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Resumo

Comparado com os materiais fluorescentes
organicos tradicionais, os compostos de lantanideos
apresentam algumas caracteristicas que os tornam
atrativos por aumentarem a seletividade e
sensibilidade em bioanalise: grandes “stokes-shift”,
a forte intensidade de fluorescéncia da banda
principal do complexo e tempo de decaimento
longo. E Apresentam uma gama de aplicagdes: sdo
usados como marcadores luminescentes em
imunologia (fluoroimunoanalise), em Ressonancia
Magnética (imagens), em cromatografia gasosa, em
cromatografia liquida de adsor¢do, em analises
espectrofotométricas ¢ como  antioxidantes,
determinagdo de perdxido de hidrogénio [5], entre
outras. A determina¢do H,0O, tem uma variedade
grande de aplicagdes, por exemplo, como sensor de
glicose, baseado no aumento da luminescéncia de
um complexo tetraciclina-lantanideo devido ao H,0,
gerado  enzimaticamente em  concentragdes
fisiologicas de glicose.

Foi verificado também um aumento na
luminescéncia do complexo tetraciclina-eurdpio
(EuTc) na presenga de peroxido do uréia adicionado
a solucdo aquosa de tetraciclina-eurdpio.

As solugdes foram preparadas com pH neutro e
a luminescéncia visivel dos lantanideos foi detectada
apods uma incubagdo das amostras por 10 minutos.

Parametros Opticos como, absor¢dao e a sec¢do
de choque de emissdo, tempo de vida do Ln, indice
de refracdo, densidade e probabilidade de
transferéncia de energia foram obtidos.

Palavras-chave: lantanideos, tetraciclina, perdxido
de  hidrogénio, transferéncia de  energia,
fluorescéncia.

Introducdo

As propriedades luminescentes dos ions
trivalentes de lantanideos (Ln’") em solugdes
aquosas foram estudadas com a finalidade de
desenvolver = marcadores  fluorescentes  para
aplicagdes [1] biomédicas. Embora tenham
coeficientes de absor¢do fracos, ¢ possivel obter uma
alta luminescéncia de complexos lantanidicos
quelando estes ions fortemente na estrutura da
tetraciclina. As tetraciclinas ( figura 1) t€m diversos
grupos proton-ativos que oferecem possibilidades
diferentes de complexacdo dos ions de lantanideos

dependendo do pH [2]. Nestes sistemas, intensa
luminescéncia do ion origina-se da transferéncia de
energia intramolecular através do estado excitado do
ligante ao nivel de emissio do fonLn*[3].
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Figura 1 — Tetraciclina

Foérmula Molecular: C,,H»4N,Oq

A luminescéncia dos ions lantanideos
provenientes das camadas 4f ¢ -eficientemente
utilizada como alternativa aos marcadores
fluorescentes moleculares, particularmente onde
existem problemas de autofluorescéncia devido a
suas propriedades Opticas caracteristicas. Estas
caracteristicas incluem tempos de vida da
fluorescéncia da ordem de mili ou microssegundos,
emissdes estreitas (<10 nm), grandes ‘Stokes-shift’,
auséncia de auto absorgdo, alta eficiéncia quantica
(~1) e excelente solubilidade [4].

Um aumento significativo na luminescéncia dos
lantanideos particularmente nos complexos de
tetraciclina-Eurépio (III), foi observado na presenca
do peréxido de hidrogénio (H,0O,) [5]. Este efeito
pode ser usado para melhorar os limites de deteccao
na determinacdo da tetraciclina, mas parece ter um
potencial ainda maior na biomedicina desde que
quase todas as oxidases (enzimas) produzem H,0,
durante suas atividades [6]. Esse ¢ também o
primeiro marcador fluorescente a base de lantanideo
que pode ser excitado por laser de diodo de 405nm.

Neste trabalho nds estudamos as propriedades
opticas dos complexos tetraciclina-lantanideo
(Eurodpio, Térbio, Itérbio, Neodimio, Hoélmio e
Erbio). Uma vez que os espectros de absor¢io destes
lantanideos ocorrem no visivel, e infravermelho
proximo, estudando complexos de tetraciclina-
lantanideo (LnTc) ¢ possivel mapear as melhores
condi¢des para obter uma formacdo eficiente do
complexo.



Materiais e Métodos

Todos os sais inorginicos eram de pureza
analitica e foram obtidos do Sigma Aldrich e
Molecular Probe. Todas as solugdes foram
preparadas em 13 mmol L™ 3-(N-Morpholino) 4cido
propanesulfonico (Mops de Carl Roth, Alemanha).
A tetraciclina-HCl usada era padrao secundario
gentilmente fornecida pela Industria Farmacéutica
Bunker Ltda. O peroxido de uréia 16% usado neste
trabalho ¢ uma composi¢do de 16% de peroxido de
uréia , 3% de Nitreto de Potassio 0,11% de Fluor da
F & A Laboratério Farmacéutico Ltda.

Solucdo I: 2,7 g do Mops em 100 mL de agua
destilada com NaOH para ajustar o pH a 6.9.

Solugdo II: 63 mmol L' de Ln*" (Eu, Tb, Er,
Ho, Nd, Yb). Correspondente a massa em gramas de
LnCl3.6H,0) em 10 mL da solugdo de Mops.

Solugdo III: 21 mmol L' de solugdo de
tetraciclina.

50,5 mg de tetraciclina em 50 mg de hidrocloreto de
tetraciclina em 10 mL da solugdo de Mops.

Solugdo IV: solugdo LnTc .

Misturamos 10 mL da solucao II com 10 mL da
solugdo III.

Os espectros de absor¢do de todas as amostras
foram medidos em temperatura ambiente na escala
200 nm - 2500 nm usando um Espectrometro Varian
Cary 17 D. Os espectros de emissdo foram obtidos
excitando as amostras, apoés uma incubagdo de 10
minutos, pois a reagdo do peroxido é lenta, com uma
lampada Xenonio de 300 watts. As emissdes das
amostras foram analisadas com um monocromador
de 0,5 m (Spex) e detectados por uma
Fotomultiplicadora. O sinal foi amplificado com um
amplificador de sinal e freqiiéncia EG&G 7220 e
processado por um computador.

Para determinar os tempos de vida foi usado um
sistema da excitagdo que consiste em um oscilador
paramétrico optico ajustavel (OPO de OPOTEK)
bombeado pelos segundo e terceiro harmonicos de
um laser Nd-YAG Q-switched da Quantel. Este
sistema laser entrega pulsos de 20 mJ com duragdo
de tempo de 4 ns e taxa da repeticdo de 10 Hz, e
pode ser ajustado de 0,41 um a 2,0 pum. Os tempos
de vida de luminescéncia dos lantanideos foram
detectadas por uma fotomultiplicadora S-20 e
analisados usando amplificador de sinal em
evolucdo temporal (PAR 4402), e osciloscopio
digital de 200 MHz Tektronix TDS 410. Os erros
relativos nas medidas da emissdo foram estimados
para ser < 5% enquanto que os erros nas medidas do
tempo de vida sdo < 10%.

Os indices de refracdo foram obtidos com um
refratometro de Zeiss Abbe e as densidades foram
obtidas pelo método de Arquimedes.

Resultados

O espectro da solucdo III, tetraciclina em
soluc@o de agua destilada e MOPs esta representada
na figura 2. Verificamos a partir deste espectro que
a tetraciclina apresenta trés bandas de absor¢do na

regido do ultravioleta em torno de 249, 278 e 360
nm. Os espectros de absor¢do Optica de todas as
solugdes Lantanideos-tetraciclina (LnTc) foram
obtidos e sd3o mostrados na Figura 3. Nessa figura
nés observamos que os lantanideos em estudo,
Eurdpio (Eu), Erbio (Er), Neodimio (Nd), Térbio
(Tb) e Itérbio (Yb) podem formar complexos com a
molécula da tetraciclina. Em todos os complexos
LnTc, a banda de absorg¢do da tetraciclina deslocou-
se para a regido do visivel quando perturbada pelo
ion lantanideo. Quando comparado com a banda de
absor¢dao da tetraciclina, mostrada na figura 9, o
complexo YbTc teve a menor alteragdo , ~ 5 nm, € 0
complexo EuTc teve a maior alteragdo, ~ 40 nm. A
concentragdo de ions de lantanideos ¢ extremamente
pequena e somente a banda da tetraciclina ¢
observada no espectro de absorcao.
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Figura 3. Absor¢do Optica de complexos LnTc.

Nessa figura nds observamos que os lantanideos
em estudo: Eurdpio (Eu), Erbio (Er), Neodimio
(Nd), Térbio (Tb) e Itérbio (Yb) podem formar
complexos com a molécula da tetraciclina. Em todos
os complexos LnTc, a banda de absor¢do da
tetraciclina deslocou-se para esquerda quando



perturbada pelo ion do lantanideo. O complexo
YbTc teve a menor alteracdo , ~ 5 nm, e o complexo
EuTc teve a maior alteragdo, ~ 40 nm. A
concentragdo de ions de lantanideos é extremamente
pequena e somente a banda da tetraciclina é
observada no espectro de absorgéo.

Para verificarmos qual o a melhor lantanideo
para formagdo do complexo com a tetraciclina,
obtivemos o espectro de emissdo da tetraciclina, que
ocorre em torno de 520 nm (figura 4), e essa
excitagdo ¢ transferida ao ion de lantanideo que
emite luz com suas principais propriedades. Os
lantanideos estudados, Eu, Er, Ho ¢ Nd tém banda
de absor¢d@o na faixa de emiss@o da tetraciclina, ja a
banda absor¢do do Tb e Yb tem pouca ressonancia
com essa banda de emissao.
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Figura 4. Emisséo da Tetraciclina excitada a 405 nm

Como pode ser observado na figura abaixo
(figura 5) o Eurdpio tem seu nivel de energia de
absor¢io °Dy na mesma faixa de energia que ocorre
a emissdo da tetraciclina, isso significa que a
absor¢do do Eu tem muita ressondncia com a
emissdo da Tc, por outro lado o préximo nivel de
energia do Eurdpio "F esta distante o suficiente para
que haja uma grande probabilidade da energia ser
emitida em forma de foton, ou seja, ocorre uma
transicdo radiativa. Lembrando que as transicoes
dipolo-elétricas seguem as seguintes regras de
selecdo: A =0,+2,+4,+ 6, excluindo 0 « 0.

Enquanto que no caso do Er, Ho e Nd ha
grandes chances dessa energia ser perdida em forma
de calor (transi¢@o ndo-radiativa) justamente por que
os niveis de energia sdo muito proximos. Ja o Tb e o
Yb, como dito anteriormente, ndo tém ressonancia
com a tetraciclina.
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Figura 5 — Diagrama de energia do Europio

A intensidade da luminescéncia do Eurdpio,
cujos niveis de energia sio mostrados na Figura 5,
origina-se da transferéncia de energia intramolecular
através do estado excitado da tetraciclina ao nivel de
emissdo do Eu’". O processo de transferéncia de
energia ressonante ocorre quando um doador em um
estado eletronicamente excitado transfere sua
energia de excitagdo a um aceitador vizinho. Se o
espectro de emissdo da molécula doadora sobrepuser
o espectro de absorcdo do ion aceitador, e os dois
estiverem dentro de um raio espacial minimo, o
doador tem uma probabilidade elevada de transferir
sua energia de excitagdo ao aceitador através do
acoplamento intermolecular dipolo-dipolo de longo
alcance.

Uma teoria proposta por Theodor Forster [8] em
1940 descreveu inicialmente as interagcdes
moleculares envolvidas em transferéncia de energia
ressonante. Forster desenvolveu também uma
equacdo formal definindo o relacionamento entre a
taxa de transferéncia, a distancia entre cromo6foros, e
as propriedades espectrais dos cromoforos
envolvidos.

Usando a teoria de Forster de transferéncia de
energia, um processo nao radiativo, para os
complexos de tetraciclina-eurdpio (EuTc) nds
obtivemos diversos pardmetros importantes. O
microparametro (Cp,) envolvido em transferéncia de
energia dos estados excitados do doador (Tc) ao
aceitador (Eu’") pode ser calculado por:

6
C. = Reio-a)
DA =

b

onde 1p ¢ a tempo de vida total do estado do doador
sem a presenga do aceitador. O raio critico R¢ ¢
calculado usando o método da sobreposicao das
seccdes de choque de emissdo (doador) e absor¢do



(aceitador) usando a seguinte expressdo valida para
transferéncia de energia ressonante:

R =T gy

(27)'n
onde C ¢ a velocidade de luz, n ¢é o indice de refragdo
do meio, e S(A) é a integral da sobreposicao entre a
seccdo de choque de emissdo e absor¢ao do doador e
do aceitador (4,88 x 107 cm?), respectivamente,
calculados para transferéncia de D-A. A secdo de
choque da emissdo do Tc foi obtida da emissdo
mostrada na figura 2:

A SE(A)
n’8acz, [SE(1)dA

o,(4)

onde n ¢ o indice de refragdo do complexo EuTc,
SE(A) € o espectro de emissdo, g € o tempo de vida
radiativo (considerada transicdo permitida dipolo-
dipolo de ~10ns) e o tempo de vida da emissdo do
doador ¢ de 25 ps [9].

Os espectros de absor¢do da solu¢ao EuCl;.H,0
(solugdo II) foram medidos e foi estimada a sec¢do
de choque transversal de absor¢do do Eu’* (~5x107"*
em?, Ggp= o/ [Ln*']).

A sobreposi¢do observada prediz eficiente
transferéncia de energia da Tc para o Eu’". O
pardmetro microscépico de transferéncia de energia
obtido usando o célculo integral da sobreposi¢do foi
Cpa~3,15x 107" cm®s e Rc~14,1A. Para estes
valores foi possivel calcular a probabilidade de
transferéncia de energia (3,9x10's™) dada por:

CDA
R6

WDA =

Com estes pardmetros nods obtivemos uma
eficiéncia de transferéncia de energia dipolo-dipolo
de somente 0,015%. Nos consideramos que o
mecanismo de troca de elétrons de transferéncia de
energia deve ser mais eficaz do que o mecanismo
dipolo-dipolo no complexo EuTc. Para o mecanismo
de troca, para rendimentos quanticos de
luminescéncia de 50% nds obtivemos o Rc =2,6 A.

Os espectros de emissdo dos complexos de
LnTc também foram obtidos, excitando as amostras
com uma ldmpada de Xenonio ¢ um filtro em 405
nm. Somente o complexo de EuTc mostrou uma
emissdo vermelha forte em 619 nm no qual a
intensidade ¢ uma fun¢do do pH. Como ¢ conhecido,
a adi¢do do perdxido de hidrogénio em solugcdo com
pH controlado resulta em um aumento na
intensidade da banda de emissdo. Uma concentragio
ideal em fungdo do pH (7.0) foi obtida através de
medidas de emissdo ( figura 6) e de tempo de vida
da fluorescéncia (figura 7), adicionando um volume
controlado de NaOH na solugdo IV.
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Figura 6. Efeitos do pH na intensidade de emissdo
do complexo EuTc. Cada ponto representa uma
adi¢@o de 0,1mL de solugdo alcalina na anterior.

O pH neutro estabiliza a solu¢do fazendo com
1 3+ ret . g

que o ion Eu™" ocupe sitios da tetraciclina formando
o complexo EuTec, caso contrario, por exemplo para
pH maiores ocorre a precipitagdo de Eu(OH); , e
para pH menores, o ion lantanideo reagiria com
acidos do MOPs o que causa uma diminui¢do na
intensidade de fluorescéncia do complexo.
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Figura 7. Mapeando a melhor condicao de

intensidade de pH para o complexo EuTc por tempo
de vida de fluorescéncia.

Observou-se um pequeno encurtamento no
tempo de vida da fluorescéncia (40 ps a 20 ps) com
crescimento no pH.

Foi observado (figura 8) que com o acréscimo
de peréxido de hidrogénio na solu¢do EuTc, em pH
controlado, h4& um aumento na intensidade de
fluorescéncia , que € proporcional a concentracdo de
H,0; na solugdo [5]. Desta forma, o complexo EuTc
pode ser usado como sonda de H,O,. Lembrando
que o H,O, é um dos produtos da atividade de quase
todas as oxidases, e isso possibilita um estudo
quantitativo da atividade da respectiva enzima.
Assim, através da deteccdo do peroxido de



hidrogénio consegue-se medir, indiretamente, a
concentragdo de glicose, por exemplo:

GOx
Glicose + O, + H,0 & D-gluconolactone + H,0,

Na condi¢do de pH ideal foi observado, pela
primeira vez, um aumento na luminescéncia do
Eurdpio com adi¢do do peroxido de uréia na
solu¢do, como nds podemos ver em figura 8. A
forma da banda de emissdo e um deslocamento para
a regido azul com a composi¢do das solugdes,
revelando que o fon Eu’® pode ocupar locais
diferentes na estrutura da molécula.

0.0040

EuTe
0.0036 —s— EuTc + Hydrogen peroxide
r—a— EuTc + Urea paroxide
00032 | a S o™
L B L]
00028 |- e ?“--'Jk-\n \
| |
—_ | | \
3 oooA | |'I / -.. '\
L | .
2 oo | [ \ ;
_ I . f \
B pooe | [ " \
1] o Il { .'.ll I|
L I | \ |
00012 i " Y b
f { Y Y
0.0008 jf \
0.0004 - ) e .\11.“ \\1‘
-l B!
0.0000 s bl
C L 1 L 1 L
80D B0 820 B30

Camprimenta de Onda (nm)

Figura 8. Emiss@o do complexo EuTc com adiggo de
peroxido de hidrogénio e de peroxido de uréia.

Acreditamos que este aumento pode ser usado
para determinar uréia em solugdo. A uréia ¢
produzida primeiramente no figado e secretada pelos
rins e € o principal produto final do metabolismo
animal. E o veiculo preliminar para a remogio da
amonia toxica do corpo. A determinacdo da uréia é
muito util para que o médico avalie a fun¢do do rim
dos pacientes. Em geral, aumentos no nivel da uréia
sdo associados com a nefrite, isquemia renal,
obstrucdo do aparelho urinario, e determinadas
doengas extras renais, doengas de figado e diabetes.
Os niveis diminuidos indicam a insuficiéncia
hepatica aguda [7].

Os indices de refracdo de cada amostra também
foram medidos e os resultados sdo mostrados na
tabela 1:

Complexo Composigao Indice de
P POSI§ Refracdo
Europio
EuTc EuCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3385
(amarelo) |+ MOPS
EuTc EuCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3465
(vermelho) |+ MOPS + luz UV
EuTcPH EuCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3387
(laranja) + MOPS + H,0,
EuTcPC EuCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3565
(amarelo) |+ MOPS + peréxido de
uréia
EuTcEdta | EuCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3370
(amarelo) |+ MOPS + EDTA
Hélmio
HoTc HoCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3380
(amarelo + MOPS
escuro)
Itérbio
TbTc TbCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3376
(amarelo) |+ MOPS
Neodimio
NdTc NdCl;.H,O+ Tetraciclina | 1,3560
(amarelo) |+ MOPS
Tabela 1. Indice de refracdo dos Lantanideos
estudados.

Para estudar a dependéncia do indice de
refracdo com a concentragdo do lantanideo, noés
utilizamos o complexo de NdTc (por questdes
praticas e econdmicas, porém poderiamos ter feito
este estudo com qualquer outro Ln*") de maior
concentragdo, preparando-o sempre 0 mesmo
volume, controlado, adicionando a solugdo II em
partes complementares na solugdo IV. O valor do
indice de refracdo do complexo NdTc, como poderia
ter sido escolhido qualquer outro, foi plotado num
grafico em fungdo do coeficiente de absor¢do (a ) de
cada amostra e é mostrado na figura 9. Nos podemos
observar para o indice de refragdo tem uma
dependéncia linear com a concentragdo do Nd (o ¢
proporcional a concentragdo). Este comportamento
linear pode ser explicado considerando que a
ampliacdo da concentracdo do Nd, promove uma
ampliagio na  densidade da solugdo e
conseqiientemente uma perda da velocidade da luz,
aumentando, assim, o indice de refragdo.
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Figura 9 - Dependéncia do indice de refracdo de
complexos de NdTc com coeficiente de absor¢ao do
Nd.

Conclusbes

Os complexos LnTc foram estudados e somente
o complexo de EuTc mostrou uma emissdo elevada
do lantanideo. Este efeito pode ser atribuido as
ramificagdes das emissdes dos lantanideos
estudados, que levam a emissdes ndo-radiativas
(Er**, Ho"" e Nd*") ou ndo-ressonantes com a banda
de emisséo da tetraciclina (Tb*" e Yb*").

Um estudo do indice de refragdo das solugdes
foi feito mostrando que este pardmetro ¢ muito
importante para se estimar a concentracdo dos
lantanideos.

A transferéncia de energia entre o Tc e o Eu foi
estudada e um raio critico de interagio de 14,1A
para a transferéncia dipolo-dipolo foi obtido. Para o
mecanismo de troca de cargas o raio critico
calculado foi de 2,6 A.

Essa caracterizagdo Optica pode ser utilizada
para verificacio das melhores condigdes do
complexo EuTc como sonda de peroxido de
hidrogénio em aplicagdes biomédicas em fluidos
corporeos, como sangue € urina.

Finalmente um aumento da emissdo do Eu com
introdugdo do peroxido de uréia na solugdo de EuTc
sugere um método novo para a determinagdo do
peroxido de uréia em solugdes aquosas.
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