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RESUMO

Neste trabalho os complexos [Ir(ppy)z(pbi)] (Ir1), [Ir(pq)2(pbi)] (Ir2) e [Ir(ppz)2(pbi)]
(Ir3) em que ppy = 2-fenilpiridina, pq = 2-fenilquinolina, ppz = 1-fenilpirazol, e pbi
= 2-(2-piridil)benzimidazolo foram sintetizados e caracterizados juntamente com
seus respectivos acidos conjugados [Ir(pq)2(pbiH)]* (Ir1-H), [Ir(ppy)2(pbiH)]* (Ir2-
H), [Ir(ppz)2(pbiH)]* (Ir3-H). A influéncia da protonagé&o do sitio imidazol do ligante
2-(2-piridil)benzimidazol nas propriedades fotofisicas e eletroquimicas dos
complexos foi investigada em detalhe e indicaram significativa estabilizacdo dos
orbitais HOMO diante da protonagédo do grupo imidazol. Os complexos neutros
por sua vez, apresentam rendimentos quéanticos de emissdo (®Pem) entre 22 e
44% maiores que seus respectivos acidos conjugados o que foi justificado por
meio dos dados de TD-DFT que mostraram maior separagao energeética entre
seus estados excitados tripletos em comparagdo aos complexos catibnicos.
Experimentos de emissédo a baixa temperatura (77 K) permitiram classificar os
complexos em fungdo da natureza do estado emissor. Os complexos Ir1-H, Ir3-
H e Ir3 sdo agrupados no sistema A que caracteriza-se por possuir estado
emissor de carater 3MLCT enquanto os complexos Ir1, Ir2 e Ir2-H compbem o
sistema B com emissdo majoritariamente 3IL. Os tempos de vida no estado
excitado mostraram-se significativamente maiores para emissores 3IL e ao passo
que os dados de emissao estacionaria com variagao de temperatura (110 a 300
K), mostraram a existéncia de processos nao-radiativos complexos para os
sistemas estudados neste trabalho. Ensaios de biomarcagao foram realizados
para apontar o potencial uso dos complexos como biomarcadores. %uptake
(taxa de incorporagao) em células HelLa variaram entre 19 (Ir2) e 45% (Ir3).
Ensaios de citometria mostraram marcacao celular acima de 70% da populagao
de células entre todos os complexos, além de mostrar que ndo houve mudangas
de morfologia nas células incubadas, sugerindo baixa citotoxicidade. Por ultimo,
ensaios de microscopia confocal mostraram marcacao perinuclear de todos os
complexos distribuidos pelo citoplasma celular com potencial especificidade para

marcacgao de lisossomos.

Palavras-chave: complexos de Ir(lll), estudo fotofisico, biomarcacao de células.



ABSTRACT

In this work the [Ir(ppy)2(pbi)] (Ir1), [Ir(pq)2(pbi)] (Ir2) and [Ir(ppz)2(pbi)] (Ir3)
complexes where ppy = 2 -phenylpyridine, pq = 2-phenylquinoline, ppz = 1-
phenypyrazole, and pbi = 2-(2-pyridyl)benzimidazole were synthesized and
characterized along with their respective conjugated acids [Ir(ppy)2(pbiH)]* (Ir1-
H), [Ir(pg)2(pbiH)l*, (Ir2-H), [Ir(ppz)2(pbiH)]* (Ir3-H). The influence of the
protonation of the imidazole site of the 2-(2-pyridyl)benzimidazole ligand on the
photophysical and electrochemistry properties of the complexes was investigated
in detail, evidencing a significant stabilization of the HOMO orbitals with the
protonation of the imidazole group. The neutral complexes exhibit emission
quantum vyields (®em) between 22 and 44% higher than their respective
conjugated acids, which is justified by greater energetic separation between their
triplets excited states as shown by TD-DFT calculations. Complementary low
temperature emission experiments (77 K) allowed classifying the complexes
according to the nature of their emitting state. The Ir1-H, Ir3-H and Ir3 complexes
are grouped in the A system, which are characterized by having a 3SMLCT state,
while the Ir1, Ir2-H and Ir2-H complexes are grouped in the B system in which
emission is mainly 3IL in character. The excited state lifetimes are significantly
higher for 3IL emitters and revealed, together with temperature-dependent
steady-state emission measurements (110 to 300 K) the existence of complex
non-radiative processes for the systems studied in this work. Biomarking assays
were performed to point out the potential use of the complexes as biomarkers.
%uptake in HelLa cells ranged between 19 (Ir2) and 45% (Ir3). Flow cytometry
assays showed cell staining above 70% of the cell population among all
complexes. Additionally, no morphological changes are observed in the
incubated cells, suggesting low cytotoxicity. Finally, confocal microscopy assays
showed perinuclear labeling of all complexes distributed throughout the

cytoplasm with potential specificity for labeling lysosomes.

Keywords: Ir(lll) complexes, photophysical study, cell biomarking.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's/Ham's Nutrient Mixture F12;
o) Deslocamento quimico (RMN);

E12 Potencial de pico de meia onda (V);

Epa Potencial de pico anodico (V);

Epc Potencial de pico catodico (V);

£ Coeficiente de absortividade molar (L.mol-".cm™);
®Pem Rendimento quéantico de emisséo;

HelLa Célula de céncer de colo de utero;

IL Transferéncia de carga intraligante;

ipa Corrente de pico anédico (PA);

ipc Corrente de pico catodico (uA);

J Constante de acoplamento (Hz);

A Comprimento de onda (nm);

Aexc Comprimento de onda de excitagao (nm);
LLCT Transferéncia de carga entre os ligantes;
MLCT Transferéncia de carga do metal para o ligante;
pbiH 2-(2-piridil)benzimidazol;

ppy 2-fenilpiridina;

ppz 1-fenilpirazol;

Pq 2-fenilquinolina;

SFB Soro Fetal Bovino

TD-DFT Time-Dependent Density Functional Theory

T Tempo de vida do estado excitado (ns);
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1. INTRODUGAO

Os complexos organometalicos de Ir(lll), homolépticos ou bis-
heterolépticos, tém atraido grande atengao devido ao vasto campo de aplicagdes
baseadas em suas propriedades fotofisicas (CHI; CHOU, 2010). A classe dos
complexos homolépticos de Ir(lll) apresenta trés ligantes bidentados iguais
coordenados ao centro metalico, em que geralmente sao utilizados ligantes que
se coordenam por atomos de carbono e nitrogénio (CAN) formando anéis de
cinco membros com o Ir(lll). Um exemplo desta classe de complexos é o fac-tris-
(2-fenilpiridino)iridio(lll) (fac-Ir(ppy)s) (Figura 1), um forte emissor azul bastante
estudado na literatura e relatado pela primeira vez por Kuo-Chun e
colaboradores em 2004 (TANG; LIU; CHEN, 2004). Nota-se que estes
complexos s&o neutros por possuirem ligantes monoaniénicos em que a carga
negativa advém do carbanion desprotonado pelo ion Ir(lll). O centro metalico
possui interagdes 0 e 1 com o0s sitios de coordenagao carbono e nitrogénio,
respectivamente (ZYSMAN-COLMAN, [s.d.], pp. 2-3).

Figura 1. Representacdo  estrutural do complexo fac-tris-(2-

fenilpiridinato)iridio(lll).

\
/ N/ \N /

=

Fonte: O autor.

Além dos complexos homolépticos de Ir(lll), também sao descritos na
literatura complexos bis-heterolépiticos que possuem férmula geral
[I(CAN)2(NAN)T* ou [Ir(CAN)2(N~AN)]. Nestes casos, N*N sdo ligantes que se
coordenam por dois atomos de nitrogénio dando origem a complexos catiénicos

ou neutros, a depender do ligante empregado. Os ligantes N”N séao
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frequentemente referidos na literatura como ligantes auxiliares. Na Figura 2 sdo
mostrados alguns exemplos de complexos desta classe ja relatados na literatura
e que tem em comum a 2-fenilpiridina como ligante C*N (ZANONI et al., 2015)
(TAMAYO et al., 2003) (LO; NG; CHUNG, 2001) (NEVE; CRISPINI, [s.d.]).

Figura 2. Exemplos de complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) relatados na

literatura.

[Ir(ppy)2(NAN)I*
X \
NAN =

Fonte: O autor.

Apesar de existirem possiveis isbmeros para os complexos bis-
heterolépticos de Ir(lll), em geral, as espécies frans-N,N’ como representado na
Figura 2, sdo as mais comumente encontradas, uma vez que possuem maior
estabilidade devido ao efeito frans causado pelo carbanion que é um forte doador
0. Além disso, a rota sintética usada por grande parte dos trabalhos envolve a
utilizacdo do dimero ([Ir(CAN)2u-Cl2(C”AN)z2]) como precursor (NONOYAMA,
1974) que ja possui os ligantes CAN dispostos nesta geometria (ZYSMAN-
COLMAN, [s.d.], p. 11).

Complexos como estes se destacam por possuirem altos rendimentos
quanticos de emissdo (Pem), bandas de emissado faciimente modulaveis de

acordo com os ligantes empregados e longos tempos de vida no estado excitado
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(ZYSMAN-COLMAN, [s.d.], pp- 3-9). Em decorréncia do alto numero de
oxidagao e tamanho do Ir(lIl), este ion apresenta alto acoplamento spin-érbita, o
que confere a estes complexos velocidades de cruzamento intersistema rapidas
(kisc  1071° s) gerando emissores puramente fosforescentes. Outro motivo pelo
qual os complexos homolépticos e bis-heterolépticos de Ir(lll) apresentam
destaque em seus ®Pem € 0 grande desdobramento entre os orbitais t2g € €9 do
metal em funcéo da formacgao das ligagcoes C-Ir(lll), fazendo com que o estado
excitado de campo ligante tenha energia muito superior aos estados de
transferéncia de carga metal para o ligante (MLCTa->n*) ou intraligante (IL), que
por sua vez, tendem a decair radiativamente (CHI; CHOU, 2010; LIU; BIAN;
HUANG, 2010; OHSAWA et al.,, 1987; TSUBOI; HUANG, 2014) (LOWRY;
BERNHARD, 2006; NOZAKI, [s.d.];, REDDY; BEJOYMOHANDAS, 2016;
ZANONI et al., 2015; ZYSMAN-COLMAN, [s.d.]).

No caso dos complexos homolépticos citados inicialmente, os estudos de
modulagdo de suas propriedades emissivas sao limitados a incorporacdo de
grupos doadores ou retiradores de densidade eletrbnica nos anéis do ligante
C”N com o objetivo de aumentar as energias entre os orbitais de maior energia
ocupado (HOMO) e de menor energia desococupado (LUMO), sendo possivel
construir um gradiente de emissores na regido do visivel. (TAMAYO et al., 2003).
Entretanto os complexos bis-heterolépticos apresentam uma sensibilidade maior
para a modulagao de suas propriedades fotofisicas de acordo com a modificagao
dos ligantes. Estudos computacionais empregando a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT) mostraram que os orbitais HOMO das estruturas estédo
geralmente distribuidos entre os orbitais do metal e também sobre os ligantes
CAN, pelo seu forte carater doador, enquanto os orbitais LUMO, estédo
localizados no ligante N*N, tipicos aceptores 1 (LIU; BIAN; HUANG, 2010).

Portanto nos complexos bis-heterolépticos, ajustes finos para modificagéo
das energias dos orbitais LUMO podem ser feitas por meio de modificagdes nos
ligantes auxiliares sem alteragao dos ligantes CAN. Analogamente, pode ser
realizado a substituicdo dos ligantes CAN para a modulagdo da energia dos
orbitais HOMO sem que seja alterado a estrutura dos ligantes auxiliares. Sendo
assim, alguns estudos tém sido realizados a fim de modular as propriedades
espectroscopicas e eletroquimicas destes complexos (DE ANGELIS et al., 2007;
FAN; YANG, 2014; LOWRY et al., 2005).



13

Além dos estudos teoricos por TD-DFT (Time-Dependent Density-
Functional Theory), a compreensao fotofisica de complexos dessa classe
também tem sido realizada por meio de estudos de emissédo com variagcéo de
temperatura. Estudos como estes s&do bastante explorados em complexos
baseados em outros metais de transicdo como Ru(ll), Os(ll), Pd(ll), Pt(ll) e Rh(lll)
(BARIGELLETTI et al.,, 1988; YERSIN; HUMBS; STRASSER, [s.d.]). Para
complexos de Ru(ll) por exemplo, ha estudos detalhados sobre seus processos
radiativos e n&o-radiativos. Complexos de Ru(ll) com quelantes diimina (2,2’-
bipiridina, por exemplo) apresentam variagbes em suas constantes de
velocidade nao-radiativas em temperaturas entre 77 e 300 K que revelam a
existéncia de estados excitados mais altos em energia que podem ser populados
termicamente (HAGER; CROSBY, 1975; VAN HOUTEN; WATTS, 1976). Estes
estados mais energéticos estdo comumente separados por uma energia em
torno de 2000 cm™' acima dos estados 3MLCT de menor energia e contribuem
para a diminuicdo da eficiéncia de luminescéncia a temperatura ambiente
(MEYER, 1986).

Os complexos de Ir(lll) também tém mostrado variagdes interessantes em
funcdo da temperatura, com alguma similaridade ao observado para os
complexos polipiridinicos de Ru(ll) e Os(ll) (HARDING et al., 2008; LO et al.,
2006; YANG et al., 2005; YEH et al., 2006). Em particular destacam-se estudos
com os complexos homolépticos e bis-heterolépticos de Ir(lll) que tém mostrado
o efeito da desativagao de interconversao entre estados tripletos termicamente
equilibrados a medida que a temperatura é diminuida. Como resultado, o perfil
de luminescéncia € drasticamente alterado ja que a temperatura ambiente ocorre
uma mistura entre os estados 3MLCT e 3IL (SAJOTO et al., 2009a)

Em virtude das propriedades fotofisicas fascinantes dos complexos de
Ir(Ill), varios campos de desenvolvimento na area de optoeletrbnica tém
empregado complexos ciclometalados de iridio (I11). Alguns estudos destacam o
emprego destes complexos em dispositivos de conversao de energia elétrica em
luminosa, como os diodos emissores de luz organicos fosforescentes (PhOLED)
(FAN; YANG, 2014) e células eletroquimicas emissoras de luz (LECs) (MEIER
et al., 2013), (BAI et al., 2020). Adicionalmente, no campo da fotossintese

artificial, complexos desta classe sao relatados para utilizagdo na quebra de
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agua em O2 e H2 (KANDOTH et al., 2021; WHANG; SAKAI; PARK, 2013) e na
redugéo do CO2 (KAMADA et al., 2020; KURAMOCH]; ISHITANI, 2016, 2019).

No campo biolodgico, varias revisbes recentes mostraram que o0s
complexos fosforescentes de Ir(lll) surgem como candidatos promissores para
amplo uso como quimiossensores, biomarcadores, marcadores tumorais in vivo
e coloracdo de compartimentalizagdo de células vivas (CHEN; BIAN; HUANG,
2010; FERNANDEZ-MOREIRA; THORP-GREENWOOD; COOGAN, 2010;
YANG et al., 2013) (ZHAO; HUANG; LI, 2011). A utilizagcdo de alguns compostos
luminescentes em estudos bioldgicos possibilita a compreensao da bioquimica
complexa desempenhada nos organismos vivos por meio da utilizacdo destes
emissores de luz como rastreadores especificos no meio bioldgico (YANG et al.,
2012b).

Neste sentido varios corantes organicos séo usados como biomarcadores
comerciais, a exemplo da Rodamina 123 (Aex= 505 nm, Aem = 560 nm, Rh123),
MitoTracker ® Green FM (Aex= 490 nm, Aem= 516 nm, MTG) e MitoTracker® Red
FM (Aex = 581 nm, Aem = 644 nm, MTR) que sdo marcadores seletivos para
mitocondria (CHEN et al., 2014). Embora os coeficientes de extingdo molares
(€) e rendimentos quéanticos de emisséo (Pem) desses corantes sejam elevados,
eles sado facilmente removidos das células uma vez que as mitocdndrias
apresentam uma perda no potencial de membrana com sua incorporacgao,
limitando suas utilizagbes em células que necessitam ser tratadas com agentes
fixadores como aldeidos, por exemplo. Além disso, a utilizacdo de solugdes
bastante diluidas no imageamento exige uma fotoestabilidade que estes
fluordforos por vezes ndo apresentam (LEUNG et al., 2013).

Em contrapartida, a utilizagdo de marcadores biolégicos a base de metais
pesados sao alternativas interessantes por exibirem algumas propriedades mais
interessantes para estas aplicagcbes como: grandes deslocamentos de Stokes
(centenas de nm), longos tempos de vida no estado excitado (100 ns a ms) e
fotoestabilidade (FERNANDEZ-MOREIRA; THORP-GREENWOOD; COOGAN,
2010).

As células sado a unidade funcional basica da vida e sao constituidas por
uma membrana que a envolve e separa seu interior do ambiente circundante

sendo formada principalmente por uma bicamada fosfolipidica anfifilica. Estas
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membranas sao responsaveis, entre outras fungdes, por manterem o potencial
elétrico da célula. Logo, para complexos de metais pesados baseados em
moléculas pequenas, a absorcao celular e compartimentalizagdo geralmente
estdo relacionados a sua carga, tamanho, grupo substituinte e
hidrofobicidade/hidrofilicidade. (ZHAO; HUANG; LI, 2011).

Além da membrana, a célula & dividida em varios compartimentos que
possuem fungdes especificas de forma que a coloracdo luminescente de
diferentes compartimentos da célula viva € muito importante. A partir disto,
alguns complexos de metais pesados fosforescentes vém sendo desenvolvidos
para atuarem como marcadores especificos dos diferentes compartimentos
celulares (FERNANDEZ-MOREIRA; THORP-GREENWOOD; COOGAN, 2010).
Complexos de Ir(lll) exibem excelentes propriedades fotofisicas. Recentemente,
Lo et al. relataram que dois complexos catidénicos fosforescentes de Ir(lll)
(Figura 3) localizam-se no citoplasma de células HelLa (cancer de colo de utero),

conforme evidenciado por microscopia confocal (HUA-WEI LIU et al., 2010).

Figura 3. Representagdo estrutural dos complexos bis-heterolépticos de Ir(lll)

estudados por Lo e colaboradores seletivos pra imageamento do citoplasma em
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Fonte: Adaptado de Lo e colaboradores, 2010.

células Hela.

PFg

A coloracao de lisossomos também foi relatada com utilizacdo de
complexos bis-heterolépticos de Ir(lll). No trabalho de Murphy e colaboradores
os complexos apresentados na Figura 4 foram avaliados quanto a incorporagéo
e localizagdo em células CHO (Chinese Hamster Ovary) e foi notado que seus

complexos se distribuem pelo citoplasma e lisossomos (MURPHY et al., 2010).
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Figura 4. Representacao estrutural dos complexos avaliados no trabalho de

Murphy e colaboradores como potenciais marcadores de lisossomos.

Fonte: Adaptado de Murphy e colaboradores, 2010.

Além do trabalho de Murphy e colaboradores sobre a luminescéncia
destes complexos, Yu e coloboradores também estudaram alguns complexos
bis-heterolépticos de Ir(lll) semelhantes (Figura 5) no qual um de seus
complexos (estrutura 5) se trata da mesma estrutura 3 relatada por Murphy e
colaboradores. Neste trabalho eles também evidenciam a localizacdo desta

estrutura nos lisossomos (WANG et al., 2017).

Figura 5. Representagao estrutural dos complexos avaliados no trabalho de YU

e colaboradores.
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Fonte: Adaptado de Yu e colaboradores, 2010.

A marcacao especifica destes compartimentos celulares pode ser de
suma importancia uma vez que o citoplasma é responsavel pela sustentacéo da

célula garantindo a movimentacao das proteinas e aminoacidos que o constitui.
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Por sua vez, o lisossomo € responsavel pela digestdo de substancias produzidas
erroneamente pela célula (ZHAO; HUANG; LI, 2011).

A fracdo benzimidazol encontrada no ligante auxiliar destes complexos
possui grande relevancia no campo da farmacologia. O benzimidazol (Figura 6)
€ um importante heterociclo de nitrogénio estudado no design de farmacos, o
qual foi sintetizado pela primeira vez por Hoebrecker em 1872 (HOBRECKER,
1872). A fracao heterociclica do anel benzimidazol é geralmente referida como
imidazol, se tratando do anel heterociclico de cinco membros contendo um grupo
amina e um nitrogénio terciario. Este anel imidazol é encontrado em varios meios

biolégicos que incluem o a-aminoacido histidina, histamina, purina e biotina.

Figura 6: Representagao estrutural do benzimidazol. O destaque em vermelho

e referente a sua fragao imidazol.

Fonte: O autor.

O benzimidazol e seus derivados formam um grupo importante de
moléculas bioativas no campo farmacéutico (VALDEZ et al., [s.d.]). Estes
apresentam atividade antiviral, antimicrobiana (FONSECA; GIGANTE;
GILCHRIST, 2001), antiinflamatério (PABBA et al., 2005), potencial antitumoral
(DENNY; REWCASTLE; BAGULEY, 1990), antiparasitaria (PABBA et al., 2005),
antiprotozoaria (TORRES-GOMEZ et al., 2008), HIV (PORCARI et al., 1998),
anti-herpes (HSV-1)(MIGAWA et al., 1998), RNA (TAMM; SEHGAL, 1978), e
anti-citomegalovirus humano (HCMV) (ROTH et al., 1997). Além disso, alguns
derivados de benzimidazol demonstraram ser potentes inibidores da
topoisomerase | (KIM et al., 1996), neuropeptideos seletivos para antagonistas
do receptor Y1 (ZARRINMAYEH et al., 1998), inibidores da angiotensina Il (All)
(KOHARA et al., 1996), inibidores do HCMV replicacdo (ROTH et al., 1997), e
inibidores da RNA polimerase do virus da hepatite C (LAPLANTE et al., 2004),
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Na figura 7 sdo apresentadas algumas estruturas de derivados de
benzimidazol com propriedades bioativas. Omeprazol (1), Pimobendan (2),
Triclabendazol (3), Oxfendazol (4), Mebendazol (5), Flubendazol (6),
Fenbendazol (7), Cambendazol (8), Tiabendazol (9), Albendazol (10),
Oxibendazol (11), Parbendazol (12), Luxabendazol (13) (KERI et al., 2015).

Figura 7: Representacdo estrutural de derivados do benzimidazol com

propriedades bioativas relatadas.
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12: X=SO,R=H 16: R = NHCOOCH(CHj5), 18: R = S-CH,CH,CH,
13: X=CO,R=H 17:R=H 19: R = O-CH,CH,CH;
14: X=CO,R=F 20: R =nBu
15:X=S.R=H 21: R = OSO,Ph-4-F

Fonte: Adaptado de Mallanna e colaboradores, 2015.

Tendo em vista as propriedades fotofisicas abrangentes dos complexos
bis-heterolépticos de Ir(lll) bem como seu potencial uso como biomarcadores,
este trabalho buscou sintetizar e caracterizar uma série de seis complexos bis-
heterolépticos de Ir(lll) contendo um derivado do benzimidazol (2-(2-
piridi)benzimidazol) como ligante auxiliar. Os complexos foram sintetizados com
o anel imidazol protonado ou desprotonado (Figura 8), no qual os complexos Ir2,

Ir3 e Ir3-H s&o relatados pela primeira vez nesta comunicagéao.
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Figura 8. Complexos de Ir(lll) investigados dispostos em pares acido/base

conjugados.

Fonte: O autor.

Este trabalho procurou explorar o carater acido-base do anel imidazol
presente no ligante auxiliar estudando cada par conjugado separadamente
quanto a suas propriedades fotofisicas e eletroquimicas, buscando assim
racionalizar a influéncia do préton no grupo imidazol sobre tais propriedades.
Também foi avaliado o carater de seus estados excitados de menor energia bem
como a dindmica entre estados termicamente equilibrados por meio de
experimentos de emissédo estacionaria em temperatura ambiente (300 K) e a
baixas temperaturas. Os dados experimentais foram racionalizados com o
auxilio de calculos tedéricos (TD-DFT).

O potencial destes complexos como biomarcadores em céluas Hela
também foi avaliado utilizando técnicas como citometria de fluxo e microscopia
confocal para avaliar quantitativamente o papel das espécies como marcadores
celulares, bem como a possibilidade de marcacdo compartimentalizada. Os
ligantes CAN foram escolhidos de forma a construir um gradiente de conjugacéao
eletrdnica e lipofilicidade. Os estudos de carater fundamental visam contribuir

para a compreensao das propriedades desses complexos bis-heterolépticos de
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Ir(Ill), bem como no desenvolvimento de novos biomarcadores baseados em

complexos de Ir(lll).

2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho envolveu a realizagao de estudos fotofisicos
fundamentais para investigar o comportamento de complexos bis-heterolépticos
de Ir(lll) contendo o ligante 2-(2-piridil)benzimidazol como ligante auxiliar. Tal
ligante contém um sitio de protonagcédo que é influenciado pelo o ambiente de
coordenacao do centro metalico e, portanto, leva a mudangas no comportamento
fotofisico dos complexos em si, tendo em vista seus potenciais biolégicos estas

estruturas foram também estudadas como biomarcadores celulares.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese de seis complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) dispostos na forma
de trés pares acido/base utilizando os ligantes 2-fenilpiridina, 2-
fenilquinolina e 1-fenilpirazol como ligantes C*N para a confecg¢ao dos
pares Ir1/Ir1-H, Ir2/Ir2-H e Ir3/Ir3-H, respectivamente, onde o ligante 2-(2-
piridil)benzimidazol é sempre o ligante auxiliar;

e Caracterizacdo dos seis complexos quanto a pureza, propriedades
espectroscopicas e eletroquimicas em solugao;

e Avaliacdo das propriedades emissivas destes complexos em solugao e
em meio rigido com realizagdo de medidas de emissao estacionaria em
diferentes temperaturas (77 K — 300 K);

¢ Elucidacéo fotofisica de cada complexo e racionalizagao da influéncia da
protonacgéao do ligante auxiliar em tais propriedades;

¢ Avaliacédo do potencial destes complexos atuarem como biomarcadores

em células Hel a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SINTESE DOS PRECURSORES
3.1.1. p-diclorobis(2-fenilpiridino)iridio(lll)) [{(Ir(ppy)2}2(4-Cl)2]

O precursor [{(Ir(ppy)2}2(u-Cl)2] foi sintetizado conforme descrito por
Nonoyama, 1974 com algumas adaptagcdes (NONOYAMA, 1974) . Nesta sintese
0,1200 g de IrCl3.xH20 (0,4 mmol) e 143,9 yL de 2-fenilpiridina (ppyH) (1,000
mmol) foram refluxados a 120 °C em 12,00 mL de uma mistura 3:1 de 2-
Etoxietanol e H20 em atmosfera de Argdnio por 24 h acompanhada por TLC. O
precipitado amarelo formado foi filtrado sob presséo reduzida em filtro de placa
porosa e lavado com agua e éter de etila. Foi obtido 0,1553 g de produto
[Ir(ppy)2Cl]2, correspondente a um rendimento de 70% no qual foi usado em

procedimentos posteriores sem purificagao adicional.

3.1.2. p-diclorobis(2-fenilquinolinoiridio(lll)) [{(Ir(pq)2}2(u-Cl)2]

O dimero [{(Ir(pq)2}2(p-Cl)2] foi sintetizado conforme descrito por
Nonoyama, 1974 com algumas adaptagdes (NONOYAMA, 1974). Nesta sintese
0,2700 g de IrClsxH20 (0,9043 mmol) com 0,3740 g de 2-fenilquinolina (pqH)
(1,822 mmol) foram refluxados a 120°C em 25,00 mL de uma mistura 3:1 de 2-
Etoxietanol e H20 sob atmosfera de argdnio por 26 h acompanhada por TLC. A
solucao final, de coloracado vermelho forte, foi arrefecida a temperatura ambiente,
posteriormente filtrada sob pressao reduzida em filiro de placa porosa e lavado
com agua e éeter de etila. Foi obtido 0,3905 g de um pdé alaranjado
correspondente a 68 % de rendimento no qual foi usado em procedimentos

posteriores sem purificacao adicional.

3.1.3. p-diclorobis(1-fenilpirazoloiridio(lll)) [{(Ir(ppz)2}2(u-Cl)2]

O dimero [{(Ir(ppz)2}2(u-Cl)2] foi sintetizado conforme descrito por
Nonoyama, 1974 com algumas adaptagdes (NONOYAMA, 1974). Nesta sintese
0,1162 g de IrClsxH20 (0,3892 mmol) com 0,1096 g de 1-fenilpirazol (ppzH)
(0,7602 mmol) foram refluxados a 120°C em 12,00 mL de uma mistura 3:1 de 2-

Etoxietanol e H20 sob atmosfera de argdnio por 20 h acompanhada por TLC. A
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solucdo final, de coloracdo branca, foi arrefecida a temperatura ambiente,
posteriormente filtrada sob presséo reduzida em filtro de placa porosa e lavado
com agua e éter de etila. Foi obtido 0,1280 g de um pdé amarelo claro
correspondente a 64 % de rendimento no qual foi usado em procedimentos

posteriores sem purificacdo adicional.

3.2. SINTESE E PURIFICAGAO DOS COMPLEXOS ESTUDADOS

3.2.1. Hexafluorofosfato de bis(2-fenilpiridino)-2-(2-
piridil)benzimidazoliridio(lll) [Ir(ppy)2(pbiH)]PFe — (Ir1-H)

Para a sintese do complexo Ir1-H foram adicionados 0,1000 g (0,0900
mmol) do dimero [{(Ir(ppy)2}2(u-Cl)2] junto a 0,0410 g (0,1900 mmol) do ligante
2-(2-piridil)benzimidazol dos quais foram refluxados em 15,00 mL de
diclorometano/metanol (5:4) sob atmosfera inerte de argbnio por 5 h
acompanhada por TLC. Em seguida a mistura foi arrefecida até a temperatura
ambiente e adicionou-se excesso de NH4PFs até notar a precipitagdo de um
solido amarelo. O produto foi primeiramente filtrado sob pressido reduzida em
filtro de placa porosa e lavado com éter de etila. Posteriormente, o precipitado
foi suspendido em diclorometano e filtrado novamente para remocado de
insoluveis.

A recristalizagdo com éter de etila rendeu 0,0748 g de um produto
amarelo, correspondente a um rendimento de 47 %.

Andlises de 'H-RMN e CHN foram realizadas. '"H-RMN (((CD3)2S0)
o/ppm) 14,8 (s, 1H); 8,61 (d, 1H); 8,34 (t, 1H); 8,25 (d, 1H); 8,19 (d, 1H); 7,97 —
7,83 (m, 5H); 7,76 (d, 1H); 7,73 — 7,64 (m, 3H); 7,37 (t, 1H); 7,17 — 6,98 (m, 5H);
6,92 (dd, 2H); 6,31 (d, 1H); 6,25 (d, 1H); 6,16 (d, 1H). Os resultados da analise
elementar para Cs4H22NsIrPFs foram: Calculado C: 48,57%; H: 3,00%; N: 8,33%.
Obtido: C: 49,12%; H: 3,08%:; N: 8,24%.

3.2.2. Bis(2-fenilpiridino)-2-(2-piridil)benzimidazoloiridio(lll)
[Ir(ppy)2(pbi)] — (Ir1).
Para a sintese do complexo Ir1, 0,0930 g (0,0874 mmols) do dimero
{(Ir(ppy)2}2(p-Cl)2] € 0,0364 g (0,1864 mmols) do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol

foram refluxados em 13,00 mL de diclorometano/metanol (5:4) na presencga de e
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0,0120 g de Na2COs sob atmosfera de argbnio por 5 h acompanhada por TLC.
ApoOs este tempo, a mistura foi arrefecida a temperatura ambiente e adicionou-
se excesso de agua na mistura reacional afim de precipitar o complexo formado.
Este foi filtrado sob pressao reduzida em filtro de placa porosa e lavado com éter
de etila, rendendo 0,0587 g de um po6 amarelo, correspondente a 40% de
rendimento.

Andlises de "H-RMN e CHN foram realizadas. "H-RMN ((CD3)2SQ) &/ppm)
8,37 (d, 1H); 8,18 (d, 1H); 8,13 (d, 1H); 8.02 (t, 1H); 7.90 — 7.74 (m, 4H); 7.67
(dd, 2H); 7,49 (t, 2H); 7,36 (t, 1H); 7,08 (dt, 2H); 6,99 (dt, 2H); 6,90 — 6,82 (m,
3H); 6,56 (t, 1H); 6,33 (dd, 2H); 5,99 (d, 1H). Os resultados da analise elementar
para CssH24Nslr.2H20 foram: Calculado: C: 55,88%; H: 3,86%; N: 9,58%. Obtido:
C: 55,94%; H: 3,76%; N: 9,25%.

3.2.3. Hexafluorofosfato de bis(2-fenilquinolino)-2-(2-
piridil)benzimidazoliridio(lll) [Ir(pq)z(pbiH)]PFs — (Ir2-H).

Para a sintese do complexo Ir2-H, foram misturados 0,0740 g do dimero
{(r(pq)2}2(u-Cl)2] (0,05682 mmol) com 0,0227 g do ligante 2-(2-
piridil)benzimidazol (0,1163 mmol) em 10,00 mL de diclorometano/metanol (5:4)
sob atmosfera de argdnio por 5 h acompanhada por TLC. Em seguida a mistura
foi rotoevaporada completamente e redissolvida em acetonitrila/H20 (1:1). Uma
solucdo limpida foi formada e adicionou-se excesso de NH4PFes até notar a
precipitacdo completa de um poé vermelho. Foi realizado uma filtragcdo sob
pressao reduzida na qual rendeu 0,0494 g de um p6 vermelho, correspondente
a 45 % de rendimento.

Andlises de "H-RMN foram realizadas. "H- RMN (((CD3)2SQO) &/ppm) 14,3
(s, 1H); 8,53 (dd, 2H); 8,37 (s, 2H); 8,29 (d, 1H); 8,25 — 8,15 (m, 3H); 8,10 (d,
1H); 7,88 (dd, 2H); 7,75 — 7,66 (m, 2H); 7,59 (d, 1H); 7,43 — 7,30 (m, 3H); 7,25 —
7,10 (m; 4H); 7,02 (t, 2H); 6,86 (dt, 2H); 6,68 (t, 1H); 6,42 (d, 1H). Os resultados
da analise elementar para C42H29NsIrP Fe.H20 foram: Calculado: C: 52,61; H;
3,26; N: 7,30%. Obtido: C: 52,27%; H: 3,22%; N: 6,99%.
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3.2.4. Bis(2-fenilquinolino)-2-(2-piridil)benzimidazoloiridio(lll)
[Ir(pa)2(pbi)] — (Ir2).

Para a sintese do complexo Ir2, 0,1550 g do dimero [{(Ir(pq)z2}2(u-Cl)2] e
0,0475 g do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol foram reluxados em 20,00 mL de
diclorometano/metanol (5:4) sob atmosfera de argdnio por 2 h acompanhada por
TLC. Em seguida a solugao reacional foi arrefecida e para posterior filtragem do
precipitado obtido, no qual foi lavado com agua e éter de etila. Foi obtido 0,0775
g de um po6 vermelho, correspondente a 40 % de rendimento.

Andlises de 'H-RMN foram realizadas. "H-RMN (((CD3)2S0O) &/ppm) 8,77
(d, 1H); 8,74 (d, 1H); 8,35 (d, 1H); 8,04 (t, 1H); 7,88 (d, 1H); 7,88 (d, 1H); 7,63 (1,
2H); 7,51 (d, 1H); 7,36 (t, 1H); 7,00 — 6,76 (m, 6H); 6,64 - 6,54 (m, 4H); 6,37 (d,
1H); 6,30 (d, 1H); 6,14 (d, 1H). Os resultados da analise elementar para
Ca2H28Nslr.H20 foram: Calculado: C: 62,05; H; 3,72; N: 8,61%. Obtido: C:
62,23%; H: 3,63%; N: 8,37%.

3.2.5. Hexafluorofosfato de bis(2-fenilpirazolo)-2-(2-
piridil)benzimidazoliridio(lll) [Ir(ppz)2(pbiH)]PFs — (Ir3-H).

Para a sintese do complexo Ir3-H, 0,0530 g do dimero [{(Ir(pq)2}2(u-Cl)z]
(0,0515 mmol) e 0,0220 g do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol (0,1127 mmol)
foram refluxados em 7,000 mL de diclorometano/metanol (5:4) sob atmosfera de
argonio por 4 h acompanhada por TLC. Em seguida a mistura foi arrefecida a
temperatura ambiente e adicionado excesso NH4PFs. A solugédo reacional foi
deixada a 10°C por 12 h rendendo monocristais que foram filtrados sob pressao
reduzida e lavados com agua e éter de etila. Foram obtidos 0,0495 g de cristais
amarelos, correspondente a um rendimento de 58,7%.

Andlises de 'H-RMN foram realizadas. 'H-RMN ((((CD3)2SO) &/ppm)
14,7(1, 1H); 8,85 (d, 1H), 8,80 (d, 1H); 8,58 (d, 1H), 8,33 (t, 1H), 8,01 (d, 1H),
7,76 (d, 1H), 7,71 — 7,64 (m, 3H), 7,37 (t, 1H), 7.21-6,99 (m, 5H); 6,86 (dt, 2H),
6,64 (dd, 2H), 6,32 — 6.25 (m, 3H). Os resultados da analise elementar para
C30H23N7IrPFs foram: Calculado: C: 44,01%; H: 2,83%; N: 11,98%. Encontrado:
C: 43,82%; H: 2,74%; N: 11,88%.
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3.2.6. Bis(2-fenilpirazolo)-2-(2-piridil)benzimidazoloiridio(lll)
[Ir(ppz)2(pbi)] — (Ir3).

Para a sintese do complexo Ir3, 0,0500 g do dimero [{(Ir(pq)2}2(u-Cl)2]
(0,0487 mmol) e 0,0210 g do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol (0,1077 mmol)
foram refluxados em 10,00 mL de diclorometano/metanol (5:4) na presencga de
0,0680 g de Na2COs sob atmosfera de argbénio por 4 h acompanhada por TLC.
A solucgao reacional foi deixada a 10°C por 12 h rendendo um pd amarelo que
foram filtrados sob presséo reduzida e lavados com agua e éter de etila. Foram
obtidos 0,0210 g de um p6 amarelo, correspondente a um rendimento de 40 %.

Andlises de "H-RMN foram realizadas. "H-RMN (((CD3)2S0O) &/ppm) 8.75
(dd, 2H), 8.35 (dt, 1H), 8.04 (td, 1H), 7.88 (dt, 1H), 7.63 (ddd, 2H), 7.51 (dd, 1H),
7.36 (ddd 1H), 7.00 (ddd, 3H), 6.89 (ddd, 1H), 6.86 — 6.77 (m, 2H), 6.65 — 6.54
(m, 4H), 6.37 (dd, 1H), 6.30 (dd, 1H), 6.14 (dt, 1H). Os resultados da analise
elementar para CsoH22N7Ir.2H20 foram: Calculado: C: 50,84%; H: 3,70%; N:
13,83%. Obtido: C: 50,95%; H: 3,29%; N: 13,64 %.

3.3. CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas células de linhagem HelLa em todos os experimentos de
biomarcacdo. Estas células foram cultivadas em Dulbecco's Modified
Eagle's/Ham's Nutrient Mixture F12 (DMEM) suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (SFB) e 1 % de antibidticos (penicilina e estreptomicina). A cultura
celular foi realizada em garrafas de 75 cm? com tampa ventilada. As garrafas
foram mantidas dentro de incubadoras umidificadas contendo 5% CO:2 e
temperatura de 36 °C disponibilizado pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da
UFU.

3.4. INCORPORAGAO DOS COMPLEXOS DE Ir(lll) EM CELULAS Hela.

O tempo e concentragao de incubagao dos complexos de Ir(lll) se deu de
acordo com o reportado no trabalho de Murphy e colaboradores, 2010 com
algumas adaptagées (MURPHY et al., 2010). As células HelLa foram incubadas
em placas de 12 pogos (8000 células/pogo) por 18 h em estufa de CO2 (5%) a
36 °C. Apods isso, os pocgos foram lavados com PBS 1x estéril e foi acrescentado
1 uM de cada complexo diluido em DMEM com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino)
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e 1% de antibidticos. Como estes complexos ndo séo soluveis em meio aquoso,
foi acrescentado 0,1 % de DMSO em cada solucéo.

A incubacéo se deu por 4 h em estufa de CO2 (5%) a 36°C. Apds este
tempo, foi retirado 500 uL de sobrenadante de cada pogo. As células foram
lavadas com PBS 1x para posterior adi¢do de 500 yL de DMSO por pogo, a fim
de extrair a quantidade de complexo incorporado na célula.

As solugdes do sobrenadante e de complexo extraido foram completadas
para 3 mL com DMEM e purgadas com argbnio por 5 min para posterior leitura
de suas emissdes. A determinagdo do %uptake (taxa de incorporagéo) foi
realizada por meio de leituras de emissdo estacionaria do sobrenadante e

solucado de complexo extraido usando a equagao 1.

% Uptake = Seell x 100 (1)

Scent Ssupernatant

Em que,
Scel= area da banda de emisséo da solugédo de complexo extraido da célula.

Ssupematant = area da banda de emissdo do sobrenadante.

3.5. CITOMETRIA DE FLUXO.

Para os ensaios de citometria as células foram incubadas sob mesmas
condicdes que as otimizadas para determinagdo do %uptake. Ao final da
incubacado as mesmas foram lavadas com PBS 1x, suspensas com adicdo de
tripsina em cada pogo e posteriormente centrifugadas a 1500 rpm. Cada tapete
celular foi lavado duas vezes com PBS 1x e ressuspenso em 500 uL de PBS 1x

para leitura no citbmetro.

3.6. MICROSCOPIA CONFOCAL.

Para os ensaios de microscopia confocal as células foram incubadas nas
mesmas condi¢des estabelecidas para determinacédo do %uptake porém com o
dobro de células por pogo (16000), em placas de 6 pogos. Apds a incubagao as
laminulas foram lavadas com PBS 1x e fixadas com formaldeido 4%. Foi
realizada marcagao com um padrédo de nucleo (To-Pro-3) e um padrao de
lisossomos (Lysotracker Yellow - LTY). O To-Pro-3 foi excitado em 642 nm com

intervalo de emissdo definido entre 600 e 700 nm, enquanto o LTY e os
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complexos foram excitados em 488 nm com intervalos de emisséo entre 600 e

700 nm e 500 e 600 nm, respectivamente.

3.7. APARELHAGEM E TECNICAS EXPERIMENTAIS

3.7.1. Cromatografia de camada delgada — TLC

O monitoramento das sinteses foi realizado por TLC (Thin-Layer
Chromatography). As amostras foram aplicadas sobre as placas cromatograficas
da marca Aldrich contendo um indicador luminescente quando irradiado a 254
nm. A fase movel utilizada, comum para todas as sinteses, foi
diclorometano/metanol (20:1). A revelagdo das manchas foi realizada em uma
camara escura Spectroline modelo CM-10A com iluminagdo UV em 254 e 365

nm.

3.7.2. Espectroscopia de absorgao molecular na regiao do UV-Vis

Os espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis foram obtidos
nos espectrofotdbmetros Shimadzu modelo UV-2501 BC e Themo Scientific
modelo Eveloution 201. Na leitura dos ensaios foram utilizadas cubetas de

quartzo no formado retangular com caminho 6ptico de 1,000 cm.

3.7.3. Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho — FTIR

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em um
27spectrofotdbmetro Perkin EImer modelo FTIR Frontier Single Range — MIR, na
regido de 4000 a 220 cm™' com resolugdo de 4 cm'. As medidas foram realizadas
com o auxilio do acessério de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de

diamante.

3.7.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de '"H — RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H foram obtidos

utilizando um espectrobmetro Bruker modelo Ascend 400 (400 MHz) do



28

Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia (1Q-UFU).

3.7.5. Analise Elementar de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (CHN).

A analise elementar foi realizada em um analisador Perkin Elmer 2400
CHNS do Laboratoério Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia (IQ-UFU).

3.7.1. Voltametria ciclica.

Os voltamogramas ciclicos foram realizados utilizando um potenciostato
modelo PGSTAT204 (Metrohm Autolab). Nos experimentos, foi utilizado uma
cela eletroquimica contendo trés eletrodos: eletrodo de trabalho (carbono vitreo),
contra eletrodo (fio de platina) e eletrodo de referéncia (Ag/AgCI (3 mol.L-* KCI).
O solvente utilizado foi acetonitrila anidra (CH3CN) (Sigma-Aldrich) contendo
hexafluorfosfato de tetrabutilamonio (TBAPFs) (Sigma-Aldrich) 0,1 mol.L-' como
eletrélito suporte. O sistema foi mantido em atmosfera de argbénio durante toda

a analise.

3.7.2. Difragao de monocristal por raios X.

Os monocristais foram obtidos por meio de evaporagdo lenta em
CH3OH/CH2Cl2. As medidas de difracdo de raios X foram realizadas em
difratbmetro instalado no Instituto de Quimica e Bioquimica da Freie Universitat
em Berlin em parceria com o professor Dr. Pedro Ivo da Silva Maia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Foi utilizada radiagdo Mo-
Ka (A = 0,71073 A) com monocromador de grafite.

A estrutura foi resolvida por métodos diretos com o programa SHELXS-97
no qual os modelos foram refinados pelo método dos minimos quadrados,
usando uma matriz completa, através do programa SHELXL-2013.

Os programas ORTEP- 3 e POV-Ray foram utilizados para a analise e

elaboragao das representagdes graficas das estruturas.
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3.7.3. Espectroscopia de emissdao estacionaria em solugdao a

temperatura ambiente (300 K) e baixa temperatura (77 K).

As medidas foram realizadas com o espectrofluorimetro Horiba modelo
Fluoromax-4, empregando o a abertura de fenda apropriada para cada sinal no
monocromador de excitacdo e/ou emissdo em funcéo da intensidade do sinal.
Além disso, foi empregado um filtro de corte GG400, a fim de remover os sinais
advindos de efeitos de 22 ordem e/ou espalhamento do feixe de excitagao.

As medidas de emisséao estacionaria a 300 K foram realizadas em solugao
de CH3CN grau HPLC para as caracterizagdes fotofisicas e em DMEM/DMSO
para as determinagdes de %uptake. Todas as solu¢des foram desaeradas sob
purga de Argbnio. Os espectros a 77 K foram adquiridos em mistura vitrea de

propilnitrila/butilnitrila (5:4) em um frasco de Dewar com N2 liquido.

3.7.4. Espectroscopia de emissdo estacionaria em meio fluido
(propilnitrila/butilnitril (5:4)) com gradiente de temperatura (110 K
- 300 K).

As medidas de emissdo com variagao de temperatura foram realizadas
acoplando um Janis Criostato de nitrogénio liquido VNF-100 (Los Angeles, EUA)
em um espectrofluorimetro Horiba modelo Fluoromax-4. As amostras foram
mantidas em uma cubeta de quartzo de 0,1000 cm colocada a aproximadamente
45° em relagdo ao feixe de excitacdo. Para atingir as baixas temperaturas a
camara de amostra foi isolada do meio externo por meio de evacuagdo a 10
torr para reduzir/eliminar a condensacgao da umidade. O controle de temperatura
foi realizado com um controlador Cryo-com 22C conectado a um termémetro de
diodo de Si embutido. As amostras foram mantidas pelo menos 30 min em cada

temperatura para assegurar o equilibrio térmico.

3.7.5. Emissao resolvida no tempo

As medidas de emissao resolvida no tempo foram realizadas em parceria
com o Laboratério de Sistemas Moleculares Complexos da UFPA pelo aluno
Jefferson Marcio Sanches Lopes. Os experimentos foram realizados com um
sistema de contagem de fotons Unico correlacionado com o tempo (TCSPC) da
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Horiba (Delta-Flex) equipado com um laser pulsado ( Aexc = 352 nm) com 8 MHZ
de taxa de repeticdo e 27 ps por canal como fonte de excitagdo. As amostras
foram mensuradas em CH3CN na presenca de Oz e desaeradas com fluxo de
N2.

3.7.6. Citometria de fluxo

As citometrias de fluxo foram realizadas em um citoflex da Beckman
Coulter disponibilizado pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU. As leituras
foram realizadas utilizando o filtro KO525 (Aexc=405 nm e Aem = 525 nm)

monitorando no minimo 10000 eventos.

3.7.7. Microscopia confocal

As microscopias confocal foram realizadas em um Microscépio Confocal
— LSM 510 Meta- Zeiss, localizado no RELAM (Rede de Laboratérios
Multiusuarios da Universidade Federal de Uberandia). As medidas foram
realizadas utilizando objetivas de 40x e lasers de excitagdo de 488 e 633 nm,

escolhidos de acordo com a amostra.

3.8. CALCULOS TEORICOS

Os calculos tedricos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Anténio Eduardo da Hora Machado com emprego da teoria do funcional de
densidade (DFT). Na otimizacdo do estado fundamental foi utilizado para
otimizacao de todas estruturas o metafuncional hibrido GH-mGGA Minnesota
2006 (M06) geral para metais de transicdo com energia de correlacédo de meédio
alcance (ZHAO, 2008) juntamente com o conjunto de bases atdémicas Def2-
TZVPP (WEIGEND, 2005) e incremento de fungcbes pseudo-exponenciais para
o atomo de iridio. As otimizacdes dependentes do tempo (TD-DFT) foram
realizadas com emprego do funcional hibrido B3LYP e mesmo conjunto de bases
usado na otimizacao do estado fundamental. A TD- DFT foi usada para obtencéao
de transi¢des singletos e ftripletos. Os calculos consideraram um continuo
dielétrico gerado pelo modelo IEFPCM, com caracteristicas inerentes ao
solvente CH3CN (MENNUCC, 1998).



31

3.9. TRATAMENTO DE DADOS
3.9.1. Determinacgao do coeficiente de absortividade molar (g)

A absortividade molar dos complexos em CH3CN foi determinadas a partir

da lei de Lambert-Beer como descrito na Equagao 2

A = gbc (2)
Em que,
A = absorbancia,
g = absortividade molar (L mol' cm™"),
¢ = concentragdo da solugdo (mol L),

b = caminho éptico (cm).

3.9.2. Determinagao do rendimento quantico de emissao (Pem)

Os rendimentos quéanticos de emissao dos complexos em acetonitrila a

temperatura ambiente foram determinados segundo a Equacao 3.

_ Sem PCP P
(I)em ~sP o eC d)em (3)

Em que,
dem = rendimento quantico do composto de interesse;
¢g’m = rendimento quantico de emissao do composto padrao;
P =0,09 (referéncia);
CP = concentragao molar do composto padrao;
¢P = absortividade molar do composto padrao no comprimento de onda de
excitagao;
C = concentragao molar da amostra;
¢ = absortividade molar da amostra no comprimento de onda de excitagao;
Sem = area da banda de emissdo da amostra;
SP , = area da banda de emissdo do composto padrao.
Como padrao de emissao, foi utilizado o complexo
Re(CO)sMePhen(bpa)PFs (¢ = 0,09) (PATROCINIO, 2010).
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Para a determinacdo dos ®em dos complexos Ir1-H, Ir2-H e Ir3-H foi
adicionado um equivalente molar de solu¢gao de HCIO4 (volume < 0,5%) afim de

garantir a protonagao destes complexos em meio de CH3CN.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL

Os complexos propostos foram sintetizados com sucesso. As rotas
sintéticas empregadas mostraram rendimentos finais proximos de 40%, o que
esta de acordo com a literatura para complexos bis-heterolépticos de Ir(lIl) (LIU;
BIAN; HUANG, 2010). Outro fato € que nenhum dos complexos necessitou de
métodos adicionais de purificagdo como cromatografia liquida, por exemplo.
Apenas por filtragdo lenta seguida de boa lavagem com agua e éter de etila, foi
possivel obter todas as estruturas com adequada pureza, como sera mostrado
por meio dos dados de 'H-RMN e CHN.

A composicao elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) para

cada complexo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Percentuais e férmula molecular proposta de acordo com a

determinacao dos percentuais de C, H e N.

Percentuais

Percentuais

Foérmula
Complexo Esperados Encontrados
Molecular
(C, H,N) (C,H,N)
C:48,57%; H: C:49,12%; H:
Ir1-H C3z4H22NslIrPFe
3,00%; N: 8,33% 3,08%: N: 8,24%
C: 55,88%; H: C: 55,94%: H:
Ir1 C34H24Nslr.2H20
3,86%:; N: 9,58% 3,76%:; N: 9,25%
C: 52,61; H; 3,26; C:52,27%; H:
Ir2-H Ca2H29Ns5IrPFs.H20
N: 7,30% 3,22%: N: 6,99%
C:62,05; H; 3,72; C:62,23%: H:
Ir2 Ca2H28Nslr.H20
N: 8,61% 3,63%; N: 8,37%
C: 50,84%; H: C: 50,95%; H:
Ir3-H C3oH22N7Ir.2H20
3,70%; N: 13,83% @ 3,29%:; N: 13,64%
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C: 44,01%:; H: C:43,82%: H:
Ir3 C3oH23N7IrPFe
2,83%; N:11,98%  2,74%; N: 11,88%

Nota-se boa concordancia entre os percentuais tedricos e os encontrados
para cada estrutura com variacées dentro do erro de +0,5% esperado para esta
técnica. Para os complexos Ir1-H e Ir3, os percentuais de CHN nao sugeriram a
presenca de moléculas de agua de hidratagdo. Para os compostos restantes, 1
ou 2 aguas de hidratagao foram sugeridas de acordo com os percentuais
encontrados, o que é justificado uma vez que todos os complexos sao lavados
com agua ao final da sintese para se retirar o excesso de NH4PFs ou de Na2COs,
utilizados na preparagao dos complexos catiénicos e neutros, respectivamente.
Os dados de CHN também evidenciam que nao ha presenga de impurezas
organicas, como residuos de ligantes livres.

Todos os complexos bis-heterolépticos preparados foram também
caracterizados por 'H-RMN. Nas Figura 9, 10 e 11 sdo mostrados os espectros
de 'H-RMN obtidos para os diferentes pares Ir1/1-H, Ir2/2-H e Ir3-3-H,

respectivamente.



Figura 9. Espectros de "H-RMN em DMSO d® dos complexos Ir1-H (vermelho) e Ir1 (laranja), 400 MHz.
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Figura 10. Espectros de "H-RMN em DMSO d® dos complexos Ir2-H (amarelo) e Ir2 (preto), 400 MHz.
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Figura 11. Espectros de '"H-RMN em DMSO d® dos complexos Ir3-H (verde) e Ir3 (azul), 400 MHz.
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Como esperado, sdo observados sinais na regido entre 6 e 9 ppm
advindos de hidrogénios ligados aos diferentes anéis aromaticos dos ligantes. A
integracdo dos picos em cada um dos espectros leva a um numero de
hidrogénios condizente com as respectivas estruturas propostas para cada
espécie. Nado sdo observados sinais coincidentes com o espectro dos ligantes
livres, o que € mais um indicativo da pureza de cada espécie. Além disso, os
espectros para os complexos Ir1-H e Ir2-H sdo similares aqueles reportados
previamente em outras comunicag¢des (MURPHY et al., 2010; SUN et al., 2014,
WANG et al., 2017).

Com base nas constantes de acoplamento, ambiente quimico dos prétons
e integrais observadas, foi realizado uma proposta de atribuicao aos prétons dos
complexos avaliados. As propostas para as estruturas Ir1, Ir1-H, Ir2 e Ir2-H séo
corroboradas por espectros de correlagido 'H-"H (COSY) (Apéndice A). A tabela
2 apresenta os deslocamentos e constantes de acoplamento para cada proton

com suas respectivas propostas de elucidacgao.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos complexos

apresentados.
Complexo Préton 6 (ppm) J (Hz)
Ha 14,8 (s, 1H) -
Had 8,61 (d, 1H) 8,0
Hec 8,34 (t, 1H) 8,0
Hi 8,25 (d, 1H) 8,3
Hr 8,19 (d, 1H) 8,2
Hk; Hi'; Hm; 7,97 - 7,83 (m,
Hen; Ha 5H) )
He 7,76 (d, 1H) 8,2
He: Hi: Hr 7,73 7,64 ]
(m, 3H)
Hs 7,37 (t, 1H) 8,2;7,2
Hj; Hy; Hn; Hr; 7,17 — 6,98
He (m, 5H) )
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Ho; Ho 6,92 (dd, 2H) 7,3;5,7
Hp 6,31 (d, 1H) 7.7
Hp' 6,25 (d, 1H) 7.7
Hn 6,16 (d, 1H) 8,3
Had 8,37 (d, 1H) 8,0
Hi 8,18 (d, 1H) 8,2
Hr 8,13 (d, 1H) 8,2
He 8,02 (t, 1H) 8,0: 1,6
7,90 - 7,74 (m, -
Hk; H¢’; Hm; Hi’
" 4H)
p ] Ha; He 7,67 (dd, 4H) -
g N Hi Hr 7,49 (m, 2H) .
o' p Ho 7,36 (t, 1H) 8,0;5,4
0. P o~ 7,12-7,04 (m, -
' == Hi; Hy
m 1 h 2H)
=7 g 7,03 — 6,94 -
k Hn; Hy
(m, 2H)
6,90 — 6,82 -
Hg; Ho; Ho
(m, 3H)
Hr 6,56 (t, 1H) 8,1;6,9
Hp 6,33 (dd, 2H) -
Hn 5,99 (d, 1H) 8,2
Ha 14,3 (s, 1H)
Hm; Hm 8,53 (dd, 2H) 12,0; 8,0
Hn, Hr 8,37 (s, 2H) -
Ha 8,29 (d, 1H) 8,1
8,25-8,15 -
Hb; Ho; Ho
(m, 3H)
Had 8,10 (d, 1H) 8,0
Hi; Hr 7,88 (dd, 2H) 8,0
7,75 - 7,66 -
He, He
(m, 2H)
Hn 7,59 (d, 1H) 8,2
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7,43 -7,30 -
Hg; Hk; Hk
(m, 3H)
7,25-7,10 -
Hij; Hi;Hp;Hp
(m, 4H)
Hj 7,02 (t, 1H) 8,8:6,9
Hq; Hg 6,86 (m, 2H) -
Hs 6,68 (t, 1H) 8,0
Hr 6,54 (d, 1H) 7,7
Hr 6,50 (d, 1H) 7,7
Hi 6,43 (d, 1H) 8,3
Hm; H 8,45 (dd, 2H) 16,0; 8,0
Hn; Hr 8,31 (dd, 2H) 8,0
Ha 8,22 (d, 1H) 7,9
Hd 8,15 (d, 1H) 7,9
Ho 7,99 (d, 1H) 8,4
Ho; Ho; Hi; Hr; 791 -7,77 -
Hc (m, 5H)
7,39 -7,30 -
Hh; Hg; Hk; Hy
(m, 4H)
Hp 7,25 (t, 1H) 7,9;6,9
7,17 -7,05 -
Hi; Hi
(m, 2H)
Hp 6,96 (t, 1H) -
Hi 6,86 (t, 1H) 7,6
Hq; Hq 6,77 (t, 2H) 7,4:2,7
Hs 6,64 (t, 1H) 7,6
6,53 -6,43 -
Hr; Hr’; Hj’
(m, 3H)
Hi 6,20 (d, 1H) 8,2
Ha 14,7 (s, 1H) -
Hx 8,85 (d, 1H) 2,9
Hk 8,80 (d, 1H) 2,9
Hd 8,58 (d, 1H) 8,0
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He 8,33 (t, 1H) 7,815
Ha 8,01 (d, TH) 53:1,5
He 7,76 (d, 1H) 8,3
: le b Hi; Hi; Ho frt- o _
NN a e (m, 3H)
JET H 7,37 (¢, 1H) -
U TN e H H He ey 7,21-6,99 i
[ ow bl e Ho (m, 5H)
By et Hn; Hn 6,86 (dt, 2H) 74:45
Hi; Hi 6,64 (m, 2H) -
Ho; Ho; Hh 092620 '
(m, 3H)
Hi 8,77 (d, 1H) 2,9
Hic 8,74 (d, 1H) 2,9
Ha 8,35 (d, 1H) 8,0
He 8,04 (t, 1H) 7,816
Ha 7,88 (d, 1H) 5,5:1,3
" H;; Hy 7,63 (t, 2H) 8,0; 6,7
m/Lj He 7,51 (d, 1H) 8,1; 1,1
o f Hr 7,36 (t, 1H) 7,3:55
niff \N\ N HiHi HeHeg 7,00 - 6,96 .
R h@e Hg; (m, 3H)
kﬁ%j/1 g f Ho 6,89 (t, 1H) 8,2:7,0
Hn; Hr; Hi; He 064654 )
(m, 4H)
Ho 6,37 (d, 1H) 7.4
Ho 6,30 (d, 1H) 7,5
Hn 6,14 (d, 1H) 8,2

Entre os complexos catidnicos e neutros de cada par conjugado observa-

se diferencas, sobretudo pela presenca de sinais mais desblindados para os

complexos catidnicos do que para os complexos neutros. Para os complexos

catidnicos, os deslocamentos sdo maiores em virtude da presenga do contra-ion
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PFs que promove interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio como mostrado para
outros complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) com este anion (SUN et al., 2014;
VALORE et al., 2010). Para os complexos catidnicos € possivel notar também
a presenca de um sinal referente ao préton imidazol, entre 14 e 15 ppm,
evidenciando que apenas estes possuem o nitrogénio n&o coordenado do ligante
auxiliar protonado. O pico referente a esta fragdo aparece com a base alargada,
como tipicamente observado para hidrogénios com carater acido (LORENTE et
al., 2001).

Algumas diferengas nas atribui¢ées dos prétons chamam atengéo, como
€ 0 caso dos dubletos mais desblindados que sao descritos como sendo
referentes a protons diferentes em cada par conjugado. Nos complexos Ir1 e Ir1-
H o primeiro dubleto é atribuido ao Hq¢ assim como proposto anteriormente para
o complexo Ir1-H (MURPHY et al., 2010). Esta atribuicdo condiz com a forte
desblindagem que este hidrogénio sofre pela fragdo benzimidazol ligada ao anel
piridina. Além disso, outros complexos bis-heterolépiticos relatados na literatura
chamam atengao para o sinal mais desblindado de prétons ligados ao carbono
orto de anéis aromaticos substituidos (VALORE et al., 2010; ZANONI et al.,
2014).

Nos complexos Ir2 e Ir2-H os dubletos mais desblindados sao atribuidos
aos hidrogénios Hm e Hw. Estes por sua vez, sofrem maior efeito retirador de
densidade eletrébnica promovida pelos dois anéis ligados aos carbonos
desidrogenados vizinhos. Como os ligantes C*N nao sao equivalentes, os sinais
referentes a cada préton tendem a possuir deslocamentos distintos, apesar de
serem bem proximos, como € notado no duplo-dupleto mais desblindado para o
Ir2 e Ir2-H.

Outro sinal que chama muita atengao é o aparente singleto identificado no
espectro do complexo Ir2-H com & = 8,37 ppm equivalente a dois prétons e que
foi atribuido aos hidrogénios n e n’. O espectro de RMN 'H-'"H (COSY) mostra
que estes dois protons possuem forte acoplamento com o duplo dubleto atribuido
amem emd = 8,55 ppm, de forma similar ao observado para o complexo Ir2.
No caso do Ir2-H a n&o observacdo de um duplo dubleto para os prétons ne n’
como experado sugere a existéncia de um sistema fortemente acoplado que
acaba por apresentar efeitos de segunda ordem no espectro do complexo Ir2-H.
Um sistema fortemente acoplado é caracterizado por Av/J < 6, onde Av é a
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diferengca entre os deslocamentos quimicos (em Hertz) de protons que se
acoplam e J é a constante de acoplamento entre seus multipletos. Sistemas com
este forte acoplamento apresentam espectros de segunda ordem em que a regra
n+1 deixa de valer. Este efeito é sempre minimizado com aumento do campo
aplicado pelo equipamento, uma vez que o valor de Av aumenta de acordo com
0 aumento do campo (PAVIA et al., [s.d.]).

Estimou-se o valor de Av/J com base no espectro de "H RMN do complexo
Ir2, onde Av foi dado pela distancia entre os dois dubletos (16 Hz) e J foi a
constante de acoplamento dos mesmos (8,0 Hz). Observa-se uma razéo
significativamente menor que 6, corroborando com a discussao sobre um
sistema fortemente acoplado. Portanto a ocorréncia deste singleto se deve a
semelhancga entre os prétons Hn e Hr que possuem ambientes quimicos quase
equivalentes gerando um sistema fortemente acoplado.

Os complexos Ir3 e Ir3-H tiveram suas atribui¢cdes realizadas com base
no espectro bidimensional e atribuicdes dos sistemas anteriores. Destaca-se
neste sistema que a presencga do anel pirazol coordenado ao Ir(lll) promove
maior desblindagem nos prétons Hk e Hk, 0 que chama atengdo para a
capacidade retiradora de densidade eletrbnica que o nitrogénio ligado
diretamente ao anel fenil detém sobre o carbono ligado a ele no anel pirazol.

A fim de corroborar com a caracterizagao estrutural, a espectroscopia de
absorcao no infravermelho (FTIR) foi utilizada para investigar a presencga de
estiramentos de ligagao caracteristicos para esta classe de complexos estudada.
Na Figura 12 sado apresentados os espectros de FTIR referente aos complexos
Ir1 e Ir1-H.
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Figura 12. Espectros de FTIR (ATR) dos complexos Ir1 (laranja) e Ir1-H
(vermelho).
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Observa-se no espectro do complexo Ir1-H, a presenga de uma banda
larga em 3356 cm™' referente ao alongamento da ligagdo N-H de aminas
secundarias (PAVIA et al., [s.d.]), que ndo esta presente no complexo Ir1,
corroborando com os dados de RMN e analise elementar. O complexo catidnico
também apresenta uma banda intensa em 828 cm-! referente ao alongamento
assimétrico do anion PFs utilizado como contra-ion (BUFFETEAU et al., [s.d.];
SUN et al., 2014).

Para ambos os complexos sido observadas bandas referentes ao
estiramento da ligagdo entre o Ir-N entre 250 e 280 cm', ao passo que entre 320
e 340 cm™' s&o notados estiramentos caracteristicos da ligagéo Ir-C (TSAl et al.,
2011). Neste caso a banda em maior numero de onda é dada como sendo
referente ao sitio Ir-C em decorréncia da menor massa dessa fracdo, quando
comparada com o sitio Ir-N (BUFFETEAU et al., [s.d.]; SUN et al., 2014). Entre
750 e 2000 cm™! estéo presentes bandas referentes a estiramentos de ligagdes
entre C-N, C-H e C-C (PAVIA et al., [s.d.]), caracteristicas de anéis aromaticos e
anéis imidazdlicos, no qual ndo sao notadas significativas entre os estiramentos

presente em cada espécie.



44

Na Figura 13 sédo apresentados os demais espectros de FTIR referentes

aos complexos Ir2, Ir2-H, Ir3 e Ir3-H.

Figura 13. Espectros de FTIR (ATR) dos complexos Ir2 (preto), Ir2-H (amarelo),
Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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Nota-se que os espectros referentes aos complexos catidnicos sempre
apresentam a banda referente ao alongamento N-H, enquanto as respectivas
bases conjugadas nao apresentam esta banda. A banda correspondente ao
alongamento N-H é localizada em 3358, 3352 e 3365 cm™' para os complexos
Ir1-H, Ir2-H e Ir3-H, respectivamente. Nota-se que, enquanto a energia da banda
nao € muito afetada quando o ligante fenilpiridina (Ir1-H) & substituido pela
feniquinolina (Ir2-H), um maior deslocamento é observado pela introdu¢ao do
fenilpirazol (Ir3-H). Logo, espera-se que o comportamento acido/base do sitio N-
H seja alterado pelas mudangas na esfera de coordenagao.

Entre 3040 e 3150 cm™ s&o encontrados estiramentos C-H sp?
caracteristicos de anéis aromaticos (PAVIA et al., [s.d.]). Entretanto observa-se
que nos espectros referentes aos complexos Ir1, Ir1-H, Ir2 e Ir2-H surge um sé
estiramento referente a esta ligagéo, ao passo que nos complexos Ir3 e Ir3-H
sao notados dois estiramentos referentes a esta ligagao. Isso pode ser justificado
com base na presenga do anel pirazol que em virtude dos dois atomos de
nitrogénio no anel, possui grande deslocalizagcdo eletrénica e estabiliza os
hidrogénios aromaticos do pirazol por ressonancia, logo o estiramento desta
ligagdo surge em maior energia (~3145 cm™') do que os estiramentos referentes
aos demais anéis aromaticos (~3045 cm-'). Assim como para Ir1 e Ir1-H, sdo
observadas para os demais complexos a presenca das bandas referente a
estiramentos das ligagdes Ir-N e Ir-C de baixa intensidade relativa. Além disso ,
observa-se a presengca do estiramento referente ao contra-ion PFes nos
complexos catiénicos Ir2-H e Ir3-H.

A fim de se obter a confirmacdo estrutural definitiva dos complexos
sintetizados, buscou-se obter monocristais de cada uma das estruturas para
serem submetidas a difragdo de raios X. Esta ferramenta permite ndo s6 a
determinacao da estrutura molecular estudada como também a posicao relativa
entre os atomos que a constitui bem como angulos e distancias entre os atomos,
geometria espacial etc. Até o momento, apenas os dados do complexo Ir3-H
foram coletados. Na figura 14, é apresentada a representagdo ORTEP referente
ao monocristal obtido. Os dados cristalograficos completos estao apresentados
no apéndice A, tabelas A1 — A5.
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Figura 14. ORTEP referente ao complexo Ir3-H.

Nota-se que o complexo se cristalizou em um sistema monoclinico, grupo
espacial P2(1)/n, no qual os ligantes se apresentam coordenados em geometria
octaédrica distorcida ao centro Ir(lll), apresentando geometria cis-C,C e trans-
N,N entre as duas unidades de ligante 1-fenilpirazol, como ja observado para
outros complexos similares (NEVE et al., 2004; ORSELLI et al., 2008; YANG et
al., 2012a). Esse isbmero &, a principio, termodinamicamente mais estavel
devido ao efeito frans causado pelo forte carater doador sigma dos atomos de C
carregados negativamente do ligante 1-fenilpirazol (ZYSMAN-COLMAN, [s.d.],

p. 13). As distancias de ligagdes mais relevantes estao descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Principais distancias e angulos de ligagcéo obtidos por cristalografia de

raios X para o complexo Ir3-H.

Atomos Distancias (A)
Ir(1)-N(5) 2.010(5)
Ir(1)-N(3) 2.016(6)
Ir(1)-C(40) 2.032(5)
Ir(1)-C(30) 2.036(6)
Ir(1)-N(1) 2.127(5)
Ir(1)-N(2) 2.167(5)
Atomos Angulos (graus)

N(5)- Ir(1)-N(3) 171.3(2)
N(5)- Ir(1)-C(40) 80.2(3)
N(3)- Ir(1)-C(40) 94.0(3)
N(5)- Ir(1)-C(30) 92.6(3)
N(3)- Ir(1)-C(30) 80.5(3)
C(40)- Ir(1)-C(30) 85.9(2)
N(5)- Ir(1)-N(1) 93.9(2)
N(3)- Ir(1)-N(1) 92.4(2)
C(40)- Ir(1)-N(1) 172.2(3)
C(30)- Ir(1)-N(1) 99.5(2)
N(5)- Ir(1)-N(2) 92.4(2)
N(3)- Ir(1)-N(2) 94.8(2)
C(40)- Ir(1)-N(2) 98.8(2)
C(30)- Ir(1)-N(2) 173.6(2)
N(1)- Ir(1)-N(2) 76.3(2)

Nota-se que o comprimento de ligagao Ir-N para o ligante auxiliar € maior

que o comprimento de ligagado observado para a ligacéo Ir-C do 1-fenilpirazol.
Este efeito se deve a forte interacdo entre o centro metalico e o carbanion e é
comumente observado para complexos semelhantes de Ir(lll) (LADOUCEUR,;
FORTIN; ZYSMAN-COLMAN, 2010; NEVE et al., 2004; ORSELLI et al., 2008).
No complexo Ir3-H, as ligag¢des Ir-C possuem distancias muito perecidas

com aquelas determinadas para as ligagdes Ir-N do grupo pirazol. A principio,
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espera-se uma distancia de ligagdo menor para a ligagao carbéanion-Ir(lll) como
sdo notados para outros complexos com ligantes fenilpiridinicos (ORSELLI et al.,
2007; YANG et al., 2012a), entretanto o anel pirazol por sua vez possui grande
deslocalizagao eletrénica, o que aumenta sua basicidade em relagdo ao ligantes
piridinicos diminuindo assim a distancia para o centro metalico. Em relagao aos
angulos de ligacao, destaca-se o menor angulo para a ligagao do Ir(lll) com os
dois atomos de nitrogénio do ligante auxiliar. Diferentemente das coordenagoes
com os ligantes C”N, a coordenacédo do 2-(2-piridi)benzimidazol ocorre no
mesmo plano (equatorial), tendo angulo menor que nos demais sitios de
coordenacao.

Além disso, com base nos dados cristalograficos apresentados para o
complexo Ir1-H descrito anteriormente (SUN et al., 2014), nota-se algumas
similaridades entre os dois monocristais. As distancias de ligagcado entre o metal
e o ligante auxiliar estdo entre 2,1 e 2,18 A nos dois complexos, sendo que a
ligagdo com maior comprimento em ambas as espécies € a ligagdo com o anel
piridinico, evidenciando a maior interagdo do centro metdlico com o
benzimidazol. Por outro lado, os sitios de coordenacdo com os ligantes C*N
apresentaram distancias de ligacdo bem proximas entre 2,02 e 2,03 A, tanto para
coordenagao com o carbanion, quanto para coordenagdao com o nitrogénio em
ambos 0s monocristais.

Para o complexo Ir3-H, foram avaliadas também as interagdes
intermoleculares como apresentado na Figura 15, com base nos dados obtidos

por DRX de monocristal.

Figura 15. Representacdo ORTEP das intera¢des intermoleculares observadas

na estrutura cristalina do complexo Ir3.
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Observa-se que o0 complexo apresenta muitas interagcdes intermoleculares
do tipo ligacao de hidrogénio para diferentes regides da estrutura. O contraion
PFe realiza ligagdes de hidrogénio ndo sé com o metanol e o préton imidazalico,
mas também com hidrogénios pertencentes aos ligantes C*N, como pode ser
visto na interagao entre o F13’ e F23’ com o H21. Estas interagdes do PFs em
diferentes regides da estrutura corrobora com o que foi observado nos dados de
'H RMN, em que os hidrogénios dos complexos catidnicos sdo mais
desblindados que o observado para os complexos neutros.

Por fim, os dados cristalograficos comprovam a protonagdo do anel
imidazol pertencente ao ligante auxiliar 2-(2-piridil)benzimidazol, como foi
inicialmente proposto para o complexo Ir3-H. O mesmo possui carater acido e,
nas condig¢des de cristalizagéo interagem com o grupo -OH do solvente (metanol)
por meio de ligacdes de hidrogénio. Conclui-se assim que a metodologia de
sintese utilizada permitiu a obtengédo dos trés diferentes pares conjugados. A
seqguir, as propriedades fotofisicas de cada um deles sera discutida em detalhe

juntamente com o potencial uso como biomarcadores.
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4.2. CARACTERIZAGAO FOTOFISICA E ELETROQUIMICA

Os espectros de absorgcdo na regiao do ultravioleta e visivel (UV-VIS)
foram mensurados em CH3CN e estédo apresentados nas Figuras 16. A Tabela 4
apresenta os valores os maximos de absorcdo de cada banda com seus

respectivos coeficientes de absortividade molar (g).

Figura 16. Espectros de absorg¢ao na regiao UV-VIS dos complexos Ir1 (laranja)
e Ir1-H (vermelho), Ir2 (amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (verde) em

CH3CN.Inset:Espectros de absor¢ao acima de 400 nm.
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Tabela 4. Absorgbes maximas em funcao de seus respectivos coeficientes de

absortividade molar (€) em CH3sCN.

Complexo Amax (nm) (¢ / 104 (L mol' cm™))

Ir1-H 250 (4,81); 315 (2,92); 327 (2,67)
Ir1 250 (5,39); 340 (2,34)

Ir2-H 273 (8,76); 330 (2,93); 436 (0,11)

Ir2 273 (5,04); 336 (3,14); 452 (0,14)
Ir3-H 240 (3,54); 321 (2,27)
Ir3 240 (3,91); 337 (1,93)

Em geral, nota-se para todos os complexos a presenga de duas bandas
de absorgdo, advindas de multiplas transigbes eletrénicas. A banda de maior
energia coincide com a regiao de absorcao dos ligantes livres e, portanto, séo
atribuidas a transicodes IL, isto €, advindas de transi¢cbes 1> 1* e caracterizadas
por altos valores de € (>10* L.mol'.cm") ja que sdo permitidas pelas regras de
selecao de Spin e de Laporte.

Ja as bandas de menor energia nao estao presentes nos ligantes livres e
tém valores menores de absortividade molar. Tais caracteristicas indicam que as
bandas de menor energia devem ser constituidas pela sobreposigdo de
transicoes eletrbnicas advindas da formagao do composto de coordenagao. Na
literatura para esta classe de complexos bis-heterolépticos de Ir(lll), tais bandas
sao atribuidas a transi¢des MLCT ou LLCT (TSUBOI; HUANG, 2014).

O par conjugado Ir1/Ir1-H apresenta seu espectro de absorg¢ao relatado
na literatura em meio de CH2Cl2 (MURPHY et al.,, 2010) o que serve como
comparativo para o perfil obtido. Assim como mostrado na comunicagao de
Murphy e colaboradores, 2010, neste trabalho também foi notado que a remocéao
do préton n&o altera a energia da banda IL e apenas aumenta ligeiramente o €
desta banda. Entre as estruturas avaliadas, o par Ir2/Ir2-H possui a maior
deslocalizagao eletronica advinda da utilizacao do ligante 2-fenilquinolina, o que
por sua vez proporciona maiores valores de € na banda IL aliado a
deslocamentos batocrémicos em relagédo aos demais complexos.

Em contrapartida, as estruturas referentes ao par conjugado Ir3/Ir3-H

possuem menor deslocalizagao eletrobnica em virtude da utilizagdo de um ligante
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C”N menor (1-fenilpirazol). Neste sistema, nota-se que as bandas referentes as
transicbes IL possuem os menores valores de € aliados a deslocamentos
hipsocrdmicos nesta banda de absorgédo em relagéo ao par conjugado Ir1/Ir1-H.

Em todos os trés sistemas foi notado o mesmo efeito da protonagao em
relacdo a banda IL, isto €, um aumento do €, sem deslocamentos significativos
da energia das bandas. Para as bandas MLCT/LLCT, nota-se que em cada par
conjugado ocorre um deslocamento para maior energia nos espectros referente
aos acidos conjugados, assim como foi visto no trabalho de Murphy e
colaboradores para Ir1/Ir1-H (MURPHY et al., 2010). Observa-se também que
os coeficientes de absortividade molar ndo sofrem alteragdes significativas com
a mudanga dos ligantes de coordenagcao C”N, o que, sugere uma maior
participagdo dos orbitais do ligante auxiliar nas transferéncias de carga
MLCT/LLCT.

Foram realizados calculos de TD-DFT em meio de acetonitrila para todos
os complexos estudados. As primeiras 30 transi¢gdes calculadas na regiao UV-
Vis estdo apresentadas junto aos espectros de absor¢cdo experimentais no
Apéndice B. Em geral, nota-se que a metodologia empregada foi capaz de
reproduzir os dados experimentais, em particular as transi¢des de menor energia
que sao aquelas de maior importancia para o estudo em questao. A figura 17
mostra as superficies de contorno referente aos orbitais HOMO e LUMO obtidos

pela otimizagdo dos complexos em CH3CN.
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Figura 17. Superficies de contorno dos orbitais HOMO e LUMO para cada um

dos complexos.
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Para os complexos catiénicos, nota-se que os orbitais HOMO estao
localizados sobre os orbitais do Ir(lll) e orbitais 1T dos ligantes C*N como ja
discutido na literatura para complexos similares (REDDY; BEJOYMOHANDAS,
2016). Entretanto, no caso dos complexos neutros os orbitais HOMO séao
distribuidos sobre os orbitais do metal e também sobre a fragdo benzimidazol do
ligante auxiliar. Isso ocorre em virtude da remogao do préton imidazol do ligante
auxiliar que por sua vez promove a deslocalizacdo de um par de elétrons
adicional sobre os anéis aromaticos do ligante. Diferentemente dos complexos
catidnicos onde o orbital HOMO advém da interagdo com os orbitais dos ligantes
CAN, nos complexos neutros estdo presentes elétrons ndo ligantes
deslocalizados sobre a fragao benzimidazol, que por sua vez passam a contribuir
para os orbitais HOMO destes complexos.

Em decorréncia do carater 11 aceptor do sitio de coordenacao N”N, os
orbitais LUMO dos complexos apresentados estdo em geral concentrados sobre
este ligante, com exceg¢dao do complexo Ir2 que possui seus orbitais LUMO
distribuidos sob um dos ligantes C*N por possuir maior deslocalizagao eletrénica

promovida pelos anéis da quinolina.
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Além da analise da natureza dos orbitais HOMO e LUMO, é possivel
construir a partir dos dados de TD-DFT, um diagrama de energia de seus orbitais
moleculares (OM) (Figura 18) para uma avaliagdo do efeito da protonagao do

grupo imidazol e substituigdo dos ligantes CAN nas energias destes orbitais.

Figura 18. Diagrama de energia para os orbitais singletos ocupados e

desocupados simulados por DFT para os complexos estudados.
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Nota-se que a presenca do préton no grupo imidazol do ligante 2-(2-
piridil)benzimidazol tende a estabilizar a energia dos orbitais HOMO em cada
acido conjugado. Estes dados corroboram com a discussao sobre a localizagao
dos orbitais HOMO nos complexos cujo o grupo imidazol esta desprotonado, em
que se propdem a contribuicdo de orbitais néo ligantes da fracdo benzimidazol
que por sua vez sdo mais energéticos que os orbitais ligantes dos complexos
C”N. Nos orbitais LUMO também é visualizado uma estabilizagdo energética
com a inserc¢ao do proton no grupo imidazol, o que corrobora com a melhora do
carater aceptor do ligante auxiliar fazendo com que os orbitais LUMO de todos
os complexos catidnicos estejam distribuidos sobre este ligante e promovendo
maior estabilizagdo que os demais casos. A insercao de diferentes ligantes C*N
por sua vez promove poucas mudangas nas energias destes orbitais entre os
diferentes complexos, entretanto destaca-se que o aumento de deslocalizacéo

eletrénica no ligante CAN, aproxima os orbitais LUMO e LUMO +1.
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Os dados de TD-DFT podem ser ainda comparados com parametros
eletroquimicos obtidos por voltametria ciclica. Na figura 19 sdo mostrados os
voltamogramas obtidos para cada complexo em meio de CH3CN anidro, com

TBAPFes como eletrdlito suporte.

Figura 19. Voltamogramas dos complexos Ir 1-H (vermelho) e Ir1 (laranja), Ir2
(amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (verde) em CH3CN anidra.
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Os dados voltamétricos confirmam a influéncia da

protonacao/desprotonacdo nos orbitais HOMO destas estruturas, ja que séo
observados voltamagramas anédicos com perfis distintos em fungéo do grau de
protonacdo dos complexos. As espécies catibnicas possuem um pico de
oxidacdo semi-reversivel caracteristico do par IV entre 0,81 € 0,95 V vs Fc/Fc*
(MARTINEZ-ALONSO et al., 2017; SUN et al., 2014), ao passo que 0s
complexos neutros apresentam dois picos de oxidagdo, sendo um semi-
reversivel referente ao mesmo processo de oxidacdo do centro metalico visto
nos complexos catidnicos, e outro irreversivel em menor potencial (0,67 a 0,71
V vs Fc/Fc*) que sugere ser referente a oxidagao do ligante auxiliar. A tabela 5
lista os potenciais de oxidacdo encontrados para cada par conjugado. Os
estudos de reversibilidade do pico redox referente ao centro metalico Ir(lll) estdo

apresentados no Apéndice C.
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Tabela 5. Parametros eletroquimicos dos complexos avaliados em CH3CN

anidra. Os potenciais apresentados sao vs Fc/Fc*.

Complexes Epa’ Epa? Epc?
Ir1-H - 0.95 0.81
Ir2-H - 0.85 0.71
Ir3-H - 0.81 0.67

Ir1 0.67 0.93 0.73
Ir2 0,68 1.0 0.75
Ir3 0.71 0.97 0.85

Estes dados se aliam com os resultados obtidos por TD-DFT e corroboram
com a conclusdo de que a presenga do préton imidazolico no ligante auxiliar
estabiliza o orbital HOMO de cada acido conjugado, que passam a ser
dominados pelos orbitais d do centro Ir3*. Observa-se ainda que a mudanga do
ligante auxiliar tem pouco influéncia sobre os potenciais andédicos. O complexo
Ir3 tem o primeiro potencial de oxidagao ligeiramente maior que os complexos
Ir1 e Ir2 em fungcdo da maior eletronegatividade do anel de 5 membros do 1-
fenilpirazol. Para os complexos Ir2 e Ir3, o par Ir'""V tem potencial maior que nos
respectivos acidos conjugados, o que coincide com o aumento do carater doador

de elétrons do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol apds a desprotonagao.

A fim de se investigar as propriedades de estado excitado dos sistemas
investigados, espectros de emissao de todos os complexos foram obtidos em

CHs3CN a temperatura ambiente, Figura 20.
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Figura 20. Espectros de emissao estacionaria em CH3sCN dos complexos Ir 1-H

(vermelho) e Ir1 (laranja), Ir2 (amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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Nota-se que seus maximos de emissao variam desde 500 nm para o Ir1
até 585 nm para o Ir2, o que mostra a modularidade da luminescéncia de
complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) seja pela utilizagao de diferentes ligantes
C”N seja pela protonagao/desprotonagao do ligante auxiliar. Todas as bandas
observadas sao largas e com pronunciado deslocamento de Stokes (acima de
160 nm) caracteristico de decaimentos radiativos provenientes de estados de
transferéncia de carga tripletos (POLO, 2007).

Na Figura 21 sdo mostrados os decaimentos de emissao dos complexos
Ir1, Ir2 e Ir3 em CH3CN.

Figura 21. Curvas de decaimento da emissdo dos complexos Ir1(laranja),

Ir2(amarelo) e Ir3(azul).
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As curvas de decaimento obtidas para todos os complexos mostram um
perfil de mono-exponencial. Na tabela 6 sdo apresentados os ®em juntamente
com os tempos de vida de estado excitado e constantes de decaimento para

cada complexo avaliado em meio de CH3CN.
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Tabela 6. Rendimentos quéanticos de emissao (Pem) a temperatura ambiente em
CHsCN.

Complexos @em T (ns) kr (105s™)
Ir1-H 0,020 + 0,001 - -
Ir1 0,067 £ 0,007 247 37,8
Ir2-H 0,013 £ 0,002 - -
Ir2 0,058 £ 0,003 822 11,5
Ir3-H 0,036 + 0,001 - -
Ir3 0,081 + 0,001 170 54,1

Observa-se que os complexos neutros apresentam maiores ®em que seus
respectivos acidos conjugados, onde para os pares conjugados Ir1/Ir1-H, 1r2/Ir2-
H e Ir3/Ir3-H, os ®em séo respectivamente 29,9%, 22,4% e 44,4 % maiores para
as espécies desprotonadas. Nota-se que enquanto os tempos de vida sao
maiores para os complexos Ir2 e Ir1, seus ®em seguem uma tendéncia contraria,
com o Ir2 possuindo a menor constante radiativa entre eles. Tal comportamento
sugere a existéncia de estados excitados diferentes entre estes complexos, dos
quais serao investigados a diante.

A fim de se investigar a natureza dos orbitais moleculares envolvidos nos
processos de emissao foram realizados calculos de NTO (Nature Transition
Orbitals). Estes calculos sao feitos a partir dos dados gerados por TD-DFT que
por sua vez fornecem estimativas de transigdes que envolvam mudanga de
multiplicidade (singleto para tripleto). Assim como foi mostrado nos dados de
absorc¢ao, foram calculados também as transicdes de menor energia para o
estado tripleto de cada complexo em meio de CH3CN. A partir da transicao
tripleto de menor energia gerada por TD-DFT, foram obtidos os NTOs de cada
estado para obtencdo do chamado par particula-buraco originado desta
transicao eletrénica e que representa a variacdo de densidade eletrbnica em
relagao ao estado fundamental quando um dado estado tripleto é populado.

Sendo assim, os NTOs auxiliam na determinagao dos principais orbitais

envolvidos no processo de populagdo do estado tripleto e que determinam a
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natureza do processo radiativo. Os NTOs da particula representam os orbitais
populados pelo elétron fotoexcitado enquanto os buracos correspondem aos
orbitais de origem desse elétron. A figura 22 apresenta as imagens referentes

aos NTO'’s gerados para cada estado tripleto de menor energia (T1).

Figura 22. Superficies de contorno referente ao par particula-buraco gerados

para a transi¢gdo T1 para cada um dos complexos.
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De acordo com os calculos é possivel notar que os estados T1 possuem
um alto grau de mistura entre 3MLCT e 3IL. Os estados T1 dos complexos Ir1,
Ir1-H, Ir3 e Ir3-H tém carater SMLCT entre os orbitais d do centro metalico e os
orbitais T* do ligante auxiliar (*MLCTiranysnan) com a contribuicdo 3IL centrada
nos orbitais 1 e T* do ligante auxiliar (3IL nansNan). J& nos complexos Ir2 e Ir2-H
por sua vez, os estados T1 possuem carater SMLCT entre os orbitais d do metal
e os orbitais T* dos ligantes doadores CAN (3MLCTirny>cn) aliado ao carater 3IL
centrado nos orbitais 1 e T* dos ligantes doadores CAN (3IL canscan).

Nota-se também que nos complexos Ir1 e Ir3 a contribuicdo dos orbitais
da fragdo benzimidazol do ligante auxiliar e do centro metalico sdo majoritarias
para a origem da particula fotoexcitada. Enquanto que para os respectivos
acidos conjugados (Ir1-H e 13-H) contribuicdes do ligante CAN podem ser
visualizadas nos NTOs referente aos buracos, conferindo assim algum carater

3LLCT ao extado excitado T1 dessas espécies, o que se justifica pelo forte carater
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doador sigma dos ligantes CAN. Esse alto grau de mistura para as espécies
protonadas leva a diminui¢gado do rendimento quéantico de emissao por favorecer
o decaimento nao-radiativo. Na Figura 23 é apresentado um diagrama referente

aos estados excitados de menor energia tripletos calculados por TD-DFT.

Figura 23. Diagrama referente aos estados tripletos de menor energia simulados
por TD-DFT.
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Nota-se que os complexos Ir2-H e Ir3-H apresentam maior proximidade
entre seus orbitais de menor energia tripletos, isto reflete em conversdes internas
mais facilitadas para estas duas espécies, o que corrobora com 0s ®em
determinados onde entre os dois pares conjugados Ir2/Ir2-H e Ir3/Ir3-H os
complexos cujo o anel imidazol esta protonado apresentam menor ®em aliado a
menor constante radiativa devido a menor distancia energética entre seus
estados excitados tripletos.

Informacgdes adicionais sobre a natureza dos estados emissores podem
ser obtidas por meio de ensaios de emissdo em meio vitreo a baixa temperatura

(77 K). Nessas condi¢gbes as transicdes ndo-radiativas sdo minimizadas em
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decorréncia da falta de mobilidade molecular e processos difusionais (KESTELL
et al., 2002). Como ¢ ilustrado na figura 24, uma molécula que possui um estado
emissor 3MLCT sofre uma mudanga significativa em seu momento dipolo quando
esta no estado excitado. Em emissores fosforescentes, caracterizados por
estados excitados emissores com momento de spin total diferentes do estado
fundamental, isto significa que o tempo de vida deste estado excitado pode
chegar a ordem de micro- ou milissegundos, o que é relativamente longo quando
comparado a emissores fluorescentes, onde o estado excitado tem tempo de
vida da ordem de nanosegundos.

Com o novo momento de dipolo gerado por um tempo consideravel, o
meio externo é forgado a se reorientar a fim de estabiliza-lo. Neste ponto a fluidez
do meio € determinante, pois em um meio fluido a temperatura ambiente as
moléculas do solvente podem se reorientar com maior grau de liberdade a fim
de promover esta estabilizagdo. Ocorre que quanto maior a rigidez do meio,
menor sera o grau de liberdade que o solvente tera, o que leva a
desestabilizagdo do extado excitado. (KAHLOW, 1987). Estados excitados que
levam a grandes variagdes de momento dipolo como 3MLCT ou 3LLCT tendem
a se desestabilizar em meio rigido enquanto estados centrossimétricos, como

3IL, sdo menos afetados.

Figura 24. llustragédo do efeito da rigidez do meio sobre a estabilizagao do
momento dipolo gerado em estado excitado *MLCT.
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Fonte: Adapatado de Polo, 2007.
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Na Figura 25 sdo mostrados os espectros de emissdo estacionaria obtidos
a 77 K para os complexos estudados a fim de elucidar a natureza de seus

estados emissores.

Figura 25. Espectros de emissdo estacionaria a 77 K (tracejado) e 300 K
(continuo) em propilnitrila/butilnitrila (5:4) dos complexos Ir1-H (vermelho), Ir1

(laranja), Ir2 (amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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Observa-se que a 77 K os espectros de emissao obtidos sofrem
deslocamentos hipsocrémicos, o que ocorre em virtude do chamado efeito
rigidocrémico explicado anteriormente, notado de forma mais pronunciada para
emissdes 3SMLCT (SAJOTO et al., 2009a). Observa-se que os complexos que
apresentam maiores deslocamentos hipsocrémicos com o aumento da rigidez
do meio sao os complexos Ir1-H e Ir3-H e Ir3 com deslocamentos de 64, 60 e 48
nm, respectivamente. Nestes casos pode ser atribuido que seus estados T1 tem
contribuicbes SMLCT/SLLCT. Para os complexos Ir1, Ir2-H e Ir2 sdo observados
deslocamentos hipsocromicos de 14, 13 e 22 nm, respectivamente, coincidindo
com o maior carater 3IL para os estados T1 destas espécies. O carater °IL para
o estado emissor do Ir2-H justifica o maior tempo de decaimento observado,
tendo em vista que estados 3MLCT decaem mais rapido que estados 3IL (WANG;
DEL GUERZO; SCHMEHL, 2004).

Portanto, € notério que todos os complexos estudados possuem pelo
menos dois estados excitados termicamente equilibrados envolvidos no
processo emissivo e que podem ser a principio distinguidos a baixas
temperaturas. A Figura 26 ilustra os dois tipos de sistemas encontrados para os
complexos avaliados. O sistema A representa o comportamento fotofisico dos
complexos Ir1-H, Ir3 e Ir3-H, ao passo que o sistema B representa o
comportamento fotofisico referente aos complexos Ir1, Ir2 e Ir2-H.
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Figura 26. Diagrama simplificado de energia para os processos envolvidos na

emissao dos complexos avaliados.
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A excitagdo destes complexos envolve transigbes 'MLCT e 'IL. O forte
acoplamento spin-orbita promovido pelo centro metalico leva ao cruzamento
interssistema e a populagdo dos estados tripletos 3MLCT (azul) e 3IL (vermelho).
Esses estados estao separados por diferencga de energia (AE) e tendem-se a se
equilibrar em meio fluido a temperatura ambiente, mas a 77 K o estado
SMLCT/LLCT se desestabiliza e a luminescéncia passa a ser dominada pelo
estado 3IL. (ZYSMAN-COLMAN, [s.d.]). Destaca-se que para o par Ir1/Ir1-H, a
simples protonacao/desprotonacdo do ligante 2-(2-piridil)benzimidazol é
suficiente para alterar a natureza do estado emissor.

Sabe-se que a taxa de decaimento radiativa pode ser afetada, assim como
o rendimento quantico de emissao, por transicdes nao-radiativas entre niveis
proximos e equilibrados termicamente (SAJOTO, 2009). Com o intuito de
observar o quao acessivel termicamente podem estar estes estados na classe
de complexos estudados e elucidar melhor o carater de cada orbital emissor,
foram realizados os ensaios de emissdao com variacdo de temperatura em
propionitrila/butironitrila (5:4) e em meio polimérico (PMMA). Na Figura 27 sao
apresentados o0s espectros de emissdo estacionaria obtidos em cada
temperatura. Os dados com variagao de temperatura mostram alteragdes do
maximo de energia, perfil da banda e intensidade de emissdo para cada

complexo (os espectros nao normalizados estao apresentados no D).
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de todos os complexos em baixa
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Assim como foi discutido nos experimentos a 77 K, os complexos que

apresentam maiores deslocamentos advindos do efeito rigidocrémico aliados a

uma mudanca do perfil da banda de emissao sio classificados como emissores

SMLCT/RLLCT. Nos dados com variagdo de temperatura é possivel notar o

gradual deslocamento que ocorre nos maximos de emissdo dos complexos Ir1-
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H, Ir3 e Ir3-H o que evidencia a desestabilizacdo da SMLCT/SLLCT que ocorre
com o aumento da rigidez do meio. E importante observar que o aumento da
energia de emissao (deslocamento hipsocrédmico) ocorre com a estruturagcéo
gradual da banda de emissdo, mostrando que existe mudanga do estado emissor
para 3IL, que é caracterizado por emissdes mais estruturadas.

Por outro lado, os espectros para os complexos Ir1, Ir2 e Ir2-H a diferentes
temperaturas apresentam baixos deslocamentos de seus maximos de emissao
e concomitantemente o aumento da estruturagcdo das bandas de emissao,
sugerindo que estes emissores 3IL ndo apresentam mudanca de estado emissor
durante o experimento com variagao de temperatura no intervalado avaliado.

A fim de avaliar a diminuicdo dos processos nao-radiativos pelo
crescimento do ®em foram plotadas as razdes das integrais dos espectros de
emissao a cada temperatura em fungao do valor obtido a 300 K. Esta razao nos
fornece uma aproximacéao, equacao 4, da variacdo do rendimento quantico em
funcao da temperatura ao considerar que a variagdo do quadrado do indice de
refracdo do solvente € anulada pela variacdo na absorbancia da amostra,
(Equacédo 5) (RAMOS et al., 2022; WORL et al., 1991). Na Figura 28 estéo

representadas as curvas de decaimento da emissao em fungao da temperatura.

St
b~ PP (5)
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Figura 28. Decaimento de emissdo dependente da temperatura para os
complexos estudados de 140 — 300 K em prop/but (5:4). Aexc= 350nm. Ir1-H

(vermelho), Ir1 (laranja), Ir2 (amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (laranja).
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Nota-se que os complexos que apresentam maior variagao de intensidade
relativa de emissao em funcédo da temperatura séo o Ir1, Ir2 e Ir3-H, enquanto
os complexos Ir1-H, Ir2-H e Ir3 tem variagdo consideravelmente menor. O
comportamento observado em funcdo da temperatura revela, portanto, a
complexidade dos processos de decaimento dessas espécies e as possiveis
interconversdes entre os diferentes estados excitados.

Como dito anteriormente, estados 3MLCT/ALLCT sao fortemente
desestabilizados em meios rigidos, enquanto a energia de estados %IL € menos
afetada. A medida que a temperatura do meio supera a regido de transic&o vitrea
(120-150 K), o rearranjo das moléculas de solvente em fungcdo da mudancga de
dipolo volta a ocorrer e a energia dos estados 3MLCT/ALLCT é reestabelecida.
Tal comportamento é evidenciado na Figura 27 por exemplo, em que 0 maximo
de emissédo das bandas larga e n&o estruturada praticamente ndo variam na faixa
de temperatura entre 160 e 300 K. Nessa regiao, as constantes de velocidade
associadas aos processos nao radiativos (cruzamento intersistema, conversao
interna) sofrem diferentes variagbes em fungéo da energia relativa dos estados
excitados e de sua natureza.

Esperar-se-ia, por exemplo, que as espécies protonadas teriam maior
variagao da intensidade de emissdo em razdo de um possivel equilibrio de
protonacao/desprotonacido, mas tal comportamento foi observado apenas para
a par Ir3/Ir3-H. Para os demais pares conjugados, as espécies desprotonadas
(Ir1 e Ir2) foram mais afetadas pela variagao da temperatura. Em ambos os casos
a emissao € majoritariamente advinda de estados 3IL, cujo decaimento radiativo
parece se beneficiar, a baixas temperaturas, da diminuicdo de interconversao
com os estados 3MLCT/ALLCT préoximos em energia. De fato, os estados
SMLCT/ALLCT tendem a decair para os respectivos estados fundamentais com
constantes de velocidade maiores que aquelas para estados ®IL devido a maior
ortogonalidade (EL-SAYED VOL; EL-SAYED, [s.d.]) justificando o menor efeito,
a baixas temperaturas, da diminuicdo de interconversdo para 0s emissores
SMLCT/ALLCT.

Na literatura, Tissa Sajoto, 2009 e Lifen Yang, 2008 descreveram para
outros complexos ciclometalados de Ir(lll) a existéncia de um equilibrio entre os
estados 3SMLCT e 3IL que pode ser termicamente controlado no intervalo de
temperatura avaliado (90 a 300 K) (SAJOTO et al., 2009b; YANG et al., 2008) o
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que corrobora para a hipétese levantada. Nao € possivel, porém, determinar a
partir dos dados disponiveis a principal razdo para as variagdes observadas
entre os diferentes pares conjugados. As variagdes relativas no ®em séo, por
definigdo, advindas de um somatério de fatores. Para maior elucidagdo da
influéncia da temperatura, seria necessario o monitoramento dos processos nao
radiativos empregando técnicas rapidas como a espectroscopia de absorg¢ao

resolvida no tempo na regido do infravermelho.

43. ENSAIOS DE BIOMARCAGAO.

Os complexos sintetizados foram testados como potenciais biomarcadores
em células Hela, para que se pudesse avaliar o efeito das variacdes estruturais
na permeabilizagdo celular dessas espécies, ja que se tem um gradiente de
lipofilicidade onde Ir2>Ir1>Ir3, assim como avaliar a influéncia da protonagao na
incorporagao celular bem como a compartimentalizagao destes complexos pela
célula.

Na comunicagdo de Murphy e colaboradores os complexos Ir1-H e Ir1
foram avaliados quanto a seletividade para marcacao de lisossomos em células
de CHO e no trabalho de Yu e colaboradores o complexo Ir1-H foi avaliado
quanto a sua propriedade anti-metastase e dano de lisossomo por terapia
fotodinamica (MURPHY et al., 2010; WANG et al., 2017). Estes dois relatos
chamam atencdo para a seletividade que o complexo Ir1-H possui frente a
localizagdo em uma classe especifica de organelas acidas (lisossomos)
justificando a avaliagdo da localizagdo celular dos demais complexos
sintetizados neste trabalho por meio de estudos de biomarcacéo.

Por se tratar de trés grupos de pares acido/base conjugados foram
realizados estudos com o objetivo de determinar suas constantes de dissociagao
protdnicas. Sabendo que os pares acido/base Ir1/Ir1-H, 1r2/Ir2-H e Ir3/Ir3-H,
possuem diferentes comprimentos de onda de absorgao em suas bandas MLCT
e diferentes comprimentos de onda emissdo, foi realizada uma titulagéo
espectrofotométrica (Figura 29) monitorada por UV-VIS (a) e por Emissao
Estacionaria (b) a fim de determinar a constante de dissociagao protonica (Kg)
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no estado fundamental e no estado excitado (Kg*), respectivamente. O estudo foi
realizado em meio de DMSO:H20 (1:1).

Figura 29. Titulagdo espectrofotométrica dos complexos Ir1-H, Ir2-H e Ir3H com
equivalentes de KOH em meio de DMSO/H20(1:1), monitorada por UV-VIS (Amax

espécie protonada) (a) e Emissao Estacionaria (Aem espécie desprotonada) (b).
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A partir do ponto de maior inflexdo da curva, onde 50% das espécies estao
na forma protonada e 50% na forma desprotonada em meio de DMSO/H20 (1:1)
€ estimado o valor corresponde ao pkg e pkg nas titulagbées monitoradas por UV-
VIS e Emissao Estacionaria, respectivamente. Os valores determinados estao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Constantes de acidez determinadas em meio de DMSO/H20(1:1),
monitorada por UV-VIS (Amax espécie protonada) e Emissado Estacionaria (Aem
espécie desprotonada).

Complexos pkp pks” kg kg "

Ir1-H S 11 6.5 6.5 3.1x107 3.1 x107
Ir2-H S Ir2 6.8 6.7 1.6 x 107 2.0 x 1077
Ir3-H S 1r3 6.4 6.7 4.0x 107 2.0x 107

O par conjugado Ir1-H/Ir1 possui seu pKg* descrito na mesma mistura de
solventes como sendo 6,6 (MURPHY et al., 2010)coincidindo com os dados
apresentados neste trabalho. Nota-se que nao ha mudanca significativa entre o
pKp e pKp* para nenhum dos complexos estudados e que, de acordo com a
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equacao de Handerson-Hasselbalch (Equacéo 6), em pH acima de 7,7 todos os
complexos estudados neste trabalho se encontram em sua forma desprotonada
(neutra), ao passo que pH abaixo de 5,4 a espécie que prevalece sao os acidos
conjugados ja que os maiores e menores pHs encontrados sdo 6,7 e 6,4,

respectivamente.

[base conjugada) (6)
[acido]

pH = pk, + log

Todos os seis complexos tiveram seus %uptake (taxa de incorporagéo)
determinados nas células HelLa por meio de medidas de emissao estacionaria
no qual seus espectros de emissdao obtidos para a quantificagdo estao

apresentados na Figura 30.

Figura 30. Espectros de emissao obtidos nos experimentos de incorporagao
dos complexos Ir1 (laranja), Ir1-H (vermelho), Ir2 (amarelo) e Ir2-H (preto), Ir3
(azul) e Ir3-H (verde) nas células HelLa. Onde a linha continua se refere a
emissao do complexo incorporado na célula e a linha tracejada se refere ao

complexo presente no sobrenadante.
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E possivel observar nos espectros de emiss&do que os pares conjugados
apresentam o mesmo perfil de banda de emissao entre si. Este comportamento
se deve a utilizacdo de meios tamponados com pH ~ 7,2. Nesta condi¢ao, as
espécies presentes no meio para incorporagao celular sdo majoritariamente as
especies desprotonadas, ou seja, Ir1, Ir2 e Ir3. Na Figura 31 € apresentado os

%Uptake determinados com base na equagéao 1.
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Figura 31. %Uptake determinado para os complexos incubados por 4 h com
concentragcédo de 1 uM. Ir1 (laranja), Ir1-H (vermelho), Ir2-H (preto), Ir2 (preto),
Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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Nota-se que o aumento de lipofilicidade do Ir1 para o Ir2 nédo
proporcionaram mudangas nos percentuais de incorporacdo, enquanto o
aumento de hidroflicidade (Ir3) aumentou significativamente o percentual de
incorporagao destes complexos nas células HeLa, mostrando %uptake acima de
40%. O %uptake é importante para avaliar o quanto cada complexo interage com
a membrana celular e penetra a célula. Este mecanismo depende em geral de
caracteristicas como lipofilicidade/hidrofilicidade, carga e tamanho das
estruturas empregadas (ZHAO; HUANG; LI, 2011). Portanto, a maior
permeabilizacdo dos complexos Ir3 e Ir3-H pode se dar em decorréncia de seu
menor tamanho em relagdo aos demais complexos.

Observa-se que ndo ha diferenga entre os acidos/bases conjugados em
relacao aos %uptake determinados o que se alinha com a discussao de que nas
condicbes de incorporacdo, a maior parte das espécies encontradas sao

referentes aos complexos na forma desprotonada.

Nos demais ensaios, a avaliagao da luminescéncia dos complexos se deu
em sistemas aerados. Em amostras fosforescentes o O2 atua como supressor
no decaimento de seu estado excitado, logo foram determinados os 1 para todos
os complexos em sistemas aerados no qual seus valores estao apresentados na

tabela 8 (curvas de decaimento estao no apéndice E).
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Tabela 8. Tempos de vida no estado excitado para os complexos estudados em

meio de CH3CN aerado.

Complexos Ir1-H Ir1 Ir2-H Ir2 Ir3-H Ir3

7 (ns) 63,7 32,5 157 97,0 | 683 | 439

Nota-se que a emissdo destes complexos possui decaimento, em
sistemas aerados, acima dos tempos de atraso tipicamente empregados em
estudos de imageamento celular por emissao resolvida no tempo (~10 ns)
(SCHNECKENBURGER et al., 2004), o que viabilizaria o uso destes complexos
até mesmo em estudos como estes. Neste trabalho porém foram empregadas
apenas técnicas de emissao estacionaria para avaliar a incorporagao destes
complexos em células HelLa, como sera mostrado a seguir.

A fim de se obter maiores informacdes sobre a incorporacao celular das
espécies em estudo, foram realizados experimentos de citometria de fluxo com
a utilizacao do filtro KO525 (Aexc=405 nm e Aem = 525 nm). Na Figura 32 sao
mostrados os mapas de granulosidade e tamanho das células obtidos e que
permitem avaliar a morfologia das células antes e apds a incorporagdo dos

complexos.



Figura 32. Relagdo de tamanho x granulosidade

marcacao com Hela.
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Nota-se que a marcagdo com os complexos de Ir(lll) estudados nao
apresentou indicios de alteragao na morfologia das células HelLa, uma vez que
as populagbes sem marcacao apresentam mapas de granulosidade e tamanho
de células similares aos das amostras marcadas. Isto sugere que a incorporagéo
destes marcadores nas condi¢des avaliadas nao causa danos significativos nas
células avaliadas inerente de uma baixa citotoxicidade destes complexos neste
conjunto de células. Na Figura 33 sdo mostrados os histogramas obtidos por

citometria de fluxo diante a incorporacao de cada complexo.

Figura 33. Histogramas obtidos para os complexos avaliados em células HelLa
sob utilizacao do filtro KO525 com tempos de incubacgao de 4 h e concentracao

de 1 yM. A barra em preto indica o final da autofluorescéncia das células.
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Observa-se significativa quantidade de células marcadas para todos os

complexos avaliados, no qual em todos os casos o numero de células que
apresentam emissao € maior que a emissdo advinda da autofluorescéncia
celular. Para auxiliar na quantificacdo das popula¢des de células marcadas, os

percentuais para cada complexo sao apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Percentual de células marcadas determinados com base nos
histogramas obtido para os complexos avaliados em células HelLa sob utilizagao
do filtro KO525 com tempos de incubacéo de 4 h e concentragcao de 1 pM. Ir1

(laranja), Ir1-H (vermelho), Ir2 (amarelo), Ir2-H (preto), Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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E interessante que, de acordo com a citometria, ndo ha diferencas entre
os marcadores testados, no qual todos os complexos avaliados,
independentemente de suas modulagbes estruturais conseguem marcar
populagdes acima de 70%.

Para auxiliar no entendimento sobre a regido celular em que os complexos
atuam, foram realizados experimentos de microscopia confocal onde s&ao
coletados imagens das células sob a excitacdo de feixes especificos. Nos
experimentos em questao optou-se pela utilizagao de marcadores fluorescentes
padrées para o nucleo celular (To-Pro-3) e lisossomos (Lysotracker Yellow)
incorporados juntamente com os complexos avaliados.

Inicialmente sao apresentadas imagens referentes aos controles

realizados com o To-Pro-3 e Lysotracker Yellow (LTY) (Figura 35).
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Figura 35. Imagens obtidas por microscopia confocal para marcagao com To-
Pro—-3elLTY.

TO-PRO - 3 COMPLEXO

MERGE

Nota-se que os padrbes utilizados mostraram bons sinais nos canais

utilizados e que além disso as regides das células marcadas pelo To-Pro-3 e
LTY se alinham bem com as morfologias esperadas para o nucleo e lisossomos,
respectivamente. Este experimento, além de evidenciar o bom funcionamento
destes marcadores padrdes nas células Hela, sdo mostrados a fim de evidenciar
que nao ha marcagao por nenhum destes dois padrées no canal selecionado
para os complexos.

Na figura 36 sao mostradas imagens referentes a marcagédo com o To-

Pro-3 e um dos complexos (Ir3-H).
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Figura 36. Imagens obtidas por microscopia confocal para marcagao com To-
Pro — 3 e Ir3-H.
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Nota-se que o complexo Ir3-H apresenta emissédo na célula e que sua
localizagdo na célula se da na regidao perinuclear, mostrando que os
experimentos de marcacdo com este complexo apresentaram bom
funcionamento. Entretanto € necessario observar que o complexo Ir3-H também
apresentou emissao no canal referente ao LTY, uma emissado fraca, porém
presente neste canal, evidenciando que nos parametros utilizados o complexo
Ir3-H interfere na imagem referente a marcagdo com LTY. Sabe-se que todos os
complexos estudados neste trabalho abrangem a faixa de emissao de 500 a 700
nm, logo assume-se que todos interferirdo no canal de emissdo do LTY.

Na tentativa de avaliar as influéncias desta interferéncia em estudos de
colocalizacdo com o LTY, foram realizadas incubacgdes distintas para os
complexos Ir1, Ir1-H, Ir2 e Ir2-H, no qual cada complexo foi incubado juntamente
os padrdes To-pro-3 e LTY (Figura 37). Estes complexos foram escolhidos a fim
de obter um comparativo com a literatura (I11-H) e emissées mais deslocadas

para o vermelho que se aproximassem ainda mais da emissao do LTY.
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Figura 37. Imagens obtidas por microscopia confocal para marcagao com os

complexos Ir1 e Ir1-H, Ir2 e Ir2-H.

To-Pro-3

MERGE (Ir1-H + LTY)
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Nota-se que ambos complexos possuem localizacdes muito parecidas
entre si, além de estarem em regides perinucleares semelhantes com o que foi
relatado para o complexo Ir1-H no trabalho de Yu e colaboradores onde o
coeficiente de correlagdo de Pearson’s (PCC) entre o complexo Ir1-H e seu
marcador padrao de lisossomos, reportado na comunicacdo de Yu e
colaboradores foi de 0,57 (WANG et al., 2017). Neste trabalho optou-se por
reportar os coeficientes de correlagao de Person’s assim como os coeficientes



85

de correlacdo de Mander’s. Os coeficientes determinados estdo apresentados
tabela 8.

Tabela 8. Coeficientes de correlagéo de Pearson’s (PCC) e Mander's (M1 e M2)
determinado a partir das imagens de microscopia confocal para a colocalizag&o

dos complexos com o LTY.

M1 (LTY em M2 (complexo
Complexos PCC
Complexo) em LTY)
Ir1 0.608 0.511 0.933
Ir-H 0.75 0.719 0.953
Ir2 0.943 0.911 0.992
Ir2-H 0.949 0.961 0.98

Uma vez que foi mostrado a interferéncia que os complexos testados tém
frente ao canal de emissao do LTY, é esperado que valores superestimados de
PCC sejam obtidos, ja que ha sinais com a mesma origem presentes nos dois
canais de monitoramento. Entretanto, determinagdes menos superestimadas
sobre esta colocalizagdo podem ser obtidos através do coeficiente de correlagcéo
de Mander’s referente a sobreposi¢gao da marcacao do LTY sobre a marcacgao
dos complexos, uma vez que a marcagdo com LTY nao aparece no canal
referente aos complexos. A sobreposi¢cao do complexo sobre a marcacdo do LTY
por sua vez, evidencia claramente que existe marcagao inerente do complexo
presente no canal do LTY mostrando coeficientes acima de 0,90 para todos os
complexos.

Nota-se que ocorre um aumento dos coeficientes de correlacédo
significativo para o complexo Ir2-H. Este complexo teve sua emissao adquirida
em 558 nm, enquanto os complexos Ir1-H e Ir1 tiveram suas emissdes centradas
em 531 e 521 nm, respectivamente. Portanto nota-se que os coeficientes de
correlacdo aumentam a medida que o comprimento de onda de emissao dos
complexos € mais préximo do comprimento de onda do LTY (596 nm), o que
evidencia o efeito de suas sobreposicdes nos estudos de colocalizagdo. Logo
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nao foi possivel realizar estudos de colocalizacdo com a utilizagdo do LTY, uma
vez que um marcador com emissao mais distante dos complexos é necessario.

Na Figura 38 sado apresentadas imagens referentes aos complexos Ir3 e
Ir3-H nas células HeLa. Como foi notado a inconsisténcia dos estudos de
colocalizacdo com a utilizacdo do LTY, as marcagbes com os complexos Ir3 e

Ir3-H foram realizadas com o acréscimo apenas do To-Pro-3.

Figura 38. Imagens obtidas por microscopia confocal para marcagao com os

complexos Ir3 e Ir3-H.

TO-PRO-3 MERGE
TO-PRO -3 Ir3-H MERGE

Observa-se que este par conjugado apresentou menor emissao quando
incorporado nas células Hela, apesar de estarem localizados em regides
parecidas com os demais complexos mostrados anteriormente. A menor
intensidade de sinal para este par conjugado € esperada uma vez que este
sistema possui menor €, o0 que prejudicou a avaliagao de sua marcagao com um
laser excitacao no visivel (488 nm).

Portanto nota-se que assim como tem sido relatado por outras
comunicagdes, os complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) sdo fortes candidatos
para biomarcagao de células assim como mostram boa especificidade para
marcacao compartimentalizada nas células (ZHAO et al., 2010). Neste trabalho,
foi evidenciado a o6tima incorporagao celular que estes complexos de Ir(lll)

possuem frente as células HeLa além de apresentar imagens de microscopia
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confocal que sugerem a localizacdo destes complexos distribuida pelo

citoplasma e com potencial especificidade para marcagéo de lisossomos.

5. CONCLUSOES

Os seis complexos bis-heterolépticos de Ir(lll) contendo o ligante 2-(2-
piridil)benzimidazol como ligante auxiliar foram sintetizados com adequada
pureza conforme evidenciado pelas técnicas de 'H RMN, CHN e DRX de
monocristal. Seus comportamentos fotofisicos foram estudados em meio fluido
e rigido no qual notou-se que a adicdo e remogao do préton imidazolico do
ligante auxiliar causa mudancas significativas em seus maximos de emissao. Foi
possivel observar emissores 3MLCT (Ir1-H, Ir3-H e Ir3) e 3IL (Ir1, Ir2 e Ir2-H),
com destaque para o par conjugado Ir1/Ir1-H, em que o grau de protonagéo leva
a grandes alteracgdes fotofisicas em solugdes fluidas a temperatura ambiente,
mudando inclusive a natureza do estado emissor.

Os complexos Ir2/Ir2-H sdo ambos emissores 3IL no qual apresentaram
os menores Pem dentre todos os complexos, ao passo que para o par conjugado
Ir3/Ir3-H, ambos mostraram emissdes 3MLCT, apresentando os maiores ®em
dentre os complexos estudados. Notou-se com base nos dados de TD-DFT que
a protonagao do ligante imidazol, nestes dois pares conjugados, causa uma
aproximagao energética de seus estados tripletos excitados, fazendo com que
os complexos Ir2-H e Ir3-H apresentem menores ®em que seus pares
conjugados. O aumento de densidade eletronica nos ligantes C*N mostrou
estabilizar emissées 3IL diminuindo os ®em, ao passo que menores ligantes CAN
aumentam o carater 3SMLCT do estado emissor e seus ®em. Os experimentos de
emissao com variagao de temperatura mostraram a existéncia de processos nao-
radiativos complexos para serem estudados sem o auxilio de outras técnicas
resolvidas no tempo, dos quais estudos futuros poderdo contribuir para
elucidacao e racionalizacido destes processos.

A avaliagdo do potencial destes complexos como biomarcadores foi
realizada por meio de experimentos com células HelLa no qual estes ensaios
revelaram que os complexos testados sao bons candidatos para biomarcacao
de células, mostrando luminescéncia significativa sobre o citoplasma celular,

além de mostrarem o6timos %uptake, adequada estabilidade para marcacéao
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celular e auséncia de danos na morfologia celular que sugerem baixas
toxicidades destes complexos nas condigdes avaliadas neste trabalho. Notou-se
que estruturas menores tendem a aumentar significativamente os %uptake, no
qual o complexo Ir3 apresentou maior incorporagdo entre os demais (42%).
Entretanto notou-se que o aumento do € nestas estruturas exerce papel
importante para aquisicdo de boas imagens, logo os complexos Ir2/Ir2-H por
possuirem maior insaturagdo mostraram marcagao mais intensa. De acordo com
os dados de microscopia confocal os complexos estudados ndo apresentam
grandes diferengas na colocalizagdo entre eles dos quais poderdo ser mais

explorados em trabalhos futuros.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Demais estudos fotofisicos com a utilizacdo de técnicas resolvidas no
tempo poderao ser realizados para compreender os processos nao-radiativos
envolvidos em cada complexo e caracteriza-los quanto as suas constantes de
velocidade e sua dependéncia com a temperatura.

Estudos futuros com a utilizagdo de marcadores comerciais de lisossomos
cujo seus espectros de absorgao e emissao sejam mais distantes dos complexos
avaliados como potenciais biomarcadores poderao ser realizados com o objetivo
de avaliar com maior precisdo a colocalizagdo destes complexos sobre
marcadores comerciais especificos para lisossomos podendo discutir sobre
possiveis variagdes da marcagcdo compartimentalizada sobre os lisossomos

entre os diferentes complexos estudados.
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7. APENDICE

A.Espectros de 'H - '"H COSY em DMSO d® dos complexos Ir1, Ir1-H, Ir2 e
Ir2-H, 400 MHz.

Figura A1. Espectro de 'H - "H COSY em DMSO d® do complexo Ir1, 400 MHz.
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Figura A2. Espectro de 'H - '"H COSY em DMSO d® do complexo Ir1-H, 400
MHz.
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Figura A3. Espectro de 'H - '"H COSY em DMSO df do complexo Ir2, 400 MHz.
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Figura A4. Espectro de 'H - '"H COSY em DMSO d® do complexo Ir2-H, 400
MHz.
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B.Espectros de absorg¢ao no UV-VIS (experimental) com suas respectivas

forcas de osciladores teéricas otimizadas por DFT-TD em CHsCN.

Figura B1. Espectro de absorg¢ao na regiao UV-VIS do complexo Ir1 em CH3CN.
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Figura B2. Espectro de absor¢do na regido UV-VIS do complexo Ir1-H em
CHsCN.
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Figura B3. Espectro de absorc¢ao na regiao UV-VIS do complexo Ir2em CHsCN.
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Figura B4. Espectro de absor¢do na regido UV-VIS do complexo Ir2-H em
CHsCN.
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Figura B5. Espectro de absorc¢ao na regiao UV-VIS do complexo Ir3em CHsCN.

6x10"
4
5x10* Jdos
t
o
4 -
4x10 E
g
W 3x10' S 1926
D
=]
1]
2x10* 4 -4
(=)
401 ('8
1x10* ‘
O . Ih‘l 'llll } I|!| T ‘ |' . - 1 r : v 00
250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de Onda (nm)

Figura B6. Espectro de absor¢ao na regido UV-VIS do complexo Ir3-H em
CHsCN.
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C.DADOS CRISTALOGRAFICOS.

Tabela C1. Dados cristalograficos do complexo Ir3-H.
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Formula Empirica

C31H27N7OPFlr

Massa molar (g.mol ") 850,76
Temperatura de coleta (K) 200(2)
Comprimento de Onda (A) 0,71073
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P2i/n

a = 15,0906(6) A

o= 90,000(5)°.

Paradmetros da cela unitaria b=13,0560(13) A B=110,89°.
c=17,144 A v =90°.
Volume (A3) 3155, 8(3)
4 4
Densidade calculada (mg.m-*) 1,791
Coeficiente de absor¢do (mm™) 4,355
F(000) 1664
Intervalo de © (°) 4,728 até 29,342
-20a20
Intervalo de Akl -17a17
-23 a2l
Reflexdes coletadas 24390

Reflexdes unicas (Rint)

8487 [R(int) = 0,0974]

Completude para © = 25,242°

99,2 %

Coeficiente de transmissdo max.; min.

0,6641 ¢ 0,3953

Método de refinamento

Minimos quadrados de matriz completa em F?

Qualidade do fit em F?

0,985

R [I>20(D)]; wR

R1=10,0542, wR2 =0,1322

R (todos os dados), wR

R1=10,0811, wR2 = 0,1440

Coeficiente de Extingdo

0,0076(5)

Apméx‘ Apmin (e. AJ)

2,214; 2,655

Tabela C2. Coordenadas atdmicas (x10*) e parametros de deslocamento
isotrépicos equivalentes (A2x103) para piair. U(eq) é definido como um tergo do

traco do tensor Ul ortogonalizado.

X

y z U(eq)

P(1) 2277(2)

5303(2) 8960(2) 67(1)
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c(12) 5746(6) 5594(6) 8433(6) 61(2)
0(18) 2600(5) 8259(7) 8566(5) 86(2)
c(9) 1870(9) 8417(13) 7855(10) 122(5)
IR1 7072(1) 8673(1) 8704(1) 37(1)
c(5) 4028(6) 10959(6) 9042(5) 54(2)
NQ) 7760(4) 8465(4) 9938(4) 41(1)
N(1) 5863(4) 9303(4) 8891(4) 41(1)
N(6) 7185(5) 8731(4) 7072(4) 47(1)
N(5) 6575(4) 8958(4) 7470(3) 40(1)
NQ) 6138(4) 7370(4) 8561(4) 39(1)
C(40) 8101(4) 7988(5) 8380(5) 41(2)
C(30) 7924(4) 9932(5) 8958(4) 37(1)
Cc@3l) 8842(5) 7391(6) 8839(5) 49(2)
CQ2) 5980(6) 11186(5) 9260(5) 49(2)
C(9) 5280(5) 7575(5) 8602(5) 45(2)
c(13) 6361(6) 6387(6) 8476(5) 52(2)
c(1) 5529(5) 10254(6) 9036(4) 44(2)
N(@4) 8405(4) 9217(5) 10323(4) 53(2)
C(33) 9413(6) 7247(6) 7699(6) 61(2)
C(8) 5151(5) 8658(5) 8751(4) 42(1)
C(6) 4572(5) 10124(6) 8939(5) 47(2)
N(7) 4353(4) 9113(5) 8762(4) 46(1)
C(22) 8507(7) 8036(7) 11260(5) 66(2)
C(4) 4486(6) 11886(6) 9255(5) 55(2)
@) 5450(6) 11997(6) 9367(5) 53(2)
c(1) 4868(6) 5817(7) 8473(7) 63(2)
c2l) 7853(5) 7761(6) 10515(5) 50(2)
Cc(32) 9516(5) 7029(6) 8524(6) 54(2)
C(29) 8014(5) 10669(5) 8413(5) 46(2)
C(39) 5813(6) 9405(7) 6885(5) 59(2)
C(10) 4632(6) 6309(6) 8555(5) 53(2)
C(26) 9140(6) 10816(6) 10106(6) 67(2)
C(28) 8663(6) 11457(6) 8704(6) 59(2)
C(38) 5951(9) 9449(8) 6132(6) 82(3)
C(35) 7996(5) 8182(6) 7543(5) 46(2)
C(34) 8651(6) 7815(6) 7204(5) 57(2)
c@27) 9216(7) 11538(7) 9533(7) 71(2)
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C(37) 6824(8) 9005(8) 6271(6) 74(3)
C(23) 8882(7) 8978(8) 11131(6) 69(2)
C(25) 8493(5) 10015(6) 9787(5) 51(2)
FQ21) 2135(11) 4801(10) 9748(9) 106(3)
F(22) 1779(10) 4320(11) 8359(10) 106(3)
F(23) 3161(9) 4530(11) 9324(10) 106(3)
F(24) 2649(17) 5798(14) 8300(13) 106(3)
F(25) 2842(11) 6209(10) 9614(10) 106(3)
F(26) 1374(9) 5892(10) 8447(9) 106(3)
F(11) 1585(16) 5008(16) 9430(15) 112(4)
F(12) 1446(12) 4769(16) 8299(11) 112(4)
F(13) 2842(15) 4315(13) 8881(14) 112(4)
F(14) 2670(30) 5590(20) 8244(17) 112(4)
F(15) 3260(12) 5809(16) 9578(11) 112(4)
F(16) 1891(15) 6388(11) 9140(14) 112(4)

Tabela C3. Comprimentos de ligagdo (A) e angulos (°) do complexo Ir3-H.

P(1)-F(12) 1,527(15)
P(1)-F(26) 1,539(13)
P(1)-F(24) 1,570(18)
P(1)-F(11) 1,576(13)
P(1)-F(13) 1,579(15)
P(1)-F(14) 1,583(17)
P(1)-F(21) 1,583(14)
P(1)-F(16) 1,602(14)
P(1)-F(23) 1,611(14)
P(1)-F(15) 1,624(15)
P(1)-F(25) 1,643(15)
P(1)-F(22) 1,650(15)
C(12)-C(13) 1,375(11)
C(12)-C(11) 1,382(11)
0(18)-C(1S) 1,336(14)
IR1-N(5) 2,010(5)

IR1-N(3) 2,016(6)

IR1-C(40) 2,032(5)

IR1-C(30) 2,036(6)




IR1-N(2

C(5)-C(6

N@3)-N4

N(1)-C(1

N(6)-N(5

N(5)-C(39

N(2)-C(9

C(40)-C(35

C(30)-C(29

C(33)-C(32

C(22)-C(23)

P Pyver
O oo
P Py

C(11)-C(10

C(39)-C(38

C(26)-C(25)

2,167(5

1,413(10

1,373(9

1,395(9

1,361(7

1,359(10

1,348(8

1,410(10

1,380(9

1,377(10

1,381(10

1,404(9

1,426(10

1,397(12

1,368(10

1,404(13

1,364(12

1,380(12

1,402(11)




C(38)-C(37

F(26a)-P(1)-F(24

F(12b)-P(1)-F(13

F(12b)-P(1)-F(14

F(13b)-P(1)-F(14

F(24a)-P(1)-F(21

F(11b)-P(1)-F(16

F(14b)-P(1)-F(16

F(24a)-P(1)-F(23

F(12b)-P(1)-F(15

F(13b)-P(1)-F(15

F(16b)-P(1)-F(15

F(24a)-P(1)-F(25

F(23a)-P(1)-F(25

F(24a)-P(1)-F(22

F(23a)-P(1)-F(22)

N(5)-IR1-C(40

N(5)-IR1-C(30)

Ci 13i-Ci12i-Ci11i 118,6i7i

1,380(14

81,5(10

83,6(11

87,9(14

76,3(13

167,711

76,4(10

101,8(12

94,5(10

170,99

89,6(11

79,9(11

87,909

91,7(7

94,009

83,4(7

80,2(3

92,6(3)
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C(40)-IR1-C(30 85,902
N(@3)-IR1-N(1 92,42
C(30)-IR1-N(1 99,5(2
N(3)-IR1-N(2 94,8(2
C(30)-IR1-N(2 173,6(2
C4)-C(5)-C(6 116,9(7
C(21)-N(3)-IR1 139,2(5
C(8)-N(1)-C(1 106,1(5

C(1)-N(1)-IR1 139,1(4

C(37)-N(6)-C(35 133,2(6

C(39)-N(5)-N(6 105,6(6
N(6)-N(5)-IR1 115,0(4

C(13)-N(2)-IR1 125,6(5

C(31)-C(40)-C(35 117,5(6

C(35)-C(40)-IR1 112,3(5
C(25)-C(30)-IR1 1 13,4i5i
ci40i-ci31i-ci32i 122,3i7i
Nizi-ci9i-ci10i 121,8i7i
C(10)-C(9)-C(8) 125,1(6)




C(2)-C(1)-N(1

N(1)-C(1)-C(6

C(23)-N(4)-C(25

C(34)-C(33)-C(32

N1)-C(8)-C(9

N(7)-C(6)-C(1

C(1)-C(6)-C(5

C(21)-C(22)-C(23

C(2)-C(3)-C4

N(3)-C(21)-C(22

C(30)-C(29)-C(28

C(11)-C(10)-C(9

C(27)-C(28)-C(29

C(34)-C(35)-N(6

N(6)-C(35)-C(40

C(28)-C(27)-C(26) 120,3i 8i

101

131,3(6

107,1(6

133,8(7

120,1(6

120,0(5

107,4(6

120,7(7

106,4(7

121,6(7

111,6(7

120,1(7

119,2(7

121,4(8

122,5(7

115,9(5

Ni4 i-Ci23 i-Ci22i 105,4i 8 i
Ci30i-Ci25i-Ni4i 116,1i6i
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Tabela C4. Parametros de deslocamento anisotropico (A2x 103) para piaoir. O
anisotropico expoente do fator de deslocamento assume a forma: -2p2[
h2a*2u11 + . +2hka*b* U12].

Ull U22 U33 U23 U13 U12
P(1) 73(2) 57(1) 83(2) 4(1) 42(1) -4(1)
C(12) 64(5) 42(4) 88(6) -10(4) 39(5) -2(4)
o(18) 54(3) 98(5) 109(6) 23(5) 33(4) -9(4)
c(1S) 84(8) 143(12) 117(12) 37(11) 11(8) -16(8)
IR1 39(1) 40(1) 40(1) 0(1) 23(1) 0(1)
C(5) 58(4) 55(4) 58(5) 10(4) 33(4) 11(4)
NQG) 49(3) 42(3) 39(3) -1(2) 25(2) 12)
N(1) 38(3) 51(3) 46(3) 3(3) 28(2) 7(2)
N(6) 63(4) 46(3) 39(3) 12) 29(3) 1(3)
N(5) 47(3) 42(3) 34(3) -1(2) 18(2) 0(2)
NQ) 41(3) 38(3) 43(3) 3(2) 21(2) -6(2)
C(40) 36(3) 43(3) 58(4) -9(3) 34(3) 13)
C(30) 39(3) 29(3) 49(4) -8(3) 22(3) -8(2)
Cc@31) 45(4) 50(4) 57(4) -6(4) 27(3) 3(3)
C(2) 55(4) 51(4) 52(4) -1(3) 33(3) 3(3)
C(9) 48(4) 49(4) 46(4) 1(3) 27(3) -1(3)
C(13) 51(4) 55(4) 58(4) -4(4) 29(3) -4(3)
c(1) 50(4) 52(4) 40(4) 4(3) 27(3) 5(3)
N(@) 56(3) 59(4) 45(3) -1(3) 19(3) 2(3)
C(33) 55(4) 62(5) 83(6) -14(4) 47(4) 0(4)
C(®) 38(3) 49(4) 45(3) 8(3) 25(3) 4(3)
C(6) 48(4) 57(4) 50(4) 8(3) 32(3) 9(3)
N(7) 42(3) 50(3) 54(3) 13) 27(3) 33)
C(22) 81(6) 71(6) 46(4) 17(4) 24(4) 5(5)
C(4) 66(5) 54(4) 57(5) 6(4) 37(4) 15(4)
Q) 72(5) 50(4) 53(4) 2(3) 40(4) 1(4)
c(11) 62(5) 51(5) 95(7) -6(5) 34(5) -17(4)
C(21) 56(4) 49(4) 53(4) 53) 30(3) 2(3)
C(32) 38(3) 58(4) 71(5) -9(4) 25(3) 6(3)
C(29) 39(3) 50(4) 53(4) -1(3) 23(3) 0(3)

C(39) 61(5) 62(5) 53(5) 9(4) 19(4) 16(4)
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C(10) 54(4) 47(4) 63(5) 2(4) 29(4) -2(3)
C(26) 70(5) 50(5) 72(6) -2(4) 14(4) -16(4)
C(28) 62(5) 42(4) 81(6) 2(4) 35(5) -10(3)
C(38) 115(8) 83(7) 44(5) 7(5) 25(5) 29(6)
C(35) 48(4) 49(4) 52(4) 9(3) 32(3) -5(3)
C(34) 71(5) 55(4) 69(5) -16(4) 54(4) -8(4)
C(27) 70(6) 63(5) 74(6) 1(5) 20(5) 21(4)
C(37) 124(8) 59(5) 57(5) 8(5) 54(5) 19(6)
C(23) 67(5) 80(6) 47(4) 2(5) 6(4) -9(5)
C(25) 51(4) 50(4) 56(4) -4(3) 25(3) -5(3)
F(21) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(22) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(23) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(24) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(25) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(26) 107(5) 95(4) 125(5) 3(3) 53(4) 0(3)
F(11) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
F(12) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
F(13) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
F(14) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
F(15) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
F(16) 127(7) 108(7) 135(8) -3(5) 87(6) -12(5)
Tabela C5. Ligacdes de hidrogénio por piaoir [A e °].

D-H... d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(7)-H(7)...0(18) 2,778(8) 174,5
O(18)-H(1S)...F(252) 3,172(15) 159,4
O(18)-H(1S)...F(16b) 2,973(17) 165,0
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E.CURVAS DE DECAIMENTO DE ESTADO EXCITADO EM CH:CN NA
PRESENCA DE O:

Figura E1. Curva de decaimento para os complexos Ir1 (laranja) e Ir1-H

(vermelho).
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Figura E2. Curva de decaimento para os complexos Ir2 (amarelo) e Ir2-H (preto).
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Figura E3. Curva de decaimento para os complexos Ir3 (azul) e Ir3-H (verde).
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