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RESUMO

Lourenco, A.V.S. Particulas de silica amino-funcionalizadas contendo complexos de TR*
para aplicacio como marcadores em ensaios biologicos. 2010. 210p. Tese (Doutorado) —
Programa de P6s-Graduacao em Quimica Inorgénica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Este trabalho apresenta o processo para obtencao de particulas de silica amino-funcionalizadas
contendo complexos de TR** utilizando os métodos de Stdber e por micro-ondas. Os espectros de
absorcao no infravermelho das particulas TR-BTC-Si preparadas pelo método de micro-ondas
exibiram bandas de absor¢do atribuidas aos modos vibracionais dos complexos TR-BTC e da
rede de silica, indicando a incorporagao destes complexos na matriz SiO,. Por outro lado, os
complexos Eu-(B-dicetonatos) preparados pelo método Stober mostraram apenas as bandas
atribuidas a estrutura da rede de silica, devido a dupla camada de revestimento de silica. As
morfologias das particulas de silica amino-funcionalizadas contendo complexos de TR®" foram
visualizadas usando a técnica MEV. As diferengas nas morfologias entre o complexo precursor e
o material amino-funcionalizado pode ser atribuido a presenca da silica na superficie do material.
Além do mais, o método da ninidrina indicou a presenc¢a de grupos amina (-NH;) na superficie
destes materiais. Os espectros de emissdo dos materiais funcionalizados com os complexos de
Eu’" ¢ Tb®" apresentaram as bandas de emissdo da transi¢io intraconfiguracional dos ions Eu®"
(5D0—>7FJ, J=0-6)¢ Tb>" (5D4_)7FJ, J = 6-0), exibindo cores caracteristicas de emissao vermelha
e verde, respectivamente. E observado um decréscimo nos valores dos pardmetros Q, dos
materiais Eu-(p-dicetonato)-Si e Eu-BTC-Si comparados com os respectivos complexos, devido
a diminui¢do da intensidade da transigado *Do—>"F,, indicando um maior carater centrossimétrico.
Conseqiientemente, os fons Eu’" nos materiais com silica estdo em um ambiente quimico menos

polarizavel do que nos complexos, sugerindo uma menor contribui¢do do mecanismo de
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acoplamento dindmico. Os altos valores dos €4 para os sistemas com silica Eu-(B-dicetonato)-Si e
Eu-BTC-Si comparados com os valores de €, reflete a intensidade extremamente alta da
transicao *Do—F4 observada nos espectros de emissdo. Este resultado corrobora com o maior
carater centrossimétrico e evidencia a incorporagio dos complexos de Eu’" na rede de silica. Foi
realizado um fluoroimunoensaio usando os compostos amino-funcionalizados, que mostraram
uma luminescéncia e propriedades fisico-quimicas eficientes para atuarem como marcadores
bioldgicos. O marcador optico foi conjugado com o anticorpo anti-oxLDL, que se liga a um
suporte especifico com o antigeno oxLDL. Portanto, estes materiais sdo candidatos promissores

para conjugacdo molecular em clinicas de diagndstico.

Palavras-chave: Terras raras; silica; fotoluminescéncia; lipoproteina de baixa densidade; ensaios

biologicos; marcadores luminescentes.
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ABSTRACT

Lourenco, A.V.S. Amino-functionalized silica particles containing RE** complexes for
application as label in biological assays. 2010. 210p. PhD Thesis — Graduate Program in
Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo.

This work presents the process to obtain amino-functionalized silica particles containing
complexes of trivalent rare earth ions (RE*") using Stéber and microwave methods. Infrared
spectra of the TR-BTC-Si particles prepared by microwave method exhibited absorption bands
assigned to the vibrational modes of the TR-BTC complexes and silica network, indicating that
the complexes have been incorporated in the SiO, matrix. However, due to double coating of the
silica network, the IR spectra of the Eu-(B-diketonates) complexes prepared by Stober method
showed only bands assigned to the silica structure. The morphologies of the amino-functionalized
silica particles containing RE®" complexes were examined using SEM technique. The difference
in morphology between the complex precursor and amino-functionalized material can be
attributed to the silica network on the material surface. Besides, the ninhydrin method confirmed
the presence of amine groups (-NH;) in the functionalized materials. The emission spectra of the
functionalized materials containing Eu®” and Tb®" complexes showed the emission bands
originated from the intraconfigurational transitions of the Eu’" (°Dy—'Fj, J = 0-4) and Tb*"
(D4—'Fy, J = 6-0), exhibiting red and green color emission, respectively. It is observed
decreasing values of experimental intensity parameters (€2;) of the Eu-(p-diketonate)-Si and
Eu-BTC-Si materials when compared with the complex precursors, owing to the decreased
intensity of the *Do—'F, transition, indicating a higher centrosymmetric character. As a result,
the Eu’" ions in silica materials are located in a chemical environment less polarizable than in the

complexes, suggesting a smaller contribution of dynamic coupling mechanism. On the other
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hand, an abnormally high intensity of the >Dy—F, transition was observed, which is reflected by
the high values of Q4 of the silica systems, Eu-(p-diketonate)-Si and Eu-BTC-Si, compared with
the Q, ones. These spectroscopic data corroborate with a higher centrosymmetric character,
indicating the incorporation of the Eu®" complexes in the silica network. A fluoroimmunoassay
was developed using the amino-functionalized compounds that exhibit efficient luminescence
and physical and chemical properties suitable for optical label. The biolabel was then chemically
conjugated to anti-oxLDL antibody, which is linked in a specific support with oxLDL antigen.

The result showed that it is a promising candidate for molecular conjugation in clinical diagnosis.

Keywords: Rare earths; silica; photoluminescence; low density lipoprotein; biological assays;

luminescence markers.
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Capitulo 1 - Introdugao

1. Introducio

Nas ultimas décadas, as terras raras conquistaram novos campos de aplicacdo
tecnologica. Atualmente, estes elementos contam com varios tipos de aplicagdes, tais como:
catalisadores (no tratamento de emissdes automotivas € no craqueamento do petroleo) [1];
materiais magnéticos; materiais luminescentes em amplificadores para comunicagdo Optica,
componentes de dispositivos conversores de luz, marcadores luminescentes para bioensaios,
eletroluminescéncia, triboluminescéncia ¢ mesmo em materiais laser etc.[2-4].

As propriedades fotoluminescentes dos compostos de terras raras tém fascinado
inimeros pesquisadores, devido as suas caracteristicas bandas finas de absor¢dao e emissao.
fons terras raras trivalentes (TR*) formam compostos com vérios tipos de entidades
quimicas, emitindo eficientemente nas regides espectrais: ultravioleta proximo (Ce’" e Gd*"),

+ + . + +
3% amarelo, Dy3 ; laranja, Sm’** e vermelho, Eu® ), € no

visivel (azul, Tm’"; verde, Tb’" e Er
infravermelho proximo (Nd*", Er’", Tm*" e Yb™) [2,5].

As terras raras (TR) compreendem de 17 elementos da tabela periddica, que envolve
tanto a “série do lantanio” que varia do elemento lantanio ao lutécio - La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm,
Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Re, Tm, Yb e Lu (Z = 57-71) como também os elementos Y (Z=39) e o
Sc (Z = 21) [6]. Os estados de oxidagdo mais comuns dos ions terras raras sdo +2, +3 e +4,
contudo o estado +3 ¢ o predominante. No entanto, a configuracao eletronica dos ions terras
raras trivalentes (TR®") ¢é representada por [Xe]4f", que apresenta um aumento gradual no
namero de elétrons N com o nimero atémico, variando de 0 a 14, do ion La®™ (41%) ao Lu’”
(41°).

Uma caracteristica dos elementos lantanideos (Ln = Ce ao Lu) é a ocorréncia da

“contracdo lantanidica”, devido ao aumento da carga nuclear efetiva e, conseqiientemente,

uma diminui¢do uniforme no tamanho com o aumento do numero atdmico [6]. Devido a esta
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particularidade, as propriedades quimicas e fisicas dos lantanideos sdo semelhantes. Portanto,
a dificuldade de separagcdo desses elementos rotulou-se a denominacdo “rara”, embora a
maioria das TRs seja abundante. Por exemplo, os elementos Tm e Lu sdo as terras raras
menos abundantes na crosta terrestre com 0,5 e 0,8 ppm, respectivamente, porém, sao mais
abundantes do que a Ag (0,07 ppm) e o Bi (0,008 ppm) [7]. Por outro lado, o elemento Pm ¢
um caso especial porque dentre as terras raras ndo ocorre na natureza e, portanto, ¢ recuperado
a partir dos subprodutos ou rejeitos da fissdo de combustiveis nucleares.

Uma propriedade importante dos fons TR®>" é que a subcamada 4f" apresenta menor
extensdo de distribuicdo radial comparado com as subcamadas 5s® e 5p° [8]. Desta forma, os
elétrons 4f" encontram—se protegidos do ambiente quimico devido ao eficiente efeito de
blindagem exercido pelas subcamadas 5s® ¢ 5p°. Em particular, os espectros dos compostos
contendo ions terras raras no estado solido, ou em solugdo, ret€ém o seu carater atobmico que
pode agir como sondas espectroscOpicas por apresentarem bandas de emissdo e absorcao
extremamente finas e, portanto, diferem dos metais de transi¢ao d [8,9].

Nas ultimas duas décadas, a técnica de bioensaios com luminescéncia resolvida no
tempo tem utilizado complexos de Eu’" e Tb*" em diagndsticos clinicos [10-14]. O enorme
sucesso da utilizacdo de marcadores a base de TR ¢ a alta sensibilidade, seletividade, tempo
de resposta rapida, flexibilidade e simplicidade na execugao [15,16]. Recentes avancos neste
campo estdo no desenvolvimento de particulas incorporando complexos de TR, tais como
particulas de latex, silica, zirconia, titanato etc. [17], que combina as caracteristicas Opticas
dos complexos e propriedades das matrizes inorganicas. Particulas de silica possuem como
propriedades a alta resiténcia, facil dispersao em agua, biocompatibilidade e atoxicidade.
Além do mais, a superficie das particulas de silica pode ser facilmente modificada para

conjugar com biomoléculas, como proteinas, peptideos, aglicares, anticorpos etc. [10,18].
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A marcacdo de biomoléculas com materiais luminescentes que apresentam atividades
especificas tem aumentado consideravelmente, constituindo processos em escala nanométrica.
A biologia molecular tem proporcionado enormes avangos em reconhecimento molecular e
manipulagdo genética. Sensores quimicos luminescentes para uso em analises quantitativas
podem ser projetados com sensibilidade para detectar quantidades em escala nanomolar de
espécies quimicas.

Neste trabalho foram preparados marcadores luminescentes a base de ions terras raras
(Eu’" e Tb’"), revestindo complexos com silica aminofuncionalizada por meio de dois
métodos diferentes: Stober e micro-ondas. O estudo das propriedades fotoluminescentes
destes marcadores foi baseado nas eficiéncias quanticas de emissao experimental (1), tempos
de vida dos estados emissores (1), estrutura dos niveis de energia e parametros de intensidade
(€2,). Estes marcadores Opticos foram empregados em ensaios para a detec¢do e quantificagdo
do antigeno lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxidized low density lipoprotein -
oxLDL), um dos principais responsaveis por doengas cardiovasculares acarretando

aproximadamente 30% das mortes em 4areas urbanas.
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1.1. Espectroscopia eletronica de terras raras

O design de complexos de TR®" que apresentam alta intensidade luminescente
contendo grupos do tipo B-dicetonatos, carboxilatos, tungstatos, vanadatos, silicatos etc... vem
sendo amplamente investigados dentre os compostos de terras raras. O grande interesse na
pesquisa sobre as propriedades luminescentes destes compostos de coordenagdo ¢ devido,
principalmente, as suas aplicagdes em: diagndstico médico, eletroluminescéncia,
triboluminescéncia € mesmo em materiais laser. Ademais, um numero expressivo de
industrias emprega marcadores Opticos a base de TRs em seus produtos, tais como: na area
farmacéutica, de alimentos, de embalagens, de etiquetas, de papel de seguranga, papel moeda,
de entretenimento etc... Por exemplo, os marcadores luminescentes de seguranga foram
desenvolvidos para evitar falsificagdes e permitir rastreabilidade dentro da sua respectiva
cadeia produtiva.

A importancia da espectroscopia de luminescéncia dos fons TR*" esta diretamente
associada a exibicdo de bandas de emissdo extremamente finas, oriundas das transigcdes
intraconfiguracionais 4f-4f e tempo de vida longo, apresentando propriedades Opticas
singulares. A regra de Laporte proibe transi¢des por dipolo elétrico entre estados de mesma

paridade (A¢ = +£1), por exemplo as transi¢oes 4f—4f para o ion livre (A¢ = 0). Contudo, essa

regra pode ser relaxada quando o sistema atdmico (ion terra rara) encontra-se na presenga de
um campo ligante cuja simetria ndo apresenta centro de inversdo. Isso ocorre porque, nesse
caso, a distor¢cdo da simetria esférica do ion livre leva a uma mistura de configuragdes
eletronicas de paridades opostas (4f" e 4f'5d). Quando a simetria do campo ligante
apresenta centro de inversdo a distor¢do ocorre, mas ndo leva a mistura de estados com

paridades opostas portanto, os estados resultantes continuam com paridades bem definidas e a
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regra de Laporte ndo ¢ violada. Além do mais, o efeito da polarizacdo dos ligantes tem se
mostrado de grande importancia para as transi¢des 4f-4f. [9].

A luminescéncia originada de transi¢des intraconfiguracionais d-d ¢ bem diferente
daquelas oriundas das transi¢des 4f-4f. Os espectros de metais d sdo pobres no nimero de
transi¢des zero-fonon, devido as configuragdes d™ possuirem menos microestados do que as
4fN. A interagdo vibronica d-d é muito mais forte que para o caso das transicdes 4f-4f. Além
do mais, nos elementos de transi¢do d a interagdo do campo ligante ¢ pelo menos uma ordem
de magnitude maior, devido a maior extensdo de distribuicdo radial d e menor efeito de
blindagem. Isto conduz a bandas d-d muito largas [9].

Os complexos de metais de transi¢do d usualmente apresentam um numero de
coordenacdo menor (4 e 6) do que os elementos 4f (7 a 12). No caso dos compostos de
coordenacgao tetraedrais a regra de Laporte ¢ relaxada devido a misturas dos orbitais d-p,
permitindo assim a transicdo d-d. Por outro lado, a regra de Laporte ndo ¢ relaxada em
complexos com simetria octaédrica, exceto para interagdo vibronica que quebra
instantaneamente o centro de inversao, permitindo as transi¢des d-d com menor intensidade
do que nos complexos tetraédricos.

A configuracio eletronica 4" dos fons TR®" conduz o surgimento de varios termos
espectroscopicos (Tabela 1.1) cujas energias sdo dada na seguinte ordem de magnitude:
campo central (10° cm™) > repulsdo intereletrénica (10* cm™) > acoplamento spin-6rbita
(10° cm™) > campo ligante (10° cm™). A interacdo do campo ligante remove a
degenerescéncia dos niveis **"'L; do fon livre gerando um nimero de subniveis de campo

ligante (niveis Stark), que dependem da simetria em torno do ion terra rara [9].
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1.1.1. Luminescéncia de terras raras

De acordo com a configuracdo eletronica dos ions terras raras trivalentes apresentada
na Tabela 1.1, as suas propriedades luminescentes podem ser classificadas em quatro grupos
diferentes [9,19-21].

— O primeiro grupo sdo os ions que apresentam configuragdo com subcamada 4f cheia ou
vazia. Portanto, ndo exibem luminescéncia, pois ndo possuem elétrons opticamente ativos:
Sc* (3d%), Y?* (4d°), La** (4f%) e Lu’" (4f').

— O segundo grupo & um caso especial, considerando que o fon Gd** possui a subcamada 4f’
semipreenchida apresentando um grande gap de energia. Em geral, o nivel emissor do ion
Gd’* ndo aceita transferéncia de energia do estado excitado mais alto do ligante via
transferéncia de energia intramolecular ligante-metal.

— O terceiro grupo, compreendendo dos fons Sm®* (4£), Eu®™ (41°), Tb*" (4f%) e Dy*" (4f°), 6 0
que apresenta gap de energia relativamente grande (Tabela 1.1) entre os niveis do estado
excitado e do estado fundamental. Portanto, complexos contendo estes ions apresentam
uma alta intensidade na luminescéncia via estado tripleto do ligante para o nivel emissor do
fon TR*".

— O quarto grupo ¢ constituido dos ions: Ce’ (4fh), Pr’* (4f), Nd** (4F), Ho™™ (4f'%), Er’”
(4f'"), Tm® (4f'%) e Yb'™ (4f"). Os seus complexos apresentam apenas fraca intensidade
luminescéncia, devido a pequena separagdo dos niveis de energia entre o estado emissor e
estado fundamental. Este fato favorece os processos de decaimentos ndo radiativos através

do acoplamento com os modos vibracionais dos ligantes.
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Tabela 1.1. Propriedades luminescentes dos ions terras raras trivalentes [12].

Elemento  Configuracio TR®® Raio TR*®  Transicio hemissio  Gap de energia”
(termo espectroscopico)  (A) (nm) (em™)
IS¢ [Ar]3d” ('So) 0.68 - _ -
Py [Kr]4d” ('So) 0.88 - - -
La [Xel4f" ('So) 1.06 - - -
*Ce [Xel4f' (*Fsp) 1.03 5d—2Fs), - -
*Pr [Xel4f® CHy) 1.01 3 Po—>Hs 610 3910
D, —>3F, 1000 6940
|G He 1300 -
Nd [Xel4f (‘L) 0.99 s —tlop 1060 5400
'Pm [Xel4f' CLy) 0.98 SEI - -
%2Sm [Xel4f® (°Hsp) 0.96 YGspoCHoy 590 7400
SEu [Xel4f® ('Fo) 0.95 SDo—"F> 615 12300
%Gd [Xel4f' (3S75) 0.94 p7n—%S, 311 32100
“Tb [Xel4f® ('Fe) 0.92 SDs—>"Fs 550 14800
Dy [Xel4f (°Hisp) 091 *Fop>°Hyzn 570 7850
"Ho [Xel4f' CLy) 0.89 SFs—°Le  970,1450 3000
55,534 550 2200
SEr [Xel4f'' (*I1sn) 0.88 4830151 545 3100
Tisn—>"Tsp 1500 6500
“Tm [Xe]4f'? (CHy) 0.87 'Ga—>H 480 6250
Yb [Xel4f"” (CFyp) 0.86 3Fsp—"Fap 980 10250
Lu [Xel4f' ('So) 0.85 - - -

*Valores para ions aquosos.
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Como descrito, as transicdes 4f-4f sdo proibidas pela regra da paridade de Laporte,
seus espectros de emissdo e absor¢do exibem fraca intensidade sob excitacdo monitorada nos
niveis do fon TR?", portanto apresentam baixos valores de coeficientes de absortividade molar
(~1,0 mol L cm™). No entanto, alguns ligantes organicos em compostos de coordenagdo
podem agir como uma "antena", absorvendo e transferindo energia eficientemente para o ion
terra rara e, conseqiientemente, aumentando seu rendimento quantico de emissdo [9]. Deve-se
lembrar que, o primeiro trabalho reportado deste fenomeno foi por Weissman [22] em 1942, o
qual demonstrou que os espectros de emissdo dos complexos de TR, sob excitagio nos
estados dos ligantes resultou em bandas finas de emissdo caracteristicas das transicdes 4f-4f
do ion metélico central.

O interesse no estudo das propriedades de fotoluminescéncia de P—dicetonatos e
benzenotricarboxilatos de TR®" tem crescido consideravelmente, pois estes ligantes podem
atuar como sensibilizadores no sistema atuando como dispositivos moleculares conversores
de Luz (DMCL). O termo efeito antena vem sendo usado para denotar a alta eficiéncia nos
processos de absorcdo pelos ligantes, transferéncia de energia intramolecular e emissao
eficiente do fon TR®" (Figura 1.1), com o intuito de sobrepujar o baixo valor do coeficiente de
absorc¢ao destes ions [23,24].

Uma das etapas mais importante para sistemas moleculares que apresentam alto
rendimento quantico de emissao ¢ a transferéncia de energia nao-radiativa entre os ligantes e
o ion terra rara. A Figura 1.1 apresenta um esquema tipico de diagrama de niveis de energia
que ilustra os possiveis canais de transferéncia de energia intramolecular para compostos de
coordenagao de terras raras.

A Figura 1.1 mostra que ap0s a forte absor¢ao do ligante a partir do estado fundamental

singleto |Sy) para o estado excitado singleto |S;) pode ocorrer trés tipos de processo de
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transferéncia de energia intramolecular ndo-radiativas, através dos quais o estado 4f emissor

|2) do ion terra rara pode ser populado [19,25-28]:

i) O estado excitado doador |S;) transfere energia (T.E.) para um estado excitado 4f de maior
energia |[4) que decai ndo radiativamente populando o estado o estado emissor 4f de menor
energia |2);

ii) O estado excitado 4f de maior energia |4) retro-transfere energia para um estado tripleto do
ligante de menor energia |T;) o qual transfere energia para os estados 4f de mais baixas
energias |3) ou |2);

iii) O estado excitado |S;) do ligante decai ndo radiativamente para o estado excitado de
menor energia |T;) (cruzamento intersistema), que entdo transfere energia para os estados

4f de mais baixas energias |3) ou [2) do fon TR’".

| S1)

|4)
| T1)

13)

12)

Absorc¢io
Emissao 4f-4f
|S0) )
Ligante fon TR*

Figura 1.1. Diagrama de niveis de energia ilustrando os possiveis processos de transferéncia
de energia intramolecular de compostos de coordenacdo de ions terras raras. As setas
pontilhadas representam transferéncia de energia e as setas onduladas representam
decaimentos ndo-radiativos.
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As evidéncias experimentais e tedricas indicam que para compostos de coordenagdo
contendo ions eurdpio e térbio trivalentes o processo iii ¢ dominante comparado com os
processos i e ii [19,25-29], embora existam, também, evidéncias de que para alguns casos a
transferéncia de energia intramolecular direta do estado singleto |S;) para o estado [4) ¢ de
grande importancia (processo i) [30]. Dados experimentais de transferéncia de energia

. A . . 12 -1
intramolecular tém sido determinados com valores entre 10° e 10'% s\

Em geral, o
procedimento experimental adotado tem sido através de medidas de tempos de vida e

supressao de luminescéncia.

1.1.1.1. Fosforescéncia de complexos de Gd**

Compostos de coordenagdo contendo fons Gd** sdo utilizados para se obter
informagdes sobre o estado tripleto excitado (T) de ligantes organicos, considerando que a
banda fina atribuida a transi¢ao 6P7/2—>887/2 do ion Gd>" encontra-se em torno de 32000 cm™.
Geralmente, o primeiro estado excitado tripleto (T;) da maioria dos ligantes encontra-se
localizada em energia mais baixa do que do nivel emissor °p.,, do ion Gd*". Portanto, os
espectros de fosforescéncia dos complexos de Gd** exibem somente as bandas largas de
emissdo oriundas dos ligantes, desde a regido do ultravioleta (350 nm) até visivel e
infravermelho [9].

A vantagem da utilizagdo de fons Gd>* como “branco” ao invés de outros ions terras
raras de camada vazia ou totalmente preenchida como La’" (4f%), Y (3d") ou Lu*" (4f14) que
ndo apresentam elétrons opticamente ativos, esta no fato de que o fon Gd*" possui raio i6nico
muito semelhante aos dos ions Eu’" ¢ Tb>", tornando-o um bom mimetizador dos compostos
destes fons [4,20]. Além do mais, o fon Gd** apresenta elevado paramagnetismo

(configuracdo eletronica 4f"), induzindo a um aumento no processo de cruzamento
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intersistemas dos estados singleto excitados para o estado tripleto (S—T), devido ao aumento
na mistura entre os estados de diferentes multiplicidades (efeito do ion pesado) [31,32].

Os valores de energia dos estados tripletos do ligante TTA [3] em 20492 cm’, foi
determinado por Kai et al [21] através do espectro de emissio do complexo
[GA(TTA)3(H,0),] registrado a baixa temperatura e resolvido no tempo. Além do mais,
Guedes [33] determinou os valores de energia dos estados tripletos para o ligante
acetilacetonato nos complexos de gadolinio nas formas tris e tetrakis: [GA(ACAC)3(H,0)s] e
(O)[GA(TTA),], onde o contra-cation C = Li", Na" e K'. Souza et al. [4,20], fez um estudo
detalhado para obter informagdes das energia dos estados tripleto dos ligantes BTC nos
complexos [Gd(BTC)(H20)n] (BTC = EMA, TLA ¢ TMA), a 77 K, resolvido no tempo

(Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Energias (em cm) dos estados T, dos complexos [Gd(ACAC);(H,0)s],
[Gd(TTA);(H20),] e [GA(BTC)(H,0),] (BTC = EMA, TLA ¢ TMA), a 77 K, resolvido no
tempo.

Complexo de Gd** Estado trip_lleto (Th)
(cm™)
[GAd(ACAC)3(H,0)3] 25000
[GA(TTA)3(H,0),] 20492
[Gd(EMA)(H,0),] 25694
[GA(TLA)(H,0)4] 25523

[Gd(TMA)(H,0)s] 25100
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1.2. Compostos de coordenacio de terras raras

1.2.1. Complexos B-dicetonatos de TR*"

Os ligantes P-dicetonatos sdo compostos organicos que contém dois grupos
carbonilicos separados por um atomo de carbono. A [B-dicetona mais simples ¢ a 2,4-
pentanodiona CsO,Hg, popularmente conhecida como acetilacetona (ACAC). Devido a
presenga dos grupos carbonila e a sua tendéncia para enolizar, as B-dicetonas apresentam um
equilibrio ceto-endlico ilustrado na Figura 1.2. A Figura 1.3a ilustra os [-dicetonatos

utilizados neste trabalho, acetilacetonato (ACAC) e o tenoiltrifluoroacetonato (TTA).

3 3
! RS- R2 R! Ié R’ R! E R?
R‘\C/ “xC/ \C/ %C/ ““'-C‘f-’ \‘C/
T Il —_— Il | —~ | Il
0O O O, 0 o\H__,_,.o
- ~ J “_ —
forma ceto formas endlicas

Figura 1.2. Equilibrio ceto-endlico de B-dicetonas, onde R € o grupo substituinte [9].

A deprotonacdo da B-dicetona provoca a deslocalizacio da ligacdo dupla do equilibrio
gerando um hibrido de ressonancia. Assim, o ion metalico coordena-se com o hibrido, através
dos dois atomos de oxigénio, formando um anel quelato de 6 membros (Figura 1.3b). A

maioria dos B-dicetonatos de terras raras ¢ obtida na forma de tri-complexos hidratados.
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b)
e _
\C—O
N
] R3— C/ < " TR
y/
N
/
N R A
TTA

Figura 1.3. a) Férmulas estruturais dos anions P-dicetonatos: acetilacetonato (ACAC) e
tenoiltrifluoroacetonato (TTA) e b) anel quelato de seis membros dos complexos
TR-(B-dicetonatos), [9].

1.2.2. Complexos benzenotricarboxilatos de TR*

Os ligantes benzenotricarboxilatos (BTC) possuem o grupo carboxilato, R-COO’, que
¢ gerado pela desprotonagdo de um acido carboxilico, R-COOH. Semelhantemente aos
ligantes B-dicetonatos, a carga negativa ¢ estabilizada pela sua deslocalizagdo entre os dois
atomos de oxigénio.

Os acidos benzenotricarboxilicos H;BTC (H;EMA = 4cido 1,2,3-
benzenotricarboxilico; H;TLA = acido 1,2,4-benzenotricarboxilico; H;TMA = acido 1,3,5-
benzenotricarboxilico) constituem um grupo de trés tridcidos (Figura 1.4) que sdo isomeros
geométricos entre si, de forma molecular CoH¢Og. Suas estruturas moleculares diferem entre
si apenas pelas posi¢cdes dos substituintes COOH, o que provoca diferencas relevantes nas
suas propriedades quimicas tais como: solubilidade, valores de pK,, ponto de fusdo [34,35] e

constantes de complexacgao etc. [36].
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OH 0 OH 0
OH
OH 0
Z oA
o)
OH OH
OH 0
acido acido
1,2,3-benzenotricarboxilico © OH 1,3,5-benzenotricarboxilico
H3EMA acido 1,2’4_ HSTMA
benzenotricarboxilico
HsTLA
Figura 1.4. Formulas estruturais dos 4cidos H3;BTC (H;EMA = 4cido 1,2,3-

benzenotricarboxilico; H3;TLA = acido 1,2,4-benzenotricarboxilico e H;TMA = acido 1,3,5-
benzenotricarboxilico) [4].

Os complexos formados com os ligantes benzenotricarboxilatos podem se coordenar a
um ion metdlico de vérios modos. A Figura 1.5 apresenta a forma mono e bidentada
(quelante) em sistemas mononucleares e bidentada do tipo ponte entre dois centros metalicos,

formando dimeros ou polimeros [20,37].

—_— 3+
O TR 0
< N
N\ . /
O O
(a) (b) (©)

Figura 1.5. Modos de coordenacdo dos complexos [TR(BTC)(H,0),]: a) monodentada, b)
bidentada tipo quelante e ¢) bidentada tipo ponte [37].
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1.3. Complexos de TR incorporados na rede de silica

O uso de particulas de silica em bioaplicagdes iniciou com a publicagdo de Stober et
al. [38] em 1968, onde microparticulas e nanoparticulas monodispersas foram preparadas a
partir de um alcoxido de silica (por exemplo, tetraetilortosilicato Si(OC,Hs)s — TEOS). Em
meados da década de 70, técnicas de modificagdo de silanos proporcionaram grupos
funcionais na superficie da particula de silica [39]. Deste modo, as particulas de silicas
modificadas passaram a ser utilizadas em todas as areas de bioaplicagdes [40,41].

Ha dois métodos principais para a sintese de particulas de silica. O primeiro é o
método de Stober, que consiste na hidrolise e condensagdo de um precursor alcoxido em
etanol ¢ amodnia em meio aquoso [38,42]. O método ¢ relativamente simples e tanto
compostos organicos como inorganicos podem ser incorporados nesta sintese. Também ¢
possivel incorporar lumin6foros em silica utilizando a sua interacdo direta com o reagente
silano.

A segunda técnica ¢ o método de microemulsdo reversa [43,44]. Este método ¢
baseado na formagdo de uma microemulsdo reversa agua-O0leo. Os trés principais
componentes que participam da mistura reacional sdo: agua, surfactante e oleo (solvente
organico, em propor¢ao alta em relagcdo a agua). As micelas formadas sdo estabilizadas pela
agua na solucdo de 6leo, e funcionam como pequenos microreatores, onde o silano hidrolisa e
condensa formando as particulas de silica.

Uma vez formadas as particulas, sua superficie pode ser modificada com reagentes
apropriados (Figura 1.6). Devido a versatilidade da quimica do Si, varios grupos funcionais
podem ser introduzidos na superficie das particulas. No entanto, o processo requer uma nova

camada de silica, usualmente a funcionalizacdo ¢ realizada com alquilsilanos. Pode-se tanto
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adicionar um grupo apropriado para acoplamento espontineo com biomoléculas como

também adicionar um grupo nucleofilico, como amina ou carboxilato [45-47].

/

O

‘O—S/i/\/ SH
|

0

‘(CH2)3—NH2
‘(CHz)g,—CH—CO—(CHz)3—COOH

0N
‘ (CH)eO-ClteCH-CH, (CH,);~NH—CH,~CH,~CH,~CHO

Figura 1.6. Representacdo de particulas de silica funcionalizadas com diferentes grupos
funcionais: amina, carboxila, aldeido, epdxi e tiol.

As particulas contendo na sua superficie um terminal amina primdria podem ser
utilizadas em bioensaios realizando imobilizagdo com interacdo covalente. Vale ressaltar que
aminas secundarias e terciarias nao sao reativas nestes sistemas. Para as reacdes de
acoplamento com particulas aminofuncionalizadas pode-se utilizar um agente bifuncional,
que atua como um espagador entre a particula e a biomolécula, para dimunir os efeitos
estéricos na ligagdo da particula e a espécie bioldgica. Este espacador possui dois grupos
reativos, que podem ser iguais (homofuncional) ou diferentes (heterofuncional). Quando o
espacador interage com a particula, ele utiliza um dos dois grupos funcionais (por exemplo,

—NH,, -COOH, —SH etc.) de liga¢do, permanecendo o outro disponivel para a interagdo com
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a espécie bioldgica. Normalmente o espagador homofuncional glutaraldeido ¢ o mais utilizado
em conjugagdes biologicas [41].

As principais finalidades da modificagdo de superficies sdo: a) introduzir grupos
funcionais apropriados para conjugacdo com biomoléculas (-NH,, -COOH, —SH etc.); b)
fornecer estabilidade para as particulas de silica em solugdo e aumentar a dispersdo em agua;
c) preservar a estabilidade e atividade das biomoléculas (anticorpos, proteinas, enzimas etc.)
quando imobilizadas na superficie das particulas, e d) estabelecer um procedimento facil e

reprodutivo para a funcionalizagdo das particulas [48].

1.4. Consideracgoes gerais sobre proteinas e enzimas

As proteinas sdo moléculas formadas por unidades monomeéricas, aminoacidos, que
formam grandes cadeias. Existem 20 tipos distintos de aminoacidos, e cada um deles ¢ uma
molécula consistindo de um carbono chamado a ao qual se liga um atomo de hidrogénio, um
grupo amina, um grupo acido carboxilico, e também uma cadeia lateral ou radical, que varia
de aminoacido para aminoacido. Em animais superiores, as proteinas representam cerca de
50 % do peso do tecido (seco). Seu papel ¢ fundamental no ser vivo, ndo existindo processo
bioldgico que nao dependa da presenga ou da atividade deste tipo de biomolécula. As
proteinas atuam em inumeras fungdes distintas, como por exemplo: enzimas, hormdnios,
anticorpos etc. [49].

Devido a estrutura molecular das proteinas ser muito complexa, ¢ dividida em quatro
niveis de organizacdo: estrutura primdria, secundaria, terciaria e quaternaria. A estrutura
primaria ¢ formada pelo nimero e identidade dos aminoacidos que compdem a molécula e ao
ordenamento ou seqiiéncia dessas unidades na cadeia polipeptidica. A estrutura secundaria ¢
denominada quando se forma um enrolamento, devido ao aumento da cadeia e em fun¢do das

condi¢des fisico-quimicas do meio. A maioria das estruturas globulares ¢ a terciaria, onde
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ocorre um enrolamento tridimensional. A estrutura quaterndria possui carater oligomérico,

compostas por varias moléculas separadas, mas entrelagadas em estrutura tercidria (Figura

1.7) [48-51].

estrutura estrutura estrutura estrutura
primaria secunddria tercidria quaternaria

= ) 7 i - & i .
-L_vs. » \ e

> ) ya p; = w :

- : » d }ﬂ j— A

Gl L ¥y | .
£ . ¥ A~ < Np
N Ve

= - & " * - !
54 RAFL |

Figura 1.7. Niveis de estrutura da proteina [50].

As albuminas séricas como a albumina de soro bovina (bovine serum albumin -
BSA) e albumina de soro humana (human serum albumin - HSA) sdo proteinas plasmaticas
que contribuem consideravelmente em fungdes fisiologicas, e exercem um papel importante
no transporte e distribui¢do de muitos ligantes exdgenos e endogenos [52-53]. Ressalva-se
que a BSA, constituida por 582 residuos de aminoacidos e massa molecular de 69000, ¢
amplamente empregada na area de bioquimica. Isto se deve a relativa facilidade com que pode
ser isolada e purificada em grande escala além de ser estruturalmente homoldga ao HSA.

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores na maioria das reagdes
bioquimicas. Por atuarem como catalisadores eficientes sdo aproveitadas para aplicagdo na
industria farmacéutica e alimentar. As enzimas sao classificadas de acordo com o tipo de
reacdo que catalisam. Dentre elas, as peroxidases constituem uma classe caracterizada pela

presenca do grupo prostético heme no seu sitio ativo, o qual ¢ oxidado na presenga de
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peroxido de hidrogénio levando a producdo de cations radicais m. Estes, por sua vez, podem
oxidar uma série de substratos [49,50].

A raiz forte (Amoracia rusticana) ¢ uma planta perene que cresce em regides
temperadas e ¢ uma fonte de peroxidase. A producdo de peroxidase a partir de raiz forte
ocorre relativamente em larga escala devido ao uso comercial da enzima produzida por esta
planta. A peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase - HRP) é uma glicoproteina
globular obtida a partir da raiz forte. [54]. Esta isoenzima ¢ constituida de 308 residuos de
aminoacidos, um grupo prostético heme, dois ions célcio e oito cadeias laterais neutras de

carboidratos que se ligam a enzima através dos residuos de asparagina [55].

1.5. Imunologia

Imunologia ¢ a ciéncia que estuda os mecanismos de defesa dos organismos vivos, em
particular de humanos ou outros mamiferos. De uma maneira bem simples, a resposta
imunoldgica de organismos vivos (exceto plantas) se da pelo contato com antigenos (Ag),
com produgdo de anticorpos (Ac). Os antigenos, substancias imunogénicas, sdo capazes de
desencadear reagdo em cadeia, ativando linfécitos (globulos brancos) e sintese de anticorpos
especificos (sistema imune humoral) [56].

Anticorpos sdo proteinas produzidas em resposta a presenca de moléculas estranhas,
organismos ou outros agentes no corpo, capazes de neutralizar agentes infecciosos. Os
anticorpos sdo sintetizados predominantemente pelas células do plasma, linfocitos B, e
circulam por todo o sangue e linfa, onde se ligam aos antigenos. Assim que formam os
complexos anticorpo-antigeno, sdo removidos da circulacdo por fagocitose pelos macrofagos
[57].

Os anticorpos sdo proteinas de alto peso molecular PM (~150 kD), ja os antigenos

devem possuir, além de certa complexidade quimica que os diferencie das substancias
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reconhecidas pelo organismo, pelo menos 1 kD. Os anticorpos (Figura 1.8), também
chamados de imunoglobulinas (Ig), possuem duas cadeias “leves” (25 kD) e duas cadeias
pesadas (50 kD), as quais sdo ligadas entre si por pontes de dissulfeto, formando estrutura
simétrica em forma de Y. As cadeias tém sua por¢do amino terminal proxima ao topo da
estrutura em Y, onde se encontra o sitio determinante do anticorpo (regido varidvel),
denominado fragmento F,,. As seqiiéncias dos aminodcidos neste fragmento determinam a
especificidade do anticorpo e o tipo de imunoglobulina [50]. Os grupamentos amina

encontram-se na regido variavel, enquanto que os grupos carboxilatos ficam na constante.

regiao
variavel

cadeia
leve

pontes

cadeia dissulfeto

pesada

regiao
constante

Figura 1.8. Representacdo da estrutura geral de anticorpo. A regido varidvel determina a
especificidade do anticorpo.

Os antigenos podem ser classificados em uni ou multidentados e uni ou multivalentes.
Os primeiros relacionam-se a possibilidade de se ter um ou mais tipos de epitopos (grupos
funcionais determinantes na interagcdo antigeno-anticorpo, Ag-Ac), ja o segundo se relaciona a
repeti¢do de cada tipo de epitopo.

A interacdo Ag-Ac ¢ relativamente fraca, envolvendo ligagdes ndo covalentes como

Van der Waals, eletrostatica, ligacdo de hidrogénio e ligagdes hidrofobicas. Estas interagdes
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ocorrem a curta distdncia, de modo que, s6 as moléculas contendo determinante antigénico ou

muito similares (reatividade cruzada) ligam-se ao sitio antigeno ligante do respectivo

anticorpo (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Ilustracdo das interagdes entre o anticorpo e o antigeno.

1.5.1. Doenca arterial coronariana

Arteriosclerose coronaria ¢ uma condi¢do inflamatoria caracterizada pelo acimulo

local de lipidio e proliferacdo celular do musculo liso vascular, em resposta ao dano endotelial

[58-61]. E um processo progressivo, cujas lesdes iniciam-se na primeira década de vida,

atingindo a aorta e seguindo para as artérias corondrias e cerebrais com o avango da idade.

Trata-se de um processo com auséncia de sintomas na fase inicial o qual pode persistir por

muitos anos até suas manifestacoes clinicas tornarem-se evidentes.
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A fase inicial da lesdo ¢ caracterizada pelo espessamento € o acimulo de lipidio na
camada intima do vaso produzindo estrias gordurosas, sendo também a fase mais branda,
surgindo em criangas nos primeiros 10 anos de vida, podendo ser a precursora para uma placa
ateromatosa ou arteriosclerotica, comprometendo o fluxo sanguineo [62].

O processo arteriosclerdtico tem inicio quando o endotélio dos vasos sofre algum tipo
de lesdo, induzindo a um processo inflamatodrio. O enrijecimento da parede arterial ¢ devido a
deposicdo de varias moléculas na placa, incluindo lipidios, cristais de colesterol e sais de
calcio. A conseqiiente alteracdo na estrutura da parede endotelial leva a um aumento da
adesdo plaquetaria, contribuindo para a formag¢do de trombos. Além disso, células musculares
lisas, que sdo produtoras de matriz extracelular, também passam a proliferar na area da lesao.
Embora a proliferagdo de células musculares lisas ocorra de forma gradual, pequenas rupturas
de placas em formagdo podem gerar surtos proliferativos desencadeados pela trombina ou
pelo fator de crescimento de plaquetas derivadas (PDGF - platelet-derived growth factor).

No estado avancado da placa ateriosclerotica, estdo presentes dois componentes
estruturais distintos: um nucleo lipidico, pouco denso, e a capa fibrosa. O nucleo lipidico €
rico em lipidios extracelulares, principalmente cristais e ésteres de colesterol. A capa fibrosa
compreende cerca de 70% do tamanho total da placa e ¢ formada basicamente por células
musculares lisas, matriz extracelular e células inflamatorias.

Os eventos iniciais da aterosclerose vém sendo alvos de diversas hipoteses ao longo
dos anos. Em 1973, Ross e Glomset [63] divulgaram a hipdtese da resposta a injuria
endotelial. Esta hipotese considera como evento inicial uma injuria na parece arterial
associada a uma resposta inflamatoria causando uma lesdo degenerativa. Esta resposta
inflamatéria € caracterizada pela migracao de células musculares lisas da camada intima e
média arterial. As manifestacdes desta resposta ocorrem principalmente nas regidoes de

bifurcagdes e ramificagdes das artérias, onde o fluxo sanguineo ¢ distribuido. Estas areas
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mostram um aumento da permeabilidade para macromoléculas como a LDL (low density
lipoprotein — lipoproteina de baixa densidade) e um aumento na expressao de moléculas de
adesdo na superficie das células endoteliais.

Em 1991, outra hipdtese importante foi proposta por Witztum e Steinberg [64]. Trata-
se da “modificacdo oxidativa”, onde uma modificagdo por processos oxidativos da particula
de LDL poderia gerar substancias capazes de causar um dano nas células endoteliais e iniciar
o desenvolvimento da lesdo. A participagcdo da LDL oxidada (oxLDL) na aterogénese
ocorreria através do recrutamento de mondcitos circulantes para o espaco subendotelial, com
conseqliente diferenciacdo em macrdéfagos, que se acumulariam na camada intima arterial.
Estes macrofagos aumentariam a captagdo da oxLDL, levando a formacdo de células
espumosas (foam cells). Além disso, a citotoxicidade da oxLDL levaria a perda da integridade

endotelial.

1.5.1.1. Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)

A lipoproteina de baixa densidade ¢ a principal particula carreadora de colesterol no
plama humano. A LDL (Figura 1.10) ¢ constituida principalmente por lipidios, vitaminas
lipossoluveis e uma parte protéica, a apolipoproteina B-100 (apoB-100). Trata-se de uma
particula esférica com um diametro entre 180 a 280 A e densidade entre 1,019 a 1,063 g.mL".
A particula de LDL contém cerca de 2700 moléculas de acidos graxos, onde a maior parte ¢
poliinsaturada com predominancia de acido linoléico e acido araquidonico. O antioxidante
associado mais abundante € o a-tocoferol, com cerca de 6 a 8 moléculas por particula de LDL

[62].
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Figura 1.10. Representagdo esquematica da LDL.

A LDL ¢ a lipoproteina mais abundante no plasma, sendo responsavel pelo transporte
de colesterol para células em processo ativo de divisdo, na sintese de membrana ou por
tecidos que utilizam colesterol na sintese de hormodnios esterdides ou sais biliares. As LDL
interagem com receptores especificos presentes na superficie celular: sdo os receptores do tipo
B/E. Estes receptores regulam a captacdo do colesterol exdgeno. Desta forma, quando o
conteudo do colesterol intracelular estd acima do normal, ocorre a inativagdo dos receptores
para LDL. Em individuos normais aproximadamente 70% das particulas de LDL sdo
removidas do plasma pelas células hepaticas por receptores B/E. Além disso, a perda
funcional destes receptores esta associada a altas concentragdes de LDL plasmatica, como
ocorre em individuos com hipercolesterolemia familiar associada a causas genéticas.

Nos tultimos anos, surgiram evidéncias sugerindo que a modificacdo oxidativa dos
componentes lipidicos e apoB-100 da LDL poderiam ser as causas iniciais das estrias
gordurosas. Conseqlientemente, estas modificagdes vao alterar as funcdes fisioldgicas desta

lipoproteina, além de contribuir para a instalacdo do processo inflamatério e formacao de
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células espumosas. Portanto, a oxidacdo da LDL pode ser um dos eventos essenciais para o
desenvolvimento da aterosclerose. O processo oxidativo tem-se mostrado presente em
doengas inflamatdrias tanto agudas quanto cronicas [65].

Neste trabalho de tese, a LDL foi extraida a partir do plasma humano de pessoas
saudaveis. O processo de oxidacdo in vitro ocorre na presenca de ions metalicos como ferro
ou cobre, os quais funcionam como catalisadores da decomposicao de lipoperoxidos. Dessa
forma, a oxidacdo ¢ obtida em trés fases principais: uma fase inicial, onde ocorre o consumo
dos antioxidantes enddgenos (a-tocoferol e o B-caroteno); uma segunda fase chamada de
propagagdo, caracterizada por uma formagdo linear de produtos derivados da peroxidagdo
lipidica (dienos conjugados, hidroperéxidos lipidicos e oxysterois) e uma terceira fase
caracterizada por uma concentragdo constante de dienos conjugados. A LDL pode ser oxidada
in vivo por diferentes mecanismos, entretanto ainda ndo esta claro qual seria 0 mecanismo
mais importante.

A LDL foi obtida de pool de plasma fresco de voluntarios saudaveis em jejum com
concentragdes plasmaticas de Colesterol (CT) e Triacilglicerol (TG) nas faixas consideradas
normais (CT < 240 mg/dL e TG < 150 mg/dL) confirmadas por método enzimatico com kits
comerciais utilizados de acordo com as instrugdes do fabricante.

O sangue dos doadores foi colhido em tubos contendo EDTA (0,1%) e imediatamente
centrifugado a temperatura de 4 °C durante 10 minutos, para obtencdo do plasma, onde sdo
acrescentados conservantes. A fracdo LDL foi obtida por ultracentrifuga¢do seqiiencial,
utilizando-se rotor a 10 °C. Inicialmente, o plasma foi centrifugado durante 12 h, para
obten¢do da VLDL (densidade = 1,006 g/mL). Apds este periodo, sua densidade ¢ acertada
para 1,063 g/mL com a adi¢ao de KBr e em seguida centrifugado durante 20 h para obtencao
da LDL (densidade < 1,063 g/mL). A LDL, presente no sobrenadante foi coletada e dialisada

durante 48 h, em solucdo PBS — tampao fosfato pH 7,4. Apos este processo, a LDL foi
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esterilizada com filtro de 0,20 micra de diametro [62]. As proteinas sdo quantificadas
utilizando o kit BCA de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para a obten¢do da oxLDL, primeiro a LDL ¢ dialisada em PBS durante 24 h a 4 °C,
para retirada do EDTA (antioxidante). Em seguida, a LDL foi incubada com solugdo de
CuSO4 (20 uM) durante 18 h a 37 °C, em frasco aberto. Apos este periodo, a oxidagdo ¢
bloqueada pela adi¢cdo de EDTA (1,0 mM) ao meio contendo a LDL oxidada com cobre. Por
fim, a oxLDL foi dialisada novamente em PBS contendo EDTA para eliminar residuos de

cobre [62].

1.6. Imunoensaios

No final da década de 50, Yalow e Berson [66] descreveram o primeiro ensaio
imunologico para detectar insulina humana. Em 1977, estes pesquisadores ganharam o Prémio
Nobel por este desenvolvimento. A partir de entdo, as técnicas imunoquimicas ganharam
aten¢do. Atualmente, ensaios bioanaliticos ultrasensiveis sdo rotineiramente utilizados em
ciéncia médica e biologica, aplicando em citologia, diagnostico de doengas, monitoramento
de drogas terapéuticas e abuso de drogas. Nestes ensaios pode-se determinar a concentragao
ou a presenca de um ou mais analitos, em células, soro, urina e outros fluidos bioldgicos, ou
tecidos em concentragdes de microgramas a picogramas por mililitro. O analito pode ser
enddgeno ou exdgeno, e pode variar em tamanho de uma pequena molécula organica a uma
macromolécula.

Um ensaio bioanalitico ideal deve ser confidvel, preciso, rapido, de baixo custo e de
simples execucdo. Um fator critico para bioensaios ¢ o método de detecgao, isto €, a natureza
do sinal especifico gerado pela espécie marcadora e como o sinal ¢ detectado. Uma variedade

de métodos de alta sensibilidade vem sendo desenvolvida, sendo a maioria baseada em
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moléculas que absorvem ou emitem radiagdo eletromagnética, tais como os métodos
radioisoétopos, colorimetria e fluorometria.

Imunoensaio [67] ¢ a deteccdo especifica de um analito em uma mistura de
biomoléculas que utiliza uma reagdo especifica de um anticorpo com um antigeno particular
(analito). S@o rotineiramente usados em laboratérios clinicos para monitorar niveis de
hormdnios, toxinas, agentes infecciosos, drogas, marcadores tumorais e outras proteinas ou
metabolitos, assim como nas areas de citologia, hematologia etc. Os diferentes tipos de
marcadores incluem os radioistopos, as enzimas, a fluorescéncia, a fosforescéncia, a
quimioluminescéncia e a bioluminescéncia.

Neste trabalho foi desenvolvido um marcador luminescente a base de ions terras raras
para a deteccdo e quantificacdo do antigeno oxLDL. Um marcador, segundo a IUPAC [68], ¢
um composto quimico que ¢ distinguido pelo observador mas nao pelo sistema, e ¢ usado para
identificar um tracador. Lembrando que, tragador ¢ um membro marcado de uma populagdo
usada para medir certas propriedades inerentes aquela populagao.

Na sec¢do 1.1. foi relatado que os compostos com fons Eu’™ e Tb®" sdo muito
utilizados como sondas luminescentes devido ao seu longo tempo de vida e grande
deslocamento de Stokes. Os longos tempos de vida dos fons de TR®" permitem o uso de
espectroscopia resolvida no tempo para separar temporalmente a luminescéncia do marcador

em questao da luminescéncia oriunda do background do sistema biologico (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Principio de fluorimetria resolvida no tempo com excitacdo pulsada janela de

contagem com retardo.

O desenvolvimento de uma metodologia de interesse biotecnoldgico foi fundamentado

na interagdo seletiva e/ou especifica do conjugado “espécie bioldgica-composto de terra rara”

com um componente do sistema biologico que se pretende analisar. O conjugado deve emitir
luz quando exposto a radiagdo ultravioleta, deste modo, a técnica se baseia na

medida/detec¢do da luminescéncia do composto de terra rara usado como marcador

luminescente. Portanto, o diagndstico ¢ obtido por meio da medida da intensidade de luz

emitida, que ¢ proporcional a quantidade do conjugado “espécie bioldgica-composto de terra

rara”.
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2. Objetivos

— Preparar e caracterizar particulas de silica amino-funcionalizadas incorporando
complexos B-dicetonatos (ACAC e TTA) e benzenotricarboxilatos (EMA, TLA e TMA)

de terras raras de Eu*' e Tb>".

— Estudar as propriedades fotoluminescentes dos sistemas preparados por meio de dados
espectrais (excitagdo e emissdo), eficiéncias quéanticas de emissdo experimental (n),

tempos de vida (1) e parametros de intensidade (€2)).

— Investigar a potencial aplicacdo das particulas, como marcadores bioldgicos em ensaios
com a proteina albumina do soro bovino (BSA) e a enzima peroxidase de raiz forte

(HRP).

— Desenvolver um protocolo para a deteccdo e quantificacdo da lipoproteina de baixa
densidade oxidada (oxLDL), através da detecgdo por luminescéncia da reacdo antigeno
oxLDL-anticorpo anti-oxLDL—particula luminescente amino-funcionalizada contendo

complexos de TR,
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4. Caracterizacao

4.1. Sintese dos complexos de terras raras

Os dados de andlise elementar (CHN) de carbono ¢ hidrogénio e da titulacdo
complexométrica para os ions TR’" dos complexos sintetizados sio apresentados na
Tabela 4.1. Os resultados confirmam as seguintes formulas: [Eu(ACAC);(H,O);] [1-3],
[Eu(TTA)3(H,0),] [4-6] ¢ [TR(BTC)(H,0),] (TR*" = Eu’*" ou Tb* e n = 0, 2, 4 ou 6) [7].
Todos os complexos apresentaram-se na forma de pd branco e fino, com excecdo do

complexo com o ligante TTA, que se apresentou amarelo.

Tabela 4.1. Porcentagens de C, H e dos ions TR** dos complexos sintetizados.

Complexo % C % H % TR

Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp.
[Eu(ACAC);(H,0)s] 35,79 35,53 5,41 5,12 30,19 29,94
[Eu(TTA)3(H20),] 33,85 33,98 1,89 1,95 17,85 17,50
[Eu(EMA)(H,0),] 27,36 27,50 1,79 2,07 38,46 38,01
[Eu(TLA)(H,0)4] 25,07 25,20 2,57 2,39 35,25 35,31
[Eu(TMA)(H,0)¢] 23,14 23,03 3,24 3,37 32,53 32,33
[Tb(EMA)(H,0),] 26,88 26,79 1,75 2,10 39,53 39,35
[Tb(TLA)(H,0)4] 24,67 24,59 2,53 2,45 36,28 36,58

[Tb(TMA)] 29,53 29,42 0,83 0,92 43,42 42,83
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4.2. Preparacao das particulas contendo os complexos de TR incorporados
na silica amino-funcionalizada

4.2.1. Particulas de silica amino-funcionalizadas com o complexo Eu-(pB-dicetonato):
método Stober

As particulas de silica foram preparadas baseadas no método Stobér modificado [8-9].
A reacdo envolveu a hidrolise e a condensacdo do ortosilicato de tetractila (TEOS) na
presenga do complexo Eu-(B-dicetonato), onde B-dicetonato = ACAC e TTA, catalisada por

NH4OH, em meio alcodlico (Figura 4.1).

OEt

Eu-(B-dicetonato) + EtO—__ S‘i/ OEt

OEt

Complexo TEOS Eu-(B-dicetonato)-Stm

Figura 4.1. Representacdo esquematica do processo para a preparagdo de particulas de silica
incorporando o complexo Eu-(B-dicetonato) ([Eu(ACAC)3(H,0);] e [Eu(TTA)s;(H,0),]),
utilizando o método Stober.

Deve-se ressaltar que as reacoes de hidrolise promovem a formacao de grupos silandis
a partir de grupos alcoxidos (reacdo 4.1). Na condensagdo, ocorre o ataque nucleofilico do
grupo silanol do alcoxisilano hidrolisado ao atomo de silicio do alcoxisilano, produzindo
alcool (reagdo 4.2) ou o ataque do grupo silanol ao atomo de silicio de outro grupo silanol,
produzindo agua (reacdo 4.3) [10,11]. A condensacdo produzindo adgua ou alcool gera uma

rede de silica tridimensional.
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Hidrolise

Si OR + H;0 —— Si
/ A\ / \
Condensacado

Si OH + Si OR T—O—Si + ROH 4.2)

/ N\ / N\ / A\

OH + ROH 4.1)

si OH +  si OH > Si—o0—Si  + M0 (4.3)

/ N\ / N\ /| A\

Em seguida, as particulas de silica incorporadas com os complexos (na forma de po)
foram amino-funcionalizadas (Figura 4.2) utilizando o APTES (3-amino-propiltrietoxisilano),
por meio da reacdo de silanizacdo [12,13]. Esta reacdo compreende a hidrdlise do grupo
Si-O-C,Hs do reagente APTES, seguida pela reacdo de condensagdo do grupo Si-OH da
superficie (reacdo 4.1) com o grupo Si-OH oriundo do APTES hidrolisado levando a

formac¢ao do marcador luminescente Eu-(p-dicetonato)-Si (Figura 4.2).

Eu-(B-dicetonato)-Stm APTES Eu-(B-dicetonato)-Si

Figura 4.2. Representacdo esquemadtica da amino-funcionalizagdo das particulas de silica
contendo o complexo Eu-(B-dicetonato) ([Eu(ACAC);(H,O);] e [Eu(TTA)3(H,0):]),
utilizando o método Stober.
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4.2.2. Particulas de silica amino-funcionalizadas incorporadas com o complexo TR-BTC:
método micro-ondas

A utilizagdo de uma rota alternativa para as reagdes de hidrolise e condensagdo do
organosilano na presenca do complexo de terras raras foi a reagdo pelo método micro-ondas.
Deve-se considerar que os complexos de terras raras em questio TR-BTC (TR®" = Eu’" ou
Tb*" ¢ BTCY = 1,2,3-benzenotricarboxilato - EMA, 1,2,4-benzenotricarboxilato - TMA e
1,3,5-benzenotricarboxilato - TMA) s3o insoliveis em agua e em diferentes solventes
organicos (dimetilsulfoxido, dimetilformamida, metanol, etanol, isopropanol, acetona,
cloroférmio, tetracloreto de carbono, tolueno, nitrometano etc.) [14]. Recentemente, diversos
trabalhos [15-17] t€ém demonstrado a eficiéncia da reagdo de polimerizagdo por meio de
irradiacdo de micro-ondas. Assim sendo, o meio reacional é compreendido pelo complexo no
estado solido e o amino-silano no estado liquido.

Neste caso, na preparacao das particulas de silica amino-funcionalizadas incorporadas
com os complexos TR-BTC foi utilizada a reagdo por micro-ondas (Figura 4.3). Dados da
literatura [18] indicam que o composto APTES nao ¢ susceptivel a radiacdo de micro-ondas,
portanto o complexo de TR absorve esta energia. A energia eletromagnética absorvida
desencadeia a reacdo de polimerizacdo. A transmissdo de energia ¢ dada por perda dielétrica,
diferentemente do aquecimento convencional observado pelos processos de condugdo e
convecgao, ¢ distribuida para o meio reacional [19-21]. A reagdo de polimeriza¢do do amino-
silano ocorre na interface solido-liquido, onde a camada de silica interage covalentemente ao

complexo de TR*[18].



97

Capitulo 4 - Caracterizagao

T\I‘Jz\ | 2 {NHz

EtO\
/\/\
TR-BTC 4 EO—g; NH,

/S

EtO

Complexo APTES TR-BTC-Si

Figura 4.3. Representacdo esquematica do processo para a preparagao de particulas de silica
amino-funcionalizadas  incorporando o complexo TR-BTC ([TR(EMA)(H,0),],
[TR(TLA)(H20)4] ¢ [TR(TMA)(H,0),], sendo n= 6 para o ion Eu’" e 0 para o ion Tb>",
utilizando o método micro-ondas.

4.3. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho

A técnica de espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV) foi utilizada como
ferramenta na caracterizagdo das particulas de silica amino-funcionalizadas incorporadas com
complexos de TR*™ com o intuito de investigar a presenca de bandas de absor¢io referentes
aos modos vibracionais da rede de silica. Os espectros IV dos complexos e dos sistemas
funcionalizados foram registrados em pastilhas de KBr na regido espectral de 4000 a

400 cm™, & temperatura ambiente (298 K).

4.3.1. Espectroscopia de absorcio no infravermelho: particulas de silica amino-
funcionalizadas contendo complexo de TR: método Stober

A Tabela 4.2 apresenta as freqiiéncias das principais atribuigdes dos modos
vibracionais presentes na particula de silica (Si-Stm), nos complexos Eu-ACAC e Eu-TTA, na
particula de silica que incorpora o complexo Eu-ACAC (Eu-ACAC-Stm) e na particula de

silica amino-funcionalizada incorporada com o complexo Eu-ACAC (Eu-ACAC-Si) e Eu-
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TTA (Eu-TTA-Si). Nesta parte, todas as amostras foram preparadas pelo método Stober

modificado.

la) Eu-ACAC

_—\/‘”

‘S |b) EU-ACAC-Stm

>

©

(@)

@

2 {0 EL-ACACS

@ v ww
C 4

S

=~ 1d)Si-Stm

I V\W

T ! T ! T ! T ! T ! T ! T !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 4.4. Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho do a) complexo Eu-ACAC, b)
da particula de silica incorporando o complexo Eu-ACAC, c) da particula de silica amino-
funcionalizada incorporando o complexo Eu-ACAC e d) da particula de silica, obtidos em
pastilha de KBr e a temperatura ambiente.

Os espectros de absorcdo dos complexos Eu-ACAC (Figura 4.4a) e Eu-TTA
(Figura 4.5a) apresentam a banda de absor¢do referente ao estiramento simétrico do grupo
carbonila (v{C=0) da dicetona deslocada para regido de menor energia quando comparada
com o respectivo ligante [22]. Este comportamento vibracional indica que os ligantes atuam
como quelantes, os quais se coordenam ao jon Eu’" através dos atomos de oxigénio dos
grupos carbonilas. Ademais, a presenga de uma banda larga situada na regido de 3400 cm™

confirma que a 4gua presente no complexo refere-se a dgua coordenada ao ion metélico

central, com formula geral de [Eu(ACAC)3(H20)s] e de [Eu(TTA)3(H20),].
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Por outro lado, os espectros de absorcdo no infravermelho das amostras
Eu-ACAC-Si (Figura 4.4b) e Eu-TTA-Si (Figura 4.5b) apresentam picos intensos em 1072 e
1080 cm’, respectivamente, atribuidos ao estiramento assimétrico da ligagio Si-O-Si.
Também sdo observados picos em torno de 795 cm™ referente ao estiramento simétrico e
outro em 461 cm™ atribuido a deformagio angular da ligagdo Si-O-Si da silica funcionalizada.

Estes modos vibracionais indicam que a rede de silica foi incorporada ao complexo.

a) Eu-TTA

b) Eu-TTA-Si

Transmitancia (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)
Figura 4.5. Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho do a) complexo Eu-TTA e da
b) particula de silica amino-funcionalizada incorporando o complexo Eu-TTA, obtidos em
pastilha de KBr e a temperatura ambiente.

Ja a presenca da banda de absor¢io em 1650 cm™ deve-se a deformagio angular OH
das moléculas de agua fisiosorvidas. Também sdo observadas bandas largas referentes ao
estiramento OH do silanol e da 4gua adsorvida, centradas em 3442 cm™ para o Eu-ACAC-Si e
3425 cm™ para o Eu-TTA-Si. No entanto, o modo vibracional da ligagio NH ndo pode ser
observado, pois sobrepde com modos vibracionais do OH. Portanto, os principais modos
vibracionais da rede de silica sdo observados na particula Si-Stm (Figura 4.4d) e na particula
Eu-ACAC-Stm (Fig. 4.4c). No material Eu-ACAC-Stm, a deformagdo axial assimétrica da

ligagdo Si—~O-Si aparece como uma banda larga entre 1500-1000 cm™.
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A auséncia das bandas de absor¢do no IV relativos aos modos vibracionais dos

complexos de terras raras nos materiais amino-funcionalizados, na regido entre
1, . . ~

1770-400 cm™, é provavelmente devido ao fato da baixa concentragdo de complexo em

relagdo a silica [23-26].

Tabela 4.2. Atribui¢io das freqiiéncias (cm™) dos principais modos vibracionais das ligagdes
presentes nos materiais Eu-ACAC, Eu-TTA, Eu-ACAC-Si, Eu-TTA-Si, Eu-ACAC-Stm e
Si-Stm.

Atribuicdo dos modos vibracionais

Material

v 0 Vs Vas 5as Vas Vs
(O-H) (0-H) (C=0) (C=C) (CH;) (Si-O-Si) (Si-O-Si)

Eu-ACAC 3406 — 1610 1518 1450 — -
Eu-TTA 3355 * 1627 1539 — — —
Eu-ACAC-Si 3442 1644 - - — 1072 795
Eu-TTA-Si 3425 1656 — - - 1080 796
Eu-ACAC-Stm 3404 1637 - - - 1050 800
Si-Stm 3448 1643 - - — 1082 798

*Regido no espectro com banda larga

4.3.2. Espectroscopia de absorcio no infravermelho: particulas de silica amino-
funcionalizadas contendo complexo de TR: método micro-ondas

As particulas funcionalizadas contendo os complexos benzenotricarboxilatos de terras
raras (TR-BTC-Si) preparadas por meio da reagdo por micro-ondas exibem também as bandas

de absor¢do na regido do infravermelho referentes aos complexos precursores (Figuras 4.6 a

4.11).
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Os complexos TR-BTC apresentam bandas de estiramento simétrico e assimétrico,
referentes ao grupamento COO" (carboxilato), situados entre a faixa espectral de 1363 a
1414 cm™ e 1491 a 1583 cm™, respectivamente. Os estiramentos simétrico (~2675 cml) e
assimétrico (~2535 cm™) da ligagdo OH do dimero 4cido ndo sdo observados, que sugere a
complexacdo dos ligantes por meio dos dtomos de oxigénio do grupo carboxilato. Todos os
complexos TR-BTC apresentam uma banda larga na regido de 3500 cm’, atribuida ao
estiramento OH da molécula de 4gua coordenada ao ion central, exceto para os complexos
TR-TMA anidros (TR*>"=Tb a Lu), como citado na literatura [7].

Os espectros de absor¢do no IV do sistema TR-BTC-Si mostram uma banda larga no
intervalo espectral de 1100-1000 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo Si-O-Si,
indicativo da formagdo da rede de silica. O perfil espectral da banda alargada na regido de
3500-3000 cm™ ¢ atribuido ao modo de vibragdo Si-OH, presente na superficie do material. O
modo vibracional da ligagdo NH ¢ localizado nesta mesma regido. Enquanto que, a banda
estreita localizada em torno de 3750 cm™ ¢ atribuida a molécula de H,O livre [23-26].

Com base nos dados espectrais na regido do infravermelho nota-se a preservagdo das
principais caracteristicas vibracionais dos complexos TR-BTC apo6s a amino-funcionalizagao,
por meio da reacdo utilizando micro-ondas [27,28]. Este resultado indica que o material
TR-BTC-Si apresenta as caracteristicas da rede de silica bem como do complexo
luminescente TR-BTC. Ao contrario, o material Tb-TMA-Si nao apresentou estas
caracteristicas vibracionais, provavelmente seja devido ao complexo precursor Tb-TMA ser

anidro (Tabela 4.3).
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Figura 4.6. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: a) do complexo Eu-EMA ¢ b)
da particula Eu-EMA-Si, obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.
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Figura 4.7. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: a) do complexo Eu-TLA e b)
da particula Eu-TLA-Si, obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.
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a) Eu-TMA

b) Eu-TMA-Si
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Figura 4.8. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: a) do complexo Eu-TMA e b)
da particula Eu-TMA-Si, obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.
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Figura 4.9. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: a) do complexo Tb-EMA e b)
da particula Tb-EMA-Si (b), obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.
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Figura 4.10. Espectros de absorc¢ao na regidao do infravermelho: a) do complexo Tb-TLA e b)
da particula Tb-TLA-S1, obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.

A Figura 4.11 apresenta ao espectro de absor¢ao do complexo Tb-TMA anidro, porém
¢ observada uma banda de em torno de 3400 cm™ referente ao modo vibracional OH oriunda

da 4gua absorvida pela pastilha de KBr (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho a) do complexo Tb-TMA e b)
da particula Tb-TMA-Si, obtidos em pastilha de KBr e a temperatura ambiente.
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Tabela 4.3. Atribuicdo das freqiiéncias (cm™) dos principais modos vibracionais dos
complexos TR-BTC e dos materiais TR-BTC-Si.

Atribui¢dao dos modos vibracionais

Material O-H ¥ v, Vi Vi v,
(livre) (O-H) (COO) (COO) (Si-O-Si) (Si-O-Si)

Eu-EMA 3633 3435 1363 1489 - -
Eu-EMA-Si 3631 3427 1365 1489 1134 -
Eu-TLA - 3412 1373 1562 - -
Eu-TLA-Si - 3408 1373 1552 - 973
Eu-TMA - 3450 1415 1531 - -
Eu-TMA-Si - 3344 1398 1529 - 991
Tb-EMA 3633 3433 1363 1490 - -
Tb-EMA-Si 3633 3435 1365 1492 1137 -
Tb-TLA - 3442 1417 1535 - -
Tb-TLA-Si - 3448 1413 1564 * -
Tb-TMA - 3420 1386 1550 - -
Tb-TMA-Si - 3439 1375 1548 o ok

* Apresenta uma banda larga na regido 1200-1000 cm™, devido aos modos vibracionais da rede de silica.
** Auséncia dos modos vibracionais da rede de silica.

4.4. Difratometria de raios X

4.4.1. Difratometria de raios X dos complexos Eu-(B-dicetonato) e das particulas Eu-(p-
dicetonato)-Si: método Stober

A Figura 4.12 apresenta os difratogramas de raios X do complexo Eu-ACAC e da
particula de silica amino-funcionalizada Eu-ACAC-Si preparada pelo método Stober, no
intervalo de 3 a 70°. Observa-se que o complexo Eu-ACAC (Figura 4.12a) apresenta varios
picos de difragdo, indicando alta cristalinidade do composto de coordenagdo. Por outro lado, o

difratograma de raios X do sistema Eu-ACAC-Si (Figura 4.12a) exibe apenas uma banda
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larga centrada em 20 = 25°, caracteristico de silica amorfa corroborado com os dados da

literatura [24,25,29].

©
3 |
SQ
1 a) Eu-ACAC
. b) Eu-ACAC-Si
1I0 ' 2IO ' 3IO ' 4I0 ' 5IO ' 6I0 ' 70

20 (°)
Figura 4.12. Difratogramas de raios X do a) complexo Eu-ACAC e b) material Eu-ACAC-Si.

Nota-se a partir dos difratogramas de raios X, que os sistemas Eu-(ACAC)-Si
(Figura 4.12b) e Eu-TTA-Si (Figura 4.13b) apresentam perfil cristalografico caracteristico da
silica amorfa, com poucos picos de difra¢do referentes aos complexos precursores Eu-ACAC
(Figura 4.12a) e Eu-TTA (Figura 4.13a). Isto se deve a diferentes interacdes entre os
complexos de terras raras e a rede silica no processo de silanizacdo para o sistema preparado

pelo método Stéber [30-33].

i a) Eu-TTA

", (ua.)

b) Eu-TTA-Si

— .
10 20 30 40 50 60 70
26 (%)

Figura 4.13. Difratogramas de raios X do a) complexo Eu-TTA e b) material Eu-TTA-Si.
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4.4.2. Difratometria de raios X dos complexos TR-BTC e das particulas TR-BTC-Si:
método micro-ondas

Os difratogramas de raios X dos complexos TR-BTC (BTC = EMA, TLA e TMA) e
das particulas de silica amino-funcionalizadas TR-BTC-Si preparadas pelo método utilizando
micro-ondas, no intervalo de 3 a 70°, estdo apresentadas nas Figuras 4.14 a 4.19. Os
difratogramas dos materiais luminescentes Eu-TLA-Si (Figura 4.15b) e Eu-TMA-Si
(Figura 4.16b) exibem uma banda larga centrada em 20 = 25° atribuida a banda de difracdo da
silica SiO; evidenciando a forma amorfa [24,25,29]. Observam-se também picos de difra¢do
caracteristicos dos respectivos complexos incorporados, mostrando que a estrutura cristalina
do composto de coordenacdo ndo foi comprometida com a silanizagdo, mantendo suas
propriedades cristalinas.

O difratograma do sistema incorporado com o complexo Eu-TLA (Figura 4.15b)
evidencia maior cristalinidade devido ao menor recobrimento da rede de silica comparado
com o sistema contendo o complexo Eu-TMA (Figura 4.16b). Além do mais, o difratograma
de raios X do material Eu-EMA-Si (Figuras 4.14b) ndo apresenta a banda caracteristica da
silica amorfa, sugerindo baixa concentracdo da silica neste material.

Nesta etapa do trabalho foi observado que a preparag@o por micro-ondas das particulas
Eu-BTC-Si, onde Eu-BTC = [Eu(EMA)(H20).], [Eu(TLA)(H20)4] e [Eu(TMA)(H,0)s]
utilizando o APTES como fonte de silica depende do niimero de agua coordenada ao ion terra
rara. Portanto, notou-se que com o aumento do numero de dgua coordenada de 2, 4 ¢ 6
aumenta também o carater amorfo do sistema, evidenciada pelo perfil dos picos alargados dos
difratogramas de raios X ilustrados nas Figuras 4.14 a 4.16. Estes dados de difrag¢do
corroboram com aqueles obtidos pela técnica de espectroscopia vibracional a partir dos
espectros no infravermelho, que apresentaram bandas de absorcdo referentes aos modos

vibracionais do complexo Eu-BTC na particula de silica amino-funcionalizada (Tabela 4.3).
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Outro ponto importante em relacdo ao método de preparagdo por micro-ondas ¢ que o
processo de hidrolise e condensagdo da silica para a formagao da rede revestindo o complexo
envolve apenas uma fonte de silica (APTES). Por outro lado, na preparagdo do material
utilizando o método Stober foram realizadas duas etapas de silanizagdo compreendendo da
hidrélise e condensacdo do TEOS, seguida pelo APTES. Este resultado indica que a camada

de silica ¢ mais fina quando se utiliza 0 método micro-ondas.

J a) Eu-EMA

Vi, (u.a.)

_J b) Eu-EMA-Si

10 20 30 40 50 60 70
20 (%)
Figura 4.14. Difratogramas de raios X do a) complexo Eu-EMA e b) material Eu-EMA-Si.

= a) Eu-TLA
3
N
b) Eu-TLA-Si
1 I0 I 2|0 I 3|O I 4|0 I 5|0 I 6|0 I 70

20 (°)
Figura 4.15. Difratogramas de raios X do a) complexo Eu-TLA ¢ b) material Eu-TLA-Si.
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S
2
So
a) Eu-TMA
i b) Eu-TMA-S;i
' 1 I0 ' 2|O ' 3|0 ' 4IO ' 5|0 ' 6|O ' 70

20 (°)
Figura 4.16. Difratogramas de raios X do a) complexo Eu-TMA e b) material Eu-TMA-Si.

As Figuras 4.17 a 4.19 mostram os difratogramas de raios X dos complexos Tb-BTC e
dos materiais Tb-BTC-Si. A silaniza¢cdo do complexo Tb-EMA nao provocou mudangas nas
difracdes, indicando uma pequena quantidade de rede de silica incorporada ao complexo
(Figura 4.17b). Os difratogramas nas Figuras 4.18b e 4.19b referentes aos materiais
Tb-TLA-Si e Tb-TMA-Si, respectivamente, apresentam mudancas no perfil de difragdo. E
verificado uma banda larga centrada em 20 = 22° (Figuras 4.18b) atribuida a banda larga de

difracdo da silica amorfa SiO; e picos caracteristicos do complexo Tb-TLA.

J a) Tb-EMA

/,(u.a.)

J b) Tb-EMA-S;i

10 20 30 40 50 60 70
20 (°)
Figura 4.17. Difratogramas de raios X do a) complexo Tb-EMA e b) material Tb-EMA-Si.
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| a) Tb-TLA

Yl (u.a.)

1 b) Tb-TLA-Si

10 20 30 40 50 60 70
20(°
Figura 4.18. Difratogramas de raios X do a) complexo Tb-TLA ¢ b) material Tb-TLA-Si.

No entanto, o difratograma de raios X do material Tb-TMA-Si (Figuras 4.19b)
apresenta alteragdes nas intensidades dos picos de difragdo comparado com as difragdes
referentes ao complexo, indicando que incorporacao de silica afeta preferencialmente o plano
cristalografico com reflexdo em 26 = 25 ° do complexo Tb-TMA. Verifica-se um desloca-

mento das reflexdes para valores maiores de 20 com a incorporagao de silica, o que indica que

o material deve apresentar menores parametros de célula.

_,..JLNL_/\.)J a) Tb-TMA

Ul (u.a.)

MJMWN b) Tb-TMA-Si

T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

20(°)
Figura 4.19. Difratogramas de raios X do a) complexo Tb-TMA e b) material Tb-TMA-Si.
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4.5. Analise Térmica

Anélise térmica, segundo o Comité Internacional de Andlises Térmicas (ICTA) e a
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada — [IUPAC compreende um grupo de técnicas
nas quais uma propriedade fisica ou quimica da substancia, ou de um de seus produtos de
reac¢do, ¢ monitorada em fun¢do do tempo ou da temperatura. Neste caso, a temperatura da
amostra, sob uma atmosfera especifica, ¢ submetida a uma programacao controlada [34,35]. A
termogravimetria (TG) ¢ uma técnica na qual a massa de uma amostra ¢ medida em fung¢do da

temperatura.

4.5.1. Termogravimetria dos complexos Eu-(p-dicetonato) e das particulas Eu-(p-
dicetonato)-Si: método Stober

As Figuras 4.20 e 4.21 mostram as curvas termogravimétricas, variagdo da massa da
amostra em fun¢ao de uma rampa de aquecimento, para os complexos de Eu-(p-dicetonato),
para os sistemas Eu-(B-dicetonato)-Si e para a particula Si-Stm.

De um modo geral, as curvas TG dos complexos Eu-ACAC (Figuras 4.20a) e Eu-TTA
(Figura 4.21a) apresentam-se complexas sem patamares com linhas horizontais bem
definidas, o que tem dificultado uma atribuicdo dos processos envolvidos nas reagdes de
termodecomposicdo, que acontecem de formas consecutivas. Para estes complexos,
observam-se inicialmente eventos relativos ao processo de desidratacdo e perda das aguas
coordenadas ao ion terra rara, no intervalo de 50 a 116 “C. Apos estes eventos, as perdas de
massa correspondem a decomposic¢ao térmica dos ligantes, apresentando uma perda de massa
significativa (Tabela 4.4). O residuo final do complexo Eu-ACAC esta associado a formagao
do o6xido de terra rara de formula TR,Os3, enquanto que o residuo final dos complexos de TTA

esta associado a formagao dos oxifluoretos, TROF.
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Figura 4.20. Curvas termogravimétricas do a) complexo Eu-ACAC, b) particula Si-Stm e do
c¢) material Eu-ACAC-Si.
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Figura 4.21. Curva termogravimétrica do a) complexo Eu-TTA, b) particula Si-Stm e ¢) do
material Eu-TTA-Si.

O perfil das curvas TG para os materiais Eu-(B-dicetonato)-Si sdo similares (Figuras

4.20c e 4.21c). A perda de massa até 200 ‘C estd associada a perda de agua e da

dehidroxilagdo. Nota-se no intervalo de temperatura entre 200 e 700 °C a decomposi¢ao
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térmica do APTES e do respectivo complexo de terra rara [36,37]. J4 a curva TG da particula
Si-Stm (Figuras 4.20b) evidenciou, entre 25 e 100 °C, perda de massa correspondente a
eliminagdo de 4gua e alcool fracamente ligadas a superficie do material. Além do mais, a
perda de massa entre 100 e 600 °C corresponde as moléculas de agua e alcool presentes no
interior da estrutura da particula, assim como a piro6lise dos grupos etdxi (-OC,Hs) residuais.
Neste intervalo ocorre também a reacdo de condensagdo e colapso da estrutura inorganica,
resultando em Si0O, [38].

Com base nas curvas termogravimétricas ilustradas nas Figuras 4.20 e 4.21, observa-se
que o residuo final dos materiais Eu-(B-dicetonato)-Si ¢ maior do que no sistema Si-Stm,

indicando a interacdo do complexo no processo de incorporacao na rede de silica.

Tabela 4.4. Perda de massa dos complexos Eu-ACAC e Eu-TTA e dos materiais Eu-ACAC-
Si e Eu-TTA-Si.

Composto Intervalo de temperatura Am
O (%)

Eu-ACAC 50-70 4,5
70-120 11,1

120-730 473

Eu-ACAC-Si 25-730 16,7
Eu-TTA 25-110 3,6
110-210 53

210-750 63,0

Eu-TTA-Si 25-700 17,4
Si-Stm 25-100 7,0

100-600 224
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4.5.2. Termogravimetria dos complexos TR-BTC e das particulas TR-BTC-Si: método
micro-ondas

As curvas termogravimétricas dos complexos TR-BTC (BTC = EMA, TLA e TMA) e
das particulas de silica amino-funcionalizadas TR-BTC-Si sao mostradas nas Figuras 4.22 a
4.27. Perdas de massa abaixo de 50 °C sdo atribuidas a evaporagdo de agua fisiosorvida. Os
eventos de desidratagdo dos complexos TR-BTC confirmam o ntimero de moléculas agua
coordenada ao ion terra rara [14]. Os valores percentuais de perdas de massa dos compostos
estdo discriminados nas Tabelas 4.5 e 4.6.

O perfil da curva termogravimétrica dos complexos precursores TR-BTC utilizados na
reacdo de silanizacdo difere do material amino-funcionalizado TR-BTC-Si em todos os casos,
exceto para o Tb-TMA-Si (Figura 4.27b). Esta observagdo confirma a presenca da rede de
silica amino-funcionalizada nos materiais TR-BTC-Si. A decomposi¢cdo da matéria organica
nos solidos amino-funcionalizados foi em menor percentagem que o observado nos
complexos, devido a presenga de oxido de silicio no residuo, indicando interacdo do

complexo luminescente no material TR-BTC-Si.
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Figura 4.22. Curvas termogravimétricas do a) complexo Eu-EMA e b) material Eu-EMA-Si.
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Figura 4.23. Curvas termogravimétricas do a) complexo Eu-TLA e b) material Eu-TLA-Si.
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Figura 4.24. Curvas termogravimétricas do a) complexo Eu-TMA e b) material Eu-TMA-Si.
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Tabela 4.5. Perda de massa dos complexos Eu-BTC e dos materiais Eu-BTC-Si.

Composto Intervalo de temperatura Am
O (%)
Eu-EMA 50-260 9,2
350-700 45,5
Eu-EMA-Si 25-220 10,7
219-900 41,2
Eu-TLA 50-170 12,0
350-600 42,1
Eu-TLA-Si 25-300 10,3
300-900 37,9
Eu-TMA 50-150 22,0
300-600 38,8
Eu-TMA-Si 25-150 8,2
150-900 29,8
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Figura 4.25. Curvas termogravimétricas do a) complexo Tb-EMA e b) material Tb-EMA-Si.
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Figura 4.26. Curvas termogravimétricas do a) complexo Tb-TLA e b) material Tb-TLA-Si.

Também foi observado que o complexo Tb-TMA (Figura 4.27a) ndo apresenta perda
de massa referente a eventos de desidratagdo, corroborando com os dados de analise

elementar. O comportamento andlogo foi observado no material Tb-TMA-Si (Figura 4.27b).

100 > b) Tb-TMA-Si
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Figura 4.27. Curvas termogravimétricas do a) complexo Tb-TMA e b) material Tb-TMA-Si.
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Tabela 4.6. Perda de massa dos complexos Tb-BTC e dos materiais Tb-BTC-Si.

Composto Intervalo de temperatura Am
CO (%)

Tb-EMA 50-260 9,5
330-700 42,6

Tb-EMA-Si 25-230 11,4
330-700 41,7

Tb-TLA 50-200 13,6
450-600 40,2

Tb-TLA-Si 25-200 11,5
200-600 39,6

Tb-TMA 400-650 48,1
Tb-TMA-Si 400-650 47,0

As curvas termogravimétricas dos materiais de silica amino-funcionalizadas indicaram
a interacdo dos complexos precursores com a rede de silica, levando a formacao de residuo
constituido por 6xidos de eurdpio e silica. Ademais, a preparagdo do material luminescente
amino-funcionalizado pelo método Stdber apresenta uma maior quantidade de silica, dado a

utilizacdo de duas etapas de silaniza¢do da fonte de silica.

4.6. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As Figuras 4.28 a 4.35 apresentam as micrografias dos complexos e das particulas de
silica amino-funcionalizadas incorporando o complexo, em duas escalas diferentes (5000 e
10.000 vezes), obtidas com as amostras depositadas sobre uma fita de cobre dupla face,

aderida ao porta-amostra de cobre. Comparando as imagens dos compostos antes € apos a
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funcionalizacdo, verificam-se diferencas na morfologia das amostras, especificamente na
superficie. Esta alteracdo ¢ atribuida a presenca da rede de silica na superficie do complexo
precursor.

A micrografia do complexo [Eu(ACAC);(H,0)s], Figura 4.28a,b, mostra forma de
placas e de pequenos graos e uma superficie lisa. Apos a funcionaliza¢do com a rede de silica,
Figura 4.28c,d, a micrografia revela um material com revestimento homogéneo e com uma
superficie rugosa. O mesmo comportamento foi também verificado quando se analisa as

micrografias do complexo Eu-TTA e do material Eu-TTA-Si1, Figura 4.29.

LEI 10kY  X5000 1gm  WD7.7mm LEI 10KV X10,000 Tum WD 7.7mm

a

USP7401F LEI 10kv  X5,000 1[Jlﬂ_ WD 8.5mm USP7401F 1.0kv  X10,000 1pum WD 8.5mm

(c) Eu-ACAC-Si (x5000) (d) Eu-ACAC-Si (x10000)

Figura 4.28. Micrografias eletronica de varredura do a) e b) complexo Eu-ACAC e do ¢) e d)
particula Eu-ACAC-Si.
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LEI 1.0kv  X5,000 1,um_ WD 7.9mm LEI 1.0kv  X10,000 1pm WD 7.8mm

(a) Eu-TTA (x5000) (b) Eu-TTA (x10000)

LEI 1.0kvY  X5,000 1;1m_ WD 7.7mm LEI 1.0kv  X10,000 1um WD 7.7mm

(c) Eu-TTA-Si (d) Eu-TTA-Si (x10000)

Figura 4.29. Micrografias eletronica de varredura do a) e b) complexo Eu-TTA e do c) e d)
particula Eu-TTA-Si.

As imagens do material Eu-EMA-Si (Figura 4.30c,d) apresentam as placas do
complexo aglomeradas devido a rede de silica aderida na superficie do complexo
(Figura 4.30a,b). Nas micrografias do complexo Eu-TLA (Figura 4.31a,b), observa-se graos
com superficie rugosa devido a presenca de particulas menores. O revestimento da silica
(Figura 4.31c,d) no complexo leva a tamanhos de graos menores. Além do mais, observa-se

particulas de silica pequenas, com forma diferente das particulas do complexo, aderidas a
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superficie. Por outro lado, as imagens registradas para o complexo Eu-TMA (Figura 4.32a,b)
mostram bastdes uniformes, porém quando este complexo ¢ funcionalizado com APTES,

altera da forma de bastdes para graos rugosos, indicando que a rede de silica atua na mudancga

da morfologia do material Eu-TMA-Si (Figura 4.32c,d).

LEI 10KV  X5000 1gm  WD75mm LEI 10KV X10000 Tam  WD75mm

(a) Eu-EMA (x5000) (b) Eu-EMA (x10000)

e

LEI 1.0kv  X10,000 1um WD 7.5mm

LEI 10kv  X5000 1um  WD7.5mm

(¢) Eu-EMA-Si (x5000) (d) Eu-EMA-Si (x10000)

Figura 4.30. Micrografias eletronica de varredura do a) e b) complexo Eu-EMA ¢ do ¢) e d)
particula Eu-EMA-Si.
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LEI 1.0k¥  X10,000 1um WD 8.0mm

LEI 10K/ X5000  1gm WD 8.0mm

(a) Eu-TLA (x5000) (b) Eu-TLA (x10000)

LEI 1.0kvY  X10,000 Tum WD 7.7mm

(c) Eu-TLA-Si (x5000) (d) Eu-TLA-Si (x10000)

Figura 4.31. Micrografias eletronica de varredura do a) e b) complexo Eu-TLA e do ¢) e d)
particula Eu-TLA-Si.
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LEI 1.0kvY  X5,000 1pn'1— WD 7.5mm 1.0k¥  X10,000 Tum WD 7.5mm

WD 7.6mm LEI X10,000 Tum WD 7.6mm

(c) Eu-TMA-Si (x5000) (d) Eu-TMA-Si (x10000)

Figura 4.32. Micrografias eletronica de varredura do a) e b) complexo Eu-TMA e do ¢) e d)
particula Eu-TMA-Si.

Também foram obtidas as micrografias eletronicas de varredura do complexo Tb-
EMA (Figura 4.33a,b), que apresentaram placas aglomeradas com diferentes tamanhos. A
Figura 4.33¢ mostra a imagem deste complexo apoés a silanizacdo, onde as regides indicadas
apresentam diferengas nas superficies quando comparadas com o complexo Tb-EMA, devido
a presenca de silica. A presenca de uma menor quantidade de silica observada nas
micrografias (Figura 4.33c,d) deste material silanizado corrobora com os dados de

espectroscopia no infravermelho e de difracdo de raios X.
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No complexo Tb-TLA (Figura 4.34a,b), ap6s a reacdo com o APTES (Figura 4.34c,d),
passa de morfologia de placas lisas para graos rugosos, devido a presenca da rede de silica.
Na imagem do complexo Tb-TMA (Figura 4.35a,b) observam-se a presenca da forma tanto de
placas como de bastdes. As imagens de micrografias da amostra Tb-TMA-Si (Figura 4.35c,d)

mostram a presenga de graos de silica na superficie do composto aglomerado, evidenciando a

funcionalizagdo do sistema.

LEI 1.0kv  X10,000 1um

(a) Tb-EMA (x5000) (b) Th-EMA (x10000)

(20 Y
-

LEI 1.0kv¥  X5,000 1;1m_ WD 7.5mm LEI 1.0k¥  X10,000 1um WD 7.5mm

(c) Tb-EMA-Si (x5000) (d) Tb-EMA-Si (x10000)

Figura 4.33. Micrografia eletronica de varredura do a) e b) complexo Tb-EMA e c) e d)
particula Tb-EMA-Si.
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LEI 1.0k¥  X5,000 1 ym_ 7.8mm LEI 1.0kv  X10,000 Tum WD 7.8mm

LEI 1.0k¥  X5,000 1ym_ WD 7.8mm LEI 1.0k¥  X10,000 1um WD 7.8mm

(c) Tb-TLA-Si (x5000) (d) Tb-TLA-Si (x10000)

Figura 4.34. Micrografia eletronica de varredura do a) e b) complexo Tb-TLA e c) e d)
particula Tb-TLA-Si.
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b

LEI 1.0k¥  X5,000 1mn_ WD 7.7mm LEI 1.0kv  X10,000 Tum WD 7.7mm

(a) Tb-TMA (x5000) (b) Tb-TMA (x10000)

LEI 1.0kv  X5,000 1;1m_ WD 7.7mm LEI 1.0kv  X10,000 Tum WD 7.7mm

(c) Tb-TMA-Si (x5000) (d) Tb-TMA-Si (x10000)

Figura 4.35. Micrografia eletronica de varredura do a) e b) complexo Tb-TMA e c) e d)
particula Tb-TMA-Si.

A técnica de microspopia eletronica de varredura mostrou que ocorreu o processo de
hidrolise e condensacdo da fonte de silica, modificando a morfologia dos complexos
precursores. O revestimento da rede de silica observado na superficie dos materiais amino-
funcionalizados ¢ um indicativo qualitativo da eficiéncia da reacao de silanizagdao. As imagens
indicaram que as particulas Eu-(B-dicetonato)-Si possuem um maior revestimento daquelas
particulas TR-BTC-Si preparadas pelo método micro-ondas, corroborando com as
observagdes feitas por meio das técnicas de caracterizagdo de difracdo de raios X e

espectroscopia de absor¢ao no infravermelho.
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4.7. Determinacio de aminas primarias — método da ninidrina

Os complexos de terras raras revestidos com a rede de silica funcionalizada possuem
pontes de ligagdo com biomoléculas, por meio do grupo NH; presentes na superficie da
particula. Portanto, faz-se necessario quantificar este grupo nestes materiais para confirmar a
viabilidade da interacdo com espécies biologicas. Neste caso foi utilizado o “Teste da
Ninidrina” com o intuito de detectar e quantificar os grupamentos de aminas primarias
presentes nos marcadores luminescentes.

A ninidrina 2,2-di-hidroxi-1,3-indanodiona ¢ um reagente heterociclico (Figura 4.36),
que apoOs reagir exclusivamente com aminas primarias [39-42] forma o composto de
Ruhemann de coloracdo violeta. A concentragdo de aminas ¢ diretamente proporcional a
intensidade de absor¢ao do complexo formado. Deste modo, esta reagdao (Figura 4.37) foi
utilizada para a determinacdo quantitativa das aminas primarias nos materiais amino-

funcionalizados.

OH

OH

Figura 4.36. Estrutura molecular da ninidrina.

O estudo colorimétrico foi realizado a partir do maximo da banda de absor¢do na

regido do UV-VIS, centrada em 570 nm, que ¢ caracteristica do produto da reagdo entre a
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ninidrina e os grupos NH, (Figura 4.37) [39,40]. A curva padrdo de concentracdo foi

construida a partir da glicina, como material de referéncia.

. +
Si NH,

complexo luminescente revestido com a
rede de silica aminofuncionalizada

composto de Ruhemann
coloragdo violeta

ninidrina

)

OH

OH

OH

Figura 4.37. Reacdo da superficie da particula amino-funcionalizada com a ninidrina.

Neste trabalho foi aplicada a técnica colorimétrica para quantificar os grupamentos

NH; dos sistemas particulas de silica amino-funcionalizadas e, também, das particulas apos a

conjugacdo com o glutaraldeido 1,5-pentanedial (Figura 4.38). O produto da reacdo da

particula com glutaraldeido agora ¢ representado com a adig¢ao da palavra Glut (Figura 4.39),

por exemplo, Eu-ACAC-Si-Glut. Deve-se frisar que o glutaraldeido ¢ usualmente utilizado

como um espagador em reacdes antigeno-anticorpo [43].
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O O

Figura 4.38. Estrutura molecular do glutaraldeido.

Todas as particulas amino-funcionalizadas reagiram com a ninidrina, desenvolvendo
cor violeta, indicando assim a presenga de aminas primarias. Deste modo, os resultados
indicam que ocorreu com sucesso o revestimento de silica no complexo, e que a rede de silica
contém grupamentos de amina primdria em sua superficie. Portanto, a presenga do
grupamento amino- permite a aplicacdo destas particulas como marcadores luminescentes de
espécies biologicas. Os materiais também foram submetidos a conjugagdo com o
glutaraldeido, para verificar a disponibilidade destas aminas primarias para reagdes
bioldgicas. Notou-se que a concentracdo de aminas primarias decresce apds a reagdo com o

glutaraldeido, devido a interacao do grupamento amino- com o espagador (Figura 4.39).

(0] (0]
. +
Si NH M
H H

glurataldeido (Glut)

complexo luminescente revestido com a
rede de silica aminofuncionalizada

§ (0]
Si N\/\/Y
H

conjugado particula-Glut

Figura 4.39. Reacdo da particula de silica amino-funcionalizada com o glutaraldeido.
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A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo de aminas primarias das
particulas de silica amino-funcionalizadas antes e apds a reagdo com o espacador
glutaraldeido. A coluna 3 da Tabela 4.7 mostra a percentagem do grupo amino- que interagiu
com o espagador Glut, indicando que os materiais Eu-ACAC-Si e Eu-TMA-Si atuam como
potenciais candidatos como marcadores bioldgicos luminescentes. Embora o material Tb-
TMA-Si tenha uma porcentagem alta de NH; disponivel para interagdo com o espacador Glut,
ndo sdo bons candidatos a marcadores Opticos, dado a baixa concentracdo inicial de

grupamentos amino.

Tabela 4.7. Concentragao de aminas primdrias das particulas de silica amino-funcionalizadas
antes ¢ apés a reagdo com o glutaraldeido, em nmol mg”, determinadas pelo método
colorimétrico utilizando ninidrina. A coluna 3 apresenta a percentagem de NH, disponivel
para interacdao com o espacador Glut.

Amostra [NH;] % NH; disponivel
nmol mg”’

Eu-ACAC-Si 17.847 74,53
Eu-ACAC-Si-Glut 4.546

Eu-TTA-Si 10.899 54,53
Eu-TTA-Si-Glut 4.955

Eu-EMA-Si 1.652 41,16
Eu-EMA-Si-Glut 972

Eu-TLA-Si 3.630 77,07
Eu-TLA-Si-Glut 832

Eu-TMA-Si 43.597 86,30
Eu-TMA-Si-Glut 5.977

Tb-EMA-Si 2.659 19,26
Tb-EMA-Si-Glut 2.147

Tb-TLA-Si 1.539 36,13
Tb-TLA-Si-Glut 983

Tb-TMA-Si 299 98,32

Tb-TMA-Si-Glut 5
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4.8. Emissao de raios X induzida por particulas carregadas (PIXE)

O método Emissdo de Raios X Induzida por Particulas Carregadas (PIXE = Particle
Induced X-ray Emission), proposto em 1970 por Johansson e Johansson [44], baseia-se
essencialmente na espectroscopia de raios X em que o feixe de ions (protons ou alfas)
incidente ¢ usado para ionizar camadas eletronicas mais internas (K ou L) dos atomos na
amostra. Os raios X sdo coletados com um detector de Si(Li) refrigerado em nitrogénio
liquido (77K) e o sinal armazenado em um analisador multicanal. O método PIXE ¢ capaz de
identificar e quantificar elementos com Z>10, com limite de detecgdo de 10 g/g (ppm), e
precisdo absoluta de 5 a 30%.

Quando o elétron de um atomo excitado desloca para uma camada eletronica mais
interna ocorre uma emissdo caracteristica de radiacdo eletromagnética (Figura 4.40). As
transicdes de interesse na andlise PIXE sdo aquelas que t€ém como base a camada K

identificada pelos seus nimeros quanticos n = 1, ¢ = 0, s = £%, j = 5, que envolvem as

camadas L e M [45].

® elétron

feixe de ions

Detector de raios-X

Figura 4.40. Esquema simplificado do processo de emissao de raios X induzidos pela colisdo
de particulas carregadas.
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Todas as amostras foram irradiadas com feixe de protons de 2,4 MeV, por dez
minutos, mantendo uma taxa de contagens de 2000 foétons/segundo. Um filamento de
tungsténio foi utilizado como emissor de elétrons para neutralizar a carga acumulada nas
amostras.

Os espectros obtidos sdo apresentados na Figura 4.41 juntamente com os ajustes de
picos realizados pelo programa AXIL. O segundo pico, da esquerda para a direita, presente
em todos os espectros, ¢ relativo a quantidade de Si na amostra, e o conjunto dos dez ultimos
picos sdo relativos ao eurdpio presente na amostra.

A carga coletada ¢ medida experimentalmente e estd relacionada com a quantidade de
ions que incidem na amostra durante a irradiagdo. O fator de resposta do detector ¢ tabelado
para cada elemento quimico, enquanto o fator de alvo grosso ¢ calculado levando em conta os
elementos constituintes da matriz da amostra. A Tabela 4.8 contém a relagdo de massa e
molar entre Si e Eu. Foi estimado em 10% a incerteza nos valores determinados.

A amostra Eu-ACAC-Si possui uma relagao molar Si/Eu maior em relagdo as obtidas
nas amostras Eu-BTC-Si. Este comportamento deve estar associado ao método de preparagao.
No método Stober, hd primeiramente a formacdo da camada de silica no complexo, tendo
como precursor o TEOS. Posteriormente, forma-se uma segunda camada de silica, sendo o
APTES como fonte de silica. J4 no método micro-ondas, a camada ¢ formada apenas pelo
APTES. Estes dados corroboram com os de difra¢ao de raios X, onde a banda de difracao da

silica ¢ mais proeminente no método Stober.
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Figura 4.41. Espectros PIXE das amostras a) Eu-ACAC-Si, b) Eu-EMA-Si, ¢) Eu-TLA-Si e
d) Eu-TMA-Si.
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A relagdo molar Si/Eu da amostra Eu-ACAC-Si ¢ maior quando comparado a Eu-
TMA-Si (Tabela 4.8). Por outro lado, a concentragdo de NH, ¢ menor quando se faz a
comparac¢do entre estes dois materiais (Tabela 4.7). Este comportamento ¢ coerente quando se
analisa os métodos de preparagdo por Stober e micro-ondas, considerando que o grupamento
amina ¢ oriundo apenas da fonte de silica APTES. A relagao molar Si/Eu indicou um maior
revestimento de silica funcionalizada na ordem de ligante TMA > TLA > EMA, a mesma
tendéncia foi apresentada para a quantificacdo de aminas primdrias. Ressalta-se que um
comportamento semelhante também foi verificado pela técnica de difracdo de raios X destes

materiais (sec¢do 4.4.2).

Tabela 4.8. Relacao Si/Eu obtida através do espectro PIXE, apds calculos matematicos.

Amostra Si/Eu Si/Eu
(massa) (molar)

Eu-ACAC-Si 0,300 1,62

Eu-EMA-Si 0,004 0,02

Eu-TLA-Si 0,015 0,08

Eu-TMA-Si 0,120 0,65
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5. Investigacdo da fotoluminescéncia de marcadores Opticos para
ensaios bioldgicos

O grande interesse na pesquisa sobre as propriedades espectroscopicas de complexos
de terras raras trivalentes (TR*") é principalmente devido a sua potencial aplica¢io na area de
diagnéstico médico, eletroluminescéncia, triboluminescéncia, marcadores Opticos € mesmo
em materiais laser [1-5]. Atualmente os ions TR®" vém sendo amplamente empregados no
desenvolvimento de materiais luminescentes como marcadores opticos, exibindo emissdo de
cores monocromaticas oriundas de suas propriedades opticas singulares [1,6,7]. A esséncia da
espectroscopia eletronica dos fons TR®" estd associada as bandas finas de emissio
caracteristicas, resultantes das transi¢des intraconfiguracionais 4f e ao tempo de vida longo
[1,2,8]. Devido & grande importancia dos compostos a base de TR*" atuarem como materiais
luminescentes, este capitulo ¢ dedicado a investiga¢ao das suas propriedades luminescentes.

Os complexos de Eu’™ e Tb’" usualmente sio aplicados como dispositivos
moleculares conversores de luz (DMCL). A utilizagdo majoritaria do fon Eu’" como um
eficiente marcador luminescente ¢ devido a) cor de emissao vermelha monocromatica; b)
o estado excitado °Dy, que ¢ bem separado (~12.000 cm™) do estado fundamental "Fo.q; ¢)
o nivel emissor “Dy ¢ o estado fundamental 'F, sdo ndo degenerados; d) tempo longo de
decaimento luminescente do nivel emissor °Dy (em milisegundos) e e) grande
deslocamento de Stokes quando o espectro de emissao € registrado sob excitagdo direta na
banda atribuida a transi¢io do 'Fo—’Lg (~395 nm) [1]. Ao contrério, por exemplo, do
estado emissor "Dy do fon Tb®" que tem uma degenerescéncia igual a nove (2x4+1).
Portanto, o nimero maximo de bandas resultantes de uma transicao 5D0—>7FJ ¢ dado pela
regra de (2J+1)-componentes. Vale ressaltar, também, que o nimero de bandas associado

a cada transicdo depende da simetria pontual ao redor do fon TR*" e pode ser determinada



141

Capitulo 5 — Investigacao da fotoluminescéncia de marcadores Opticos para ensaios bioldgicos

usando a teoria de grupos [9].

Estas caracteristicas espectroscopicas tornam os ions eurdpio e térbio trivalentes
promissores marcadores luminescentes na aplicacdo como sondas em fluoroimunoensaios.
No entanto, compostos de coordenacdo sdo pouco empregados no desenvolvimento de
marcadores fotonicos devido a baixa estabilidade térmica e propriedades mecanicas. A fim
de sobrepujar estas desvantagens, alguns pesquisadrores tém incorporado os complexos de
terras raras em materiais mesoporosos, matrizes de silica, polimeros etc...[10-16].

Neste trabalho serdo investigadas particulas de silica funcionalizadas contendo sondas
luminescentes que tém recebido atencdo especial, devido as suas potencias aplicagdes
bioldgicas como marcadores Opticos tanto in vivo como in vitro, diagnostico clinico e
transportadores de drogas. A incorporagio de complexos contendo fons Eu’* e Tb*" que atuam
como emissores vermelho e verde, respectivamente, em particulas de silica combinam as
caracteristicas Opticas dos complexos de Eu’" e Tb*" e propriedades inorganicas dos 6xidos,
resultando em materiais hibridos inorganicos-organicos.

Com base nos espectros de excitagdo, emissdo e curvas de decaimento da emissao,
serdo investigadas as propriedades fotoluminescentes dos materiais Eu-(B-dicetonato)-Si e
TR-BTC-Si. Também serao calculadas as eficiéncias quanticas de emissao experimental (1),
tempos de vida dos estados emissores (1), parAmetros de intensidade (€2;) para os compostos
luminescentes de eurdpio trivalente. Estes dados espectroscopicos fornecerdo informagdes a
respeito das propriedades fotoluminescentes e da incorporacdo do complexo de terra rara na

rede de silica.
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5.1. Investigacio da luminescéncia das particulas de silica contendo
complexos de Eu-(B-dicetonato) e Eu-BTC

5.1.1. Investigacio da luminescéncia das particulas de silica contendo complexos de
Eu-(p-dicetonato), preparadas pelo método Stober

O estudo da fotoluminescéncia dos complexos e das particulas de silica amino-
funcionalizadas incorporando o complexo foi realizado através dos espectros de excitacdo e
emissdo, registrados a temperatura ambiente (~298 K) e do nitrogénio liquido (77 K). E
importante salientar, que os perfis espectrais do mesmo composto ndo apresentam mudancas
significativas quando registrados a 77 K ou 298 K. No entanto, foi observado que para os
espectros de excitacdo dos complexos registrados a baixa temperatura (77 K) apresentou
maior resolu¢ao das transi¢oes eletronicas, devido a menor contribui¢ao vibronica.

A Figura 5.1 mostra os espectros de excitacdo do complexo Eu-ACAC e da particula
Eu-ACAC-Si a temperatura do nitrogénio liquido (77 K), registrados no intervalo de 250 a
590 nm, com emissdo monitorada na transi¢do hipersensivel ‘Do—"F,. Os espectros de
excitagao do complexo Eu-ACAC (Figura 5.1a) e do complexo incorporado com silica amino-
funcionalizada Eu-ACAC-Si (Figura 5.1b) apresentam uma banda larga, na regido de 300 a
375 nm, atribuida a transi¢do S;—S pertencente ao ligante acetilacetonato. Além do mais sao
observadas bandas finas oriundas das transi¢des intraconfiguracionais 4f° do ion Eu’"
presentes nos espectros de excitagio atribuidas aos seguintes niveis de energia: 'Fo—Lg
(393 nm), 'Fop—"D5 (463 nm), "Fo—"D; (525 nm) e 'Fo—’Dy (578 nm) [17,18].

Nota-se que as bandas finas atribuidas as transi¢des intraconfiguracionais "Fo—"Hs,
"Fo—°D4 ¢ "Fo—"L; do ion Eu’" apresentam-se sobrepostas com as bandas largas do ligante
ACAC para o caso do complexo Eu-ACAC, porém mostram-se melhor resolvidas para o
material Eu-ACAC-Si na faixa de 270 a 375 nm. Quando se compara os espectros de

excitacdo do complexo e do material silica ilustrados na Figuras 5.1, observa-se uma
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diferenga significativa do ntimero de bandas e também uma variagdo nas intensidades de
absor¢do, indicando que houve uma mudan¢a no comportamento espectral entre o complexo

Eu-ACAC e o material Eu-ACAC-Si, sugerindo a interagdo do complexo com a rede silica.
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Figura 5.1. Espectros de excitagdo do a) complexo Eu-ACAC e b) material Eu-ACAC-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transi¢ao hipersensivel *Do—'F>.

Quanto aos espectros de excitagdo do complexo Eu-TTA e do sistema Eu-TTA-Si
(Figura. 5.2) registrado a baixa temperatura (77 K) apresentam perfis espectrais bastantes
diferentes. Para o espectro do material Eu-TTA-Si € observada uma banda de absor¢ao larga,
tipo gaussiana, na regido de 250 a 400 nm, centrada em 350 nm, estd associada a transi¢cao
permitida S;—S, pertencente ao ligante TTA. Ademais, este espectro (Figura. 5.2b) exibe

A . , N -~ . . . , +
somente trés bandas finas atribuidas as transi¢des intraconfiguracionais do ion Eu’’, sendo
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relativas as transicoes eletronicas "Fo—"Ls (394 nm), "Fo—"D, (464 nm) e "Fo—"D; (525 nm).
Por outro lado, o espectro de excitacdo do complexo Eu-TTA exibe uma banda de absorcao
bastante alargada que compreende a faixa espectral de 250 a 475 nm sobreposta com as
bandas finas atribuidas as transicoes "Fo—"Ls (394 nm), "Fo—"D, (464 nm) do ion eurdpio
trivalente. Nota-se também no espectro de excitacdo do complexo o surgimento de uma banda
fina em torno de 578 nm referente a transi¢ao "Fo—>Dy do fon terra rara, porém ausente no
espectro do material Eu-TTA-Si. A diferenca entre os dados espectrais do complexo e do
sistema Eu-TTA-Si sugere que houve uma interagdo efetiva entre o complexo Eu-TTA e a

rede silica (Eu-TTA-Si).
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Figura 5.2. Espectros de excitacdo do a) complexo Eu-TTA e b) material Eu-TTA-Si,
registrados a 77 K, com emissao monitorada na transi¢ao hipersensivel 5 D0—>7F2.
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A diferenca entre as bandas de absor¢do nos espectros de excitagcdo dos complexos
precursores Eu-(p-dicetonato) (Figuras 5.1 e 5.2) e do material amino-funcionalizado
Eu-(B-dicetonato)-Si, onde B-dicetonato = ACAC e TTA, sugere que houve uma interagao
entre a rede de silica e o complexo de terra rara. Este resultado evidencia alteracdo no
ambiente quimico ao redor do fon Eu’" [19,20]. Ademais, o espectro do material Eu-TTA-Si
(Figura 5.2b) apresenta uma banda na regido de absor¢do do TTA com maior intensidade
quando comparada com as transi¢des intraconfiguracionais 'Fo—"Djy do fon Eu’" no sistema,
indicando o grande potencial do ligante TTA em atuar como “antena”, devido a eficiente
transferéncia de energia ligante TTA—Eu’".

Para o estudo da fotoluminescéncia dos complexos Eu-ACAC (Figura 5.3a) e Eu-TTA
(Figura 5.4a) e dos materiais Eu-ACAC-Si (Figura 5.3b) e Eu-TTA-Si (Figura 5.4b), foram
registrados espectros na faixa de 420 a 750 nm, sob excitagdo na transicao 7F0—>5L6 do ion
Eu’". Estes espectros de emissdo exibem bandas finas atribuidas as transi¢des 5D0—>7FJ (onde
J=0, 1,2, 3 e 4), nos quais apresentam a transicdo hipersensivel Dy—F, como a banda mais
proeminente. No entanto, a intensidade da transicao 5 D0—>7F2 em relagdo a transi¢ao 5 Do—>7F1
diminui nos espectros de emissdo para os materiais Eu-(pB-dicetonato)-Si quando comparados
com os complexos Eu-(B-dicetonato), indicando um carater centrossimétrico. Nota-se também
a auséncia das bandas largas compreendidas entre 420 ¢ 600 nm, referente ao estado tripleto
(T) dos ligantes ACAC e TTA com valores de 25000 ¢ 20492 cm™ [21,22], respectivamente
indicando uma eficiente transferéncia de energia.

E observado um alargamento das bandas de emissdo (Figura 5.4b) das transi¢des
Dy—'F; do sistema Eu-TTA-Si comparadas com aquelas do complexo, que pode ser
explicada pela ndo homogeneidade dos sitios de Eu®" devido a microestrutura porosa da silica
[20,23]. Além do mais, as bandas alargadas atribuidas as transi¢des 4f sao tipicas de material

amorfo, corroborando com os dados obtidos com a técnica de difragdo de raios X. Deve-se
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ressaltar que Malta et a/ [23] relatou que um dos efeitos da distribui¢do de diferentes sitios de
simetria ocupados pelo ion terra rara em materiais vitreos € a presenga do alargamento de

linhas ndo homogéneas.
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Figura 5.3. Espectros de emissdo do a) complexo Eu-ACAC e b) material Eu-ACAC-Si. Os

espectros foram registrados a 77 K, sob excitacdo na transi¢cao "Fo—"L¢ do ion Eu’" em A=
393 nm.

E importante ressaltar que os materiais Eu-ACAC-Si e Eu-TTA-Si exibem uma
intensidade excepcionalmente alta de emissdo da transi¢do 5 Do—>7F4, sugerindo a
incorporagdo dos complexos de Eu’", modificando o ambiente quimico ocupado pelo ion Eu®
para uma simetria préxima de um centro de inversdo [24], embora uma parte dos complexos

possa estar situada na superficie das particulas. As diferencas na energia, no perfil e na largura

das transicoes 5Dy—>7Fp4 entre os complexos FEu-(B-dicetonato) e as particulas
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Eu-(B-dicetonato)-Si indicam que existem modificagdes no ambiente do ion Eu’* quando o

complexo ¢ incorporado na rede de silica.
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Figura 5.4. Espectros de emissdo do a) complexo Eu-TTA com excitagdo monitorada no ion
Eu’" a A=396,8 nm e b) material Eu-TTA-Si com excitagdo monitorada no fon Eu’" a
A =393 nm, ambos registrados a 77 K.

O espectro de emissao do sistema Eu-TTA-Si também foi registrado sob excitagdo na
banda do ligante (A= 353,6 nm) (Figura 5.5). Observou-se que o perfil espectral deste
sistema ¢ semelhante daquele monitorado com excitagdo na banda fina do fon Eu’” em 393
nm. No entanto, o espectro de emissao da particula de silica amino-funcionalizada Eu-TTA-Si
apresentou uma maior intensidade luminescente quando a excitacao ¢ monitorada na banda de
absor¢do do ligante TTA. Deste modo, o material Eu-TTA-Si apresenta maior transferéncia

de energia ligante—metal quando ¢ excitado na banda do ligante, que atua como sensibilizador
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de luminescéncia e, conseqiientemente, apresenta-se como potencial candidato na aplicagdo

de marcadores Opticos como dispositivos moleculares conversores de luz (DMCL).
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Figura 5.5. Espectros de emissdo do Eu-TTA-Si com excitagio monitorada no ion Eu’" a
A =393 nm e com excitacdo monitorada na banda do ligante TTA a A = 353,6 nm, registrados
a77K.
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5.1.2. Investigacao da luminescéncia das particulas de silica contendo complexos de Eu-
BTC, preparadas pelo método micro-ondas

Nesta seccdo serdo investigadas as propriedades espectroscopicas dos complexos
benzenotricarboxilatos (BTC) de Eu’" e dos materiais Eu-BTC-Si com base nos espectros de
excitacdo e emissdo. Os espectros de excitacdo foram registrados a temperatura ambiente
(298 K) e do nitrogénio liquido (77 K) (Figuras 5.6 a 5.8) sob monitoramento na emissao da
transicao hipersensivel *Dy—>'F,. As bandas finas de absor¢ao observadas em 317, 361, 375,
394, 464, 525 ¢ 579 nm foram atribuidas as transi¢oes 41° intraconfiguracionais caracteristicas
do fon Eu*" correspondentes a 7Fo—>5H3, 7F0—>5D4, 7F()—>5L7, 7F0—>5L6, 7F0—>5D2, "Fo—"D; e
"Fo—"Dy, respectivamente. Ademais, nota-se no intervalo espectral de 350 a 590 nm que os

. . . o~ . . . , +
sistemas Eu-BTC-Si exibem as mesmas transi¢des intraconfiguracionais 4£° do fon Eu’™.
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registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transi¢ao hipersensivel *Do—'F>.
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Verifica-se no espectro de excitagdo do material Eu-EMA-Si (Figura 5.6b) um maior
alargamento nas bandas intraconfiguracionais 4f° do ion Eu’" quando comparados com os
materiais Eu-TLA-Si (Figura 5.7b) e Eu-TMA-Si (Figura 5.8b).

No geral, as bandas largas dos Eu-BTC-Si situadas na regido espectral de 250-350 nm
atribuida aos estados do ligante BTC apresentam perfis semelhantes aquelas dos respectivos
complexos (Figuras 5.6 a 5.8). Este dado sugere que os complexos foram incorporados a rede
de silica quando preparado pela reagdo de condensagdo do APTES utilizando o método micro-

ondas, preservando as caracteristicas opticas dos complexos.
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Figura 5.7. Espectros de excitacdo do a) complexo Eu-TLA e b) material Eu-TLA-Si,
registrados a 77 K, com emissao monitorada na transi¢ao hipersensivel 5 D0—>7F2.
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Verifica-se que esta banda larga ¢ de intensidade proxima que das transi¢des do centro
metalico, exceto para os complexos Eu-EMA (Figura 5.6a) e Eu-TMA (Figura 5.8a) onde a
banda larga ¢ mais intensa do que as transi¢des do centro metdlico. Ademais, o perfil da
banda larga espectro de excitacdo do material Eu-TMA-Si (Figura 5.8b) ¢ diferente quando
comparado com o complexo (Figura 5.8a), indicando a existéncia de uma interagdo efetiva

, 3+ re
entre os ions Eu”" e a rede de silica.
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Figura 5.8. Espectros de excitacdo do a) complexo Eu-TMA e b) material Eu-TMA-Si,
registrados a 77 K, com emissao monitorada na transi¢ao hipersensivel 5 D0—>7F2.

Para a investigagcdo das propriedades luminescentes a partir dos dados espectrais de
emissdo dos complexos Eu-BTC e das particulas Eu-BTC-Si foram registrados os espectros a

baixa temperatura (77 K) na faixa espectral de 420 a 750 nm, sob excitacdo na transicao
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7F0—>5L(,, em torno de 394 nm (Figuras 5.9 a 5.11). Observa-se bandas finas atribuidas as

transi¢oes SDo—F; (onde J = 0-4), exibindo a transi¢do hipersensivel ’Do—'F, com maior

intensidade.
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Figura 5.9. Espectros de emissdo do a) complexo Eu-EMA com excitagdo monitorada no ion
Eu’" a A =394 nm e b) material Eu-EMA-Si com excitagio monitorada no fon Eu** a A =395
nm, ambos registrados a 77 K.

Os perfis espectrais das bandas de emissdo dos sistemas Eu-EMA-Si (Figura 5.9b) e
Eu-TLA-Si (Figura 5.10b) sdo semelhantes aquelas dos complexos Eu-EMA (Figura 5.92a) e
Eu-TLA (Figura 5.10a), respectivamente, apresentando bandas finas caracteristicas dos
complexos precursores. No entanto, este comportamento espectroscopico de emissdo €

diferente para o sistema Eu-TMA-Si (Figura 5.11b) que apresenta bandas alargadas
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comparada com o complexo precursor Eu-TMA (Figura 5.11a), devido a ndo homogeneidade
dos sitios de Eu’" na microestrutura porosa da silica [7-9].

Também foi observado que as intensidades de emissdo da transicao Do—'F, para as
particulas Eu-EMA-Si (Figura 5.9b) e Eu-TLA-Si (Figura 5.10b) apresentam maiores em
relagdo & transigio *Do—'F), porém ndo tio pronunciada como aquela apresentada para o
sistema Eu-TMA-Si (Figura 5.11b). Além do mais, o sistema Eu-TMA-Si demonstra um
comportamento centrossimétrico acentuado, que ¢ semelhante aquele observado para as
particulas Eu-ACAC-Si (Figura 5.3b) e Eu-TTA-Si (Figura 5.4b) apresentando transi¢des

°Do—'Fy alargadas que sdo tipicas de material amorfo.

o b) Eu-TLA-Si
E.« - kex.: 393,8 nm
2]
= -
<
=
2] -
=
2
= -
]
a) Eu-TLA
1 Moy = 393,8 nm
A
T T T T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 750
A (nm)

Figura 5.10. Espectros de emissdo do a) complexo Eu-TLA e b) dmaterial Eu-TLA-Si, com
excitacado monitorada no ion Euv’ ad= 393,8 nm, ambos registrados a 77 K.
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Figura 5.11. Espectros de emissdo do a) complexo Eu-TMA com excitagdo monitorada no
fon Eu’" a A=393.2 nm e b) material Eu-TMA-Si com excita¢do monitorada no ion Eu’" a

A =395 nm, ambos registrados a 77 K.

Os espectros de emissao para os sistemas Eu-BTC-Si registrados com excitagdo na

banda do ligante benzenotricarboxilato (Figura 5.12) apresentam maior intensidade de

luminescéncia quando comparado com o sistema sob excitagdo no ion terra rara. Este

comportamento espectroscopico indica que os processos de transferéncia de energia do estado

;. -+ . , + o~ .
T do BTC para os niveis »"'L; excitados do fon Eu’" sdo eficientes, corroborado pela

auséncia das bandas largas oriundas da fosforescéncia atribuidas aos estados tripletos dos

ligantes BTC. As energias dos estados T para os ligantes EMA, TLA ¢ TMA foram

determinadas por Souza et al. [25] ¢ apresentaram valores de 25694, 25523 ¢ 25100 cm’,

respectivamente.
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Figura 5.12. Espectros de emissdo dos sistemas a) Eu-EMA-Si, b) Eu-TLA-Si e ¢) Eu-TMA-Si, com excita¢gio monitorada no fon Eu’" e na
banda do ligante BTC, registrados a 77 K.
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5.1.3. Tempo de vida da luminescéncia

O estado excitado, uma vez populado, tende a relaxar ao estado fundamental através
de decaimentos radiativos e ndo radiativos. O tempo de vida (t) do estado emissor “Dy do ion
Eu’’, tempo médio no qual o sistema permanece no estado excitado, foi determinado
experimentalmente através do decaimento da intensidade de emissdo, I(t), ao longo do tempo,
t, usando-se a aproximacao de dois niveis [26]. Portanto, a variacdo da populagdo com o

tempo do nivel emissor para um comportamento mono-exponencial ¢ dada por:

dn..
nemlssor — _K

dt Tnemissor (5 1)

— onde NMemissor ¢ @ populacdo do nivel emissor, Kt representa as taxas radiativas (Ar.q) € nao
radiativas (Aprd). A integracdo da equagdo 5.1 resulta no decaimento exponencial da
luminescéncia — tempo necessario para a populacdo do nivel emissor decair a 1/e da
populacao inicial.

As curvas de decaimento luminescente dos complexos Eu-(B-dicetonato) e Eu-BTC e
das particulas Eu-(B-dicetonato)-Si ¢ Eu-BTC-Si foram registradas a temperatura ambiente
(298 K), com excitagdo monitorada na transi¢io 'Fo—>Ls e emissdo na transi¢do *Do—> F,
(Figuras 5.13 a 5.17). As curvas de decaimento para os complexos foram ajustadas para uma
curva mono-exponencial. Enquanto que, para os materiais com silica um comportamento bi-
exponencial [I(t) = ajexp(-t/t;) + aexp(-t/t2)], onde a; e a, correspondem aos coeficientes de
intensidade. Os valores para os tempos de vida sdo apresentados na Tabela 5.1, sendo que o
tempo de vida médio Tmedio do nivel do ion Eu’" foi determinado pela formula

Tmedio = (21T1)T(a272)/(a1T1+ta212) [27]. O ajuste bi-exponencial corrobora com o alargamento
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das transi¢cdes "Dy— 'Fo4 do ion eurdpio, devido a presenca de mais de um sitio de simentria

ao redor do ion metalico central.
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Figura 5.13. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *Dydo ion Eu*" para a)
complexo Eu-ACAC e b) material Eu-ACAC-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.14. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor >Dy do ion Eu** para a)
complexo Eu-TTA e b) do material Eu-TTA-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.15. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *Dy do fon Eu’" para a)
complexo Eu-EMA e b) do material Eu-EMA-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.16. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *Dy do fon Eu’" para a)
complexo Eu-TLA e b) do material Eu-TLA-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.17. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *Dy do fon Eu’" para a)
complexo Eu-TMA e b) do material Eu-TMA-Si, registrados a 298 K.
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Os dados da Tabela 5.1 mostram que apds a silanizagdo dos complexos Eu-(B-
dicetonatos) os tempos de vida aumentam em relacdo aos complexos precursores, devido a
uma maior rigidez da rede silica (Si-O) [28,29]. Para o caso dos materiais Eu-EMA-Si e Eu-
TLA-Si ¢ observado que a silanizagdo alterou moderadamente os valores de tempo de vida em
relacdo aos complexos precursores. Este comportamento indica uma interacdo da rede de
silica com o complexo, alterando o ambiente do ion TR*". Por outro lado, o material Eu-
TMA-Si apresenta um aumento consideravel no valor do tempo de vida, sugerindo uma maior
interagdo da rede rigida de silica na estrutura do material, corroborado pelos perfis espectrais

de emissao deste sistema (Figura 5.11) [28,29].

Tabela 5.1. Valores de tempos de vida T (ms) dos complexos Eu-(B-dicetonatos) e Eu-BTC e
das particulas Eu-(B-dicetonatos)-Si e Eu-BTC-Si obtidos a partir das curvas de decaimento
de luminescéncia do nivel emissor "Dy registradas a 298 K. Nota-se que as curvas de
decaimento ajustadas para comportamento bi-exponencial apresentam 1, e 1, e tempo de vida
médio* (Tmédio).

*

Amostra T T2 Tmédio
(ms) (ms) (ms)

Eu-ACAC 0,30

Eu-ACAC-Si 041 0,14 0,38

Eu-TTA 0,23

Eu-TTA-Si 0.48 0,20 0,40

Eu-EMA 0,38

Eu-EMA-Si 0,07 0,36 0,35

Eu-TLA 0,47

Eu-TLA-Si 0,06 0,43 0,42

Eu-TMA 0,23

Eu-TMA-Si 1,01 0,32 0,73

FTmadio = (a1T1)H(a212)/(a171+2,7T)
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5.1.4. Parametros de intensidade experimentais

Os parametros de intensidade experimentais Q, (A = 2 e 4) foram determinados para os
compostos Eu-(B-dicetonato) [1], Eu-(B-dicetonato)-Si, Eu-BTC [25] e Eu-BTC-Si a partir
dos dados espectrais de emissao.

Os ) também chamados de parametros de Judd-Ofelt [30,31], sdo determinados por
meio das intensidades das respectivas transi¢des “Do—'F; (J = 2 e 4) do fon Eu’" [1,32,33],
onde os mecanismos de dipolo elétrico forcado (DEF) e acoplamento dindmico (AD) sdo
considerados simultaneamente. Por exemplo, os complexos contendo ligantes B-dicetonatos
geralmente apresentam altos valores de €, e possuem uma maior contribuicao do mecanismo
de acoplamento dindmico devido a polarizabilidade dos atomos vizinhos oriundo do ambiente
quimico em torno do fon Eu’". Portanto, a intensidade de luminescéncia (I) é expressa em
termos da 4rea sob as transicdes provenientes do nivel Dy para os niveis 'Fy (J =2 ¢ 4) da

. ~ It + J4 .
curva de emissdo do ion Eu®”, que ¢ definida como:

Lo, =ho ;AN (5.2)

onde /iy € a energia da transi¢cdo (em cm'l), Nj ¢ a populacao do nivel emissor Dy e Ao, é0
coeficiente de emissdo espontanea de Einstein. Para a determinacdo experimental do
coeficiente de emissdo A,y a partir dos espectros de emissao utilizou-se a transi¢do permitida
por dipolo magnético Dy—'F1, que ¢ formalmente insensivel ao ambiente do campo ligante
do composto de Eu’" e, conseqiientemente, pode ser usada como uma transi¢io de referéncia

[34]. O valor de A, para as transigoes de dipolo elétrico forgado ¢ dado por:

2 .3
A :43671:; 2J1+1Zﬂ;4QA<SD OHUWH7FJ>2 (5.3)
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n,(n; +2)°

onde y = ¢ o fator de correcdo de campo local de Lorentz, ny ¢ o indice de

refracdo do meio com valor ngp = 1,5. Os elementos de matriz reduzida ao quadrado
2
<5D0HUWH7FJ> sdo tabelados na literatura [35], cujos valores sdo 0,0032 e 0,0023 para

J =2 e 4, respectivamente. Os coeficientes de emissdo espontanea (A), equagdo 3, sdo obtidas

a partir da equacao 5.4:

A — G0—>1 SO—)J A

0] S 01 (5.4)

01 J\ 0051

onde Sy_,; corresponde a area sob a curva relacionada a transi¢do Do—"Fj € Gos O
baricentro da transi¢do. O coeficiente de emissdo espontdnea Ag; ¢ dado pela expressao
Ap1=0,3 1x10'“(n03)(1)013), cujo valor ¢ estimado em 50 s! para indice de refracdo igual a 1,5.
O coeficiente de emissdo espontanea radiativo (Ay.q) do nivel emissor Dy é determinado por
meio da somatoéria das contribuicoes Ag_,; de cada uma das transi¢oes, Apg = Aoy = Ago +
Ao1 + Apx + Agz + Ags. Enquanto que os valores de todas as contribui¢des radiativas e nao
radiativas vem dado por Agotal = Arad + Anrad, € podem ser avaliados através do tempo de vida
(t) do nivel emissor 5Do, com base na relagdo A = 1/1. Vale frisar que a contribui¢do nao
radiativa Ap.q depende do acoplamento vibronico do ambiente quimico em torno do ion Eu®’.
Ademais, ¢ possivel determinar a eficiéncia quantica (1) de emissdo do nivel emissor *Dy do

ion europio com base na relacao:

— Arad
Arad + Anrad (5.5)

n
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Os valores dos parametros de intensidade experimental €, (A =2 e 4), tempos de vida,
coeficiente de emissdo radiativa, coeficiente de emissdo nao radiativa e eficiéncia quantica de
emissao para os complexos Eu-(B-dicetonato) e Eu-BTC e para os sistemas Eu-(p-dicetonato)-
Si e Eu-BTC-Si sdo apresentados na Tabela 5.2. Neste trabalho, os valores de Q¢ ndo foram
determinados, uma vez que as bandas referentes a transi¢ao 5D0—>7F6 ndo sdo observadas nos
espectros de emissao.

Na Tabela 5.2 ¢ verificado um decréscimo nos valores dos parametros €2, dos
materiais Eu-(B-dicetonato)-Si e Eu-BTC-Si quando se compara com os dos seus respectivos
complexos, devido a diminuicdo da intensidade da transi¢do 5D0—>7F2, indicando um maior
caracter centrossimétrico. Conseqiientemente, os ions Eu’" nos materiais com silica estio em
um ambiente quimico menos polarizdvel do que nos complexos, sugerindo uma menor
contribui¢do do mecanismo de acoplamento dinamico.

Os altos valores dos pardmetros de intensidade Q4 para os sistemas com silica Eu-(p3-
dicetonato)-Si e Eu-BTC-Si comparados com os valores de Q) reflete a intensidade
extremamente alta da transicio *Dy—>'F4 observada nos espectros de emissdo. Isto sugere que
a incorporagdo dos complexos de Eu’" na silica modifica a estrutura local ocupada pelo fon
Eu’’, onde a simetria aproxima daquelas com centro de inversio.

De modo geral, os valores para eficiéncia quantica (1) do estado emissor "Dy dos
materiais Eu-(B-dicetonato)-Si e Eu-BTC-Si (onde B-dicetonato = ACAC e TTA; BTC =
EMA e TLA) (Tabela 5.2) s3o menores do que os determinados para os complexos
precursores Eu-(B-dicetonato) e Eu-BTC, respectivamente. Esta tendéncia ¢ refletida nos

valores das contribui¢des radiativas (Aq) € ndo radiativas (Anng). Exceto para o sistema Eu-

TMA-Si que apresenta maior valor n =27%, do que o complexo Eu-TMA.
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Tabela 5.2. Parametros de intensidade experimentais (107 cm?), tempos de vida t (ms),
coeficiente de emissdo radiativa Agq (s™), coeficiente de emissdo ndo radiativa Agmg (s7), €
eficiéncia quantica n (%) para os complexos: Eu-(B-dicetonatos) e Eu-BTC, e para os
materiais: Eu-(p-dicetonatos)-Si e Eu-BTC-Si. Ry, = a razdo entre a intensidade das
transi¢oes SDo—"Fo / °Dy—>"F,.

Amostras Q) Qu Ro» Arad Anrad Asot T n

(10*°em™) (10*°cm™) s s s (ms) (%)
Eu-ACAC 30 12 0,0170 757 2609 3366 030 32
Eu-ACAC-Si 7 10 0,0084 412 2500 2912 0,38 14
Eu-TTA 32 5 0,0120 1168 3180 4348 023 27
Eu-TTA-Si 8 9 0,0100 410 2090 2500 0,40 16
Eu-EMA 14 10 0,0120 622 2015 2637 038 24
Eu-EMA-Si 11 8 0,0150 510 2326 2836 035 18
Eu-TLA 10 9 0,0028 463 1653 2116 047 22
Eu-TLA-Si 7 8 0,0059 400 1958 2358 042 17
Eu-TMA 11 10 0,0042 525 3820 4345 023 12
Eu-TMA-Si 8 7 0,0070 373 992 1365  0.73 27

O efeito de mistura dos J’s responsavel pelo surgimento da transigio Dy—'F, quando
a transi¢io ¢ permitida por simetria ¢ devido a mistura dos componentes |'Fo) e |'Fa),
principalmente com maior contribui¢do dos parametros do campo ligante de posto 2, B(zl
[36]. A Tabela 5.2 apresenta também os valores do pardmetro R, para os compostos de Eu’",
o qual ¢ definido como a razdo entre a intensidade da transi¢do "Dy—'F pela intensidade da
transi¢ao hipersensivel 5D0—>7F2. Esse parametro ¢ uma medida da mistura de estados de
acoplamento intermediario 'Fy componentes do estado 'F,. Como pode ser observado, os
maiores valores de Ry, foram obtidos para o complexo Eu-ACAC (R, =0,0170) e o sistema
Eu-EMA-Si (R, = 0,0150), evidenciando a maior intensidade da transi¢ao 5 Do—>7F0 resultante

da mistura dos J's.
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5.2. Investigacio da luminescéncia das particulas de silica contendo
complexos de Tb-BTC, preparadas pelo método micro-ondas

Nesta parte da tese contétm o estudo das propriedades fotoluminescentes dos
complexos Tb-BTC [25] e dos materiais Tb-BTC-Si (BTC = EMA, TLA e¢ TMA). Os
espectros de excitacdo dos complexos Tb-BTC e das particulas de silica funcionalizadas
contendo os complexos Tb-BTC-Si foram registrados no intervalo de 250 a 520 nm, a
temperatura ambiente (298 K) e a temperatura do nitrogénio liquido (77K) (Figuras 5.18 a
5.20), sob emissdo em torno de 545 nm relativa a transigao > D4—>7F5. No entanto, os espectros
de excitagdao destes compostos registrados a baixa temperatura apresentaram maior resolu¢ao

das transigoes eletronicas, devido a menor contribuicao vibronica.
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Figura 5.18. Espectros de excitagdo do complexo a) Tb-EMA e b) do material Tb-EMA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transi¢ao *Dy—"F5 do fon a 545 nm.
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Quando se compara os espectros de excitagdo entre o sistema Tb-BTC-Si e o
complexo precursor, nota-se que os perfis espectrais sdo semelhantes (Figuras 5.18 a 5.20),
exibindo uma banda larga de alta intensidade oriundas dos ligantes EMA, TLA e TMA, com
maximos de absor¢do em aproximadamente 300 nm. Também, estes espectros mostram
bandas finas correspondentes as transi¢des intraconfiguracionais caracteristicas do fon Tb":
"F¢—"Dy (486 nm), 'Fe—Gs (376 nm), 'Fs—"Lio (367 nm), 'Fe—"Gs (357 nm), 'Fs—Lo
(351 nm) e 'Fg—"Lg (339 nm) [1, 37]. A maior intensidade da banda larga do ligante em
relagdo as transi¢des 4f-4f do fon Tb®* sugere que o processo de excitagdo indireta do fon

metalico via grupo cromoforo dos ligantes sdo mais eficientes.
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Figura 5.19. Espectros de excitacdo do complexo a) Tb-TLA e b) do material do Tb-TLA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transi¢ao 5D4—>7F5 do fon Tb*".
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Figura 5.20. Espectro de excitagdo do complexo a) Tb-TMA e b) do material Tb-TMA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transi¢io *Ds—'Fs do ion Tb*".

A fim de investigar as propriedades luminescentes dos compostos preparados pelo
método por micro-ondas foram registrados os espectros de emissao (Figuras 5.21 a 5.23), no
intervalo de 400 a 700 nm a temperatura ambiente (298 K) e a temperatura do nitrogénio
liquido (77 K). Sendo que os espectros registrados a baixa temperatura apresentam um
aumento da resolugdo nas bandas de emissdo dos complexos e das particulas de silica

funcionalizadas, devido a diminui¢ao das contribuigdes vibronicas.
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Figura 5.21. Espectro de emissdo do complexo a) Tb-EMA e b) do material Tb-EMA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transicao "F¢—>Gg do ion TH". A figura
inserida mostra o espectro ampliado na regido de 640 nm a 690 nm do complexo Tb-EMA.

As Figuras 5.21 a 5.23 mostram os espectros de emissdo para os complexos € 0s
sistemas com silica (77 K). Pode-se observar bandas de emissdo finas caracteristicas das
transigoes D,—'Fy (J=6,5,4,3,2, 1 ¢ 0), atribuidas: ’Ds—'Fe (490 nm), *Dy—"Fs (545
nm), *Ds—'F4 (587 nm), *Ds—'F3 (621 nm), >Ds—'F, (653 nm), "D4y—'F; (669 nm) e
°Dy—'Fo (682 nm). A figura 5.21- inserida ilustra ampliagdo do espectro de emissdo do
complexo Tb-EMA na faixa de 640 a 690 nm com o intuito de atribuir as transi¢cdes oriundas
de baixos valores de momento angular total J = 0,1 e 2. A transicao SDy—"Fs & predominante
nos espectros de emissao, portanto, os complexos Tb-BTC e os materiais Tb-BTC-Si exibem

uma emissao monocromatica da cor verde sob irradiagao UV.
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Figura 5.22. Espectro de emissdo do complexo a) Tb-TLA e b) do material Tb-TLA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transicao 7F6—>5G6.

A grande diferenga de energia entre os estados excitado Dy e fundamental "F4.o do fon
térbio trivalente é em torno de 15000 cm™. Geralmente, a via de sensibilizagdo dos complexos
de Tb>" é semelhante aquele dos complexos contendo o ion Eu’". Portanto, os estados tripleto
dos ligantes benzenotricarboxilatos encontram-se localizados acima ou em ressonancia com o
nivel °Dy4 do fon Tb** [1]. Considerando que as energias dos estados tripleto para os ligantes

benzenotricarboxilatos EMA, TLA e TMA sido 25696, 25523 ¢ 25100 cm'l, respectivamente.
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Figura 5.23. Espectro de emissdo do complexo a) Tb-TMA e b) do material Tb-TMA-Si,
registrados a 77 K, com emissdo monitorada na transicao "F¢—"Gé.

As bandas largas de emissdo referentes aos estados tripleto (T) dos ligantes nio sdo
observadas no intervalo de 425 a 600 nm nos espectros de emissao dos complexos Tb-BTC e
dos materiais Tb-BTC-Si (Figura 5.24), resultando em uma elevada intensidade de emissao
quando comparados com excitagio direta no ion Tb>". Estes dados indicam que ocorreu uma
eficiente transferéncia de energia intramolecular do ligante BTC para o ion Tb>*, via estado
T—Ds. A alta luminescéncia observada nos materiais Tb-BTC-Si ¢ devido a diferenca de
energia entre o estado tripleto T do ligante e o nivel emissor *Dy do fon Tb*", fato que impede

a retrotransferéncia de energia Tb3+-ligante [38].
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Figura 5.24. Espectros de emissdo dos sistemas a) Tb-EMA-Si, b) Tb-TLA-Si e ¢) Tb-TMA-Si, com excita¢io monitorada no ion Tb’" e na
banda do ligante BTC, registrados a 77 K.
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5.2.1. Tempo de vida de luminescéncia do nivel emissor D, (ThY)

Os tempos de vida calculados a partir do registro da curva de decaimento da
luminescéncia (Figura 5.25 a 5.27) do nivel emissor *D4 do fon Tb*>" para os complexos Tb-
BTC e para os sistemas Tb-BTC-Si, onde BTC = EMA, TLA e TMA, sdo apresentados na
Tabela 5.3. As curvas de decaimento da luminescéncia foram ajustadas para um
comportamento monoexponencial para todos os complexos Tb-BTC e os materiais Tb-BTC-
Si, exceto para o material Tb-TMA-Si que apresentou um comportamento bi-exponencial,
fornecendo os valores de tempo de vida. Vale lembrar que tempo de vida médio Tmegio do
nivel do fon Tb®* para o composto Tb-TMA-Si foi determinado pela formula
Tmedio = (21T1)+(a212)/(a1T1+a12) [27] apresentando valor de t1=1,12 € 1,= 1,06 ms.

A pequena diferenga nos valores de © do nivel emissor *D4 do ion Tb’" nos sistemas
com silica em comparagdo com os complexos precursores, indica que a incorporagdo de
complexos de térbio em rede de silica amino-funcionalizada pouco alterou o processo de

decaimento da luminescéncia.

a) Tb-EMA ] b) Tb-EMA-Si
2 2
3 Cgrva de decaimento ' < Curva de decaimento
.”é —— Ajuste mono-exponencial E Ajuste mono-exponencial
L 7 > -
= =

o 1 2 3 4 5 & o 1 2 3 4 5 6
tempo (ms) tempo (ms)

Figura 5.25. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *D4 do ion Tb*" para a)
complexo Tb-EMA e b) do material Tb-EMA-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.26. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor >D4 do ion Tb** para a)
complexo Tb-TLA e b) do material Tb-TLA-Si, registrados a 298 K.
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Figura 5.27. Curvas de decaimento da luminescéncia do nivel emissor *D, do ion Tb*" para a)
complexo Tb-TMA e b) do material Tb-TMA-Si, registrados a 298 K.
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Tabela 5.3. Tempos de vida Tt (ms) dos complexos Tb-BTC e das particulas Tb-BTC-Si
calculadas a partir das curvas de decaimento registradas a 298 K. A excitagdo foi monitorada
na transicao 7F6—>5 Gg e emissao na transicao 3 D4—>7F5.

Amostra T

(ms)
Tb-EMA 1,00
Tb-EMA-S1 1,07
Tb-TLA 0,77
Tb-TLA-Si 0,84
Tb-TMA 1,52
Tb-TMA-S1 1,06%

*Tmeadio

No estudo das propriedades fotoluminescentes dos materiais Eu-(B-dicetonato)-Si e
TR-BTC-Si (TR = Eu’" e Tb’") preparados pelo método Stdber e por micro-ondas, os
espectros de excitagdo e de emissdo apresentaram as transigoes 5D0—>7F0_4 e 5D4—>7F6_0
caracteristicas dos ions Eu’" e Tb*", respectivamente. Os dados de eficiéncias quanticas de
emissdo experimental (1), tempos de vida dos estados emissores (1), estrutura dos niveis de
energia e pardmetros de intensidade () evidenciaram que fon Eu’" atuou como sonda
espectroscopica, indicando alteragdes em seu ambiente quimico apos a incorporagao de silica
amino-funcionalizada. Além do mais, a auséncia das bandas de emissdo largas do estado
tripleto do ligante indica que ocorreu eficiente transferéncia de energia intramolecular ligante-
terra rara nos materias amino-funcionalizados. Portanto, os materiais preparados atuam como
dispositivos moleculares conversores de luz (DMCL), tornando-os fortes candidatos a

atuarem como marcadores luminescentes em ensaios biologicos.
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6. Bioensaios com marcadores luminescentes a base de terras
raras

Nesta parte do trabalho, os complexos de terras raras incorporados com a rede de silica
amino-funcionalizada foram aplicados como potenciais candidatos a marcadores
luminescentes em sistema bioldgico. Primeiro, os marcadores foram testados em reagdes com
a proteina BSA (albumina de soro bovino - bovine serum albumin) para comprovar a
interagdo com biomolécula. Posteriormente, no ensaio bioldgico foi utilizado a enzima HRP
(peroxidase de raiz forte - horseradish peroxidase) conjugada com o antigeno oxLDL
(lipoproteina de baixa densidade oxidada - oxidized low-density lipoproteins) em uma reagao
com a particula ligada ao anticorpo anti-oxLDL para obter informacdes sobre a reacdo
antigeno-anticorpo (Ag-Ac). Por fim, a partir destes resultados foi possivel desenvolver um
protocolo utilizando marcadores luminescentes a base de terras raras para a deteccdo e
quantificacdo do antigeno oxLDL, responsavel pelo desenvolvimento de doencas

cardiovasculares.

6.1. Deteccao colorimétrica de proteinas e enzimas

6.1.1. Deteccdo de BSA conjugada com a particula luminescente Eu-ACAC-Si utilizando
o kit “comercial” de dosagem de proteinas BCA

A proteina albumina de soro bovino (Figura 6.1) ¢ amplamente empregada na area de
bioquimica, devido a relativa facilidade com que pode ser isolada e purificada em grande
escala além de ser estruturalmente homoldga ao HSA (albumina de soro humano — human
serum albumin) [1,2]. A BSA ¢ a proteina mais abundante no plasma sanguineo bovino e atua
como depbsito, assim como veiculo para transporte intracelular. E a principal proteina que

contribui para a pressao coloidal osmética do sangue e também para o transporte de proteinas
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para numerosos compostos endogenos e exogenos [3,4]. Com massa molecular de 66 kDa,

consiste em uma Unica cadeia polipeptidica, contendo cerca de 580 aminoacidos [5].

Figura 6.1. Estrutura da proteina BSA — albumina de soro bovino.

A capacidade da particula Eu-ACAC-Si de interagir com a espécie biologica (proteina
BSA) foi avaliada e identificada pelo “kit comercial” de dosagem de proteinas BCA [6]. A
reacdo de imobilizag¢do da particula amino-funcionalizada (Figura 6.2), contendo o espagador
glutaraldeido com a proteina BSA (Eu-ACAC-Si-Glut-BSA), foi realizada em meio de PBS
(tampéo fosfato salino - phosphate buffered saline — 0,05 mol L™ pH 7,4). Para a identificagdo
da presenca de BSA no sistema foi analisado o sobrenadante do meio reacional da conjugacao
e as quatro aguas de lavagem da particula, assim como a dispersdo em PBS da particula. O
ensaio bioldgico foi realizado em triplicata, sendo que uma das amostras foi submetida a

clivagem 4cida para investigar a forca da interagdo particula-proteina.
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Figura 6.2. Esquema representativo da imobilizagao da proteina BSA na particula Eu-ACAC-
Si utilizando glutaraldeido como espagador.
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A proteina BSA presente na particula, sobrenadante e 4guas de lavagem foi
identificada por meio do kit “comercial” de dosagem de proteinas BCA. O kit BCA ¢
composto por dois reagentes A e B, onde o reagente A ¢ constituido por Na,CO3, NaHCO;3,
C20H12N»04 (4cido bicinconinico - BCA), Na,C4H4Og (tartarato de sddio) e NaOH. Enquanto
que, o reagente B constitui de uma solugdo de CuSO4-5H,0 (4%). O acido bicinconinico
BCA (4,4’-dicarboxi-2-2’-biquinolina) (Figura 6.3) ¢ um dicarboxilico derivado da quinolina.
Comercialmente ¢ encontrado na forma dos sais de Na" ou K'. Além do mais, o BCA ¢
solivel em agua em pH acima de 7 e reage com alta especificidade com cobre monovalente

em soluc¢do alcalina.

i i
C—0ONa C—0Na
|

s =

L -
N N

Figura 6.3. Formula estrutural do 4cido bicinconinico — BCA.

Este método de identificagdo de proteinas consiste na reducao do ion cobre Cu’" >
Cu’ pela proteina em meio alcalino, seguido pela formagdo de um complexo soltivel,
resultante da interacio do fon Cu" com duas moléculas do reagente BCA, como ilustrada na
Figura 6.4. A identificacdo da proteina BSA nas amostras foi efetuada a partir da reagdo com
a solucdo do reagente BCA que passa de uma coloragdo inicial esverdeada para uma
coloragdo purpura, devido a formagio do complexo BCA-Cu", com uma forte absorbancia em

540 nm [6-9].
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Figura 6.4. Esquema da reacdo para a identificacdo de proteinas, com a formagdo do
complexo BCA-Cu", de coloragio roxa [6].

O ensaio realizado na placa de poliestireno de 96 pogos permitiu a identificacdo da
presenga da proteina BSA no sobrenadante, através da formacdo de cor plrpura. Além do
mais, a dispersdo de particula Eu-ACAC-Si-Glut-BSA em PBS também exibiu cor purpura.
No entanto, esta cor apresentou-se localizada nas particulas, indicando que a proteina esta
conjugada na particula e ndo livre em solucdo (Figura 6.5). A Tabela 6.1 apresenta os dados
obtidos no ensaio de identificacdo da presenca de proteina BSA por meio do kit de dosagem
BCA, na placa de poliestireno de 96 pocos (Figura 6.5). Ressalta-se que as amostras
simbolizadas como 1, 2 ¢ 3 na Tabela 6.1 referem-se as amostras do ensaio realizado em
triplicata, ja a amostra 4 representa a amostra 3 apds a clivagem 4cida.

Os resultados obtidos neste ensaio confirmaram que a particula Eu-ACAC-Si ¢ capaz
de conjugar com a proteina, devido a presenc¢a do grupamento amino disponivel na superficie
da particula de silica. J& a presenc¢a de proteina identificada pela cor pirpura no sobrenadante

sugere BSA em excesso na reacdo de conjugagdo com a particula Eu-ACAC-Si.
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Este ensaio também foi realizado para a particula Eu-ACAC-Si-Glut-BSA apds
tratamento em meio acido (HCI — 0,5 mol L™"). Este resultado evidenciou que as particulas
realizam uma forte interagdo com a proteina, que foi confirmado por meio da andlise do
sobrenadante e dispersdo das particulas. Considerando que a solu¢do do sobrenadante nao
reagiu com a solucdo de trabalho BCA e a dispersdo das particulas apresentou cor purpura,

devido a presenga de proteina.

T O =2 = o9 A w o

1 2 3 4 5 6 7/!8 9 10 11 12

Figura 6.5. Fotografia da placa de poliestireno de 96 pogos do ensaio para identificagdo da
proteina BSA. Os sobrenadantes sdo identificados pelos circulos vermelhos, as 1* 4guas de
lavagem sao identificadas pelos circulos azuis e as dispersdes de particulas sdo identificados
pelos retangulos brancos. A foto ampliada refere-se apenas a fileira (E), onde estdo as
dispersdes das particulas.
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A investigagdo da presenca de eurdpio trivalente foi confirmada pela contagem de
fotons das dispersdes das particulas Eu-ACAC-Si-Glut-BSA antes e apos a clivagem 4cida,
por meio da técnica de luminescéncia. Por outro lado, a confirmagdo de fons Eu’" nos
sobrenadantes, detectada no contador Victor’D, estd associada também a presenga de
particulas dispersas. Deve-se ressaltar que as dguas de lavagem ndo apresentaram leitura para

o fon eurdpio trivalente.

Tabela 6.1. Ensaio de identificagdo da presenga de proteina BSA por meio do kit de dosagem
BCA, na placa de poliestireno de 96 pocos. A presengca de BSA foi confirmada pelo

desenvolvimento da cor roxa nas amostras contidas nos pogos.

Amostra Descrigao Presen¢a de BSA  Pocos

1 Sobrenadante Sim A3-4, B3-4
1* 4gua de lavagem Nao C3-4,D3-4
4* agua de lavagem Nao F3-5
Dispersdo da particula Sim E3-5

2 Sobrenadante Sim A6-7, B6-7
1* 4gua de lavagem Nao C6-7, D6-7
4* dgua de lavagem Nao F6-8
Dispersdo da particula Sim E6-8

3 Sobrenadante Sim A9-10, B9-10
1* 4gua de lavagem Nao C9-10, D9-10
4* dgua de lavagem Nao E9, F9-10

4 Sobrenadante Nao Al1-12,B11-12
1* agua de lavagem Nao Cl11-12, D11-12
4% 4gua de lavagem Nao F11-12

Dispersao da particula Sim E10-12
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6.1.2. Deteccao de HRP — horseradish peroxidase — conjugado com o antigeno oxLDL em
reacio com a particula Eu-(B-dicetonato)-Si conjugada com o anticorpo anti-
oxLDL, utilizando TMB

A planta raiz forte Armoracia rusticana cultivada em regides temperadas possui
grande valor culinario devido suas raizes, que também sao uma fonte rica em peroxidase [10],
grupo de enzimas que catalisam reagoes de oxidacdo de uma variedade de compostos [11]. As
peroxidases sdo empregadas na area de catalise, sintese organica, biossensores, imunoensaios
enzimaticos etc., devido as suas propriedades cataliticas com grande versatilidade de
reconhecer diversos substratos e a termoestabilidade [12-16]. A HRP (peroxidase de raiz forte
— horseradish peroxidase) (Figura 6.6) ¢ uma glicoproteina globular obtida a partir da raiz

forte que contém varios tipos de isoenzimas.

Figura 6.6. Estrutura da enzima peroxidase de raiz forte — HRP.

Algumas moléculas como lipideos e esterdis essenciais para o metabolismo celular,
devido as caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas, sdo transportadas no sangue por
nanoparticulas conhecidas como lipoproteinas. A lipoproteina de baixa densidade [17],

principal transportadora de lipideos no plasma, compreende por particulas esféricas de
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aproximadamente 20 nanometros de didmetro formadas por fosfolipidios, colesterol livre,
¢ésteres de colesterol, triglicérides e apoliproteina B100 (apol00) [18]. O excesso de
colesterol, associado com a presenca da LDL oxidada no sangue, ¢ um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, incluindo aterosclerose e

hipertensao [18,19].

6.1.2.1. Quantificacio da enzima na conjugacio entre os sistemas Eu-ACAC-Si-Glut-
anti-oxLDL e oxLDL-Glut-HRP

Com o objetivo de identificar a reagdo Ag-Ac na superficie da particula Eu-(j-
dicetonato)-Si = Eu-ACAC-Si e Eu-TTA-Si, efetuou-se a conjugacdo Ag-Ac na presenca da
enzima HRP. O sistema utilizado foi a particula Eu-(B-dicetonato)-Si ligada ao anticorpo
anti-oxLDL conjugada com o antigeno oxLDL ligado ao HRP. A concentracdo da enzima
HRP foi determinada por meio do ensaio colorimétrico, utilizando uma reagdo enzima-
substrato, que forneceram dados sobre a interagdo Ag-Ac-Glut-Eu-(B-dicetonato)-Si.

Na reagdo enzima-substrato, com a presenca de peroxido de hidrogénio (H,0O,), a
enzima HRP catalisa a oxidagdo do substrato TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina)
(Figura 6.7) [20,21]. A oxidacdo do TMB pela enzima HRP resulta na formacdo de um
produto com coloracdo azul. A formacdo de uma cor amarela ¢ desenvolvida apos a adigdo de
solugdo 4cida para parar a reagcdo. Para a deteccio do TMB oxidado foi determinada a
absorbancia das amostras em uma placa de poliestireno de 96 pogos, no comprimento de onda

centrado em 450 nm, logo apds a adi¢do do acido.
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HsC CHs

HN NH,

HC CHs

Figura 6.7. Estrutura molecular do TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina).

A particula Eu-(B-dicetonato)-Si contendo o grupamento amina primaria na superficie
primeiro reage com o espagador glutaraldeido (Figura 4.37). O glutaraldeido (Glut) ¢ um
dialdeido capaz de se ligar a grupamentos amina e assim formar derivados apropriados para
efetuar ligagdo com biomoléculas. A reagdo entre o grupamento amina ¢ o Glut forma uma
base de Schiff, que ¢ instavel [22]. Posteriormente, a particula foi conjugada com o anticorpo
anti-oxLDL (Figura 6.8). As bases de Schiff formadas, com a ligacdo do aldeido com o
grupamento amina, tanto do espagador Glu-particula quanto o Glu-anticorpo foram reduzidas
com a adi¢do do borohidreto de s6dio (NaBHj), resultando em ligagdes simples C-N (Figura
6.9). Logo apds, os grupos aldeidos remanescentes do espacador Glut foram bloqueados com
a adi¢do de glicina. Por fim, o antigeno conjugado com a enzima HRP (Figura 6.10) foi
adicionado ao sistema Eu-(B-dicetonato)-Si-Glut-anti-oxLDL (Figura 6.11). Vale informar
que as bases de Schiff formadas no conjugado oxLDL-Glut-HRP foram reduzidas com a

adicao de NaBH, e os grupos aldeidos presentes bloqueados com a adicao de glicina.
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\ ~(CH,);NH;
Si

Eu-(B-dicetonato) Si—(CH,);:NH, + OCH-(CH,);-CHO

/ glutaraldeido
; (espagador)

EU-(B-dicetonato) s}i —(CH,);N=CH(CH,);-CHO

Sii_
/ (CH2)3N=CH(CH2)3-CHO

anticorpo anti-oxLDL

y

\S‘/(CH2)3N=CH(CH2)3-C=N-
1

EU-(B-dicetonato) Sli—(CH2)3N=CH(CH2)3-C=N-

Si_
7/ (CH,);N=CH(CH,);-C=N,

Figura 6.8. Esquema representativo da imobilizagdo do anticorpo anti-oxLDL na particula
Eu-(B-dicetonato)-Si utilizando glutaraldeido como espagador.
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\s/ (CH,);N=CH(CH,);-CH=N-
Si —(CH,);N=CH(CH,);-CH=N-

/
Si_
/ (CH2)3N:CH(CH2)3-CH:N-

NaBH4

\ _(CH,);NH-CH,(CH,);-CH,-NH-

-(B-dicetonato)) Sli—(CH2)3NH-CH2(CH2)3-CH2—NH—
0

/

Sl\(CH2)3NH CHa(CH,);-CH,-NH-

Figura 6.9. Esquema representativo da redugdo das bases de Schiff do conjugado particula-
Glut-anti-oxLDL.

o +  OCH-(CHy,-CHO ——> O-N CH(CH,);-CHO

glutaraldeido
(espacador)
NaBH,
O-NZCH(CH2)3-CHO + _> NH-CHz(CH2)3-CH2-NH- "—‘D
oxLDL

Figura 6.10. Esquema representativo da imobilizacdo da enzima HRP com o antigeno
oxLDL, utilizando o espacador glutaraldeido, e NaBH4 para estabilizar as bases de Schiff.
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\S - (CH2)3NH-CH2(CH2)3-CHz-NH-
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+
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<]_‘-NH-CH2(CH2)3-CH2-NHO

Figura 6.11. Esquema representativo da conjugagao do anticorpo anti-oxLDL com o antigeno
oxLDL, utilizando os sistemas oxLDL-Glut-HRP e anti-oxLDL-Glut-Eu-(p-dicetonato)-Si.

Para a avaliacdo dos resultados da interagdo Eu-(B-dicetonato)-Si-Glut-anti-oxLDL-
oxLDL-Glut-HRP foi feita a quantificagdo da enzima HRP por meio do ensaio colorimétrico

utilizando a reagdo enzima-substrato. A absorbancia foi registrada através de um leitor de
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placas ELISA, considerando que o grau de desenvolvimento de cor em cada poco ¢
proporcional a concentracdo da enzima.

O método para conjugacdo Ag-Ac nas particulas foi otimizado para obter melhores
resultados de deteccdo da enzima. Primeiro, foi realizada a conjuga¢do de 1,5 mg da enzima
com 1,0 mg da particula Eu-ACAC-Si. Cada mg da enzima HRP utilizada neste ensaio
contem 200 unidades e deve-se considerar neste caso, que a unidade enzimatica (U) ¢ definida
como a quantidade de enzima que catalisa a produ¢do de 1 mg de purpurogalina do pirogalol
em 20 segundos a 20 °C e pH 6. Neste ensaio, foram analisados o sobrenadante do meio
reacional (contendo as enzimas nao ligadas) ¢ as dguas de 15 lavagens por colorimetria,
utilizando o substrato TMB. Uma curva padrio de HRP (Figura 6.12) foi construida para

viabilizar a quantificagdo de enzimas presentes nas amostras a serem avaliadas.

1,04 D.O.=-0.00231 * [HRP] + 2018,34677

R =0.99682

0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005
[HRP] / mg mL"

Figura 6.12. Relacdo entre a densidade optica (D.O.) e a concentragdo da enzima HRP.
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A quantificacdo da enzima HRP no sobrenadante do sistema Eu-ACAC-Si-Glut-Ac-
Ag-Glut-HRP foi de 163,80 unidades (Tabela 6.2), sendo que foi adicionado ao sistema 300
unidades (Figura 6.13a). As unidades de enzima HRP na amostra foram determinadas pela
diferenca entre o total adicionado (300,00 U mL™) e sobrenadante mais dguas de lavagem
(165,51 U mL'l), representando 45,4% da concentragdo inicial adicionada. Este resultado
indica que a particula de silica amino-funcionalizada Eu-ACAC-Si foi capaz de interagir com
o conjugado Ag-Ac, levando a formacdo do sistema Eu-ACAC-Si-Glut-Ac-Ag-Glut-HRP
apresentando o valor de 134,49 U mL" da enzima HRP. A presenga de uma baixissima
concentragdo de enzimas nas primeiras aguas de lavagem provavelmente esta associada a
enzima remanescente do sobrenadante e/ou a enzimas fracamente ligadas as particulas
(Figura 6.13b). Este resultado também corrobora com a afirmacdo que as interagdes fortes

desta conjugacao sao contundentes.

Tabela 6.2. Unidades de enzima (U) quantificadas no sobrenadante e aguas de lavagem,

utilizando o marcador luminescente Eu-ACAC-Si.

Descri¢ao [HRP]
(UmL™)
Sobrenadante 163,80
1° agua de lavagem 1,65
2° 4gua de lavagem 0,05
3° 4gua de lavagem 0,01
4° a 15° 4gua de lavagem 0,00

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho indicaram que a reagdo Ag-Ac ocorre na
superficie da particula Eu-ACAC-Si. Portanto, torna-se possivel o estudo para o
desenvolvimento de um marcador luminescente utilizando a particula Eu-ACAC-Si para a

detecgdo e quantificacdo do antigeno oxLDL.
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Figura 6.13. a) Representacio da concentracdo da enzima HRP (U mL™") quantificada no
sobrenadante e no sistema Eu-ACAC-Si-Glut-Ac-Ag-Glut-HRP e b) representacao da
concentragio da enzima HRP (U mL™") quantificada nas trés primeiras dguas de lavagem.

6.1.2.2. Quantificacdo da enzima na conjugacio dos sistemas Eu-(pB-dicetonato)-Si-Glut-
anti-oxLDL e oxLDL-Glut-HRP, variando a concentraciao de HRP

Nesta secc¢ao foi realizado o mesmo procedimento para a conjugagdo entre os sistemas
Eu-(B-dicetonato)-Si-Glut-anti-oxLDL e oxLDL-Glut-HRP, contudo variou-se a concentragao
da enzima HRP no intervalo de 20 a 370 U mL™', na interagdo com o antigeno oxLDL. As
Figuras 6.15 e 6.15 ilustram a quantificagdo da enzima no sistema Eu-(p-dicetonato)-Si-Glut-
Ac-Ag-Glut-HRP com a variagdo da concentracdo do HRP no sistema Ag-Glut-HRP. Os
resultados demonstraram que com o aumento da concentracdo da enzima HRP de 20 a
370 UmL™" houve também um aumento da reagio enzima-substrato. Este comportamento
sugere que com o aumento da concentragdo da enzima HRP e, conseqiientemente, um
incremento da concentracdo do antigeno oxLDL, aumenta a interacdo Ag-Ac. Ademais, na
concentragdo méaxima da enzima (370 U mL™) utilizada nesta parte do trabalho, ndo foi

observada a ocorréncia da saturacdo do sistema. Comparativamente, o sistema Eu-TTA-Si
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apresentou uma maior concentracdo de HRP na particula e, portanto, uma maior eficiéncia na
interagdo Ag-Ac, em todas as concentragdes analisadas (Figura 6.16). A Tabela 6.3 apresenta
as quantificagdes do HRP para os marcadores Eu-ACAC-Si e Eu-TTA-Si. Notou-se que a

partir da 4* 4gua de lavagem, ndo foi detectada a enzima.

400

—a— [HRP] total

| —*—[HRP] na particula
—A— [HRP] no sobrenadante
240

w

N

o
1

[HRP] quantificado

160—- . /
o ,4»'?2/ =

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[HRP] adicionado

Figura 6.14. Quantificacdo da concentracdo de HRP imobilizada em funcdo da concentragdo
de enzima adicionada ([HRP] = 20, 50, 100, 200 ¢ 370 U mL™) para o sistema utilizando o
marcador Eu-ACAC-Si.
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Figura 6.15. Quantificacdo da concentracdo de HRP imobilizada em func¢do da concentragao
de enzima adicionada ([HRP] = 20, 50, 100, 200 e 370 U mL™") para o sistema utilizando o

marcador Eu-TTA-Si.
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Figura 6.16. Valores da concentracdo de HRP presente nas particulas Eu-ACAC-Si e Eu-

TTA-Si, variando a concentracdo de HRP ([HRP]

=20, 50, 100, 200 ¢ 370 U mL™).
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Tabela 6.3. Quantificagio da concentragio da enzima HRP (U mL"), variando a
concentragdo da enzima na reacdo entre Eu-B-dicetonato-Si-Glut-Ac e o Ag-Glut-HRP.

Experimento Descri¢ao Eu-ACAC-Si Eu-TTA-Si
[HRP]/UmL' [HRP]/UmL"
Particula 7,137 13,454
Sobrenadante 12,750 6,500
1 1° agua de lavagem 0,108 0,045
[HRPJiniciar =20 UmL™ 50 4515 de lavagem 0,005 0,001
3° 4gua de lavagem 0 0
Particula 23,251 47,377
Sobrenadante 26,250 2,380
2 1° 4gua de lavagem 0,220 0,228
[HRPJiniciar = S0 UmL™ 50 4515 de lavagem 0,006 0,014
3° agua de lavagem 0,003 0,001
Particula 54,983 84,362
Sobrenadante 44,500 15,000
3 1° 4gua de lavagem 0,500 0,628
[HRPJinicial = 100 UmL™ 50 4014 de lavagem 0,014 0,009
3° 4gua de lavagem 0,003 0,001
Particula 93,107 144,304
Sobrenadante 105,750 55,000
4 1° agua de lavagem 1,118 0,647
[HRPJiniciat = 200 U mL™" 2° 4gua de lavagem 0,022 0,047
3° 4gua de lavagem 0,003 0,002
Particula 175,662 224,652
Sobrenadante 193,000 144,000
CHRP 25370 Ul 1° agua de lavagem 1,272 1,194
2° agua de lavagem 0,031 0,134
3° agua de lavagem 0,035 0,020
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6.1.2.3. Estudo da conjugacio entre os sistemas Eu-(-dicetonato)-Si-Glut-anti-oxLDL e
oxLDL-Glut-HRP em fun¢io do tempo

A cinética da reacdo entre a particula Eu-(B-dicetonato)-Si-Glut-anti-oxLDL com
oxLDL-Glut-HRP foi monitorada no intervalo de 3 a 60 min, sendo que o conjugado oxLDL-
Glut-HRP foi preparado com concentragdo de [HRP] = 173,6 U mL". Por meio da
quantificagdo da enzima presente no sobrenadante do meio reacional em diferentes tempos
determinou-se a concentracdo de enzima presente na particula pela diferenca entre a

concentragdo inicial adicionada (Figura 6.17).
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Figura 6.17. Quantificagdo da enzima HRP em diferentes tempos de imobilizacdo na reagao
para a) (Eu-ACAC-Si)-Glut-anti-oxXLDL e HRP-Glut-oxLDL e b) (Eu-TTA-Si)-Glut-anti-
oxLDL e HRP-Glut-oxLDL.
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Os resultados demonstraram que a concentragdo do HRP ligado a particula decresce de
3 a 20 min para o sistema contendo a particula Eu-ACAC-Si (Figura 6.17a). Este
comportamento pode estar associado a saida do HRP, inicialmente ligado a particula (3 min),
devido a interagdo enzima-enzima [22], como conseqiiéncia da alta concentracdo de HRP
inicialmente adicionada ao meio reacional. Além do mais, apds 20 min, a curva apresenta um
aumento da concentragdo de HRP, contudo ndo atingiu o equilibrio no tempo monitorado

(Figura 6.17a).

Tabela 6.4. Quantificacdo da concentragio da enzima HRP (U mL™) em funcdo do tempo de
reagdo entre (Eu-B-dicetonato-Si)-Glut-anti-oxXLDL e oxLDL-Glut-HRP, com concentragdo
inicial de HRP 173,6 UmL"".

Tempo (min) Descrigao Eu-ACAC-Si Eu-TTA-Si
[HRP]/UmL"' [HRP]/UmL"

Particula 112,7 140,6

3 Sobrenadante 60,9 33,0
Particula 64,3 152,6

; Sobrenadante 109,3 21,0
Particula 57,5 137.4

14 Sobrenadante 116,1 36,2
Particula 49,5 138,6

20 Sobrenadante 124,1 35,0
Particula 82,0 143,6

30 Sobrenadante 91,6 30,0
Particula 104,3 147,9

» Sobrenadante 69,3 25,7
Particula 97,3 110,7

0 Sobrenadante 76,3 62,9

Na quantificacdo da enzima HRP para o sistema envolvendo a particula Eu-TTA-Si

nao foi observado mudangas significativas da concentragdo até aproximadamente 45 min. No
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entanto, no tempo 60 min a concentragdo decresceu, impossibilitando informacgdes sobre o

equilibrio no tempo monitorado (Figura 6.17b).

6.2. Desenvolvimento do imunoensaio, para determinar o antigeno oxLDL e
LDL, utilizando marcador luminescente a base de terra rara

Para demonstrar a eficacia dos marcadores luminescentes a base do fon Eu’" para
deteccdo e quantificacdo de espécies bioldgicas, foi realizado um experimento para a
conjugacao do antigeno oxLDL e LDL com o anticorpo anti-oxLDL. Vale ressaltar, que para
a obtencdao destes resultados foi realizada uma série de experimentos para otimizar as
condigdes reacionais. O imunoensaio ¢ baseado na reacdo entre um anticorpo € antigeno —
formando um conjugado Ac-Ag. Este conjugado pode ser identificado utilizando um
marcador, no caso, um marcador Optico a base de ions terras raras. O experimento foi
fundamentado na conjugacdo do anticorpo ligado a particula luminescente com o antigeno,
utilizando o glutaraldeido como espagador.

As reacdes de conjugacdo empregaram a particula Eu-ACAC-Si e diferentes
concentragdes de anticorpo anti-oxLDL a concentracdo constante dos antigenos LDL e
oxLDL. O estudo da conjugacdao do antigeno LDL oxidado (oxLDL) e nao oxidado (LDL)
teve como finalidade verificar a diferenciacdo na reagdo de conjugagdo entre o antigeno nao
oxidado e o oxidado, que ¢ responsavel pelo desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

Para o desenvolvimento do experimento foram preparadas quatro diferentes
concentra¢des de anticorpo (Ac) ([Anti-oxLDL]= 25.107,25.10%, 25.10” ¢ 25.10° mg mL"
" e dos antigenos (Ag; [oxLDL] e [LDL] = 25.10” mg mL™). Na placa de poliestireno de 96
pogos, imobilizada com o Ag, foram adicionadas 250 pL das dispersdes dos conjugados
Eu-ACAC-Si-Glut-Ac (2mg de particula em 12 mL de solu¢do). A concentracao da dispersao
dos conjugados Eu-ACAC-Si-Glut-Ac foi escolhida com base na melhor dispersdo ¢ da

eficiéncia de luminescéncia.
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A placa de 96 pogos do experimento utilizando o marcador luminescente Eu-ACAC-Si
ligado ao conjugado Ac-Ag foi lida no contador Victor’D (Figura 6.18) por fluorescéncia
resolvida no tempo. Para o registro da contagem de fotons foi utilizado um protocolo para
leitura de eurdpio existente no instrumento, usando os filtros de 340 nm na excitagdo e 615

nm na emissao.

‘.d

Figura 6.18. Fotografia do fluorimetro Victor’D da Perkin Elmer.

A utilizagdo do marcador biologico Eu-ACAC-Si preparado pelo método Stober indica
a ocorréncia da interacdo particula-anticorpo-antigeno, devido a leitura de sinal luminescente
oriundo do ion eurdpio na placa. Estes dados de emissdo corroboram com os obtidos no
ensaio colorimétrico utilizando a enzima HRP, que demonstraram a presenca da enzima na
conjugacdo do marcador luminescente com o conjugado Ac-Ag. Assim, a particula
luminescente é capaz de atuar como marcador bioldgico.

A curva de calibragdo construida para a reagdo nos pocos da placa Elisa (Enzyme
Linked Immunosorbent Assays) das particulas conjugadas variando a concentracdo do
anticorpo anti-oxLDL e mantendo constante a concentragdo do antigeno LDL oxidado e nao
oxidado (25-10° g-mL™) no imunoensaio é apresentada na Figura 6.19. Neste caso, uma

importante caracteristica do ensaio foi que a particula reconheceu eficientemente o antigeno

oxidado daquele ndo oxidado. Esta técnica apresenta uma grande vantagem, pois o marcador
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optico desenvolvido neste trabalho detecta o antigeno responsavel pelo desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (0xLDL) e também esta reacdo poder ser determinada em escala de
nanograma. O perfil da curva de calibragdo (Figura 6.19) indica que quanto mais concentrado
o antigeno, menor o sinal de luminescéncia, sendo, portanto o sinal gerado através da

supressdo de luminescéncia por concentragdo ou outro mecanismo ainda desconhecido.
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_ * -3 -1
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Figura 6.19. Curva de calibracdo do imunoensaio utilizando o marcador luminescente Eu-
ACAC-Si, na reacdo Ac-Ag. A concentracdo do anticorpo anti-oxLDL ligado a particula
variou de 25.10° a 25.10° mg mL", mantendo fixa a concentracio dos antigenos LDL e
oxLDL em 25.10° mg mL™,

Um outro experimento para deteccdo e quantificagdo de espécies biologicas foi
realizado, onde a concentragdo do anticorpo anti-oxLDL é mantida constante, porém variando
a concentracdo do antigeno oxLDL imobilizado na placa. A Figura 6.20 apresenta as curvas
de calibragdo para estes ensaios. Notou-se que com o aumento da concentragdo de antigeno
imobilizado na placa, mais anticorpo ligado ao marcador optico é fixado na placa e que o sinal

gerado apresenta menor intensidade de emissdo, indicando que houve uma supressdo de



203

Capitulo 6 — Bioensaios com marcadores luminescentes a base de terras raras

luminescéncia por concentragdo. A concentragio de anticorpo anti-oxLDL de 25.10° mg mL"

! (Figura 6.20c) foi a que apresentou uma maior resposta luminescente.
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Figura 6.20. Curva de calibracdo do imunoensaio utilizando o marcador luminescente Eu-
ACAC-Si, na reagio Ac-Ag. A concentragdo do antigeno oxLDL variou de 25.10° a 25.107
mg mL”, enquanto manteve-se fixa a concentracio do anticorpo anti-oxLDL ligado a
particula, a) 25.107, b) 25.10%,¢) 25.10” ¢ d) 25.10° mg mL"™".

Os imunoensaios desenvolvidos demonstraram que € possivel efetuar a marcagao do
conjugado Ac-Ag, para a deteccao e quantificagao do antigeno oxLDL. Alem disso, € possivel
diferenciar o antigeno LDL oxidado (oxLDL) e nao oxidado (LDL), como ilustrou a Figura
6.20. Todavia, os resultados deste ensaio bioldgico necessitam de maiores informagdes
utilizando diferentes experimentos para aprimorar o desenvolvimento da validagdo de uma

curva de calibragdo para a detec¢ao do antigeno oxLLDL.
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7. Conclusao

Este trabalho apresenta a preparagao, caracterizagdo e estudo das propriedades opticas
de particulas de silica amino-funcionalizadas incorporando complexos de terras raras
trivalente. Ademais, aborda a avaliagdo da sua potencial aplicagdo em ensaios biologicos para
deteccdo e quantificacao do antigeno oxidado de baixa densidade (oxLDL).

A preparagdo das particulas amino-funcionalizadas incorporando os complexos
[Eu(ACAC)3(H;0)3] e [Eu(TTA);(H20),], a partir do método Stober, mostrou-se bastante
eficiente. Por outro lado, os sistemas particulas que incorporaram o0s complexos
[TR(BTC)(H,0),] (BTC = EMA,TLA ¢ TMA e TR = Eu’" ¢ Tb*") foram preparados pelo
método por micro-ondas.

Os dados de absor¢ao na regido do infravermelho evidenciaram diferengas nas
particulas de silica amino-funcionalizadas variando o método de preparagdo. O método
Stober, compreende de duas etapas, empregando duas fontes de silica. Por outro lado, o
método microondas utiliza apenas uma fonte de silica. Devido a este fato, os espectros
exibiram apenas as bandas de absorcao relativa a rede de silica para o método Stober devido
a maior quantidade silica neste sistema. Enquanto que para as particulas preparadas pelo
método micro-ondas, com uma camada de revestimento, apresentaram também as bandas de
absorcdes referentes ao complexo de TR®" precursor.

Os difratogramas de raios X mostraram que os sistemas Eu-(B-dicetonato)-Si
apresentam perfil cristalografico caracteristico da silica amorfa. Isto se deve a diferentes
interacdes entre os complexos de terras raras e a rede silica no processo de silanizagdo para o
sistema preparado pelo método Stober. Os dados de raios X para as particulas Eu-BTC-Si
preparadas por micro-ondas, onde Eu-BTC = [Eu(EMA)(H,0),], [Eu(TLA)(H,0)4] e

[Eu(TMA)(H,0)¢], indicaram que com o aumento do numero de 4gua coordenada de 2,4 ¢ 6
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aumenta também o cardter amorfo do sistema. A silanizacdo do complexo Tb-EMA ndo
provocou mudangas nas difra¢des, indicando uma pequena quantidade de rede de silica
incorporada ao complexo. Os perfis dos difratogramas de raios X para os materiais Tb-TLA-
Si e Tb-TMA-SI, evidenciaram interacao com a rede de silica.

As curvas termogravimétricas (TG) dos materiais de silica amino-funcionalizadas
indicaram a interacdo dos complexos precursores com a rede de silica, levando a formagao de
residuo constituido por 6xidos de eurdpio e silica. Ademais, a preparacdo do material
luminescente amino-funcionalizado pelo método Stober apresenta uma maior quantidade de
silica.

As imagens MEV apresentaram diferengas na superficie entre os materiais amino-
funcionalizados e os complexos precursores, demonstrando que ocorreu a incorporacao da
rede de silica nestes compostos. Estes dados também foram corroborados pelas quantificagcdes
de aminas primarias disponiveis em suas superficies, pelo método colorimétrico.

A técnica PIXE, forneceu a relacao entre a rede de silica e o ion eurdpio, apresentando
a mesma tendéncia da eficiéncia do revestimento observado pela quantificacdo de aminas
primarias, na ordem de ligante TMA > TLA > EMA para os materiais Eu-BTC-Si. Além do
mais, indicou também a maior relagdo Si/Eu para os materiais silanizados pela técnica Stober,
dada a utilizacao de duas fontes de silica.

No estudo das propriedades fotoluminescentes dos materiais Eu-(p-dicetonato)-Si e
TR-BTC-Si, os seus espectros de emissdo apresentaram as transi¢des intraconfiguracionais
5D0—>7F0_4 € 5D4—>7F6_0 caracteristicas dos ions Eu’" e Tb3+, respectivamente. Os dados de
eficiéncias quanticas de emissao experimental (1), tempos de vida dos estados emissores (1),
estrutura dos niveis de energia ¢ pardmetros de intensidade () evidenciaram que fon Eu’"
atuou como sonda espectroscopica, indicando alteragdes em seu ambiente quimico apos a

incorporagao de silica amino-funcionalizada. Além do mais, a auséncia das bandas de emissao
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largas do estado tripleto do ligante indica que ocorreu eficiente transferéncia de energia
intramolecular ligante-terra rara nos materiais amino-funcionalizados. Portanto, os materiais
preparados atuam como dispositivos moleculares conversores de luz (DMCL), tornando-os
fortes candidatos a atuarem como marcadores luminescentes em ensaios biologicos.

Os complexos de terras raras incorporados com a rede de silica amino-funcionalizada
foram aplicados como marcadores luminescentes em sistema bioldgico. Primeiro, os
marcadores mostraram a capacidade de interagir com biomolécula, pelos ensaios utilizando a
proteina BSA e a enzima HRP. Portanto, foi possivel desenvolver um protocolo utilizando
estes marcadores luminescentes a base de terras raras para a deteccdo e quantificacdo do
antigeno oxLDL, responsavel pelo desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Além disso,
foi possivel diferenciar, nestes ensaios, o antigeno LDL oxidado (oxLDL), responsavel pelo

desenvolvimento de doencas cardiovasculares, do antigeno nao oxidado (LDL).
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7.1. Perspectivas

A partir das propriedades quimicas e dos estudos Opticos dos materiais amino-
funcionalizados contendo complexos luminescentes, pode-se sugerir as seguintes etapas para
trabalhos futuros:

v" Investigar a interagdo dos complexos com a rede de silica, obtidas pelo método de
preparacdo Stober. Além de variar as relagdes TEOS/NHj3, para a obtengdo de

particulas menores e esféricas.

v Efetuar um estudo da interagdo particula-espécie biologica em meio aquoso,
registrando os espectros de emissdo e excitacdo. Este estudo ¢ de particular
importancia, haja vista que estes materiais apresentaram-se como candidatos para

aplicagdes em ensaios clinicos.

v' Incrementar os estudos de interagdo dos marcadores luminescentes com as espécies
biologicas. Espera-se com isso a obtencdo de dados da relagcdo espécie bioldgica por

massa de particula e cinética de reagao.



Anexol




Anexo 1

Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Ana Valeria Santos de Lourencgo

Filiagao Hotonio José de Lourengo e Carmen Lucia Santos de Lourengo
Nascimento 18/03/1978 - Lorena/SP - Brasil

Carteira de Identidade 202059741 SSP - SP - 13/02/2007

CPF 26838805880

Formagao Académica/Titulagao

2005 Doutorado em Quimica (Quimica Inorganica).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Particulas de silica funcionalizadas contendo complexos de TR3+ para
aplicagdo como marcadores luminescentes em ensaios biolégicos
Orientador: Hermi Felinto de Brito

2000 - 2002 Mestrado em Quimica.
Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCAR, Sao Carlos, Brasil
Titulo: Sintese, Caracterizacdo e Estudo das propriedades luminescentes de
organofosfonatos de terras raras, Ano de obtengao: 2002
Orientador: leda Lucia Viana Rosa
Bolsista do(a): Fundagéo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

1996 - 1999 Graduagao em Quimica.
Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCAR, Sao Carlos, Brasil

Formagao complementar

2009 - 2009 Curso de curta duragdo em Synchrotron radiation in materials science.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2009 - 2009 Curso de curta duragdo em Synchrotron radiation in materials science.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duragédo em Persistent luminescence phenomena.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duragdo em Nanomateriais e nanotecnologia.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2007 - 2007 Curso de curta duragédo em Introdugao a Imunobiologia.
Instituto Butantan, IBU, Sao Paulo, Brasil

2007 - 2007 Curso de curta duragdo em Metod do Ens Quim para uso das Tecn da Inf e
Comun.
30a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 30A SBQ, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duragdo em Espectroscopia Vibracional.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil



Anexo 1

Atuacao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional

2008 - 2008 Vinculo: estagiaria , Enquadramento funcional: estagiaria/bolsista |,
Carga horaria: 6, Regime: Parcial

2007 - 2007 Vinculo: estagiaria , Enquadramento funcional: estagiaria/bolsista |,
Carga horaria: 6, Regime: Parcial

2007 - 2007 Vinculo: estagiaria , Enquadramento funcional: estagiaria/bolsista |,

Carga horaria: 6, Regime: Parcial

Produciagoem C, T& A

Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos

1. ROSA, I L V, LOURENCO, AV S, Claudio Roberto Neri, SERRA, O A
Photophysical Properties of New Terbium (lll) Organophosphonates. Journal of Fluorescence. , v.16,
p.455 - 459, 2006.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1 .LOURENCO, A. V. S.; KODAIRA, C. A,; Sanches, E. M.; GOTO, H.; GIDLUND, M. A,; FELINTO, M.
C. F. C.; BRITO, H. F. Viabilidade da aplicagdo de particulas de silica incorporando complexo
luminescente como marcador bioldgico In 33° Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2009, Aguas de Lindéia. CD contendo Resumo da 33a. Reunido Anual da SBQ. , 2010.

2. de RODRIGUES, A. S.; LOURENGO, A. V. S.; BRITO, H. F.; FELINTO, M. C. F. C.; KODAIRA, C.
A Nanoparticulas de Gd2(W04)3:Eu3+: estudo do revestimento com APTMS", In 33° Reunido Anual
da Sociedade Brasileira de Quimica, 2009, Aguas de Lindéia. CD contendo Resumo da 33a.
Reunido Anual da SBQ. , 2010.

3. LOURENCO, A V S, RODRIGUES, L. C. V., KODAIRA, C. A, STEFANI, R., BRITO, H. F,,
FELINTO, M. C. F. C., HOLSA, J. Persistent luminescence BaAl204:Eu2+,Dy3+ phosphor
incorporated in silica: water resistance In: 11th International Conference on Advanced Materials ICAM
2009 nd VIl Encontro da SBPMat, 2009, Rio de Janeiro. 11th International Conference on
Advanced Materials ICAM 2009 nd VIIl Encontro da SBPMat. , 2009.

4. KODAIRA, C. A., LOURENCO, AV S, NUNES, K. C., FELINTO, M. C. F. C., STEFANI, R., BRITO,
H. F.

Estudo espectroscopico do SmVO4 preparado via método Pechini In: 31° Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2008, Aguas de Linddia. CD contendo Resumo da 31a. Reuniao
Anual da SBQ., 2008.

5. KODAIRA, C. A., TOMIYAMA, C. S., FELINTO, M. C. F. C., STEFANI, R., LOURENCO, AV S,
BRITO, H. F., REIS, F. J. O., GIDLUND, M. A. Nanoparticulas de Y203:Eu3+ funcionalizadas para



Anexo 1

atuarem como marcadores luminescentes em imunoensaio para a LDL In: 30a Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2007, Aguas de Linddia. Livro de Resumos da 30a Reuniao
Anual da SBQ. , 2007.

6. LOURENCO, AV S, KODAIRA, C. A, FELINTO, M. C. F. C., TEOTONIO, E. E. S., BRITO, H. F.
Preparagéo e investigacé@o fotoluminescente de silica contendo o complexo [Eu(TTA)3(PHA)2] de
interesse biologico In: 30a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007, Aguas de
Linddia.

Livro de Resumos da 30a Reunidao Anual da SBQ., 2007.

7. LOURENCO, A V S, KODAIRA, C. A,, GUEDES, M. A., STEFANI, R., RODRIGUES, L. C. V.,
FELINTO, M. C. F.C.,BRITO, H. F.
Synthesis and luminescent properties of Eu3+-complex silica particles for biomarkers In: VI Encontro
SBPMat - 6th Brazilian MRS Meeting, 2007, Natal.

VI Encontro SBPMat - 6th Brazilian MRS Meeting. , 2007.

8. PAOLINI, T. B., STEFANI, R., RODRIGUES, L. C. V., LOURENCO, AV S, FELINTO, M. C. F. C,,
BRITO, H. F. White persistent luminescence of silicates doped with Dy3+ In: VI Encontro SBPMat -
6th Brazilian MRS Meeting, 2007, Natal. VI Encontro SBPMat - 6th Brazilian MRS Meeting. , 2007.

9. ROSA, I L V, LOURENCO, AV S, Claudio Roberto Neri, SERRA, O A
Photophysical Properties of New Terbium (lll) Organophosphonates In: 9th International Conference
on Methods and Application of Fluorescence. Spectroscopy, Imaging and Probes, 2005, Lisboa.

Book of Abstract of the 9th International Conference on Methods and Applications of
Fluorescence. , 2005. v.1. p.237 - 237

10. LOURENCO, AV S, ROSA, ILV, SERRA, O A
Synthesis and luminescent properties of europium (Ill) organophosphonate In: X Brazilian Meeting on
Inorganic Chemistry, 2000, Florianopolis. Abstract Book. , 2000. p.x - x

11. ROSA, I L V, LOURENCO, AV S, SERRA, O A, Claudio Roberto Neri
Synthesis and Luminescent Properties of Eu3+:La:Ethylphosphonate In: 22nd Rare Earth Research
Conference, 1999, Argone, lllinois - USA. Abstract Book. Argone: 22nd RERC. , 1999. p.76 - 76

Apresentagao de Trabalho

1. LOURENCO, A. V. S.; KODAIRA, C. A;; Sanches, E. M.; GOTO, H.; GIDLUND, M. A.; FELINTO, M.
C. F. C.; BRITO, H. F Viabilidade da aplicacao de particulas de silica incorporando complexo
luminescente como marcador biolégico, 2010 . (Congresso,Apresentagéo de Trabalho)

2. LOURENCO, A V S, RODRIGUES, L. C. V., KODAIRA, C. A., STEFANI, R., BRITO, H. F,,
FELINTO, M. C. F. C., HOLSA, J. Persistent luminescence BaAl204:Eu2+,Dy3+ phosphor
incorporated in silica: water resistance, 2009. (Congresso,Apresentagao de Trabalho Oral)

3. LOURENCO, AV S, RODRIGUES, L. C. V., KODAIRA, C. A., STEFANI, R., CARVALHO, C. A. A,
BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C., HOLSA, J. Encapsulation study of persistent luminescent
material in silica, 2008. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

4. LOURENCO, AV S, RODRIGUES, L. C. V., KODAIRA, C. A., STEFANI, R., CARVALHO, C. A. A,
BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C., HOLSA, J. Encapsulation study of persistent luminescent
material in silica, 2008. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

5. KODAIRA, C. A., LOURENCO, AV S, STEFANI, R., BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C.
Funcionalization of Y203:Sm3+ and Y203:Tb3+ materials, 2008. (Congresso,Apresentacdo de
Trabalho)

6. KODAIRA, C. A., LOURENCO, AV S, STEFANI, R,, BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C.
Functionalization on Y203:Sm3+ and Y203:Tb3+ materials, 2008. (Congresso,Apresentagdo de



Anexo 1

Trabalho)

7. LOURENCO, AV S, KODAIRA, C. A., SOUZA, E. R., FELINTO, M. C. F. C., BRITO, H. F.
Functionalized Iluminescent particles: preparation and optical properties, 2008.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

8. LOURENCO, AV S, KODAIRA, C. A, SOUZA, E. R, FELINTO, M. C. F. C., BRITO, H. F.
Functionalized Iluminescent particles: preparation and optical properties, 2008.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

9. LOURENCO, AV S, KODAIRA, C. A,, SOUZA, E. R., BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C.
Preparation and optical properties of silica material encapsulating terbium complex, 2008.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

10. LOURENCO, AV S, KODAIRA, C. A, SOUZA, E.R., BRITO, H. F., FELINTO, M. C. F. C.
Preparation and optical properties of silica material encapsulating terbium complex, 2008.
(Congresso,Apresentagéo de Trabalho)



	CAPA - em correção.pdf
	CAP1-INTRODUÇÃO.pdf
	CAP2-OBJETIVOS.pdf
	CAP4-CARACTERIZAÇÃO.pdf
	CAP5-fotoluminescencia - em correção.pdf
	CAP6-Bioensaios.pdf
	CAP7-Conclusões.pdf
	Anexo 1.pdf


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


