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1. INTRODUCAO

O crescimento da tecnologia de nanomateriais nas ultimas décadas tornou possivel a
utilizacdo de nanomateriais em aplicacdes tecnologicas (AGHAZADEH; GANJALI 2018) e
médicas (WIERZBINSKI et al., 2018). Muitos materiais tém sido constantemente estudados,
contudo um consideravel destaque tem sido dado as nanoparticulas magnéticas, uma vez que
suas propriedades magnéticas em conjunto com propriedades mesoscopicas mecanicas e
térmicas fazem com que estas oferecam alto potencial para diversas aplicagdes, tais como
processos cataliticos, biomedicina e ressonancia magnética (LAURENT et al., 2008).

Diversas modificagdes vém sendo realizadas para alterar as propriedades desses
materiais dependendo das aplicacdes desejadas, tornando-os, por exemplo, biocompativeis e
biosseletivos (LAURENT et al., 2008). Exemplos incluem sistemas do tipo core-shell, que no
caso das nanoparticulas magnéticas, principalmente de magnetita (Fe;O4), podem ser
encapsuladas em silica, polimeros ou metais nobres (ALCALA; REAL, 2006; LIN et al.,
2001; NGABONI OKASSA et al., 2005). Uma vez que Fe;04 sofre rapida biodegradacdo em
meios celulares com valores de pH e concentragdes salinas diferentes, nanoparticulas desse
material podem apresentar alta toxicidade (LI et al., 2013). O encapsulamento com materiais
biologicamente mais inertes, como SiO,, promove a diminui¢cdo do contato entre Fe;O4 ¢ 0
meio intracelular, aumentando sua biocompatibilidade, fazendo com que os mecanismos de
toxicidade da célula ndo sejam ativados. (LECHEVALLIER et al., 2017; LI et al., 2013).

Dentre os 0xidos de metais de transi¢do com propriedades magnéticas, como os de
niquel e de cobalto, os 6xidos de ferro sdo os que apresentam menor toxicidade, além de
serem os menos suscetiveis a oxidagdo (TARTAJ et al., 2003). Em especial, as propriedades
magnéticas intensas da Fe;O4 sdo provenientes da sua estrutura cristalina de espinélio inverso,
em que os atomos de oxigénio apresentam estrutura cubica compacta, formando sitios
tetraédricos (A) e octaédricos (B). O alinhamento espacial antiparalelo dos momentos
magnéticos entre os fons Fe’™ e os fons Fe’™ na estrutura cristalina faz com que a
magnetizagio resultante nesse caso seja nula. Contudo, os ions Fe*" presentes nos outros sitios
octaédricos ndo sofrem esse efeito de anulagdo, fazendo com que os momentos magnéticos
desses ions estejam alinhados na mesma direcdo (Figura 1, Tabela 1). Como as propriedades
magnéticas desse material estd intrinsicamente ligada a sua estrutura cristalina, tais
propriedades estdo relacionadas a fatores morfolégicos como tamanho e area superficial. A

reducdo no tamanho desses materiais promove a criacdo de dominios magnéticos de



polarizagdo em uma dada dire¢do, dando origem a um material superparamagnético, que

respondem eficientemente a presenca de um campo magnético externo (CALLISTER, 2007).

0% Fe?"  Fe*' Fe3*
(octaedrico) (octaedrico) (tetraedrico)

Figura 1. Esquemas da estrutura cristalina de Fe;O4 (adaptado de CALLISTER, 2007).

Tabela 1. Orienta¢io dos momentos magnéticos dos fons Fe*" e Fe?' na Fe;0,.

Cation Sitio Octaédrico Sitio Tetraédrico Resultante
Fe'’ M1 m Cancelado
Fe’ M - M

Os sistemas de Fe;O4 encapsulados tém se mostrado relevantes no desenvolvimento de
materiais para aplicagdes medicinais (KANDIBANDA et al., 2018). Além disso, outras
modificagdes podem ser feitas na superficie desses materiais como, por exemplo, a
funcionalizag¢do da superficie por compostos organicos ou inorganicos, fornecendo ndo sé
propriedades para a aplicacdo desejada, como uma melhor resisténcia a agregacdo magnética
e aumento na absorc¢do celular (LAURENT et al., 2008). Neste contexto, uma classe que vem
recebendo destaque sdo as nanoparticulas que apresentam grupos luminescentes
funcionalizados. Estas nanoparticulas, denominadas luminomagnéticas, combinam as
caracteristicas individuais de cada sensor, cuja associagdo podera ser utilizada para obtencao

de imagens in vivo e in vitro tais como imagem por ressondncia magnética (MRI, do ingles



Magnetic Resonance Imaging) e microscopia de fluorescéncia (DU et al., 2017;
LECHEVALLIER et al., 2017, WIERZBINSKI et al., 2018). Esses materiais multifuncionais
podem ser utilizados em biomedicina ou nanomedicina, podendo servir como uma ferramenta
simultanea de diagnostico e terapia (LI et al., 2013).

A técnica de microscopia de imagem por fluorescéncia resolvida no tempo (FLIM, do
inglés Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) consiste na obtengdo, ao longo do tempo,
de multiplos sinais de fluorescéncia geradas pela excitagdo de um determinado fluoréforo
adicionado ao sistema (ELIZABETH BAGGALEY, JULIA A. WEINSTEIN, 2013). Em um
primeiro momento um pulso de laser ¢ incidido sobre uma determinada amostra e promove a
excitagdo das moléculas presentes e posterior emissdo do fluoréforo, além da emissdo de
possiveis espécies luminescentes presentes na amostra, conhecida como autofluorescéncia. Se
o tempo de vida da emissdo do fluordforo for suficientemente mais longo que o tempo da
autofluorescéncia, ¢ possivel separar os dois sinais de emissdo. Se o processamento dos
multiplos sinais de emissdo for realizado com resolucdo temporal da ordem de
microssegundos, ou centenas de nanossegundos, é possivel entdo separar a autofluorescéncia
da amostra da emiss@o do fluoréforo adicionado, tornando viavel a produgdo de uma imagem
onde quer que o fluordforo esteja localizado na amostra (ELIZABETH BAGGALEY, JULIA
A. WEINSTEIN, 2013). Complexos polipiridinicos de ruténio em geral apresentam
fotoestabilidade e longos tempos de vida de luminescéncia na regido do visivel (>100 ns),
caracteristicos de emissoes de transferéncia de carga do metal para o ligante (MLCT, do
inglés Metal to Ligand Charge Transfer) (KO et al., 2019), tornando-os bons candidatos para
que sejam utilizados na obten¢@o de imagens por FLIM.

Modificacdes na estrutura dos fluor6foros de forma a otimizar determinados
pardmetros na obtencdo de imagens por FLIM ¢ uma outra vantagem dos complexos
metalicos para este tipo de aplicacdo, dada a facilidade destes compostos em coordenar
diferentes ligantes em uma configuracdo tridimensional precisa. Desta forma, e possivel,
alterar a estrutura de um complexo para, por exemplo, que sua emissdo esteja no comprimento
de onda de maior permeabilidade da matriz, como na regido do vermelho ou infravermelho,
aumentando assim a intensidade do sinal gerado e melhorando a qualidade da imagem obtida.
Outro exemplo reside em modificagdes que possam aumentar a afinidade do fluoréforo por
determinada regido celular a ser estudada, de forma a se obter imagens de certas estruturas
celular internas, como mitocondrias, ou mesmo detectar a presenca localizada de determinada
espécie. Dessa forma, complexos de ruténio se apresentam como uma alternativa atrativa para

esta aplicacdo, uma vez que sua complexidade molecular pode fornecer a modulagdo de



parametros desejaveis para um bom fluoréforo na FLIM (ELIZABETH BAGGALEY, JULIA
A. WEINSTEIN, 2013).

No contexto de imageamento de células, a FLIM ¢ uma técnica poderosa para
obtencdo de imagens de tumores in vivo, o que permite acompanhar regressdo de cancer.
Complexos polipiridinicos de ruténio ja sdo utilizados no imageamento de tumores in vivo e
na determinacdo de concentra¢do de O, utilizando FLIM (FOSTER et al., 2009). Além disso,
os complexos deste tipo tém sido amplamente estudados como candidatos a drogas anticancer.
Como resultado, recentemente o primeiro complexo de ruténio (NAMI-A, Figura 2) foi
liberado para testes clinicos para tratamento de cancer, como cancer de mama e de prostata.
Porém sua baixa resposta terapéutica resultou na paralisagdo dos estudos clinicos (BACAC et
al., 2004; ZENG et al., 2017). Atualmente, outros complexos como TLD-1433, KP1019 e o
KP1319 (Figura 2) vem apresentando bons resultados em testes clinicos (BYTZEK et al.,
2016; GROESSL et al., 2008; ZENG et al., 2017).
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Figura 2. Complexos de ruténio em fase de testes clinicos.

A possibilidade de imageamento celular dos complexos de ruténio associado com seu
potencial farmacologico permite que esses complexos possam atuar a0 mesmo tempo como
ferramenta terapéutica e diagnostica, em um conceito conhecido como Teranostica (FOSTER
et al., 2009; TSUI et al., 2015, ZHAO et al., 2019). Uma outra vantagem deste método, e que

ao utilizar uma mesma substancia como ferramenta terapéutica e diagndstica anula a



possibilidade de efeitos causados pela interagdo entre uma droga e um agente de diagnostico.
Uma gama de complexos de ruténio desta classe tem sido estudados como farmacos
teranosticos, dois exemplos se encontram na figura 3 (FOSTER et al., 2009; TSUI et al.,
2015).

Amax = 671 nm
=340 ns ©=90ns

=660 nm

7"max

Figura 3. Complexos de ruténio estudados como possiveis farmacos teranosticos.

Muitas vezes a toxicidade dos complexos de ruténio e a dificuldade na liberacao
localizada sdo uma barreira para o uso desta substancia em aplicagdes diagnoésticas e
terapéuticas. Entretanto, uma estratégia para carrear medicamento para sua area de atuacdo
tém sido a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas com moléculas de interesse suportadas em
sua superficie. Com isso, ¢ possivel acumular o medicamento na area desejada com a
aplicagdo de um campo magnético na regido, evitando o problema de toxicidade e fixando o
principio ativo. E frequente a utilizagio de nanoparticulas de Fe;O,, em virtude da sua
natureza superparamagnética, contudo recoberta com uma camada de SiO, para uma menor
toxicidade (LAURENT et al., 2008). No contexto apresentado anteriormente, com as devidas
modificagdes € possivel suportar uma nanoparticula de Fe;04 com complexos de ruténio e dar
origem a uma sonda luminescente que pode ser direcionada onde se aponta um campo

magnético, produzindo uma acao localizada.



Neste sentido, o presente trabalho visa o estudo das caracteristicas fotofisicas de um
complexo de ruténio livre e funcionalizado em nanoparticulas core-shell Fe;04@SiO;. O
grupo -NH; do ligante 4-((piridin-2-ilmetileno)amino)anilina (4PMAA), permite a ligagdo do
complexo a superficie da nanoparticulas através da formacdo de uma amida. Complexos
semelhantes ja foram relatados na literatura (HOTZE et al., 2006; MARJANI et al., 2009;
LEE; LEE, 2019), contudo suas propriedades fotofisicas ainda ndo foram bem exploradas,
tampouco quando funcionalizadas em superficies de nanoparticulas. A relativa simplicidade
da estrutura do complexo, apresenta uma boa plataforma para estudo da fotofisica desse tipo
de sistema para tal aplicacdo. A luz da utilizagdo de complexos como esse como ferramenta
teranostica, a compreensdo de sua fotofisica ¢ grande importancia assim como entender as

modificagdes nas propriedades fotofisicas quando ligado a superficie da nanoparticulas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar, caracterizar e analisar as
propriedades fotofisicas do complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), (Figura 4) livre e suportado

em uma nanoparticula core-shell Fe;04@SiO; sob a perspectiva de utilizagdo deste material

como sonda de imageamento celular.

| (PFe),

Figura 4. Estrutura do complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF),

2.2. Objetivo Especificos

(a) Sintetizar e caracterizar o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFg),.

(b) Estudar em solucdo e em estado solido as propriedades espectroscopicas (absorgao,
emissdo e tempo de vida de emissdo) do complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFy),.

(c) Sintetizar nanoparticula core-shell Fe;04@SiO, e funcionalizar com o complexo
[Ru(bipy),4PMAA](PF)..

(d) Estudar as propriedades espectroscopicas (absor¢do, emissdo, tempo de vida de

emissdo) da nanoparticula funcionalizada no estado solido.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os principais solventes e/ou reagentes utilizados durante o procedimento experimental
como: acetonitrila (MeCN), etanol (EtOH), N,N-dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido
(DMSO), Tolueno, Diclorometano (DCM), foram grau PA obtidos pelos fornecedores
VETEC® ou TEDIA® ¢ utilizados sem purificagdo prévia. Os principais solventes utilizado na
parte espectroscopica como: Acetona, acetonitrila (MeCN), diclorometano (DCM), metanol
(MeOH), etanol (EtOH) e dimetilsulfoxido (DMSO), foram grau UV/HPLC obtidos pela
TEDIA" ¢ utilizados sem purificagdo prévia. Os reagentes aldeido picolinico (PCAH), p-
aminoanilina (pFDA), KPFg, acido oleico, tetractilortosilicato (TEOS), (3-aminopropil)-
trietoxisilano  (APTES), anidrido succinico, FeCl;-6H,O, FeSO47H,O0 e NN’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC). Os reagentes foram obtidos pelos fornecedores Sigma
Aldrich® e usados sem purificacdo. O reagente Ru(bipy),Cl, foi previamente sintetizado pelo
grupo de acordo com procedimento da literatura (SULLIVAN; SALMON; MEYER, 1978).

Espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H, ">C ¢ COSY foram realizados
em espectrometro BRUKER DPX 200, 300 e 500 MHz. Os deslocamentos quimicos (d) sdo
referidos em partes por milhdo (ppm) a partir do padrdo interno tetrametilsilano (TMS). As
areas dos sinais foram obtidas por integragdo eletronica. Os espectros no infravermelho (IV)
foram obtidos pelo Laboratério de Infravermelho do departamento de Quimica Inorganica do
Instituto de Quimica da UFRJ utilizando um espectroscopico de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) Nicolet
505 Magma. Os espectros de FTIR foram obtidos em pastilha de KBr. As analises de DRX
foram realizadas no Laboratério de Difracdo de Raios-X do departamento de Quimica
Inorganica do Instituto de Quimica da UFRJ, utilizando difratdmetro Ultima IV (Rigaku) com
filtro de Ni e radiagdo de emissdo Ko do Cu (0,1542 nm). Os espectros de espectrometria de
massas de alta resolu¢do (HRMS, do inglés High Resolution Mass Spectrometry) foram feitos

pelo Laboratorio de Espectrometria de Massas da Fiocruz.

3.2. Sintese do 4-(piridil-2-metileno)amino)anilina (4PMAA)

Na sintese do 4PMAA foi adotado o procedimento adaptado do descrito por K.
Marjani et al (MARJANI; MOUSAVI; NAMAZIAN, 2011).



Uma solu¢do de 4,34 g de picolinaldeido (PCAH; 41 mmol) em 30 mL de etanol foi
misturada a uma solugdo de 4,54 g p-fenilenodiamina (42 mmol) em 40 mL de etanol em um
baldo de 250 mL. A mistura foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente e a reagdo foi
acompanhada por cromatografia de camada fina (CCF). Ao longo da reacdo observou-se
formagdo de precipitado. Apos 1,5 horas ndo foi mais observado mais o reagente PCAH na
CCF e a reagao foi encerrada, formando um precipitado amarelo que foi filtrado e lavado com
20 mL de etanol a frio. O sélido foi recristalizado utilizando 5 mL de benzeno obtendo-se
cristais amarelos (7,59g; 38,5 mmol; rendimento: 95%). O produto foi caracterizado por

FTIR, 'H RMN e *C RMN.

H,N
T -, = O
(0]
NH,

Picolinaldeido p-fenilenodiamina 4-((piridin-2-ilmetileno)amino)anilina
(PCAH) (pFDA) (4PMAA)

Figura 5. Reacdo de formagdo do 4PMAA
3.3. Sintese do [Ru(bipy),4PMAA](PFg),

A uma solugdo de 0,4079 g de 4PMAA (2,1 mmol) em 10 mL de EtOH:H,0O 1:1, em
um baldo de 100 mL, foi adicionada gota-a-gota 50 mL de uma solu¢do de 0,8770 g de
Ru(bipy),Cl, (1,8 mmol) em EtOH:H,O 1:1. A reagdo foi mantida em refluxo sob agitagéo
por 3 horas e em seguida foi adicionada solugdo aquosa saturada de 1,0029 g de KPF¢ e a
mistura foi mantida em aquecimento sob agitacdo por 30 mim, que apos resfriada até
temperatura ambiente, dando origem a um precipitado marrom. O solvente foi reduzido em
evaporador rotatorio e o precipitado foi filtrado e lavado com agua gelada. O sélido obtido foi
seco ao ar, ressolubilizado em 20 mL de acetona e, em seguida, tolueno foi adicionado até
precipitacdo do complexo. O soélido obtido foi filtrado e recristalizado em 10 mL de acetona
dando origem a 1,5440 g (1,71 mmol, 95%.) de cristais castanhos laminares. O solido foi
caracterizado por FTIR, 'H RMN, "C RMN, COSY, ¢ Espectrometria de Massas de Alta
Resolucdo (HRMS, do inglés High Resolution Mass Spectrometry).
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(1) refluxo
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NH,
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Ru(bipy),Cl, 4PMAA [Ru(bipy),4PMAA](PF),

Figura 6. Reacdo de formagdo do [Ru(bipy),4PMAA](PFg),.

3.4. Sintese da Fe;04@SiO;-[Ru(bipy),4PMAA|(PFs),

3.4.1. Sintese de Fe;04@SiO;

A sintese de nanoparticulas de magnetita foi realizada a partir do método de
coprecipitagio de Fe’™ e Fe*" em meio basico, utilizando 4cido oleico como surfactante. O
procedimento foi adaptado da literatura (HE et al., 2005). Em um baldo de 100mL, 1,3527 g
de FeCl;-6H,0 (5,00 mmol) e 0,69488 g de FeSO4-7H,0 (2,50 mmol) foram dissolvidos em
50 mL de uma mistrura (1:1) de etanol e agua deionizada previamente desoxigenados
utilizando argénio. A esta mistura, mantida sob atmosfera de argonio, foram adicionados 2
mL de 4cido oleico e em seguida 10 mL de NH4OH,q,) (30% m/m). Um precipitado preto foi
formado instantaneamente. A mistura foi mantida em agitacdo magnética e sob atmosfera de
argonio por 45 minutos. O sélido foi separado magneticamente, lavado com etanol, agua e
novamente com etanol, e em seguida seco a pressdo reduzida. O so6lido seco foi caracterizado
por FTIR e DRX.

Para a formacdo da camada de silica em torno da nanoparticula magnética, as
nanoparticulas de magnetita foram lavadas com EtOH e o sélido foi redisperso usando
ultrassom em uma mistura deoxigenada de EtOH:H,O (3:1) contendo 2 mL de acido oleico.
Ap6s ajustar o pH da mistura para 9 utilizando amonia, foram adicionados 4 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS) e a reacdo foi mantida a 50 °C por 10 horas e por mais 13 horas
sob agitacdo a temperatura ambiente sob atmosfera de argdnio. O soélido foi separado
magneticamente, lavado com EtOH, seco em pressdo reduzida e caracterizada por FTIR e

DRX.
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Figura 7. Formagao do Fe;04@SiO,

3.4.2. Funcionalizacio de Fe;04@SiO;

3.4.2.1. Fe304@Si02-NH2

O solido obtido na sessdo foi transferido para um baldo de 250 mL e lavado com
dimetilformamida (DMF). O soélido foi entdo redisperso em 200 mL de uma mistura
DMF:tolueno (2:1) utilizando ultrassom e a mistura foi deoxigenada por passagem de
argoOnio. A esta mistura foram adicionados 8 mL de (3-aminopropil)-trietoxisilano (APTES)
gota a gota e a mistura mantida sob refluxo e agitacdo por 26 horas. Ao fim da reagdo o sélido

foi separado magneticamente, seco em pressao reduzida e caracterizado por FTIR e DRX.

3.4.2.2. Fe;04@Si0,-COOH

A nanoparticula funcionalizada com grupos amino obtida previamente (Fe;04@SiO,-
NH,) foi transferida para um baldo de 500 mL, lavada duas vezes com etanol e redispersa em
200 mL de uma mistura EtOH:H,O (1:1) utilizando ultrassom e aquecida em refluxo por 1
hora. A suspensdo foi resfriada a temperatura ambiente, levada a ultrassom por 15 minutos, e
em seguida foram adicionados 4,7883 g de anidrido succinico. A reagdo foi mantida sob
agitacdo em atmosfera de argdnio por 24 horas. Ao fim da reacdo o sélido foi separado

magneticamente, seco em pressao reduzida e caracterizado por FTIR.

3.4.2.3. Fe;04,@SiO;-Ru

A nanoparticula funcionalizada com grupo carboxilico obtida previamente

(Fe;04@Si0,-COOH), foi lavada duas vezes com etanol, duas vezes com diclorometano

(DCM) e redispersa em DCM. Foram adicionados 1,0313 g de N,N’-diciclohexilcarbodiimida
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(DCC). A suspensdo foi mantida por 20 horas em refluxo e¢ sob atmosfera de argénio. Em
seguida o solido foi separado magneticamente, lavado com DCM e redisperso em DCM.
Foram adicionados 0,3003 g de [Ru(bipy),4PMAA](PFs), e a reagdo foi mantida em refluxo
sob agitacdo por mais 24 horas. Ao fim da reagdo todo material foi separado magneticamente
e lavado duas vezes com acetona e seco em pressao reduzida. Houve mudanga na coloragdo
do material. Em seguida o material foi lavado com acetona em aparelho de Soxhlet por 48
horas. Foram obtidos 0,0893 g de um solido alaranjado, que foi caracterizado por FTIR e

refletancia difusa.

COH
o HO,C % CO.H
NH, 0 T Ym rrﬁ
HN NH, NH | HN
APTES , 0 Ve
H,N O NH, —~  » HO,CrwwnN O Novann CO,H
DMEF:Tolueno (2:1) / EtOH:H,0 (1:1) 24h H H
110 °C, 24h HN NH, HN NH
NH, ;Hf NH iLHl
HO,C § CO,H
HO,C

O = [Ru(bpy),4PMAA](PF),

DCC, DCM

™,

CO,H

HO,C

HO,C

Figura 8. Sintese de Fe;04@SiO;-[Ru(bipy),4PMAA](PFs),

3.5. Caracterizacio Fotofisica

3.5.1.Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-Visivel

Os espectros de absor¢cdo na regido do UV-Visivel foram registrados em um
espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu UV-2450. Para tal, foram utilizados os solventes agua,
etanol, acetona, acetonitrila ¢ diclorometano, nos quais foram obtidos os coeficientes de

absortividade molar (¢) para os maximos de absorvancia, tanto para 4PMAA quanto para o
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complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢),, de acordo com a lei de Lambert-Beer. Além disso,
também foram obtidos os espectros em diferentes valores de pH utilizando solucdo tampao
universal para os valores de pH 4, 6, 8 e 10, preparadas a partir de H;PO,4, H;BO3, acido
acético e NaOH (LURIE, 1975), e tampao PBS comercial para o pH 7.

3.5.2. Espectroscopia de refletincia difusa na regiao do UV-Visivel

Os espectros de refletdncia difusa para o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFs), e para as
nanoparticulas funcionalizadas, foram registrados em um espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu UV-2450 equipado com ISR-240A para medidas de refletancia difusa. Para tal foi

utilizado BaSO,4 como padrao de refletancia.

3.5.3.Espectroscopia de emissio

Os espectros de emissdo foram registrados em um fluorimetro Edinburgh Instruments
FS5. Para o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), foram utilizados os solventes agua, etanol,
acetona, acetonitrila e diclorometano com excitacdo em torno de 430 nm. Também foram
obtidos espectros de emissdo em solugdes aquosas valores de pH variados, utilizando solugéo
tampao universal, preparadas a partir de H3PO4, H3BOs3, 4cido acético e NaOH. Além disso,
foram registrados os espectros de excitagdo para as emissdes em 575 e 780 nm. Também
foram registrados os espectros de emissdo no estado solido da nanoparticulas funcionalizada
com o [Ru(bipy),4PMAA](PF¢),. As medidas no estado solido foram registradas utilizando
fluorimetro Edinburgh Instruments modelo FS5 acoplado com suporte para amostras soélidas
SC-10 em configuragdo front-face.

Foram obtidos tempos de vida das emissdes em espectrometro Edinburgh Instruments
modelo F980. Os decaimentos de fluorescéncia foram monitorados a temperatura ambiente
utilizando espectrofluorimetro Edinburgh Instruments modelo F980 e excitagdo com laser
modelo Fianium WhiteLase da NKT Photonics. Os valores de tempo de vida foram obtidos a
partir do sinal de decaimento de emissao monoexponencial, monitorado nos comprimentos de
onda maximos de emissdo, utilizando o software do equipamento para analisar € minimizar os

valores de y°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese e caracterizacdo de [Ru(bipy).4PMAA](PFs)

A sintese do ligante 4-(piridina-2-ilmetileno)amino)anilina (4PMAA) gerou um
produto amarelo com bom rendimento (95%) e seus espectros de RMN e FTIR (Figura 9 e
Figuras A6, A7 e A16 em anexo) apresentam boa correlagdo com indicado na literatura
(MARJANI; MOUSAVI; NAMAZIAN, 2011). A formacdo de imina ¢ confirmada pelo
desaparecimento do pico do PCAH em 1712 cm’, referente ao estiramento C=0, e
aparecimento de pico em 1635 cm'l, referente ao estiramento C=Njyin,. Além disso, o espectro
do 4PMAA apresenta os valores de estiramento para N-H entre 3300 ¢ 3400 cm™', indicando
que a formacdo de imina se deu apenas em um dos nitrogénios da p-fenilenodiamina. O
espectro de RMN apresenta um sinal em 8,64 ppm, indicando a formac¢do da imina e o sinal
em 5,40 mostra que a outra amina nao condensou com o PCAH. A atribui¢cdo dos sinais de

RMN esta dispostas na tabela 2.

Tabela 2. Sinais de RMN do 4PMAA em DMSO-dg.

* @ N 2 AN
~ M N AL, L N9
Frex, e
NN, ] 5 NH,
Sinal 8 'H (ppm) Sinal 3 °C (ppm)
a 8,64 (d,] =4,0 Hz) 1 154,18
b 7.87(t] =76 Hz) 2 120,77
¢ 7,41 (m) 3 125,02
d  808(d,J =79Hz) 4 137,20
e 8,59 (s) 5 155,51
£ 722(d,J =85 Hz) 6 123,52
6,61 (d,J =85 Hz) 7 114,53
h 5,40 (s) 8 149,91
9 138,68
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Os dados de FTIR para o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), indicam o
deslocamento do pico da imina do 4PMAA, de 1635 cm™ para 1625 cm™ no complexo. Esse
deslocamento se deve ao compartilhamento de elétrons do nitrogénio com o ruténio, fazendo
com que a ligacdo C=Njnin, seja alongada e promovendo uma queda de energia do modo de
estiramento dessa ligacdo. Picos atribuidos ao anel piridinico também apresentam
deslocamento, em 1448 e 1310 cm’, indicando uma variagio em relacdo aos picos na
4PMAA que mostravam estiramentos em 1438 ¢ 1297 cm™ quando nio complexados. Isso se
da em virtude da ligacdo do nitrogénio do heterociclo promover tensionamento discreto no
anel, alterando a energia dos estiramentos de suas ligacdes C=Nirigina, €ntretanto ndo ha como
distinguir picos do anel piridinico do 4PMAA dos picos da bipiridinas ja presentes no
complexo, apesar de apresentar valores compativeis com deslocamentos ja observados na
literatura para complexacdo com outros metais que promovem efeitos semelhantes
(MARJANI et al., 2009; NH; LEE; LEE, 2019). Também ¢é observado um pico de baixa

transmitancia em 840 cm™', referente ao PFy .

8
Q
<§ 4PMAA
£
172}
=]
g
=
[Ru(bipy) 4PMAA](PF ),
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'l)

Figura 9. Espectro FTIR de 4PMAA e [Ru(bipy),4PMAA](PFs).

Os espectros de 'H RMN e C do [Ru(bipy),4PMAA](PFs), apresentam boa
correlacdo com complexos similares reportados na literatura. (HOTZE et al., 2006) A
formagdo do complexo pode ser confirmada se observando os deslocamentos nos sinais
atribuidos ao hidrogénio da imina em relacdo ao 4PMAA livre. No espectro de 'H RMN, o

sinal da imina em 9,09 ppm ¢ deslocado para esquerda em relag@o ao sinal para este nicleo no
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4PMAA livre, em 8,59 ppm, o que significa um efeito de desblindagem desse ntcleo, causado
pela formagao de ligacdo entre o nitrogénio da imina com o centro metalico. O mesmo efeito
de deslocamento ¢ observado no sinal para o carbono que faz a ligacdo dupla com o
nitrogénio da imina no C RMN. O sinal em 155,51 ppm, atribuido ao carbono da imina no
4PMAA livre, ¢ deslocado para 164,74 ppm apds a complexacdo em virtude da formagdo de
ligagdo entre o nitrogé€nio e o centro metalico. Outro sinal importante é a permanéncia de
sinais para os hidrogénios do grupo amino em 5,44 ppm evidenciando que o par de elétrons
da amina ndo sofre complexagdo com o ruténio. A atribuicdo dos sinais estd indicada na
tabela 3 e fornece informagdes que confirmam a estrutura hipotética do complexo, e todos as

atribuicdes foram confirmadas por COSY (Figura A11 em anexo).

Tabela 3. Sinais de RMN do [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), em DMSO-dg.

X
X =N 7
\©\NH2
Sinal 3 'H (ppm)
NH, 5,47 (s, 2H)
o-ph 6,42 (d,J = 8.2 Hz, 2H)
m-ph 6,16 (d,J = 8.3 Hz, 2H)
4D 7,39 (t,J =6,7 Hz 1H)
4B 7,51 (q,J =7,5Hz, 2H)
5A, 5B, 5C, 3 4PMAA, 3A, 3C 7,57 - 7,90 (m, 6H)
5D 7,98 (t,J =7,9 Hz, IH)

4 4PMAA, 5 4PMAA, 4A, 4C,3B, 3D 8,07-8,34 (m, 4H)

6A 8,40 (d,J =7,9 Hz, 1H)
6C 8,49 (d,J =8,2 Hz, 1H)
6B 8,56 (d,J =5,5 Hz, 1H)
6D 8,61 (d,J =8,2 Hz, 1H)
6 4APMAA 8,88 (t,J = 8,0 Hz, 2H)

Imina 9,12 (s, 1H)
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O espectro HRMS apresenta picos de m/z em 756,0789 e 924,0305, sem nenhum outro
sinal significativo (Figura A12 em anexo). Esses sinais foram atribuidos as espécies
[Ru(bipy),4PMAA](PFs)" e Na[Ru(bipy),4PMAA](PFs), ", respectivamente, o que indica que
0 produto possui apenas o complexo desejado, uma vez os picos no HRMS apresentam
informacdo similar com a massa molecular teérica calculada para o complexo

(900,615 g mol™).

4.2. Sintese e caracterizacdo de Fe;OQ4@SiO;-[Ru(bipy),4PMAA](PFs),

Na etapa inicial ¢ a formagdo de nanoparticulas de magnetita, cuidados devem ser
tomados em relagdo presenga de oxigénio, uma vez que pode ocorrer oxidagdo ¢ a
nanoparticula ser transformada em maghemita (yFe,O3), que ¢ um 6xido com propriedades
magnéticas menos intensas.

O método adotado ¢ a sintese classica por coprecipitacdo, em que se obtém particulas
de Fe;0,4 reagindo uma mistura entre Fe’' e Fe?* (2:1) em meio basico em atmosfera nao

oxidante.
F62+(aq) +2 F63+(aq) + 8 OH — Fe304¢) + 4 Hy O

Para se obter material nanoparticulado deste solido ¢ necessario manter separados os
nucleos de formagdo no inicio de sua precipitacdo. Por conta disso, ¢ comum a utilizagdo de
surfactantes anionicos de cadeia longa, de modo que se adsorvam a superficie das particulas
formadas e mantenham-nas afastadas, evitando aglomeracdo. Na formacdo de nanoparticulas
de magnetita, essa estratégia ¢ mais critica por conta da forte atracdo magnética entre as
particulas, o que tende a favorecer a aglomeragao.

No procedimente para a sintese das nanoparticulas magnéticas se utiliza o acido oleico
como surfactante, o que ¢ uma estratégia comumente adotada para o método de
coprecipitacdo. O acido oleico interage fortemente com as hidroxilas da superficie da
magnetita, e impede a aglomeracdo das particulas. A capacidade de manter separados os
nucleos de magnetita recém formados € inversamente proporcional ao tamanho de particula
produzida, uma vez que nicleos que sdo isolados das forcas de atragdo entre si, ndo se unem e

ndo formam particulas maiores.
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A formacdo de nanoparticulas de magnetita na coprecipitagdo deve ser separada em
duas etapas: uma breve etapa de afloramento de nucleos de magnetita, em que o aumento do
pH leva a supersaturacao critica e promove a formacdo de nucleos, ¢ a etapa de difusdo lenta
do soluto sobre a superficie das particulas, que proporciona aumento do tamanho das
particulas até atingir o tamanho de equilibrio.

O processo de formagdo do recobrimento da nanoparticula de Fe;04 com silica (SiO,)
ocorre via hidroélise do TEOS que se adsorve na superfice da nanoparticula, de acordo com a
representagdo apresentada na figura 10. Uma vez recoberta com SiO,, a oxidacdo da
superficie de Fe;O4 ¢ inibida, prevenindo assim a formagdo de yFe,Os.

Assim como na Fes;O,, as hidroxilas da superficie da SiO, permitem a modificagdo

quimica com APTES, funcionalizando a superficie com grupos -NH, terminais.

Fe;0,4

Figura 10. Representagdo do APTES ligado a Fe;04@SiO;

Seguido da formacdo de -NH, terminais, a reagdo com anidrido succinico promove a
abertura do anidrido e formacao de amida. Com isso, o grupo terminal na nanoparticula ¢ o
grupo -COOH livre para formar uma nova amida com com o 4PMAA no complexo

[Ru(bipy);4PMAA](PFq),.

[0} Fe;0,4

HOHH O
N
\/\/Sié

O
(¢}

Figura 11. Representagdo da nanoparticula Fe;04@Si0,-COOH
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E importante notar que ao longo do processo de funcionalizacio o tamanho das
moléculas ligadas a superficie ¢ cada vez maior, o que auxilia na manutencao da estabilidade
da suspensdo frente a agregacdo promovida pela for¢ca magnética da Fe;04@Si0O,, bem como
a camada de silica. Contudo, ¢ fato que as modificagdes alteram as propriedades magnéticas
da Fe;0q4.

Por fim, com o a nanoparticula funcionalizada com —COOH, torna-se possivel a

reacdo de esterificagdo com o complexo, utilizando N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC).

Fe 0,4
(6]
ilo

~

(6]

Figura 12. Representa¢do da nanoparticula Fe;04@SiO,-[Ru(bipy),4PMAA](PFs),

Os difratogramas obtidos para os materiais preparados (Figura 13) apresetaram alta
correlagdo com o apresentado na literatura para Fe;O4 (HE et al., 2005). Nao foi possivel
observar mudangas significativas nos difratogramas que representassem a formacdo de
vFe,0s. De acordo com o difratograma para yFe,O3;, observar tais diferengas ndo ¢ uma tarefa
facil para formacdo de pouca quantidades de yFe,O;, tendo em vista que ambas estruturas
fornecem difratogramas similares, salvo picos de difracdo em baixa intensidade em relacdo ao
pico de maior intensidade. Contudo, ha dois picos entre 20° e 30° no difratograma referente a
vFe,O3 que ndo estdo presentes no difratograma de Fe;O4 puro. Alem disso, a intensidade
relativa dos picos em relagao ao pico de maior intensidade tambem esta de acordo com o
esperado para a magnetita (Fe;O,). Estes resultados indicam que no processo de formagdo de
Fe;04ndo foi detectado a formagdo de yFe,Os.

Apoés o recobrimento da nanoparticula magnetica com SiO,, observa-se uma banda
larga entre 20° e 30° no difratograma (Figura 13). Essa banda ¢ atribuida na literatura a silica
amorfa formada, evidenciando a formagdo de SiO,. Apds a funcionalizagdo com o APTES,
observa-se que a estrutura cristalina se mantem, apresentando apenas um leve aumento na

banda entre os 20° e 30°, esperado devido a camada extra formada pelo APTES. Como a partir
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dessa etapa a superficie das nanoparticulas ndo apresentam mais exposi¢do ao oxigénio, nao

existe o risco de formagdo de yFe,0s.

Fe,0,@Si0,-NH,

Fe 0, @SiO,

Intensidade

T T T T T T T T T T T T |
20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 13. Difratograma de p6 para Fe;04 (preto), Fe;0,@SiO; (azul) e Fe;04@Si0,-NH,

(vermelho).

Ainda pelo difratograma, ¢ possivel estimar o tamanho das nanoparticulas através da
equagdo de Scherrer (LAURENT et al., 2008), que relaciona a largura a meia altura (FWHM,
do inglés, full width at half maximum) dos picos () com o tamanho do cristalito (D) que
produz a difragao.

KA
- 7 cosf!

Em que 6 ¢ o angulo de Bragg referente a difracdo, A ¢ o comprimento de onda
difratado, 0,15406 nm referente a emissdo K,; do Cu, e K ¢ a constante de forma, que varia
de acordo com a forma do modelo de cristalito utilizado e com a simetria espacial dos cristais
analisados. Para estimar o tamanho do cristalito, o fator K utilizado foi de 0,94 (HE et al.,
2005; LAURENT et al., 2008), que apresenta boa correlagdo com os dados estruturais para o
tipo de nanoparticula analisado, considerando uma geometria esférica para o cristalito.

Na estimativa, foram utilizados os 6 picos mais intensos da Fe;O4 pura, foi obido uma

média de 19,61 nm para a nanoparticula. Vale ressaltar que esse ¢ um valor estimado e que
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leva em consideragdo que as nanoparticulas apresentam homogeneidade morfologica e
isometria. Em virtude disso, este ¢ um valor estimado, uma vez que nao leva em consideragio

o efeito de agregacao das nanoparticulas.

Tabela 4. Estimativa de tamanho de particula através da equacdo de Scherrer.

20 FWHM D (nm)
30,25 0,3183 24,10
35,63 0,3279 23,07
43,30 0,3427 21,55
53,71 0,4011 17,67
57,26 0,4129 16,89
62,87 0,4477 15,14

Média de tamanho: 19,61

A partir dos espectros de FTIR obtidos para os materiais (Figura 14) foi possivel
acompanhar a formagao de ligagdes, determinando se a funcionalizacdo foi efetiva. A

ampliagdo da regido entre 2000 e 500 cm™ pode ser encontrada na figua A17.

MNP@SiO -[Ru(bipy), APMAA](PF,),

MNP@SiO,-COOH

MNP@SiO,-NH,

Transmitancia

MNP@SiO,

MNP

4000 ' 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de Onda (cm’')

Figura 14. Espectros FTIR para Fe;O4 (preto), Fe;0,@SiO; (azul), Fe;0,@SiO,-NH,

(vermelho), Fe;04@Si0,-COOH (verde) e Fe;04@SiO;,-[Ru(bipy),4PMAA](PF), (laranja).
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Os principais picos do espectro se encontram na tabela 5, bem como os modos

Tabela 5. Sinais nos espectros de FTIR para Fe;04 (1), Fe;04@Si0; (2), Fe;04@Si10,-NH,

(3) e Fe;04@Si0,-COOH (4), em que 6 se refere a deformagdo e v ao estiramento.

. -1
1 PlCOSZIIO FTH; (cm) 4 Atribuicio Referéncia
3438 3.446 3409 3.426 vOH (YANG et al., 2010)
2.923 2918 vs-CH2 (Acido Oleico) (YANG et al., 2010)
2.852  2.848 Vas -CH2 (Acido Oleico) (YANG et al., 2010)
1.702 vC=0 (Acido Oleico) (HE et al., 2005)
1.718 3-NHCO- (HE et al., 2005)
1.648 1.654 1.654 dH20 (HE et al., 2005)
1.631 1.630 dH20 (HE et al., 2005)
1.560  1.560 v -NHCO-(APTES) (HE et al., 2005)
1.496 1.498 OCH (APTES) FTIR do APTES
1.459 1473 1.469 - . (YANG et al., 2010)
1.463 OCH (Acido Oleico) (YANG et al., 2010)
}jg? }g? OCH (APTES) FTIR do APTES
1.400 1.400 1.392 1.392 0CHj; (SOARES et al., 2014)
1.332 1334 OCH (APTES) FTIR do APTES
1.217  1.223  1.222 8Si-O-Si (HE et al., 2005)
1.126 3CH (Acido Oleico) (HE et al., 2005)
1.097 1.094  1.093 3Si-O-Si (HE et al., 2005)
960 956 956 8Si-0-Si (KANDIBANDA et al.,
2018)
798 798 796 3Si-O-Si (HE et al., 2005)
629 628 629 629 Fe-O (EBRAHIMINEZHAD
etal.,2013)
582 576 574 574 Fe-O (YIMIN et al., 2018)
437 468 464 464 Fe-O (EBRAHIMINEZHAD
etal., 2013)

Ao longo dos cinco espectros FTIR obtidos, observam-se picos de transmitincia
minima em torno de 3500 cm™. Essa baixa transmitancia ¢ atribuida aos estiramentos —OH
tanto das hidroxilas nas superficies quanto aos da agua presentes nessas superficies. A agua
adsorve fortemente nas superficies, mesmo com a nanoparticula seca sob vacuo. Os trés sinais
atribuidos a deformagdo Si-O-Si da camada de SiO, estdo presentes no espectro, em 1097,

960 ¢ 798 cm™', o que também indica a formacao de SiO,.
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Apesar da omissdo parcial devido a banda da 4gua na regido de 3500 cm™, pode-se
observar um conjunto de picos na regido de estiramento C-H em torno de 2900 cm’
evidenciando, em sua maioria, a presenca de acido oleico. Esse efeito ¢ reduzido a partir da
etapa de formacao de Fe;O4@SiO,-NH,, apesar da presenca de picos nesta regido que possam
ser atribuidos aos estiramentos C-H do APTES e 4cido succinico. Ha também um pico de alta
intensidade em 1630 cm™ atribuido a deformagdo OH da agua.

Uma atengdo especial deve ser dada ao pico em 1560 cm™ que surge a partir da
producdo de Fe;04@Si0,-COOH que se refera a C=0 da amida formada, bem como o pico
em 1718 cm’, atribuido ao estiramento de C=0 da carboxila terminal. Ambos sinais indicam
a formac¢do da amida e abertura do anidrido succinico.

Por conta da baixa quantidade, ndo ha muita diferenga no FTIR da nanoparticula
funcionalizada com [Ru(bipy),4PMAA](PFs),, salvo o pico em 1718 cm™ que ¢ substituido
por outro pico mais fino e de maior intensidade em 1698 cm™, atribuido ao estiramento do

C=0 da amida formada, indicando que a -NH; do complexo se ligou a carbonila.
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4.3. Caracterizaciao Fotofisica

A Figura 15 mostra os espectros de absor¢ao do complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFs),,
dos ligantes 2,2’-bipiridina, 4PMAA e do precursor Ru(bipy),Cl, em acetonitrila. Para o
complexo Ru(bipy),4PMAA](PFs), observou-se bandas muito proximas entre 225 e 260 nm,
com valores maximos de 245 nm (log € = 4,51) e 253 nm (log € = 4,50). Também ¢ possivel
observar no espectro de absor¢@o uma banda com maximo em 285 nm (log € = 4,78), referente
a transi¢do do ligante 2,2’-bipiridina (HOTZE et al., 2006). Na regido de menor energia, ¢
possivel observar uma banda de absorgdo larga na regido entre 370 e 500 nm, com maximo
entre 425 nm (log € = 4,89), em agua, e 443 nm (log € = 5,20), em etanol (Figura 16), que
apresenta uma estrutura assimétrica, evidenciando sobreposicdo de mais de uma absorcao.
Essa transicdo, ndo observada nos ligantes, foi atribuida como a absor¢do SMLCT do
complexo, e ¢ consistente com valores ja relatados na literatura (HOTZE et al., 2006). Além
disso, é possivel observar que a banda *MLCT na regifio de 450 nm do
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), possui energia diferente do complexo Ru(bipy),Cl,, utilizado como
percursor, evidenciando que houve alteragdo na esfera de coordenagdo, o que corrobora que a

troca dos cloros pelo ligante 4PMAA ocorreu.

1,0
— Bipiridina
—— 4PMAA

0,8 Ru(bipy),Cl,

—— [Ru(bipy) 4PMAA](PE,),

0,6

Absorvancia

0,4

0,2 -

0,0 r T r T r T : y
200 300 400 500 600

Comprimento de Onda (nm)
Figura 15. Espectro de absor¢do de solugdes (~10 pmol L") em MeCN do complexo
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), (preto), 2,2-bipiridina (vermelho), 4PMAA (verde) e Ru(bipy).Cl,
(azul).
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A absor¢do do complexo foi medida em solventes de diferentes polaridades (Figura
16). Para a banda com maximo em 245 nm, ¢ observado que aumentando a polaridade do
solvente a absor¢do apresenta ligeiro deslocamento de 3 nm para maiores energias, nota-se
também o deslocamento timido de 4 nm para a absor¢do com maximo em 285 nm. A banda
em 430 nm também ndo apresentou mudancas significativas com a polaridade do solvente,
entretanto sofre mudangas significativas em agua, sendo possivel observar uma separagdo
mais pronunciada de um componente em 474 nm no espectro em agua quando comparado
com os outros solventes. Em etanol, embora ndo seja possivel observar a separacdo dos dois
componentes na *“MLCT, a banda est4 deslocada para comprimento de onda de menor energia,

indicando uma maior contribui¢cdo do componente em 474nm.

0,8
Acetona
0,7 - Acetonitrila
—— Agua
0,6 - — Diclorometano
Etanol

Absorvancia
o
~
|

I I ]
200 300 400 500 600
Comprimento de Onda (nm)
Figura 16. Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do complexo

[Ru(bipy),4PMAA](PFs), em diferentes solventes. Concentragdo: ~10 umol L'

Os valores de log € para cada maximo de absor¢do do [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), e do
ligante 4PMAA em diferentes solventes estdo apresentados na tabela 6. E possivel observar
para todas as transi¢des altos valores de coeficiente de absortividade molar (€). Para as bandas
em 243, 253 e 283 nm os altos valores obtidos para o complexo (entre 60.000 e 350.000) ¢

congruente com o fato das transicdes permitidas dos ligantes estarem sobrepostas nesta
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regido. Para a banda na regido de 430 nm, o alto valor de € estd de acordo com a atribuigdo da
banda como *MLCT, uma vez que transigdes d-d sdo proibidas por simetria (Regra de

Laporte), e apresentam valores de & mais baixos (VALEUR, 2001).

Tabela 6. log & dos comprimentos de onda de absor¢do maximos (Anx) do
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), e do ligante 4PMAA em diferentes solventes.
[Ru(bipy):4PMAA](PFs); Amax (nm) (log &)

Agua Etanol Acetonitrila Diclorometano
243(5,24) 245 (5,39) 245 (4,51) 246 (5,28)
253 (5,21) 254 (5,38) 253 (4,50) 255 (5,27)
283 (5,48) 286 (5,69) 285 (4,78) 287 (5,55)
425 (4,89) 443 (5,20) 430 (4,27) 430 (5,04)

4PMAA Apax (nm) (log )

Agua Etanol Acetonitrila Diclorometano
237 (4,17) 247 (4,07) 244 (4,10) 244 (4,11)
270 (3,69) 290 (3,83) 293 (3,92) 291 (4,20)

- 375 (4,19) 364 (4,22) 362 (3,94)

Experimentos de espectroscopia de emissdo do [Ru(bipy),4PMAA](PFs), em
acetonitrila mostraram duas bandas de emissdo, uma em torno de 575 nm e outro em torno de
770 nm. Complexos de ruténio em geral apresentam emissdo em comprimentos de onda
maiores do que 500 nm, com tempos relativamente longos (>100 ns em média), que sdo
geralmente associados as transi¢des de transferéncia de carga do metal para o ligante via
estado triplete (MLCT) (BALZANL, CAMPAGNA, 2007). Desta forma, as emissdes
observadas foram atribuidas a *MLTC, devido a energia dessas transi¢des e ao fato dos
ligantes ndo apresentarem emissdo de fluorescéncia. Os valores obtidos para os tempos de
meia vida dessa emissdo se mostraram abaixo do esperado para transi¢des desse tipo, em
torno de 8 ns para a banda de 575 nm e 40 ns para a banda de 770 nm (Figura A15 em anexo).
Os valores de tempo de meia vida ndo sofreram alteracdo quando a amostra ¢ irradiada em

atmosfera de argonio, mostrando que os estados excitados ndo sdo suprimidos por oxigénio.
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Desta forma, o baixo valor de tempo de vida de emissdo da banda em 770 nm pode estar
associada a baixa energia do estado, o que resulta no rapido decaimento para o estado
fundamental (HOTZE et al., 2006). O baixo tempo de vida da banda em 575 nm pode estar
associado a supressdo deste estado por algum componente do sistema. A presenca de dois
tempos de meia vida distintos sugere a presenca de mais de uma espécie no sistema.

Para melhor compreender o comportamento do sistema, o espectro de emissdo do
complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFs), foi obtido em solventes de diferentes polaridades (Figura
17). A figura mostra a intensidade relativa da banda em 770 nm em comparacdo com a banda
em 575 nm. E possivel observar uma maior intensidade da emissdo em 770 nm em 4gua e
etanol, enquanto que em acetonitrila e em acetona a predominancia ¢ da emissdo em 575 nm.
A razdo entre as bandas de emissdo nos diferentes solventes tambem ndo é compativel com a
presenga de apenas uma espécie, no entretanto, o surgimento da banda em 575 nm ¢
consistente com mudangas na esfera de coordenagdo do ruténio, ja relatados anteriormente
para ligantes baseados em iminas ¢ bipiridinas (CHOUDHURY; DEB; GOSWAMI, 1994;
HOTZE et al., 2006; TACHIYASHIKI; IKEZAWA; MIZUMACHI, 1994). Resultados
indicam que compostos de coordenacdo semelhantes podem sofrer substituicdo total ou
parcial do ligante contendo a imina, dando origem a um novo complexo com emissdo na
regido verde do espectro visivel (HOTZE et al., 20006).

1,6

1,4

MeCN

Acetona
1,2 1

1,0

0,8

0,6

Intensidade Normalizada

04 -

0,2 1

0,0

T T T T T T T T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800 850
Comprimento de Onda (nm)
Figura 17. Espectro de emissdo normalizado em de [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), em diferentes

solventes.
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As propriedades fotofisicas para o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PFe), estdo

apresentadas na tabela 7.

Tabela 7. Comprimentos de onda maximos das emissdes (A.n,) € valores de tempo de vida (t).

Solvente Aex (nm) Aem (nm) 1 (ns)
i 587 2,80
Agua 430
802 15,07
591 -
Etanol 430
793 -
575 8,37
Acetonitrila 443
770 46,03
578 -
Acetona 434
783 -

Foram obtidos espectros de emissdo resolvida no tempo (TRES, do inglés Time
Resolved Emission Spectroscopy) em acetonitrila a fim de observar a dependéncia das bandas
de emissdo em relacdo ao tempo. Como pode ser observado na figura 18, o espectro de
emissdo em tempo curto (até 20 ns) mostra somente o componente em 575 nm. A partir de 40
ns até 60 ns, foi possivel observar o surgimento da banda em 770 nm. A partir de 80 ns
somente o componente em 770 nm. Esses resultados mostram claramente a existéncia de duas
espécies distintas no sistema, em contraste com os dados de RMN ¢ HRMS que mostram a

presenca de somente uma espécie.
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Intensidade

Figura 18. Espectros TRES de [Ru(bipy).4PMAA](PFs), em MeCN com excitagdo em
450nm.

Dados os resultados apresentados, a hipotese levantada ¢ que existe um equilibrio em
solucdo entre o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), € um outro complexo que emite em 575
nm, que pode ser resultado da quebra de ligagc@o entre metal e um dos nitrogénios do 4PMAA,
seguida de coordenacdo com um novo ligante R, que pode ser proveniente de uma possivel

molécula de agua (ou solvente) presente na estrutura cristalina, comum em complexos de

coordenagdo (Figura 19).
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Emissao em 574 nm

Emissao em 770 nm

Emissao em 574 nm

Figura 19. Hipdtese da alteracdo na esfera de coordenagdo de [Ru(bipy),4PMAA](PFq),.

Para verificar a hipdtese do equilibrio foram realizados experimentos de variagdo de
pH (Figura 20). Observou-se que em valores de pH acidos a espécie predominante ¢ a que
emite em 590 nm. Nesse caso, 0 meio acido favorece a protonagao do nitrogénio, facilitando a
descoordenacdo de um dos nitrogénios do 4PMAA, favorecendo a formag@o do complexo
monodentado que emite em 590 nm. Ja em pH 7 foi observado predominantemente a espécie
bidentada que emite em 800 nm. Porém, em valores de pH maiores que 7 também foi possivel
observar um leve aumento da espécie que emite em 590 nm, provavelmente devido a
coordenagdo do grupo hidroxila. Contudo estes experimentos ndo fornecem informacgdes

sobre qual nitrogénio se desliga do ruténio.
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Figura 20. Espectro de emissdo de [Ru(bipy),4PMAA](PFs), em diferentes valores de pH.

O fato deste complexo apresentar duas emissdes em regides distintas e sensiveis ao pH
o torna um possivel candidato a ser utilizado em meio bioldgico no mapeamento de células
tumorais, onde os valores de pH sdo mais acidos (pH 6,8) quando comparados com as células
saudaveis (pH 7,4) (KO et al., 2019). Além disso, a emissdo no infravermelho ¢ de maior
penetracdo para a maioria das matrizes celulares, facilitando a obtengdo de imagens (KO et
al., 2019). Os espectros de absorcdo em diferentes valores de pH ndo indicaram mudangas
apreciaveis (Figura A18).

A hipotese de equilibrio entre os complexos descrita na figura 19 pode ser validada
pelo espectro de emissdo no estado solido (figura 21), onde observa-se somente emissdo em
800 nm com tempo de vida de 78,53 ns. Podemos considerar que no estado sélido ndo ha
mobilidade para o ligante 4PMAA descoordenar do ruténio no complexo, observando-se
apenas o [Ru(bipy),4PMAA](PFq),.

Outra possibilidade de aparecimento de uma segunda espécie seria a formagdo de um
agregado no estado excitado entre duas os mais moléculas do complexo
[Ru(bipy),4PMAA](PFs),, gerando uma nova espécie chamada excimero que emitiria em
comprimento de onda diferente do complexo livre. Entretanto, além da formacdo desses
sistemas em complexos de ruténio ndo serem comuns, experimentos variando a concentragdo
mostraram que a razdo entre as bandas de emissdo ndo variou com a concentracdo (Figura

22).
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Para tentar elucidar o equilibrio observado, ¢ determinar qual dos nitrogénios ¢é o sitio
1abil do 4PMAA, espectros de 'H RNM foram registrados em DMSO-dg ¢ Acetona-ds (Figura
A8 e A10 em anexo). Esses solventes foram escolhidos pois em DMSO mostrou somente
emissao em 770 nm, enquanto em acetona mostrou a presenca das duas bandas de emissdo
(Figura 17 e Figura A14 em anexo). A figura 23 mostram as regides dos espectros referentes
aos sinais atribuidos ao ligante 4PMAA no complexo, na regido de 6-7 ppm e 9-10 ppm
nestes solventes. Em DMSO-ds 0 espectro mostra a presenga de somente uma espécie, 0 que
pode ser verificado pelo sinal do hidrogénio da imina em 9,08 ppm, ja em acetona-dg €
possivel observar um desdobramento do sinal em dois, na mesma regido em 9.24 ppm, e outro
em 9,41 ppm. Além disso, também ¢ possivel observar o desdobramento de outros sinais,
como sinais dos hidrogénios f e g (Tabela 2) do 4PMAA ligado ao ruténio com deslocamento
consideravel, apresentando dois dubletos, em 6,32 e 6,60 ppm, referentes ao
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), e outros dois dubletos em 6,38 e 6,75 ppm, atribuidos ao complexo
formado. O deslocamento do sinal em 9,24 ppm indica que o nitrogénio labil ¢ o da imina.
Um espectro de RMN do 4PMAA em acetona-ds apresenta sinal da imina em 8,65 ppm,
descartando a possibilidade descoordenagdo total do ligante. Um dos motivos de em DMSO
s0 ser observado a espécie bidentada, pode ser o fato do ruténio possuir uma baixa afinidade
por pares eletrénicos do DMSO-ds. Mesmo que o complexo seja formado pela troca da agua
de cristalizag@o presente no complexo, em solugdo de DMSO a suposta dgua de cristalizacdo
estaria solvatada pelo DMSO e ndo disponivel para complexag@o, o que corrobora com o fato
de que os espectros de emissdo em solventes mais polares mostram predominancia da espécie

que emite no infravermelho, ou seja, [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), (Figura 17).
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Figura 23. Ampliagio da regido dos sinais de 'H RMN do 4PMAA no complexo
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), em DMSO-ds (vermelho) e acetona-de (azul).

Ao ser funcionalizado na nanoparticula magnética, foi possivel observar que o
Fe;04@Si10,-[Ru(bipy),4PMAA](PFs), absorve na regido de 400-500 nm, compativel com a
absor¢do do complexo livre (Figura 24). Em contrapartida, a tinica emissdo apreciavel
presente na nanoparticulas Fe;O4@SiO,-[Ru(bipy),4PMAA](PFs), ocorre com méaximo em
580 nm (8,32 ns) (figura 24), além de picos finos provenientes de espalhamento de luz
caracteristico para materiais s6lidos. Uma vez que na superficie da nanoparticula o
[Ru(bipy),4PMAA](PF¢), esta em contato com diversos grupos que apresentam pares de
elétrons disponiveis, como grupos das carbonilas das amidas formadas, carboxilas que ndo
reagiram com o complexo, aminas que ndo reagiram com anidrido succinico, moléculas de
agua adsorvidas na superficie ¢ acetona de lavagem, ¢ de se imaginar que o complexo
predominante na superficie da nanoparticulas seja o que emite na regido verde do espectro

visivel, uma vez que a parte 1abil do 4PMAA ¢ facilmente retirada.
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5. CONCLUSOES

[Ru(bipy),4PMAA](PFs), foi sintetizado e caracterizado por RMN, COSY e HRMS.

Os espectros de emissdo para o complexo [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), apresentaram
duas emissdes "MLCT, uma em torno de 574 nm, com tempo de vida de 8,37 ns em
acetonitrila e 2,80 ns em agua, e outra em torno de 770 nm, com tempo de vida de 46,03 ns ¢
15,07 ns em agua, provenientes de espécies distintas.

Em estado solido foi observado somente a emissao na regido de 800 nm.

A razdo entre as intensidades das emissdes se mostrou sensivel a alteragdes no pH do
meio, apresentando maior intensidade de emissdo no verde para valores de pH mais acidos e
da emissdo no infravermelho para valores de pH proximos ao pH intracelular de células
saudaveis fora do regime de proliferagdo. A emissdo no infravermelho pode ser ttil para a
utilizagdo de complexos deste tipo como sonda de imageamento celular.

Experimentos de RMN em DMSO e acetona indicam que as duas emissdes observadas
podem estar associadas a duas espécies, uma delas obtidas a partir da descoordenacdo do
nitrogénio da imina do ruténio, formando um complexo monodentado.

A nanoparticula Fe;O4@Si0,-[Ru(bipy),4PMAA](PF¢), foi sintetizada e caracterizada
por DRX e FTIR, entretanto o material carece de uma melhor caracterizagdo por microscopia
e XPS. As propriedades fotofisicas do material funcionalizado foram estudadas apresentando
emissdo em 580 nm, com tempo de vida de 8,32 ns. Essa regido de emissdo ¢ similar a regido
de emissdo do complexo com o ligante 4PMAA agindo como espécie monodentada proposta
anteriormente. Logo, a forma monodentada, proveniente da quebra de uma ligagdo Ru-

4PMAA, deve ser a predominante na superficie da nanoparticulas.
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7. ANEXOS
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Figura A12. Espectro HRMS de [Ru(bipy),4PMAA](PFs),.
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Figura A13. Espectro de refletancia Fe;O04@Si0, -[Ru(bipy),4PMAA](PFg),.
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Figura A14. Espectro de emissdo do [Ru(bipy),4PMAA](PF¢), em DMSO
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Figura A15. Decaimento do sinal de emissdo em relagdo ao tempo monitorando no

comprimento de onda de excitagdo (azul), em 574 nm (preto) e 770 nm (vermelho) para
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), em MeCN.
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Figura A16. Espectro FTIR de 4PMAA e PCAH.
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Figura A17. Espectros FTIR ampliado na regido de menor nimero de onda de Fe;0,@SiO,
(azul), Fe;04@SiO,-NH, (vermelho), Fe;04@SiO,-COOH (verde) e Fe;04@SiO,-
[Ru(bipy),4PMAA](PFs), (laranja).
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Figura A18. Espectro de absor¢do na regido do UV-Vis do complexo

[Ru(bipy),4PMAA](PFs), em diferentes solventes em diferentes valores de pH.



