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Resumo

O presente trabalho apresenta a sintese, caracterizacdo e estudos
fotofisicos de dois complexos hidrossollveis ionicamente marcados de eurdpio
e térbio, intitulados EuMAI e TbMAI. Ambos os complexos apresentaram um
equilibrio em solu¢do aquosa (dissociagdo/associacdo de ligante) a qual foi
observada por diferentes técnicas espectroscépicas (RMN, ESI-MS, FTIR-
ATR).

Célculos tedricos comprovaram a viabilidade do equilibrio observado em
solucéo aquosa.

Ambos o0s complexos foram submetidos a experimentos de
imageamento celular, mostrando que o complexo TbMAI foi um excelente
marcador fluorescente seletivo com intensa luminescéncia e afinidade

exclusiva a regido do reticulo endoplasmético celular.
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Abstract

The present work describes the synthesis, characterization and
photophysical for two water soluble ionically-tagged europium and terbium
complexes, namely EuMAI and TbMAI. Both complexes showed an equilibrium
(ligand dissociation/association) in aqueous solution readly observed by
different spectroscopic techniques (NMR, ESI-MS, FTIR-ATR).

Theoretical calculations also suggest the proposed equilibrium in
agueous solution.

Both complexes were tested as probes for bioimaging purposes. TobMAI
is an outstanding fluorescent probe with intense luminescence showing

exclusive selectivity towards the endoplasmic reticulum region.
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1.Introducéo

1.1 Liquidos i6nicos, suas interacfes e liquidos ibnicos de
funcéo especifica

Desde a observagéo feita por Paul Walden em 1914 acerca das propriedades
do sal [EtsNH3][NOs], considerado hoje como o primeiro relato de um liquido
idnico (LI), jamais se imaginou a riqueza do campo de aplicagdes e inovacdes a
que esta classe particular de compostos viabilizaria.! Aplicagdes estas que
abrangem catalise, eletroquimica, nanotecnologia, combustiveis entre outras.?
O termo LI atualmente esta restrito a sais com cations organicos que
fundem a uma temperatura arbitraria de até 100 °C." LlIs imidazélios s&o uma

classe especial de LlIs cujo cation € um derivado do nucleo imidazol (Figura 1).

X =

Halogénio N @ N Ri Ry =
BF4 R]_/ \/ \Rz .
PFy 5 Alquilas
[N(CF3SO2),]

Figura 1. Estruturas de alguns liquidos iénicos imidazélios.

As propriedades fisico-quimicas peculiares dos LlIs imidazoélios tais como
pressdo de vapor negligenciavel, estabilidade quimica e térmica, viscosidade, o
proprio fato de serem liquidos em uma ampla faixa de temperaturas, bem como
o fato de muitos possuirem baixos pontos de fusdo (algumas vezes negativos),
estdo intimamente ligadas a natureza de suas interacdes cation-anion. Isso
significa que estas propriedades podem ser modificadas variando-se tanto o
cétion como o anion.? Estima-se que ha, aproximadamente, 10° combinagées
possiveis para a formacdo de Lls.* Contudo, nesta dissertacéo focar-se-a4 nos
Lls imidazdlios apenas, sendo assim, o termo LI fica designado, de agora em
diante, exclusivamente aqueles cujo cation é um derivado do imidazol.

Elucidar as forcas que governam as interagdes entre cations e anions

nos Lls esta longe de ser trivial e é tema de investigagdes que se apoiam em



diferentes técnicas espectroscopicas e tedricas como RMN, espectrometria de
massas, IR, DRX, mecanica e dinamica molecular, DFT e outras.®

Dupont define os LIs como estruturas supramoleculares com ligagdes de
hidrogénio significativas, quando puros. Quando misturados a outras
moléculas, sdo mais bem descritos como estruturas nanoorganizadas com
regides polares e n&o polares,®’ teoria posteriormente corroborada por célculos
teéricos efetuados por Padua e colaboradores.? As ligacdes de hidrogénio
podem se dar através de diferentes ligagcbes CH-anion no LI, sendo estes os
hidrogénios 2, 4 e 5 (Figura 2), bem como os hidrogénios das cadeias
alquilicas. Mas ndo s&@o apenas ligacbes de H as responséaveis pela
organizagéo espacial dos LlIs. Outras interacdes ndo covalentes como forgas
de Coulomb e de van der Waals, n-stacking, C-H-n também se revelaram

importantes.

A .
. A
. .
. C+// ~\\ P y
1
1
!
!
1

A A

Figura 2. Estrutura simplificada mostrando as liga¢cdes de H em um LI, no qual cada &nion interage com
trés cétions e cada cétion com trés &nions. Os cations também podem interagir, por exemplo, por n-
stacking na dire¢é@o x. (Adaptada da ref. 7)

Em contrapartida, Zhao e colaboradores afirmam que apesar de
presentes, as ligacdes de H ndo séo as principais responsaveis por definir as

2



estruturas de alguns LlIs, sendo as forcas de Coulomb essenciais na sua
organizac&o.® De fato, é preciso compreender que, apesar de englobarem uma
grande quantidade de compostos, os Lls diferem em sua arquitetura e,
consequentemente, em suas propriedades pela diferenga de suas composi¢des
cationicas e anibnicas, de forma que as forgas que governam suas interagdes
variam com estes mesmos cétions e anions.

Quando grupos funcionais sdo ligados covalentemente ao cation, ao
anion ou a ambos no LI, tem-se uma classe mais restrita denominada task-
specific ionic liquids (TSILs), traduzida em portugués como liquidos ibnicos de
funcdo especifica. Eles sdo assim chamados porque ganham a possibilidade
de atuar ndo apenas como meio reacional, mas passam a desempenhar
literalmente uma tarefa especifica, como por exemplo, de catalisadores.’® A

Figura 3 ilustra alguns exemplos de TSILs.

— N/\_/\N\)kOH I N@

Cl

N—o

Cl

o

[PW 15040

3

Figura 3. Exemplos de TSILs. As estruturas 1 e 2 foram usadas como ligantes para sintese de complexos
ionicamente marcados que atuaram como catalisadores em reagdes de Suzuki e epoxidagdo
respectivamente (ref. 2b e 2c). A estrutura 3 foi usada como catalisador em reacg6es de Biginelli (ref. 2e).

A incorporagéo de TSILs, como ligantes diretamente coordenados a
centros metélicos em complexos de lantanideos para posteriores estudos

fotoquimicos e aplicacdes destes novos materiais luminescentes € uma area



ainda pouco estudada, mas que promete grandes avangos, em especial

visando aplicagbes como marcadores celulares fluorescentes.**

1.2 Lantanideos

Lantanideos, definidos neste texto como Ln, formam um grupo de quinze

elementos na tabela periddica que vdo do lantanio ao lutécio e possuem

propriedades Unicas devido as suas configuracdes eletronicas. A configuracao

eletrénica no estado fundamental de fons Ln*" é [Xe] 4f" 5d° 6s? ou [Xe] 4f"*

5d' 6s?, (0 < n < 14)." A Tabela 1 mostra as configuracdes eletrénicas dos

lantanideos em suas espécies neutras.

Tabela 1. Configuracdes eletrdnicas dos lantanideos em suas espécies neutras. (Adaptada da ref. 13)

Lantanideo

NUumero atbmico Configuracao eletrbnica

La
Ce
Pr
Nd
Pm
Sm
Eu
Gd
Tb
Dy
Ho
Er
Tm
Yb
Lu

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

[Xe] 4f° 5d* 6s°
[Xe] 4f* 5d* 6s°
[Xe] 4f° 5d” 6s°
[Xe] 4f* 5d" 6s°
[Xe] 4f° 5d" 6s*
[Xe] 4f° 5d" 6s”
[Xe] 4f" 5d" 65
[Xe] 4f' 5d* 6s°
[Xe] 4f° 5d" 6s°
[Xe] 4f* 5d° 6s°
[Xe] 4f** 5d° 6s”
[Xe] 4f* 5d° 6s°
[Xe] 4f* 5d° 6s”
[Xe] 4f** 5d° 6s°
[Xe] 4f** 5d* 6s”

Importantes propriedades espectroscépicas sdo observadas nestes

elementos devido ao progressivo preenchimento eletrénico do subnivel 4f e ao

efeito de blindagem destes elétrons, causado pelos subniveis eletrdnicos

menos energéticos isoeletrénicos ao xendnio, principalmente dos subniveis

totalmente preenchidos 5s e 5p (Figura 4)."
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Figura 4. Fung&o de onda radial dos elétrons 412 do Nd*" (linha vermelha) comparada a fungéo radial dos

elétrons do nicleo de Xe (linha pontilhada preta) (Adaptada da ref.12)

O estudo espectroscopico dos compostos de lantanideos busca
compreender os fendmenos resultantes da interacdo destes materiais com a

luz.*®

Para compreender as transicbes que ocorrem nestes materiais,
provenientes das excitagfes e emissdes em diferentes comprimentos de onda,
€ preciso considerar que elas estdo intimamente ligadas ao carater quantizado

dos movimentos do orbital e de spin caracterizados, respectivamente, pelos

momentos angulares [ e 3. Como as transicdes sdo explicadas a partir de
diferentes termos espectroscopicos, algumas definicbes sao importantes.
Define-se, termodinamicamente, microestado como uma dada
distribuicdo cujo sistema constituido por N elétrons ocupa com certa
probabilidade. Como nos referimos ao subnivel 4f, cada um dos N elétrons
apresentam-se associados ao numero quanticon =4, | =3, ml e ms. A Figura 5

ilustra um microestado possivel para o subnivel 4f°.*?



Exemplo: N=6 elétrons no subnivel 4f

P!

+3 2 +#1 0 -1 -2 -3 mé
+ i + 1 G L + N + ] + i Ms
2 2 2 2 2 2

Numero quantico principaln=4
Numero quantico secundarioé =3

Figura 5. Um possivel microestado do subnivel 4f°. Cada um dos N = 6 elétrons representados por seus

respectivos nimeros quanticos ml e ms.
Sabendo-se que:

N N N N

[=)0.5=) 5M= ) (m)i, M, = ) (m),

i=1 i i=1 i=1

i =1

Cada microestado é caracterizado pelos seus respectivos numeros

quanticos Ml e Ms. Estes microestados sédo subdivididos, seguindo alguns

critérios matematicos, em conjuntos representados pelo chamado termo
espectroscopico (¥ * V1), onde I'=S, P, D, F..., de acordo comL =0, 1, 2, 3...
O numero de microestados que o termo se reagrupa (multiplicidade do termo) é
dado por (2S+1).(2L+1). O subnivel 4f preenchido com N elétrons possui
diversos termos espectroscépicos sendo que a soma das suas multiplicidades
é igual & degenerescéncia do sistema.?

Devido ao acoplamento dos dois movimentos do elétron (movimento

gerado pelo spin e movimento do orbital ao redor do nucleo), surge um novo

ndmero quantico J associado ao momento angular total dado porJ =L +S.

(®* D), por sua vez, é dividido em

Sendo assim, cada termo espectroscopico
novos termos espectroscopicos (*°* V1), cada um com multiplicidade 2J+1. A

Tabela 2 mostra algumas das propriedades eletrénicas dos ions Ln** livres.*?



Tabela 2. Propriedades eletronicas dos ions Ln®" livres. (Adaptada da ref. 12)

! Multiplicidade Numero determos Termo do nivel fundamental
f: fi: 1 1 :so :so
L 14 1 Fsp2 Fap
e 91 7 *H, *He
o 364 17 *lor sz
L 1001 47 °l, °lg
o 2002 73 ®Hs) Hisi
f 3003 119 Fo ‘Fs

f/ 3432 119 “Sue

Existem dois tipos de fons Ln**, os fons de Kramers, cujo ndmero de

elétrons f é impar, e por isso J € um numero fracionario, e existem também

aqueles cujo namero de elétrons f € par. Para estes ultimos, os 2J+1 estados

possuem a mesma energia na auséncia de um campo magnético.*®

Em um campo cristalino, os fons Ln*" tém seus estados divididos em

diferentes niveis de energia em funcéo da simetria do grupo. A Figura 6 ilustra

essa divisdo para um fon de Kramers, Ce®*, e para um fon cujo nimero de

elétrons é par, Eu**, em um campo cristalino octaédrico.'®
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Figura 6. Niveis de energia dos fons EU** (a esquerda) e Ce®** (a direita) em um campo octaédrico

(Adaptada da ref.16)

E valido ressaltar que é possivel que haja uma mistura entre estes

diferentes estados, de forma que um determinado estado pode apresentar



porcentagens de outros. Isso torna a representagéo S * Y7, em alguns casos,
insuficiente para representé-los.*

Em diversos casos a excitacdo destes estados ndo é dada de forma
direta, mas, através da excitagdo priméria da matriz que pode ou n&o estar
coordenada ao fon Ln*. A este efeito d4-se o nome de sensitizac&o ou efeito
antena, pioneiramente descrito por Weissman.*’

Crosby et al.*®*° foram os primeiros a propor que a transferéncia direta
de energia dos estados excitados singleto do ligante complexado néo ocorre e
que o principal caminho de transferéncia de energia aos fons Ln*' se d4 através
do estado de mais baixa energia tripleto ou através de um estado excitado

.29 Posteriormente, inimeros foram

proximo a este (aproximadamente 500 cm
os trabalhos publicados relacionando a energia do estado excitado tripleto ao
rendimento quantico de complexos de Ln*.?° Ainda assim, Kleinerman®
discute de forma brilhante a possivel participagcdo do estado singleto no
processo de sensitizacdo. A Figura 7 ilustra os dois possiveis caminhos pelo

qual a transferéncia de energia pode ocorrer.

S,

Sensitizador Ln~

Figura 7. Diagrama de Jablonski ilustrando o efeito antena TE(s) — transferéncia de energia do estado
singleto; TE(t) — transferéncia de energia do estado tripleto; CIS — cruzamento intersistema. (Adaptada da
ref. 22)



1.3 Imageamento Celular

A microscopia confocal, atualmente, tem alta capacidade de Imageamento, ja
que aumenta a resolugdo Optica com o uso do chamado pinhole. O pinhole
trata-se de uma abertura localizada a frente do detector (fotomultiplicadora) que
evita a passagem da luz fluorescente desfocada.

A Figura 8 ilustra células cancerigenas MCF-7 marcadas com diferentes

fluoroéforos, ilustrando o resultado deste avanco no Imageamento da célula.

S = " H---N p
/>—CH=CH—CH= N(CH2)-N(CHa) N\
N y

AN - P

21 N
b

TO-PRO-3 BTD-H

Figura 8. Células cancerigenas MCF-7. (A) Nucleo celular marcado com TO-PRO-3 (vermelho). (B) Sinal
de fluorescéncia celular encubado com BTD-H (verde) distribuido exclusivamente nas mitocéndrias. (C)
Imagem de contraste das células. (D) Sobreposicdo de todos os sinais fluorescentes e imagem de

contraste das células. (Adaptada da ref. 23)

A microscopia confocal se baseia na microscopia normal, cujo
funcionamento é dado através do uso de luz transmitida para observar uma
espécie que contenha coloracdo inerente. A microscopia confocal é usada para
observacéao de células e tecidos e também para criar imagens tridimensionais e

observar reacdes celulares. Dentre as suas vantagens estdo: facil controle



através do computador, producéo de imagens digitais, excelente resolucéo, alta
sensibilidade (capaz de coletar a fluorescéncia de uma tnica molécula).?

Uma propriedade visada para que sejam produzidas imagens de
qualidade é a solubilidade dos marcadores em 4gua,®® o que acaba sendo uma
limitacdo para o uso de lantanideos como marcadores, visto que a sintese de
matrizes sollveis em agua para complexos de lantanideo é, na maioria dos
casos, de alta complexidade. Ainda assim, biossondas luminescentes formadas
a partir de lantanideos geralmente possuem permeabilidade na membrana
celular, o que é extremamente desejavel durante os experimentos.?® Outras
duas caracteristicas que os tornam altamente versateis sao suas linhas de

emissdes estreitas e seus longos tempos de vida.?’
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2.0bjetivos

O presente trabalho tem por objetivos:

- A sintese de dois complexos, de Tb*" e de Eu®", tendo como ligante o
TSIL (cloreto de 1-metil-3-carboximetilimidazélio, MAI.CI), com a finalidade de
obter complexos com as propriedades luminescentes Unicas dos complexos de
lantanideo e adicionar a elas a solubilidade em &agua através do ligante
ionicamente marcado com um anion hidrofilico.

- Caracterizar os complexos obtidos através de diferentes técnicas
espectroscopicas (RMN, ESI-MS, FTIR-ATR) e através de estudos fotofisicos.

- Realizar testes de imageamento celular para testar os complexos

obtidos como biossondas para marcagéo celular.
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3. Parte Experimental

Foram sintetizados, a partir do ligante MAI.CI (sintetizado no laboratorio via
procedimento descrito na ref. 2b), dois novos complexos de Th* e Eu®,

soltveis em &gua, como mostra o Esquema 1.

|
@
N O H
EuCl.6H,0 —( [Eu—Q
——————— O H
o EtOH 3 X
EuMAlI
/N@N\)I\OH
cI-
I l\/] cI-
MAL.C
Tb(NO3)3.5H,0 L
B bt A ©)]
EtOH N O H
—(_pmo
o] H
3 y
TbMAI

Esquema 1. Sintese dos complexos de Eu®** e Tb**, soltveis em agua.

Os complexos foram obtidos diluindo-se em 50 mL de etanol 0,33 mmol
de EuCl3.6H,0 ou de TbNO3.5H,0 e 1 mmol do TSIL MAIL.CI. Uma solugéo de
KOH diluida em etanol foi utilizada para ajustar o pH a, no maximo, 6. A
complexagdo dura aproximadamente 30 minutos, sob agitacdo, a 30 °C. E
importante ressaltar que o pH deve ser ajustado lentamente. Em torno do pH 3,
o produto, sob a forma de um precipitado branco, j& comeca a surgir, de
maneira que se adicionada base em excesso os grupos OH" complexam-se ao
fon Ln* precipitando hidréxido de lantanideo junto ao produto de interesse. O
produto é entdo filtrado e lavado com etanol. Alternativamente, o produto, em
vez de filtrado, é diretamente seco com um auxilio de um rota-evaporador.
Posteriormente, é deixado sob presséo reduzida a aproximadamente 70° C. O
rendimento de ambas as sinteses é quantitativo.

O material foi caracterizado por espectroscopia de RMN, massas (ESI-
MS(/MS)), IV e fluorescéncia. Também foram conduzidos experimentos de
imageamento celular.

TbMAI (1,5 mg/mL) — *H RMN (D,0O — 300 MHz) § em ppm: 12,44, 13,89,
14,96, 16,51, 20,10. O espectro de 13C RMN néo pode ser adquirido devido as

propriedades paramagnéticas deste complexo.
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EuMAI —*H RMN (D,0 — 300 MHz) & em ppm: 7,30, 3,70. *3C RMN (D,0
— 75 MHz) ) 6 em ppm: 175,30, 126,00, 126,20, 54,70, 38,50.

3.1 Analises de ESI-MS

Foram realizadas em modo positivo (m/z 50 — 2000) em um instrumento
HRMS, Q-TOF (Maxis 4G, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras
foram diluidas em H,O e foram diretamente injetadas na fonte com uma vazéo
de 5-10 pL/min apds serem solubilizadas por 30 minutos com auxilio de um
vortex. As condigbes da fonte foram ajustadas da seguinte forma: capilar 4.5
kV, end plate offset 500 V, gas nebulizador 0,3 bar, gas secante 4.0 L/min,

temperatura 180 °C.

3.2 Dados Fotofisicos

Os espectros de fotoluminescéncia e as curvas de decaimento de tempo de
vida foram coletadas em um espectrofluorimetro FLUOROLOG3 ISA/Jobin-
Yvon equipado com uma fotomultiplicadora Hamamatsu R928P, um
fosforimetro SPEX 1934 D, uma lampada de Xe de 450 W e uma lampada de
Xe-Hg de 150 W. Todos os espectros foram corrigidos para a resposta
espectral dos monocromadores, e o detector via corregdo espectral fornecida
pelo fabricante. Os valores de rendimento quéntico absoluto foram adquiridos
em um espectrometro Fluorolog 3, com uma esfera de integragdo Quanta-Phi
(Jobin Yvon) adicional. As solu¢des aquosas foram preparadas com a diluicéo

de 0,05 mmol dos complexos.

2.3 FTIR-ATR

Os espectros de IV foram obtidos em um instrumento Equinox 55 Fourier
Transform da Bruker. Os espectros de FTIR-ATR foram coletados utilizando-se
uma cela de ATR, de 7 cm de comprimento (10 refleccbes), da Pike

Technologies, cobrindo a regido de 650-4000 cm™, utilizando-se um detector
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DTGS. Cada espectro de FTIR-ATR é a média de 32 scans, utilizando-se ar
como referéncia, com resolucdo nominal espectral em 4 cm™. Todos os

espectros foram coletados a 21 °C (temperatura do equipamento).

2.4 Analises de RMN

Todas as andlises de RMN foram feitas em um espectrébmetro Varian Mercury
Plus (7,05 T) operando em 300 MHz para *H e em 75,46 MHz para *C. As
amostras de RMN foram preparadas dissolvendo-se os complexos de
lantanideo em &gua deuterada (D,0). Um capilar selado contendo D,O/TMSP-

d4 foi utilizado como referéncia externa para ajustar a escala.
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4.Resultados e Discussao

Depois de sintetizados, os complexos EuMAI e TbMAI foram, primeiramente,

analisados por RMN (Figura 9 e Figura 10).

4 5
H H

8]
g/N%D/ N\-)?J\OH
6

!H )

170 160 1450 440 130 120 110 100 30 80 7o &0 50 40 30 20 10 ppm

A _

9 8 7 3 [ 4 3 2 1 0 P pm

Figura 9. Espectros de *C RMN (acima) e 'H RMN (abaixo) do complexo EuMAI em D,O.
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Figura 10. Espectros de *H RMN do complexo TbMAI em D,O a (A) 1,5 mg/mL, (B) 3,0 mg/mL, (C) 7,5
mg/mL, (D) 15,0 mg/mL.
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As Tabela 3 e a Tabela 4 mostram os deslocamentos quimicos dos

carbonos e dos hidrogénios, respectivamente, do complexo EuMAI.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do complexo EuMAL.

Carbono Deslocamento quimico (ppm)
TMSP 0

126,0
126,2
54,7
175,3
38,5

O~NOoO Obs DN

Tabela 4. Deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio do complexo EuMAL.

Hidrogénio Deslocamento quimico (ppm)

TMSP 0
2 -
4 7,3
5 7,3
6 -
9 3,7

Solvente
(D;0) i

O espectro de *C do complexo EuMAI revelou cinco sinais tipicos do
ligante. Contudo, o sinal referente ao C2 ndo aparece, o que pode ser
explicado devido & troca de *H por H (deutério — D), uma vez que este é um
hidrogénio relativamente acido.

O ndo aparecimento dos sinais de **C cujo hidrogénio é trocado por
deutério é esperado por dois motivos principais: perda de sinal pela ineficiéncia
do NOE e diminuigdo da intensidade do sinal pela formagéo de um multipleto.

Uma das maiores contribuicbes para a intensidade dos sinais nos
espectros de *C é proveniente do Nuclear Overhouser Effect (NOE) que, por
sua vez, depende do mecanismo de relaxagéo longitudinal dipolar. O NOE
pode ser definido como uma variagdo na intensidade de um sinal devido a
perturbacdo da situacdo de equilibrio pelas transicbes de spin de outra
ressonancia, sendo que as espécies responsaveis por ambos 0s sinais
encontram-se proximas o suficiente para compartilhar um acoplamento
dipolar.®® Em outras palavras, a saturagdo de um sinal, equalizando-se as
populacdes de spin em suas correspondentes transicdes, pela aplicacéo de

fracos pulsos do oscilador de radiofrequéncias (Bi), forca o sistema a se
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reorganizar para atingir novamente uma situagdo de equilibrio. Esta
reorganizagdo dos spins do sistema é dada por um processo de relaxagao-

cruzada e a sua consequéncia é o NOE (Figura 11).%

N - A2

a)

)

NOE Positivo

Figura 11. Diagrama de energia e diferenca populacional dos estados para os spins de '"H e C de 4N
spins, cuja proximidade é suficiente para possibilitar um acoplamento dipolar. a) Equilibrio Térmico. b)

Apbs a saturacao dos spins do 'H. ¢) Apés a relaxacdo-cruzada via W,. (Adaptada da ref. 28)

O processo W» envolve um mecanismo de relaxacéo dipolar, sem o qual
o NOE n&o ocorre. E interessante destacar que a relaxa¢io é um processo nao
espontaneo e depende do movimento caético das moléculas em solucdo.?

A troca de hidrogénio por deutério torna o processo de relaxagéo dipolar
ineficiente, ja que este depende de y* (yu = 267,53 x 10°rad/T.s e yp = 41,1 x

. Além disso, o acoplamento do deutério

10° rad/T.s), gerando perda do sina
com o carbono resulta na diminuicdo da intensidade do sinal pela propria
formagéao de um multipleto.

O espectro de H confirma esta troca, ja que o sinal referente ao H2
também n&o foi observado. De fato, no espectro de 'H observam-se apenas os
hidrogénios H4 e H5, em 7,3 ppm e 0 H9 em 3,7 ppm. O H6 foi sobreposto pelo

sinal do solvente em 4,6 ppm.
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As propriedades paramagnéticas do complexo TbMAI possivelmente
fazem com que os nudcleos relaxem muito rapido, tornando inviadvel a aquisi¢cdo
do espectro de **C. No caso do complexo EuMAI, os efeitos paramagnéticos
na relaxagdo nuclear ndo foram tdo pronunciaveis ja que estes variam com 0s
tempos de relaxacdo eletronicos.*® Ainda assim, foi possivel monitorar a
ressonancia dos nicleos de 'H para o complexo TbMAI, o que revelou
observac0es inesperadas.

Foram obtidos quatro espectros em quatro diferentes concentragfes do
complexo em agua deuterada (Figura 10). O primeiro espectro, obtido a uma
concentragdo de 1,5 mg/mL, mostra cinco sinais caracteristicos do ligante MALI.
Contudo, a medida que a concentracdo foi aumentada, o nimero de sinais
também aumentou revelando a formag&o de mais de uma espécie presente em
equilibrio em solucdo. Ao atingir uma concentragdo de 15 mg/mL, observaram-
se quatorze sinais distintos com intensidades que variam relativamente as
concentragdes das espécies em solucéo.

E também visivel o deslocamento para valores maiores de deslocamento
quimico (Lanthanide Induced Shift — LIS), bem como o alargamento dos sinais
do espectro, caracteristicos do ambiente paramagnético do metal. A magnitude
deste deslocamento é dependente essencialmente de duas contribuigcfes:
contribuicdo de contato (através da ligacdo — Interacdo de Fermi) e pseudo-
contato (interagcdes dipolares). As interacdes de contato dependem da
covaléncia da ligagdo metal-ligante. O termo de pseudo-contato, responsavel
pela contribui¢do dipolar ao deslocamento quimico, varia com 1/r*, onde r é a
distancia entre os dois dipolos.

De maneira geral, as contribuicdes de contato ao deslocamento dos
sinais afetam apenas os nucleos topologicamente proximos ao centro metélico,
de forma que a partir de trés ligacbes elas comegam a se tornar
negligenciaveis.

A presenca de mais de uma espécie em equilibrio em solugéo foi
confirmada com andlises de espectrometria de massas de alta resolugéo (ESI-

MS/MS), como mostra o Esquema 2.
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Esquema 2. Equilibrio das espécies dos complexos EuMAI e TbMAI formadas em solugéo aquosa.

A espectroscopia de RMN pode viabilizar a quantificagdo dos ligantes
presentes em cada espécie, se respeitados alguns critérios como, por exemplo,
o tempo de 5T; do ndcleo com maior tempo de relaxagdo para a recuperagao
de 99,33% da magnetizacdo em z.?® Contudo, dada a complexidade dos
espectros de compostos paramagnéticos, principalmente devido ao
alargamento dos sinais, a obtencdo deste tipo de informagdo torna-se
problematica. Neste caso, a espectrometria de massas de alta resolucdo
permite quantificar o nimero de ligantes complexados ao metal através da
obtengcdo de massas de alta resolucdo, dos padrdes isotdpicos e da andlise
das fragmentag¢des por MS/MS. As Figura 12-Figura 15 mostram os espectros
de MS/MS referentes as espécies encontradas em solugdo e o Esquema 3

mostra as massas calculadas e obtidas destas.

L

T T T T g
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m/z

Figura 12. ESI(+)-MS/MS dos sinais relativos ao Eu** complexado a trés ligantes MAI e dois anions

cloreto como contra-ions (m/z 643 e padrao isotépico).
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Figura 13. ESI(+)-MS/MS dos sinais relativos ao Eu** complexado a dois ligantes MAI associados a dois

anions cloreto como contra-ions (m/z 503 e padrao isotopico).
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Figura 14. ESI(+)-MS/MS dos sinais relativos ao Th*" complexado a trés ligantes MAI, associados a dois

anions cloreto como contra-ions, e a trés moléculas de H,O (m/z 703 — selecdo monoisotopica).

. ‘. ‘ ! o \“L L H’ i \ J t A
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Figura 15. ESI(+)-MS/MS dos sinais relativos ao Th** complexado a dois ligantes MAI, associados a dois

anions cloreto como contra-ions, e a trés moléculas de H,O (m/z 563 — selegdo monoisotopica).
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Esquema 3. Estruturas detectadas e caracterizadas por ESI(+)-MS/MS no equilibrio proposto. As

moléculas de agua foram omitidas da esfera de coordenacéo para maior clareza.

A partir destes resultados, foi possivel observar a formacdo de duas
espécies distintas dos complexos EuMAI e TbMAI, uma complexada com dois
ligantes MAI e outra com trés.

E interessante observar que em todos os espectros MS/MS foi possivel
detectar a presenca de um sinal em m/z 141, caracteristico do ligante MAI,
incluindo o espectro de MS o que se revela como sendo mais um indicio do
equilibrio presente em solugéo.

Diferentemente de outras espectrometrias de massas, 0 grande
diferencial da técnica utilizada, esta justamente no mecanismo da fonte de
ionizacdo, que garante confianga quanto a formagéo das espécies em solucéo,
A ionizagdo por electrospray (ESI) inicia-se com um potencial aplicado a um
capilar metalico pelo qual a solugdo altamente diluida atravessa. O campo
elétrico gerado na ponta do capilar polariza as moléculas do solvente e do
analito, de forma que estas se orientam sob a influéncia do campo. Isso gera
um acumulo de carga na superficie do liquido. Ainda sob a influéncia do
potencial aplicado, a gota formada na ponta do capilar adquire um formato de
cone (cone de Taylor) que se desintegra para formar goticulas com alta
densidade de carga superficial. Posteriormente, um jato de N, aquecido a 180

°C é usado para secar o solvente. A propria repulsdo eletrostatica entre cargas
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de mesmo sinal faz com que estas se separem (explosdo de Coulomb) (Figura
16).%

N2 (180 °C)
+3a+6kV,ions +

| lJ

I
| Analisador

Electrospray A/

=gy

B

Capilar Metélico

el I UILRR,

Lentes Vécuo

N2(180 °C)

Figura 16. Diagrama dos componentes do ESI. Aqui é interessante observar que aregido A, onde ocorre

a formacéo do aerossol esta submetida a presséo atmosférica. (Adaptada da ref. 31)

Aqui é essencial observar que, diferentemente do que ocorre em outras
fontes, a transferéncia dos ions para a fase gasosa ndo é um processo
drastico.® Outro diferencial do ESI é o fato de que a formacéo do aerossol, a
qual conduz a consequente formacdo dos ions, ocorre sob presséo
atmosférica. Sendo assim, é possivel estabelecer de maneira elegante uma
ponte entre a solugdo e a fase gasosa, de tal forma que as criticas quanto a
infidelidade da espectroscopia de massas no que diz respeito a descrever o
que realmente acontece nas solucbes, devido ao alto vacuo sob o qual as
amostras sdo submetidas para a formac&o dos fons, tornam-se obsoletas.** Em
outras palavras, isso significa que as diferentes espécies dos complexos
EuMAI e TbMAI observadas nos espectros dificilmente foram formadas na
fonte, mas ja estavam presentes na solugao.

Ha uma indagacdo, no entanto, que merece ser discutida com maior
profundidade. A razdo m/z dos padrdes isotépicos e das fragmentacdes €&

informante quanto a composicdo das espécies e ndo quanto as suas

estruturas. E notavel, neste caso, a possivel presenca dos isbmeros de massa
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das estruturas observadas no Esquema 3, cuja coordenagdo ao centro metélico
ndo é dada através dos atomos de oxigénio, mas sim com a formagédo de

carbenos N-heterociclicos que se coordenam diretamente ao metal (Figura 17).

m/z 703

— o
-
CNH = /N\C,N\AOH

Figura 17. Possiveis isbmeros de massa das espécies observadas de EuMAI e TbMAI.

E fato que, apesar do seu carater macio, carbenos que sdo doadores-
o podem se ligar efetivamente a metais mais eletropositivos.** Contudo,
geralmente, as sinteses que envolvem a formacao de complexos de lantanideo
cujo um dos ligantes é um carbeno N-heterociclico ocorrem através da
protondlise de ligagdes Ln-N.** Sendo assim, os precursores e as condigbes
reacionais para que este tipo de processo aconteca sdo bem diferentes das
condicdes utilizadas na sintese dos complexos EuMAI e TbMAI. Além disso,
existe uma preferéncia de coordenacdo dos lantanideos a elementos mais

eletronegativos como oxigénio ou flior, de maneira que o carbeno somente se
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coordenaria ao centro metalico apos a coordenacao dos atomos de oxigénio ja
ter ocorrido. Ainda assim, se ambos os sitios houvessem se coordenado, as
massas observadas nos espectros seriam diferentes para cada quebra
heterolitica de ligacdo C-H, para posterior formacdo do respectivo carbeno N-
heterociclico. Adicionalmente a isso, 0 espectro de 13C RMN do EuMAI
mostraria um sinal tipico de carbeno, caso houvesse ocorrido a sua formagéo.

Os espectros de [V também revelaram dados importantes de
complexacdo através do grupo carboxilato (Figura 18). O estiramento de
carboxilas de um écido carboxilico é observado em torno de 1700 cm™
enquanto o estiramento de carboxilatos é observado em torno de 1600 cm™.%°
Isso acontece devido ao aumento da ressonancia do grupo carboxilato,
gerando, consequentemente, uma diminui¢do na constante de forga de ambas
as ligagcbes CO e, por sua vez, uma diminuicdo na energia da ligagéo e,
consequentemente, no nimero de onda. No caso, 1625 cm™ para 0 EuMAI e
1623 cm™ para o TbMAL.

Os sinais em 3426 e 3420 cm™ s&o referentes as bandas OH das aguas
complexadas. Os sinais em 1170 e 1167 cm™ séo referentes as deformagdes
dos grupos CH do anel imidazélio.*” O dupleto em 2920 cm™ e 2853 cm™ no
espectro do EuMAI é referente ao estiramento Csp®-H do metileno
(ressonancia de Fermi). Os sinais em 1385 e 1380 cm™ estéo relacionados ao
estiramento simétrico do grupo carboxilato.

E possivel ainda observar o carater bidentado do carboxilato coordenado
ao metal, através da comparacao entre 0s Aass - sim das espécies de carboxilato
livre e complexado, onde Aass - siv € a diferenca entre os modos vibracionais

assimétrico e simétrico, respectivamente, do estiramento deste grupo.®
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Figura 18. Espectros de FTIR-ATR do EuMAI (a) e TbMAI (b).
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Isso acontece porque a coordenagcdo monodentada faz com que o0s
atomos de oxigénio percam sua equivaléncia. A consequéncia € um aumento
em vass(CO2), uma diminuicdo em vgim(CO2) e, por sua vez, um aumento na
separacdo A entre as frequéncias de vibracéo relativamente ao ligante livre.*
Assim sendo, define-se que A seja a diferenga entre os modos vibracionais
para o ligante livre, e A" a diferenga entre estes modos vibracionais para o
carboxilato complexado. Caso A > A’, entdo o carater do ligante é bidentado,
por outro lado, caso A< A’, o carater do ligante € monodentado. A Figura 19

mostra uma ilustracdo dos modos vibracionais dos estiramentos simétricos e
assimétricos para o MAI.Cl enquanto a Tabela 5 mostra os valores de
estiramento simétrico e assimétrico do grupo carboxilato, bem como os valores

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

cl- o cl- o
- N@\N\)J\OH - N@N\/U\OH
~a N
Estiramento simétrico
| o
cl- o CI/_\ o
/N@N\/U\OH\ /N@N\)J\OH\

Estiramento assimétrico

Figura 19. Modos vibracionais de estiramento simétrico e assimétrico do acido carboxilico do MAI.CI,

representados vetorialmente.

Tabela 5. Valores dos estiramentos simétricos e assimétricos da ligacdo CO e valores de Aass - sim para

os complexos EuMAI e TbMAI e para o ligante MAL.CI.

Ligante MAIL.CI® Complexo EUMAI Complexo TbMAI

Estiramento assimétrico (cm™) 1733 1625 1623
Estlramento_lslmetnco 1166 1385 1380
(cm™)
Anss - gm 567 240 243
(cm™)

“ Dados extraidos da ref. 40.
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Como observado, A> A", ou seja, a analise mostra que o carater do
ligante nos complexos EuMAI e TbMAI é bidentado. E valido ressaltar, no
entanto, que os experimentos de IV sdo feitos com o material sélido. Em
solugdo aquosa, este comportamento pode ser diferente, e é o que se observa
mais a frente.

Como esperado, a presenca do ligante ionofilico e a geometria com a
qual este se coordenou ao centro metalico teve uma influéncia direta nos
padrdes de emissdo e excitagcdo dos compostos, no que diz respeito as
transicbes geradas e suas respectivas intensidades. A Figura 20 mostra o
espectro de emissdo no estado estacionario do EuMAI e do TbMAI adquiridos

em solugéo aquosa.
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Figura 20. Espectros de emisséo do EuMAI (a) e do TbMAI (b).
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O espectro de emissdo do complexo EuMAI é dominado pelos padrées
de emiss&o °Dy — 'F; e °Dy — ‘Fo. A transicdo °Dy — ‘F; é parcialmente
permitida pela regra de selecdo AJ = 1 dipolo magnética, sendo esta
independente do ambiente quimico e simetria do fon Eu®*". Por outro lado, a
transicdo Dy — 'F, é dipolo elétrico induzida. Segundo o formalismo de Judd,
em ambientes onde ha auséncia de um centro de inversdo, as regras de
paridade ndo se aplicam, de maneira que as transicdes 4f° — 4f° se tornam

transicdes entre os estados:*®
W[°Do(4%)] + x[4F5d"] — y['Fo(4f°) + z[4f°5d"], onde w >>x e y >> z

A transicdo °Dy — 'F1 é dominante em ambientes centrossimétricos, isso
significa que nestes ambientes a razdo R = I(°Dy — 'F2) / 1Dy — 'F1)
(coeficiente e de assimetria), onde | representa a intensidade das transi¢des, é
pequena. O valor de R obtido para o complexo EuMAI foi de 1,20, o que é um
valor baixo, mostrando a existéncia de um ambiente de alta simetria.

Por outro lado, a presenca da transigéo Dy — 'Fo s6 é permitida nos
ambientes cuja simetria é representada pelo grupo pontual Cgy, Cg, Csy, Cs, Cay,
Cs, Ca, C, Cs ou C..'° Estes grupos pontuais ndo possuem centro de
inversdo. Desta maneira, o espectro de emissdo do EuMAI também revela
indicios de mais de uma espécie em equilibrio em solugdo. Nockemann mostra
que a especiacdo de lantanideos em TSILs apesar de pouco abordada na
literatura, de fato pode ocorrer.**

A partir dos tempos de vida obtidos para o complexo EuMAI, foi
possivel calcular sua taxa de decaimento total (A«:) €, calculando-se seus
coeficientes de emissdo espontanea (Ag)*, foi possivel obter a sua taxa de
decaimento radiativo (Arad).

Com estes dados em maos, utilizando-se a regra de Horrocks,*®

calculou-se o numero de moléculas de dgua coordenadas ao centro metalico:

ny = 1,11(As0r — Araa — 0,31) (1)
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Oito moléculas de agua fazem parte da primeira esfera de coordenacao
de ambas as espécies de EuMAI encontradas em solugédo. Contudo, o ESI-MS
ndo detectou todas estas moléculas de agua, provavelmente porque as
mesmas sao facilmente liberadas no processo de ESI e porque o gas secante
utilizado era em uma temperatura suficientemente alta (180 °C) para provocar a
descoordenacédo das mesmas.

O carater altamente higroscopico dos complexos impediu a formacgéo de
monocristais para posterior andlise de DRX. Ainda assim, a geometria do
EuMAI foi otimizada, via Sparkle/PM3* (Figura 21).

@cu
@o
wH
&cC

Figura 21. Geometria otimizada do complexo EuMAI e a sua dissociacdo em solu¢cdo aquosa calculada

via Sparkle/PM3. Espécie coordenada a trés (a) e a dois (b) ligantes MAI.

Segundo os estudos teédricos, a espécie de Eu®* coordenada a trés
ligantes MAI (Figura 21a) apresenta-se conectada a onze atomos de oxigénio,
sendo oito provenientes das moléculas de agua coordenadas ao centro
metélico (regra de Horrocks). Para assumir a forma conectada a dez 4tomos de
oxigénio (Figura 21b), um dos ligantes MAI €é dissociado. O numero de
moléculas de agua, no entanto, continua sendo oito.

Diferentemente do observado nas analises de IV, os ligantes MAI
possuem carater monodentado, com comprimentos de ligagdo Eu-O-MAI
inferiores aos das moléculas de agua coordenadas ao Eu®*" devido a carga
negativa do grupo carboxilato. Relembrando que as andlises fotoquimicas, das
quais séo extraidos os dados para o célculo do nimero de moléculas de agua

coordenadas, séo feitas em solugdo aquosa, de maneira que o complexo na
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fase solida pode ter menos moléculas de 4gua coordenadas, o que possibilita
uma coordenacao bidentada do ligante, como foi observado nas andlises de IV.

Também foram obtidos os espectros de excitacdo dos complexos
através do monitoramento das transicdes Do — ‘F» do Eu®** e °Ds — ‘Fs do
Tb** (Figura 22).
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Figura 22. Espectros de excitacdo do EuMAI (a) e do TbMAI (b).
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Os espectros de excitacdo sdo compostos, predominantemente, por um
padrdo de linhas finas, caracteristicos das transicdes 4f-4f dos fons Ln*. Isso
significa que o caminho fotofisico principal responsével pela luminescéncia de
ambas as amostras é dado através de excitacdo direta. Ainda assim, no
espectro de excitacdo do EuMAI ha um pico em 275 nm mostrando que 0
MAI.CI atua como ligante antena, ainda que a sensitizagcéo seja reduzida. Isso
fez com que a emissdo no vermelho do complexo EuMAI, quando sob a
incidéncia de radiacao UV, fosse pouco intensa.

Mais especificamente, o sinal em 275 nm é uma banda de transferéncia
de carga do ligante para o metal (Ligand to Metal Charge Transfer - LMCT).
Este tipo de transferéncia € bastante similar ao mecanismo de sensitizacdo de

Dexter ilustrado na Figura 23.

Foster Dexter
’ Aceptor ‘ & ‘ Aceptor (A)
Doador Excitado (D¥) Doador (D) Doador Excitado (D%)
Aceptor excitado (A*)

Figura 23. Mecanismos de transferéncia de energia no processo de sensitizacdo. (Adaptada da ref. 45)

No mecanismo de Foster, ocorre uma transferéncia de energia do
estado doador, quando este sai de seu estado excitado em dire¢cdo ao estado
de menor energia, ao aceptor, de maneira que este aceptor é excitado.

Por outro lado, o mecanismo de Dexter inclui a transferéncia, nao
exclusivamente de energia, porém de elétrons entre os estados doador e
aceptor. No caso do EuMAI, o estado doador € o ligante MAI.CI e o0 aceptor o
fon Eu*'. E interessante observar que esta banda de transferéncia de carga
ndo aparece no espectro de excitacdo do TbMAI ja que os fons Tbh*" tem

menor propenséo a reduzir para Tb?* que os fons de Eu®".

33



A partir disso, utilizou-se o modelo Sparkle/PM3 para calcular as taxas

de transferéncia de energia do complexo EuMAI (Tabela 6), na tentativa de

compreender a causa da ineficiéncia do processo de sensitizagao.

Tabela 6. Valores calculados para o EuMAI via Sparkle/PM3 da transferéncia de energia e retro-

transferéncia de energia intramolecular.

Taxa de retro-

Estados do Estado Taxa de -
; R. . transferéncia de
a .
L|gap1te 4f_1 A) transfe_gen cia energia
(cm™) (cm?) s" 9
Singleto °D, 1 -19
(37325,3) — (23586) 7,12 4,30 x 10 2,14 x10
Tripleto D, 9 12
(17582,2) — (19027) 7,24 3,15x 10 4,03 x10
- 5
MBI Do 7,24 6,97 x 10° 1,79 x10°

17582,2)  (17293)
20 valor R é a distancia entre o estado doador, localizado nos ligantes organicos, e o ndcleo do ion Eu®.

Estudos revelaram que, para complexos de Tb*, a melhor eficiéncia de
sensitizagc&o ocorre quando o estado excitado tripleto esta acima de 3000 cm™
superior ao estado emissor °Ds do metal.*® Para complexos de Eu**, no
entanto, o entendimento dos fatores que conduzem & supressdo da
luminescéncia sdo mais complicados devido a presenga de inUmeros estados
excitados além do estado emissor °Dy.*’ Ainda assim, os mesmos estudos
mostraram que o gap de energia 6timo entre o estado tripleto do ligante e o
estado °Dy do Eu®" é acima de 6000 cm™.*°

Aqui se observa que ha transferéncia de energia do estado tripleto para
os estados °D; e °Dy do Eu®'. Contudo, a taxa de retro transferéncia do nivel
°D; do Eu®" para o estado tripleto do ligante é da ordem de mil vezes superior &
sua taxa de transferéncia.

O estado Dy esta energeticamente abaixo do estado tripleto, de maneira
que, recebendo energia via emissdo do estado tripleto, o estado °Dy pode,
assim, emitir na regido do vermelho. Contudo, sua energia, ainda que inferior, é
muito proxima a do estado tripleto. Sendo assim, h& a possibilidade de retro-
transferéncia de energia e € exatamente o que se verifica a partir dos estudos
tedricos. A taxa de transferéncia de energia é da mesma ordem da taxa de
retro transferéncia, o que provoca a supresséo da emiss&o no vermelho *Dg —
Fa.
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E preciso ainda levar em considerac&o que apesar de, indubitavelmente,
a energia do estado tripleto exercer grande influéncia no processo de
sensitizacao, esta sozinha néo é fator determinante. A geometria adotada pelo
complexo, bem como as &guas coordenadas ao metal também exercem
influéncia na luminescéncia do material.®* No caso do complexo EuMAI, é
possivel que os osciladores OH das moléculas de 4gua coordenadas ao metal
tenham se acoplado, em um processo de ressonancia, aos estados emissores
°Dy e °D;, de maneira que a vibracdo daqueles grupos competem com a
emissdo de energia via processos radiativos.*® Isso pode ser verificado pelos
valores experimentais e calculados para a taxa de decaimento ndo-radiativo e

radiativo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores tedricos e experimentais dos parametros de intensidade Q,, Q4 e Qg, tempo de vida (t),
taxas de decaimento radiativo (Arad) € ndo-radiativo (Anrad), €ficiéncia quéantica (n) e rendimento quantico

(q) do complexo EuMAL.

t Arad Anrad n q
EuMAI Q, Q, Qs (ms) sh (s (%) (%)
Experimental 3,19 3,87 - 0,13 202,7 8131,0 2,40 >1,00
Teorico® 3,22 380 0,32 - 204,94 81285 2,46 0,08

¥ Valores derivados do modelo otimizado via Sparkle/PM3.

.Os erros dos parametros de intensidade calculados em relagdo aos
obtidos experimentalmente s&o inferiores a 2%, mostrando que a geometria
otimizada do EuMAI para as espécies di e tricoordenadas esta de acordo com
0 que realmente ocorre em solugao.

Todas as fontes de supressédo da luminescéncia citadas anteriormente
contribuem para os baixissimos valores de rendimento quantico do material.

Por outro lado, o complexo TbMAI apresentou rendimento quéantico de
17%, muito superior ao do Eu®*, e um tempo de vida de 0,40 ms, o0 que é um
valor baixo e pode ser atribuido também aos osciladores OH das moléculas de
adgua coordenadas, bem como a energia do estado excitado tripleto ser abaixo

do estado emissor °Da.
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O tempo de vida do complexo EuMAI é relativamente pequeno devido
aos mesmos processos nao-radiativos ja citados. A Figura 24 ilustra as curvas

de decaimento de tempo de vida de ambos os complexos.
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T : T T T
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Tempo (ms)

Figura 24. Curva de decaimento de tempo de vida do EuMAI (a) e do TbMAI (b) adquiridos em
temperatura ambiente, através das excitagbes em 395 nm e 367 nm, respectivamente, durante o
monitoramento das transicdes *Dy — 'F» do Eu** e °Ds — 'Fs do Tb**. As linhas vermelhas solidas

correspondem ao melhor ajuste, R > 0,99.
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Finalmente, foram conduzidos experimentos de imageamento celular
para testar os complexos EuMAI e TbMAI como possiveis marcadores
celulares. Os experimentos foram conduzidos com células cancerigenas MDA-
MB-231, uma linhagem de cancer de mama bastante invasiva.

Ambos os complexos foram capazes de transpassar a membrana celular
sem que houvesse formacao de precipitado durante o experimento. A Figura 25

ilustra as imagens das células marcadas com EuMAL.

°
NH
| O -
HoN
DAPI
Figura 25. Células MDA-MB-231. (a) Mostra o nicleo das células marcadas com DAPI (marcador
comercial; azul) apenas. (b) Mostra o padréo de luminescéncia do EuMAI com pequenas associagfes a
regido perinuclear e uma coloracdo homogénea na regido citoplasmatica (vermelha). (c) Imagens (a) e (b)
sobrepostas. (d) Imagem de contraste de fase das células MDA-MB-231 com seus aspectos morfologicos

normais. E importante ressaltar que a coloragio vermelha foi artificialmente intensificada para facilitar a

visualizac8o da imagem, ndo representado, assim, a coloragdo real da amostra.
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A imagem da Figura 25b mostra o padrdo de luminescéncia dos ions
Eu®* com pequenas associacdes a regido perinuclear e uma coloragéo
homogénea na regido do citoplasma. Além disso, nenhuma associacdo a
regido nuclear, ou seja, ndo ha afinidade do complexo EuMAI a estrutura de
DNA nem a outras moléculas nucleares. Estas células marcadas com EuMAI
apresentaram um brilho pouco intenso devido as razdes ja discutidas e
embasadas nos experimentos fotofisicos, bem como nos estudos teoricos.
Sendo assim, os resultados revelam que o EuMAI néo € interessante para ser
usado como marcador celular.

Por outro lado, as células MDA-MB-231 marcadas com o complexo
TbMAI apresentaram um brilho verde intenso, caracteristico dos ions Th®,
também associado a regido perinuclear e, também, homogeneamente
distribuido a regido citoplasmatica (Figura 26). O complexo TbMAI também néo
mostrou nenhuma afinidade ao nucleo da célula, mesmo apds procedimentos
de permeabilizacgéo.

A regido perinuclear supracitada esta associada exclusivamente ao
reticulo endoplasmatico celular,® o que mostra a grande seletividade do
marcador para selecdo exclusiva de uma Unica organela. De fato, a maioria dos
marcadores celulares com afinidade especifica a esta regido celular sdo de
dificil planejamento e sintese, contrastando com os complexos em questédo, ja

que sua rota sintética é relativamente simples.>
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r (d)

Figura 26. Células MDA-MB-231. (a) Mostra o nicleo das células marcadas com DAPI (marcador

comercial; azul) apenas. (b) Mostra o padrdo de luminescéncia do TbMAI altamente associada a regiao
perinuclear e uma pequena coloragdo homogénea na regiéo citoplasmatica (verde). (c) Imagens (a) e (b)
sobrepostas. (d) Imagem de contraste de fase das células MDA-MB-231 com seus aspectos morfoldgicos
normais. N8o houve nenhuma alteragdo nas imagens das células MDA-MB-231 marcadas com o

complexo TbMAI, de maneira que estas mostram seu brilho real.
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5.Concluséo & Perspectivas

Foram sintetizados dois novos complexos de eurdpio e térbio ionicamente
marcados com anions hidrofilicos, o que permitiu que ambos fossem sollveis
em &gua. Uma combinacdo de técnicas espectroscépicas e célculos tedricos
foram utilizados para obter informac¢des acerca da especiagdo dos complexos
EuMAI e TbMAI. Foram observadas duas espécies, uma coordenada a trés
ligantes MAI e outra coordenada a dois ligantes MAI, ambas observadas tanto
por RMN como por ESI-MS.

A espectroscopia de fluorescéncia, bem como os calculos tedricos
permitiram identificar as limitagdes e fontes de supresséo da luminescéncia que
afetaram o rendimento quéantico do complexo de EuMAI. Tanto a energia do
estado tripleto quanto a absor¢do de energia dos osciladores OH sé&o fatores
contribuintes.

Ambos os complexos foram testados como biossondas em experimentos
de imageamento celular. Como previsto pelo baixo rendimento quéantico, o
complexo EuMAI ndo se mostrou um bom candidato a biossonda. Contudo, o
complexo TbMAI mostrou intensa luminescéncia, ambos os complexos EuMAI
e TbMAI associados a regido perinuclear (exclusivamente no reticulo
endoplasmético), sem nenhuma associa¢do ao nucleo celular.

Como perspectiva, novos complexos ionicamente marcados com anions
hidrofilicos serdo sintetizados, complexados com Eu®* e Tb*" e testados como

uma nova classe de marcadores celulares fluorescentes seletivos.
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ABSTRACT: This article describes a straightforward and simple synthesis of
ionically tagged water-soluble Eu’* and Tb*>" complexes (with ionophilic
ligands) applied for bioimaging of invasive mammal cancer cells (MDA-MB-
231). Use of the task-specific ionic liquid 1-methyl-3-carboxymethyl-
imidazolium chloride (MAI'Cl) as the ionophilic ligand (ionically tagged)
proved to be a simple, elegant, and efficient strategy to obtain highly
fluorescent water-soluble Eu®* (EuMAI) and Tb** (TbMAI) complexes.
TbMAI showed an intense bright green fluorescence emission selectively

staining endoplasmic reticulum of MDA-MB-231 cells.

Bl INTRODUCTION

Ionic liquids (ILs) and task-specific ionic liquids (TSILs) has
become a reality for development of novel technologies and
industrial application." These ionic fluids are found widespread
in many research and technological areas.”™® TSILs are
commonly used, for instance, as organocatalysts, solvents, or
ligands for metallic complexes which are usually applied as
catalysts.””"> Due to their easily tunable properties, which are
the net result of an appropriate combination of both cations
and anions, the range of application for such materials is
practically unlimited, especially for those based on the
imidazolium cation."*™'® It has been estimated that ~10°
combinations of known cations and anions are capable of
forming ILs (or TSILs),"” thus making the reality of selecting
and tuning a specific property for these ionic fluids virtually
unlimited. Considering these features, some ligands have been
tagged with imidazolium cations (also known as ionophilic
1igandsls) aiming to increase both their solubilities and affinities
for a specific medium.'” ! It is known that water miscibility
(and with a plethora of organic solvents), polarity, viscosity,
density, and other physicochemical properties can be fine tuned
by tailoring a TSIL (or IL) with a suitable cation—anion
combination.

Bioimaging experiments are of paramount importance for
biomedical, biological, and dia%nostic technological growth and
advance, as recently reviewed.”® Today, there is huge interest

-4 ACS Publications  © 2013 American Chemical Society

lanthanide

on the search of novel lanthanide-based water-soluble
luminescent bioprobes in order to improve the quality of
bioimaging.>* >® Their good characteristics encompass large
Stoke shifts, narrow emission line spectra, long-wavelength
emission, and long luminescence lifetimes; and have therefore
brought fluorescent lanthanide-based probes to a prominent
position.”” ~** Cellular membrane permeability is considered to
be one of the most desired features for efficient bioimaging
experiments.”® To a broad range of biological assays, cellular
membrane permeability is, indeed, the most important
characteristic of a fluorogenic dye.>" Fluorescent lanthanide
complexes are highly sensitive fluorophores and usually capable
of transposing the cell membrane.*” In addition to all these
attractive properties, lanthanide-based biogrobes have the
advantage of low intrinsic cytotoxicity.”>** Despite all
promising features observed for those bioprobes, it remains
many drawbacks to be overcome. For instance, a straightfor-
ward synthesis of a water-soluble lanthanide bioprobe is among
the most challenging tasks for development of this class of
materials. Considering that lanthanide complexes are usually
water insoluble,® it is more than reasonable to suggest that the
use of ionophilic ligands bearing hydrophilic anions (e.g,
chloride, bromide, iodide, and others) may be one of the best
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strategies to overcome this major shortcoming, which currently
narrows the biological application®® of such promising class of
materials.>” Indeed, as already reviewed,*®*™*° water solubility is
a sine qua non condition toward an eflicient lanthanide
bioprobe development.

As expected, the combination of ILs and/or TSILs with
fluorescent lanthanide-containing compounds has flourished
with very promising results.*’ Typically, a substantial beneficial
effect over the luminescent properties of lanthanide complexes
is observed when doped with or dissolved in ILs (or TSILs), as
recently reviewed.*” Such ionic fluids (manly those based on
the imidazolium cation) are known to be transparent through
almost the whole visible and near-infrared spectral regions.*
Moreover, these molten salts are capable of participating in the
sensitization process of lanthanide complexes.** Somehow
surprising, most reported studies describe the use of both ILs
and TSILs as solvents or as the cationic moiety of the
lanthanide-based structure (lanthanide metals as the anionic
moieties) rather than ligands directly attached to the metal
center. The use of ionophilic ligands directly attached to the
lanthanide metal is a strategy barely explored, despite it has
been proved to be a very promising approach for formation of
new luminescent ionogels.45 Indeed, this can be regarded as the
unexplored world of task-specific ionic liquids, i.e., their use as
ionophilic ligands for novel fluorescent water-soluble lantha-
nide complexes.

In this context, it is reasonable to envisage the combination
of a TSIL (as the ionophilic ligand with hydrophilic anions)
with lanthanides to afford new fluorescent water-soluble
complexes. Hopefully, those new complexes may have their
physicochemical properties fine tuned and influenced by the
presence of the ionic tag tethered to their structures (Scheme
1); therefore, good water solubility and chemical stability are
expected, which are properties usually observed for imidazo-
lium derivatives bearing hydrophilic anions.*®

Scheme 1. Strategy Aiming at Synthesis of Water-Soluble
Lanthanide Complexes Using Ionically-Tagged (Ionophilic)
Ligands®

—_—

Without ionic tag
(water insolube)

With ionic tag
(water solube)

M = lanthanide ion

o = jonic tag

X ™= hydrophilic anion

“Note that the ionic tag can be an imidazolium cation and the
lanthanide complex (left) is usually water insoluble. Also note the
anion (X~) can be hydrophilic in order to facilitate the solubility in an
aqueous medium.

Due to our interest in the development of novel fluorescent
bioprobes”’ ~* and in the chemistry and application of
lanthanide-based compounds,®®~>* we present herein a probe
design based on the use of a hydrophilic TSIL (1-methyl-3-
carboxymethylimidazolium chloride, MAI-Cl) as the ionophilic
ligand aiming at formation of new water-soluble fluorescent
Eu®* and Tb* complexes. These new lanthanide-based

complexes were applied for cell-imaging experiments with
invasive breast cancer cells lineage (MDA-MB-231).

B RESULTS AND DISCUSSION

Initially, we synthesized two new Eu®* and Tb®" complexes
(Scheme 2) using the known ionophilic ligand MAI*Cl that we

Scheme 2. Synthesis of Two Novel Water-Soluble
Complexes (EuMAI and TbMAI) Using the Ionophilic
Ligand MAI-Cl

|
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already used in the synthesis of Pd, Cu, and Ni complexes.>®
The two fluorescent lanthanides complexes, designated as
EuMAI and TbMAI, were precipitated at pH 6.0 from
ethanolic solutions containing a metal-to-ligand ratio of 1:3.
Both complexes were shown to be totally water soluble at room
temperature and highly hygroscopic in character.

As one could expect, the presence of the ionophilic ligands
had a direct effect over the observed spectroscopic properties
measured in aqueous solutions. Figure 1 exhibits the excitation
spectra of EuMAI and TbMAI acquired at room temperature
while monitoring the Eu** *Dy — F, and Tb** *D, — ’F;
transitions at 610 and 542 nm, respectively.

Spectra are dominated by a series of narrow peaks typical of
4f—4f transitions of the Ln*" ions, indicating that direct
excitation is the photophysical pathway responsible for the high
luminescence of the samples. Steady-state emission spectra of
EuMAI and TbMAI obtained in aqueous solutions are shown
in Figure 2.

Spectra were composed of narrow bands characteristic of the
Eu** °D, — 7F] transitions. Those attributed to the D, — ’F,
and °D, — ’F, transitions give the major contribution to
EuMAI photoluminescence. It is well established that the Eu**
Dy, — ’F, transitions are governed by the magnetic dipole
mechanism, hence, largely independent of the coordination
sphere. However, the Eu** D, — ’F, emission band, which is
allowed by the electric dipole mechanism, is extremely sensitive
to the symmetry around the Ln** ion and therefore known as a
hypersensitive transition. It has been established that the
intensity ratio between D, — ’F, and D, — ’F, transitions
can be used as an internal probe to depict the symmetry around
the Eu®* ions.>* Europium complexes with a low symmetric
coordination sphere, such as Eu(f-diketonates),, have shown
Dy = 'F,/°D, — 'F ratios ranging from 8 to 12, whereas a
ratio of 0.67 has been associated to centrosymmetric
compounds.*> EuMAI complex has a D, — "F,/°D, — "F,
value of 1.20, indicating that the local environment associated
with Eu®" ions is found in high symmetry. It may be justified, in
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Figure 1. Excitation spectra of (a) EuMAI and (b) TbMAIL Aqueous solutions at 0.0S mmol.
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Figure 2. Emission spectra of (a) EuMAI and (b) TbMAI Aqueous solutions at 0.05 mmol.

Scheme 3. EuMAI and TbMAI Equilibriums Observed in Aqueous Solutions
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principle, by substitution of one MAI ligand for water
molecules and the consequent conformational changes
associated with ligand exchange. Although the emission
spectrum of EuMAI displayed a typical profile of centrosym-
metric complexes, it was possible to observe a peak centered at
ca. 579 nm attributed to the D, — ’F, transitions. The
presence of the Eu’* *D, — "F, transitions indicated that the
local symmetry around the Ln** ion is low and without an
inversion center. Indeed, the selection rule for the electric
dipole transition suggested that *Dy, — "F, appears only if the
point group of the Eu** ions is C, C,, or C,.> ® These results
demonstrated an equilibrium among distinct europium species
in solution. To confirm this feature, NMR and electrospray
(tandem) mass spectrometry (ESI-MS(/MS)) experiments
were conducted. Photophysical data proved to be in good
agreement with the data depicted from simple NMR analysis
(see Supporting Information, Figures S1 and S2) and ESI(+)-
MS(/MS) analyses (Figures SS—S8, Supporting Information).
This equilibrium was also noted for the new Tb* complex
(TbMAI), and Scheme 3 exemplifies this specific behavior.
ESI(+)-MS(/MS) was very efficient for detection and
characterization of the metallic species (in equilibrium) found
in solution. ESI-MS provides continuous snapshots of the ionic
composition in solution,”” and the obtained results reflect the

10201

dynamic equilibrium observed for both complexes (Scheme 3).
By high-resolution ESI(+)-MS(/MS) it was possible to detect
and characterize by collision-induced dissociation (structural
diagnostic) the Ln** derivatives with two and three ligands in
aqueous solution (Scheme 4). As observed for the NMR
experiments, results from ESI-MS were also in accordance with
the photophysical data. Interestingly, the Tb>" derivatives were
also detected and characterized with three H,O molecules (see
Figures S7 and S8, Supporting Information). It is worth noting
that in all ESI-MS analyses there is a signal of m/z 141
attributed to the MAI cation, therefore pointing firmly to the
proposed ligand dissociation/association equilibrium (Scheme
4) for both complexes.

Judd—Ofelt theory has been an important tool to calculate
the spectroscopic properties of Eu’* derivatives from their
corrected emission spectra.’®* Following the described
standard protocol,*’ the radiative decay rates from eq 1 were
utilized to estimate the presence of water molecules
coordinated to Eu®* ions.%' The number of water molecules
coordinated to the metal center (n,) was calculated from the
phenomenological equation proposed by Supkowski and
Horrocks (eq 1),°*°"®* where A, (total decay rates) and

A, (radiative rates) are expressed in ms™" (Table 1).
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Scheme 4. Structures Detected and Characterized by High-Resolution ESI(+)-MS(/MS) in the Proposed Equilibriums®
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“Coordinated water molecules have been omitted in the metal coordination sphere for clarity. The ion of m/z 141 (free cation MAI) was also
detected (see Figures S5—S8, Supporting Information) in accordance with the proposed equilibrium.

Table 1. Theoretical and Experimental Intensity Parameters Q,, Q,, and Q, Radiative (4,,;) and Nonradiative (4,,,4) Decay

Rates Quantum Efficiency (#), and Quantum Yield (q)

EuMAI Q, Q, Q,
experimental 3.19 3.87
theoretical® 322 3.80 0.32
“Values derived from the optimized Sparkle/PM3 model.*>

Ana (57 Anaa (571) n (%) q (%)
2027 8131.0 2.40 >1.00
2049 8128.5 2.46 0.08

ny = 111-(Ay, — A,y — 0.31) (1)

Application of Horrocks rule to EuMAI leads to n,, = 8. On
the basis of all spectroscopic and spectrometric evidence, the
structures of the complex and its dissociation in aqueous
solution were also optimized via Sparkle/PM3®® (Figure 3).

\ (a) (b)

{ . . ) <. @eu
: 1 il 1 L

gl \’ﬁ e *

T,N

Figure 3. Optimized structure of EuMAI and its dissociation in
aqueous solution calculated at Spakle/PM3. Two main species found
in solution (equilibrium) bearing three ligands (a) and two ligands (b)
were optimized. Note that the calculated structures are in accordance
with data obtained by NMR and ESI-MS as well as photophysical data.

Theoretical structures of EuMALI species presented the Eu**
ions coordinated with 11 oxygen atoms, 3 and 2 of which arise
from the MAI ligands (Figure 3), and the coordination spheres
are completed by aqua ligands; hence, the coordination
symmetry of the Ln*" center may be described as a distorted
monocapped pentagonal antiprism. The bond lengths among
Eu** ions and MAI ligands are shorter than those of Eu®*" and

aqua ligands, due to the negative charge on the carboxylate
oxygen atoms which may increase the binding to the metal
center. It is important to note that Figure 3b shows the MAI
ligands in opposite position to each other, therefore justifying
the centrosymmetric profile of the emission spectrum. Tables 1
and 2 show the values for the spectroscopic properties and
energy transfer rates calculated for EuMAI, respectively.

The calculated values exhibited in Table 1 are in good
agreement with those obtained experlmentally, evidencing the
accuracy of the theoretical methodology.** The intramolecular
energy transfer, back transfer, and quantum yield of emission
for EuMAI were calculated considering that the Eu®* levels
arise from the metal ion at an intermediate coupling, the energy
of the ligand singlet state must be lower than 40.000 cm™}, and
the triplet level of the lowest energy must be related to the
singlet state previously chosen. Values of energy transfer rates
exhibited in Table 2 indicate that the energy transfer occurred
from the triplet state (from the ligand) to the D, and °D,
levels of the Eu®* ion. It is possible to note that the R values,
that is, the distance from the donor state located at the organic
ligands and the Eu® ion nucleus, are a bit higher. Values down
to 5.0 contributed for optimizing the energy transfer rates.
Moreover, in both cases the back transfer rates were very high,
mainly for EuMAL This fact strongly contributed to a quencher
effect for the *Dj, emitter state. All this evidence suggested that
vibronic coupling of the O—H oscillators from the aqua ligands
and the triplet °D,, resonance acted as efficient nonradiative
channels for Eu®" emission, thus providing a plausible

dx.doi.org/10.1021/ic4017678 | Inorg. Chem. 2013, 52, 10199—10205



Inorganic Chemistry

Table 2. Calculated Values of Intramolecular Energy Transfer and Back-Transfer Rates for EuMAI“®

ligand state (cm™)

EuMAI Sparkle/PM3 Structure singlet (37325.3) -
triplet (17582.2) -
triplet (17582.2) -

4f state (cm™) Ry, (A)

transfer rate (s™')  back-transfer rate (s7')

D, (27586) 7.12 430 x 10* 2.14 x 107"
D, (19027) 724 3.15 x 10° 4.03 x 10"
D, (17293) 7.24 697 x 10° 1.79 x 10°

“The Ry value is the distance from the donor state located at the organic ligands and the Eu®* ion nucleus.

explanation for the short lifetime and low experimental
quantum yields. The high values of A4 are in accordance
with this fact (see Table 1).

The Tb** ions showed moderately influenced transitions by
the symmetry of the ligand environment; however, those
transitions combine induced electric dipole (ED) and magnetic
dipole (MD) characters and no isolated MD transition like
those of the Eu’* ions. Therefore, this experiment is difficult
due to the complex ] degeneracy of the emitting levels of the
Tb**, preventing a wide spectroscopic investigation such as that
performed for Eu’* ions. The emission spectrum of TbMAI
(see Figure 2) acquired at room temperature displayed the
typical green Tb*" emission associated with the °D, — ’F
transitions. The D, — F transition centered at ca. 542 nm is
the strongest one and corresponds to ca. 30% of the integrated
emission spectrum. TbMAI showed a quantum yield of
emission of 17% and a short lifetime (7) of 0.40 ms. It may
be justified by the contributions of O—H oscillators and due to
the calculated triplet level to be below the Tb D, emitter state.
Previous reports have demonstrated that when the energy
difference between the lowest triplet state of the ligand is lower
than about 2000 cm™), the thermal back transfer plays an
important role for photoluminescence quenching.%®

Finally, both complexes were tested as probes in bioimaging
experiments to stain MDA-MB-231 cancer cells. First, it is
noted that both complexes were capable of transposing the cell
membrane, and no precipitation could be noted during the
cellular experiments, which are highly desired features. The
MDA-MB-231 cells stained with EuMAI showed a slight red
fluorescence signal with a distribution pattern (Figure 4) closely
related with the fluorescence pattern observed with the samples
incubated with TbMAI (discussed below). The fluorescent
signal of EuMAI on MDA-MB-231 cells showed a minor
association with a perinuclear region plus a homogeneous stain
through the cell cytoplasm. The Eu**-based compound also
shows no fluorescent signal related with the cell's nucleus
region; therefore, there is no affinity for DNA or others nuclear
molecules, even after cell permeabilization procedures. Experi-
ments with EuMAI show that this complex is not a good
candidate for bioimaging because of its low fluorescence
intensity inside the cells. Indeed, this quenching effect in the
aqueous cellular environment could be expected, as already
depicted from the photophysical data.

The MDA-MB-231 cells stained with TbMAI, however,
showed an intense and a bright green fluorescence pattern
associated with a wide perinuclear region plus homogeneous
staining through the cell cytoplasm (Figure S), therefore
contrasting with the fluorescence intensity observed for
EuMAL Interestingly, the wide perinuclear region that shows
a strong stain pattern (bright green) can be associated with
endoplasmic reticulum, as comépared with the common pattern
observed for this organelle.’® Indeed, probes capable of
exclusive selection of the endoplasmic reticulum in the highly
complex cellular environment are very difficult to design,
therefore making their planning and synthesis a hard task.®”

Figure 4. MDA-MB-231 cells. (a) Sample stained only with DAPI
(blue). (b) Fluorescence pattern of EuMAI with minor association
with the perinuclear region plus a homogeneous staining through the
cell cytoplasm (red). Samples stained with EuMAI show no red
fluorescent signal over the nucleus region. (c) Overlay image between
a and b. (d) Phase contrast image of MDA-MB-231 cells with normal
morphological aspects. Importantly, the red fluorescence emission of
EuMAI showed herein was artificially slightly improved to facilitate
visualization, and it does not represent the actual staining (color
intensity) observed for this derivative.

TbMALI also showed no fluorescent signal associated with the
cell's nucleus region. This feature demonstrated, by exclusion,
no affinity of TbMAI with DNA or others nuclear structures
such as histone basic proteins, even after cell permeabilization
procedures, which would improve the chances of TbMAI to get
inside of the cell nucleus. TbMAI showed a bright green
fluorescent signal that persisted for all analysis time periods
without fading off, hence making TbMAI an outstanding probe
for bioimaging experiments to stain endoplasmic reticulum
selectively.

B EXPERIMENTAL SECTION

The detailed procedure for the syntheses of LnMAI (Ln = Eu’*, Tb*")
derivatives, NMR and high-resolution ESI-MS spectra, and fluo-
rescence lifetime decay procedures are available in the Supporting
Information.

H CONCLUSION

Fluorescent lanthanide complexes based on the TSIL MAI-Cl
constitute an attractive class of water-soluble compounds with
high potential to be applied as a new family of molecular probes
for bioimaging application. In this work, we performed a design
of optical bioprobes based on hydrophilic TSIL as ligands and
lanthanide ions for cell imaging. NMR spectra and ESI(+)-
MS(/MS) provide strong evidence of the equilibrium among
distinct lanthanide species in solution. In fact, substitution of
one MAI ligand directly coordinated to Ln®" ions by water
molecules was favored in more dilute solutions. TbMAI
displayed a green emission and lifetime of 0.40 ms when
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(c)

(d)

Figure 5. MDA-MB-231 cells. (a) Sample stained only with DAPI (blue). (b) Fluorescence pattern of TbMALI slightly associated with the
perinuclear region plus a minor homogeneous staining through the cell cytoplasm (green). Further significant feature observed in b was no green
staining over the nucleus region on the samples stained with TbBMAL (c) Overlay image between DAPI and TbMAL. (d) Phase contrast image of
MDA-MB-231 cells with normal morphological aspects. Bright green fluorescence emission of TbMAI showed herein is the actual staining observed

for this derivative.

excited at 367 nm. The coordination geometries, intensity
parameters, and energy transfer rates for EuMAI were also
calculated using Sparkle/PM3. Theoretical intensity parame-
ters, quantum efficiencies, and quantum yields are in good
agreement with experimental ones, clearly attesting to the
efficacy of the theoretical methodologies. Both complexes were
applied as molecular probes in cellular imaging experiments
using MDA-MB-231 cells lineage. The good dispensability and
prominent luminescent properties presented by TbMAI
complex make it a molecular probe for further bioimaging
experiments. Furthermore, its selectivity toward the endoplas-
mic reticulum opens up a new avenue for rational design of
novel selective fluorescent bioprobes based on the strategy
described herein.
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Experimental procedures, NMR spectra, ESI(+)-MS(/MS)
analyses, lifetime decay curves. This material is available free
of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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