulado no reticulo endoplasmatico (Figura 33
imagens AC e EG). Também foram observados espac¢os vazios (cabecas da
setas Figura 33) no citosol da célula para ambas as células vivas e fixadas.
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Figura 33. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-G a direita) incubadas com PVAITb. Imagens de A-C e E-G mostraram padrdes multi-
emissivos (azul, verde e vermelho). O vazio central referenciado como (N) é a regido nuclear. O aspecto de coloragdo na regido perinuclear esta
correlacionado com a regido do reticulo endoplasméatico. Ambas as amostras (vivas e fixadas) mostram vazios no citoplasma da célula que podem ser
endossomos precoces e tardios (setas brancas e amarelas), devido a sua posi¢do, forma e tamanho. Imagens de D e H mostram os aspectos morfologicos

células normais. Barra de referéncia de 25 pm.
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Devido ao tamanho, a forma e a posi¢cao dos vazios centrais no citosol,
infere-se que esses podem ser endossomos precoces e tardios no qual o
composto pode ter sido excluido ou nédo introduzido. Ambos os compostos
mostraram varios padrbes de emissao (azul, verde e vermelho), nenhuma
afinidade para a regido nuclear e eram permeaveis a membrana plasmatica, tal
como mostrado por colora¢do das amostras incubadas em células vivas (Figura
32 e Figura 33). As amostras incubadas com VAIEu-Bdicetona mostraram um
padrdao de marcacao especifica no citoplasma da célula, associada a regiao
nuclear. Também foi observado um padréo de coloracdo granular associado ao
VAIEu-Bdicetona quando incubadas com células vivas (Figura 34 imagens A-
D), que pode indicar a acumulagéo em vesiculas. As amostras fixadas mostram

uma coloragédo perinuclear, sem o padréo granular (Figura 34 imagens E-G).
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Figura 34. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-G a direita) incubadas com VAIEu-Bdicetona. Imagens de A-C e E-G mostram o padrédo de
multi emisséo (azul, verde e vermelho). O vazio central referenciado como (N) é a regido nuclear. As células vivas (imagens A-C) mostram um aspecto de
coloracdo granular sugerindo que o composto foi acumulado em vesiculas do citoplasma (cabecas de seta). As células fixadas mostram a mesma coloragéo

perinuclear sem aspectos granulares. Imagens de D e H mostram os aspectos morfoldgicos células normais. Barra de referéncia de 25 um.
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As amostras incubadas com PVAIEu-Bdicetona mostram um padrao de
marcacao especifica no citoplasma da célula associada a regido nuclear
(Figura 35, imagens A-C). Também foi observado um acumulo deste composto
em vesiculas perto da membrana plasmatica que esta correlacionada com
endossomos tardios, devido ao seu tamanho, forma e posicdo celular (Figura

35, imagens A-C, ver cabecgas de seta).
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Figura 35. Células MCF-7 vivas (A-D a esquerda) e fixadas (E-G a direita) incubadas com PVAIEu-Bdicetona. Imagens de A-C e E-G mostrar o padréo de
multi emissdo (azul, verde e vermelho). O vazio central referenciado como (N) € a regido nuclear. As imagens obtidas em células vivas mostram uma
acumulacé@o do composto em vesiculas no citosol (cabecas de seta) proximo ao nicleo, provavelmente de endossomos tardios (devido a sua forma, tamanho
e posicao celular). Coloracao perinuclear especificos (imagens A-C e E-G). Ambas as amostras mostram vazios no citosol celular (setas brancas), que pode
ser endossomos precoces e tardios devido a sua posi¢do, forma e tamanho. Imagens de D e H mostram os aspectos morfolégicos células normais. Barra de

referéncia de 25 pm.
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Esses aspectos morfologicos estdo de acordo com o que ja foi
observado em ensaios de bioimageamento realizados com outros compostos
contendo Eu3®* quando incubadas com células vivas® (Figura 32 imagens A-C).
As amostras fixadas mostram a coloracdo perinuclear usual sem o padrao
granular (Figura 35 imagens E-G), tal como ja observado para compostos
contendo Tb3" quando incubadas com células fixadas (Figura 33 E-G).
Curiosamente, observou-se vazios nucleares no citoplasma de células de
ambas as amostras vivas e fixadas, (Figura 35) devido sua forma, tamanho e
posicdes, podem ser endossomos precoces. Estes vazios indicaram que esse
composto nao apresentou nenhuma afinidade para as organelas do citosol.
Efeitos citotbxicos ndo foram detectados, resultando em alteracdes
morfologicas externas das células. A morfologia celular normal € mostrada por

meio de imagens de contraste de fase (imagens Figura 30 — Figura 35 D e H).

62



4. Conclusoes e

Perspectivas
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4.1 Conclus0des e Perspectivas

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho pode-se sintetizar, caracterizar
e aplicar essas novas classes de sondas luminescentes ionicamente marcadas.
Oito novos compostos foram preparados sendo um PLIs, denominado PVAI,
quatro complexos de eurépio e dois de térbio. Os compostos foram
caracterizados por RMN, IV, andlises térmicas, bem como suas propriedades
fotofisicas foram investigados por meio de analises espectrofluorimétricas.

A espectroscopia de fluorescéncia permitiu identificar as limitacbes e
fontes de supressao da luminescéncia que afetaram o rendimento quantico de
alguns complexos. Tanto a energia do estado tripleto quanto a absorcédo de
energia dos osciladores O-H sao fatores contribuintes.

Esses complexos compdem uma classe atrativa de novos compostos
estaveis e sollveis em agua, com elevado potencial como uma nova familia de
sondas moleculares para aplicagdo em bioimageamento. Todos os complexos
foram testados em experimentos de imageamento celular como sondas
luminescentes. Além disso, as diferentes seletividades apresentadas pelos
complexos (quando comparados entre si) abrem um novo caminho para o
desenho racional de novos bioprobes fluorescentes seletivos com base nas
estratégias aqui descritas.

Com os resultados deste trabalho, propostas para novas moléculas com
estruturas derivadas de PLIs com propriedades luminescentes foram
elaboradas, com o objetivo de se aprimorar ainda mais as propriedades
espectroscopicas compostos derivados desses ligantes.
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5. Sessao Experimental
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5.1 Equipamentos

> RMN: Os espectros de!lH RMN e 3¥3C RMN foram registrados em
espectrometro Bruker Avance Ill 600MHz. Magneto Supercondutor ASCEND,
Sonda BBFO e software Advanced Il HD consol, utilizando como solvente D20
(® = 4,88 ppm) e CDs3OD (& = 3,31, 4,78 ppm e 49,2 ppm). Os deslocamentos
quimicos expressos em & (ppm) com referéncia ao TMS (6 = 0 ppm), e os
padrées de acoplamentos definidos por: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), m
(multipleto), dd (duplo dupleto), td (triplo dupleto), dt (duplo tripleto) e bl (banda

larga).

» FTIR-ATR: Os espectros de IV foram adquiridos em espectrdmetro Varian
640 IR operando com software Varian Resolution. Os espectros realizados em
ATR foram obtidos pela média de 32 scans em uma escala de 4000 cm™ a 600
cml. Os experimentos obtidos em cela de KBr tiveram a média de 16 scans e
escala de 4000 cm™* a 400 cm™. Todos os espectros foram coletados a 19 °C

(temperatura da sala do equipamento).

> Espectrofotdbmetro de Fluorescéncia: Os espectros de fotoluminescéncia
foram adquiridos em: Espectrofluorimetro Lumina Thermo Scientific e software
Luminous, equipado com uma fotomultiplicadora Hamamatsu e lampada de Xe
de 400 W. As medidas foram realizadas com 300 scans, com voltagem de 600
V, tempo de integracdo 20, slit de excitacdo com abertura de 2,5 nm e slit de

emissao com abertura de 10 nm.

» Espectrofotdometro de fluorescéncia - Curvas de decaimento de tempo
de vida: Os tempos de vida de luminescéncia foram coletados em um
espectrofluorimetro  FLUOROLOGS3 ISA/Jobin- Yvon equipado com uma
fotomultiplicadora Hamamatsu R928P, um fosforimetro SPEX 1934 D, uma
lampada de Xe de 450 W e uma lampada de Xe-Hg de 150 W. Todos os
espectros foram corrigidos para a resposta espectral dos monocromadores, e 0
detector via correcao espectral fornecida pelo fabricante. As solu¢gbes aguosas

foram preparadas com concentragcéo de 1.00 mmolar.
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» Analisadores térmicos: As curvas de TGA/DTA foram obtidas em
analisador térmico Shimadzu (modelo DTG-60H) em atmosfera de N2 com
vazdo de 30 mL mint do gas em cadinho de platina e aguecimento de 30 °C a
950 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min?t. As curvas de DSC foram
adquiridas em um analisador térmico Shimadzu modelo: DSC-60 (Shimadzu
Scientific Instruments) em atmosfera de hélio e nitrogénio com vazao de 30 mL
min-t do gas em panelinha de aluminio. As andlises seguiram o mesmo perfil:
rampa de aquecimento de -80 °C a 200 °C, arrefecimento de 200 °C a 80 °C, e
uma outra rampa de aquecimento de -80 °C a 200 °C. As taxas de
aquecimento e arrefecimento foram constantes (10 °C min') e os dados
obtidos a partir da segunda rampa de aquecimento foram utilizados para

determinar a temperatura de transicao vitrea.

» Cromatografia de permeacdo em gel (GPC): As andlises de
cromatografia de exclusdo por tamanho foram realizadas no Cromatégrafo
GPC Max ve 2001, GPC Solvent/Sample Module, Viscotec. Com as seguintes
condicdes de andlise: Vazdo: 0,8 mL mint; Temperatura: 40 °C; Volume de
injecdo: 110 uL: Composicao fase mével: agua deionizada com 0,1 M NaNOs e
0,02% azida sddica; Concentracdo da amostra: 5 mg mL?; Tipo de coluna (set
de colunas, faixa de MM): 3 colunas SB-806M com limite de exclusdo 2x10’
(colunas com recheio misto) Volume de excluséo: 45 mL; Tipos de detectores:
viscosimétrico, UV, IR, espalhamento de luz; Padrbes utilizados: PEO 19K é

utilizado como calibrante e Dextran como referéncia.

» Microscopia confocal de varredura a LASER: As imagens celulares
foram obtidas em microscopio confocal de varredura a Laser Leyca, modelo
TCS SP5. As imagens foram adquiridas com laser operando a 25% de
poténcia, em modo de duas varreduras por linha e com “pinhole” em abertura
de 0,95 pm.
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5.2 Sintese dos compostos

Para a obtencédo do VAI.CI realizou-se uma reacao de substituicdo nucleofilica
do tipo Sn2 entre o vinilimidazol e acido cloroacético levando a formacédo do
Cloreto de 1-metil-3-N-carboxivinilimidazolio (VALCI) (Esquema 1) com 92%
rendimento.

Sintese do VAI.Cl. Em um baldo de duas bocas e atmosfera inerte,
adicionou-se 6,25 g de acido cloroacético (66 mmol) solubilizado em 20 mL de
acetonitrila. Em intervalos de 30 minutos aliquotas de 1 mL de vinilimidazol
foram adicionadas a mistura reacional de modo a completarem o total de 5,195
g de vinilimidazol necessarios para a reacdo, (53 mmol). A mistura € mantida
por 48h a uma temperatura de 80 °C. O produto formado (um sélido branco) foi
lavado exaustivamente com acetato de etila. Para garantir a remocao total de
quaisquer impurezas, lavou-se o solido também com acetonitrila (= 10 mL) e,
ao final desse procedimento, o sélido branco foi seco sob alto vacuo. Ao final
do processo obteve-se rendimento de 92%.

Sintese do PVAI. Realizou-se uma reacédo de polimerizacéo radicalar
com o mondémero VAI.CI (Esquema 2). O produto obtido ao final da sintese foi
lavado exaustivamente com acetato de etila e acetonitrila para retirada do
mondmero que nao reagiu. Ao final da lavagem o produto foi seco sob vacuo e
o rendimento obtido foi de 85%.

Em tubo de schlenck adicionou-se uma mistura de 2g de VAILCI (10
mmol), 0,289 de 2, 2- azobis(2-metilpropilonitrila) (1,3 mmol; 11,2%), e 8 mL de
metanol e sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida o tubo é vedado e
aquecido a 70°C por 48 horas. Apds o término da reacdo o solvente foi
removido em rotaevaporador e o solido obtido: Poli-cloreto de 1-vinil-3-N-
carboximetilimidazélio (PVAI), foi lavado exaustivamente com acetato de etila e
seco sob alto vacuo. A partir do VAI.Cl e PVAI, quatro novos complexos de
Th3* e Eu* hidrossollveis foram sintetizados. (Vide Esquema 3 e Esquema 4).

Os complexos foram obtidos solubilizando em 30 mL de agua destilada,
0,17 mmol de Eu(NOs3):.5H20 ou de Th(NOs):.5H-0 e 0,53 mmol de VAI.CI (ou

PVAI) mantidos sob agitacéo e temperatura ambiente por 30 minutos. Para os
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complexos com 4,4,4-Trifluorol-fenil-1,3-butanodiona utilizou-se 2 equivalentes
de Bdicetona e 1 equivalente de VAI.CI (ou PVAI).

Para essas reacfes é fundamental o ajuste do pH até 6. Assim, uma
solucdo etandlica de KOH foi preparada e gotejada lentamente ao meio
reacional.® A solugéo é entédo rotaevaporada e o sélido seco sob alto vacuo. Os

rendimentos das sinteses de complexacéo sao quantitativos.
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6. Anexos
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6.1 Espectros de RMN
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IH RMN do VAI.CI (600 MHz, D20) & ppm: 9,10 (1 H, s), 7,83 (1H, t, J = 1,8 Hz), 7,60 (L H, t, J = 1,8 Hz), 7,19 (1H, dd, J = 15,4 e
8, 8 Hz), 5,85 (1H, dd, J= 15,6 € 2,8), 5,48 (1 H, dd, J= 8,8 € 2,9), 5,13 (1H, s).
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7,79 (1 H,s) 7,68 (2H,s) 7,35 (11 H, dd, Jun = 15,6 e 8,6 Hz), 6,00 (5 H, d, Inn = 2,6 Hz), 5,98 (1 H, d, Jnn = 2,9 HZz), 5,97 (5 H, d,
Jun = 2,9 Hz), 5,95 (1 H, d, Jnun = 2,6 Hz), 5,49 (10 H, dd, Jhw = 8,8 e 2,9 Hz), 5,45 (1 H, dd, Jnn= 8,6 € 2,8 Hz) 5,30 (1 H, s), 5,22
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73



MOHG(S)
@)
n / \ METHANOL-d4
N N OH %
L0
—
CI S
I
PVAI
136.5 1285 : 1205 1200 1195 1190 : 1095 109.0 1085 510 505 500 435 450 485
MO3(m)
MO04(s)
MO2(s) . Mos(s)
o —
MO1(s R LY
A 5 alg b

o 2 N S g &

— S 9V i

1 ™ \ N — i

o)) — | Yo

% I J | \

| L |

IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|I
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0]

3C RMN do PVAI (150 MHz, CD3OD) & ppm: 169,1, 168,3, 137,9, 135,8, 129,9, 126,0, 120,3, 124,8, 122,0, 110,7, 110,5,

110,1, 60,8, 53,9, 51,3, 29,6, 19,8.
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5,85 (1 H, dd, J= 15,8 e 2,9), 5,47 (1 H, dd, J= 8,6), 4,75 (L H, s).
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13C RMN PVAIEuU (150 MHz, D20),5 ppm: 180,7, 171,3, 139,0, 138,1, 131, 2, 128,7, 126,8, 126,5, 125,8, 122,0, 113,3, 112,7, 59,2,
57,7, 56,7, 53,3, 53,0, 52,0, 42,3, 42,0, 28,9, 24,8, 21,4.
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IH RMN do VAIEu-Bdicetona (600 MHz, CDzOD): 5 ppm 9,32 (1 H, s) 8,00 (1 H, d), 7,9 (L H, d) 7,75 (L H, d), 7,4 (2 H, s) 7,25 (2
H, dd) 7,17 (2 H, dd, J= 15,6 e 8,6 Hz), 6,89 (2 H, dd, J= 15,4 e 8,88 Hz) 5,89 (1 H, dd, J= 15,4 e 2,6 Hz), 5,61 (1L H, dd, J= 15,4 e
2,2 Hz), 5,41 (1L H, dd, J= 15,4 e 2,6 Hz) 3,35 (2 H, s).
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IH RMN do PVAIEu-Bdicetona (600 MHz, CDsOD) & ppm: 9,31 (1 H, s) 9,17 (1 H, s) 8,01(1 H, bl), 7,93 (1 H, m) 7,71 (1 H, bl), 7,6
(1 H, bl) 7,53 (1 H, bl), 7,42 (1 H, q), 7,26 (2 H, dd) 6,96 (1 H, bl), 6,53 (4 H, t, Jun = 7,3 Hz) 6,4 (1 H, bl) 6,25 (1 H, bl), 5,92 (1 H,
dd) 5,89 (1 H, dd), 5,66 (1 H, dd), 5,43 (1 H, dd) 5,38 (1 H, dd) 5,25 (1 H, dd) 5,19 (1 H, s), 4,52 (6 H, s), 4,09 (1 H, s), 3,88 (1 H,
m), 3,78 (L H, s), 3,69 (1 H, m), 3,35 (8 H, s), 2,55 (1L H, s), 2,1 (1 H, m), 1,63 (1 H, m), 1,57 (1L H, m), 1,43 (L H, s), 1,11 (1 H, d),
1,05 (1 H, m).
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13C RMN do PVAIEu-Bdicetona (150 MHz, CD30D) sem ampliacéo.
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13C RMN do PVAIEu-Bdicetona (150 MHz, CD30OD),5 ppm 168,7, 168,1, 142,5, 137,9, 134,9, 129,9, 129,3, 125,9, 125,4, 123,9,
122,0, 120,4, 120,1, 119,0, 110,6, 109,8, 89,3, 86,0, 53,7, 51,0, 50,3, 42,2, 40,3, 30,5, 26,7, 25,3, 23,6, 23,2, 19,6, 14,4.
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