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1. RESUMO 

A bioimaxe é unha ferramenta fundamental en moitas áreas da bioloxía e da 

biomedicina que experimentou grandes avances nos últimos anos. Unha das técnicas 

máis empregadas en bioimaxe é a microscopía de fluorescencia, facendo uso de 

sondas luminiscentes que funcionen como marcadores. Existen moitos tipos de 

sondas luminiscentes diferentes, podendo destacar polas súas propiedades fotofísicas 

características as baseadas en complexos con ións lantanoides. No presente traballo 

realizouse un estudo fotofísico comparativo de 5 complexos de Eu(III) con ligandos 

derivados do macrociclo DO3A (DO3A-p-metoxiacetofenona, DO3A-o-

metoxiacetofenona, DO3A-p-hidroxiacetofenona, DO3A-o-hidroxiacetofenona e DO3A-

o-aminoacetofenona), análogos a complexos de Gd(III) xa estudados en bibliografía 

como axentes de contraste en IRM. A maiores, sintetizouse un sexto complexo cunha 

nova funcionalización do DO3A  (DO3A-N-metilftalimida acetamida), que foi 

caracterizado estrutural e fotofísicamente. Como parte do estudo fotofísico realizado 

para  os 6 complexos anteriores analizáronse os seus espectros de absorción, 

excitación e emisión, determináronse os seus rendementos cuánticos de emisión, 

tempos de vida do estado excitado e número de hidratación. Finalmente, levouse a 

cabo un ensaio preliminar da biocompatibilidade do complexo sintetizado (Eu(DO3A-

MFAM)) mediante un estudo de viabilidade celular en células HFF-1. 

Palabras chave: lantanoides, sondas luminiscentes, bioimaxe, química de 

coordinación, europio, complexos metálicos, viabilidade celular. 

RESUMEN 

La bioimagen es una herramienta clave en muchas áreas de la biología y la 

biomedicina que ha experimentado grandes avances en los últimos años. Una de las 

técnicas más utilizadas en bioimagen es la microscopía de fluorescencia, haciendo 

uso de sondas luminiscentes que funcionen como marcadores. Existen muchos tipos 

diferentes de sondas luminiscentes, pudiendo destacar las basadas en complejos con 

iones lantanoides por sus características fotofísicas. En el presente trabajo se ha 

realizado un estudio fotofísico comparativo de 5 complejos de Eu(III) con ligandos 

derivados del macrociclo DO3A (DO3A-p-metoxiacetofenona, DO3A-o-

metoxiacetofenona, DO3A-p-hidroxiacetofenona, DO3A-o-hidroxiacetofenona y DO3A-

o-aminoacetofenona), análogos a los complejos Gd(III) ya estudiados en bibliografía 

como agentes de contraste en IRM. A mayores, se ha sintetizado un sexto complejo 

con una nueva funcionalización del DO3A (DO3A-N-metilftalimida acetamida), que se 
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caracterizó estructural y fotofísicamente. Como parte del estudio fotofísico realizado 

para los 6 complejos anteriores, se analizaron sus espectros de absorción, excitación y 

emisión, y se determinaron sus rendimientos cuánticos de emisión, el tiempo de vida 

del estado excitado y el número de hidratación. Finalmente, se realizó un ensayo 

preliminar de biocompatibilidad del complejo sintetizado (Eu (DO3A-MFAM)) mediante 

un estudio de viabilidad celular en células HFF-1. 

Palabras clave: lantanoides, sondas luminiscentes, bioimagen, química de 

coordinación, europio, complejos metálicos, viabilidad celular. 

ABSTRACT 

Bioimaging is a key tool in many areas of biology and biomedicine that has 

experienced great advances in recent years. One of the most used techniques in 

bioimaging is fluorescence microscopy, which makes use of luminescent probes that 

function as markers. There are many different types of luminescent probes, among 

which stand out those based on complexes with the lanthanoid ions, due to their 

peculiar photophysical properties. In the present work a comparative photophysical 

study has been carried out, analyzing five Eu(III) complexes with ligands derived from 

the DO3A macrocycle (DO3A-p-methoxyacetophenone, DO3A-o-

methoxyacetophenone, DO3A-p-hydroxyacetophenone, DO3A-o-

hydroxyacetophenone and DO3A-o-aniline acetophenone), analogues to the Gd(III) 

complexes already studied in the literature as contrast agents in MRI. A sixth complex 

with a new functionalization of DO3A (DO3A-N-methylphthalimide acetamide) was 

synthesized, as its structural and photophysical properties characterized. The 

photophysical studies carried out for the six complexes include the analysis of their 

absorption, excitation and emission spectra, their emission quantum yields, the lifetime 

of the excited state and their hydration numbers. Finally, a preliminary biocompatibility 

test of the synthesized complex (Eu(DO3A-MFAM)) was performed by means of a cell 

viability study using HFF-1 cells. 

Keywords: lanthanoids, luminescent probes, bioimaging, coordination 

chemistry, europium, metal complexes, cell viability.
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2. INTRODUCIÓN 

2.1. Sondas luminiscentes en bioimaxe 

O estudo dos diferentes procesos biolóxicos, trastornos metabólicos e outras 

enfermidades son áreas de especial importancia dentro da biomedicina. Un maior 

entendemento dos fenómenos moleculares implicados é imprescindible para o 

desenvolvemento de novas estratexias e fármacos para combater de maneira efectiva 

estas enfermidades. Para conseguir isto, unha ferramenta fundamental é a bioimaxe.1 

Grazas a ela é posible realizar o seguimento a tempo real de procesos biomoleculares 

e celulares, cuantificar a presenza dun metabolito, estudar diversas interaccións a un 

nivel molecular, etc.2 O concepto de bioimaxe inclúe varias técnicas de visualización, 

que idealmente non deberían ser invasivas nin interferir cos diferentes procesos vitais. 

Entre estas destacan a microscopía confocal de barrido con láser e a microscopía 

óptica de fluorescencia convencional, así como a imaxe por resonancia magnética 

nuclear (RMN) e as técnicas baseadas en raios-X ou na imaxe nuclear.3 

Existen diferentes tipos de compostos que se poden empregar como 

marcadores en bioimaxe, dependendo do método de visualización utilizado. Este 

traballo céntrase nas sondas luminiscentes, que gañaron moita importancia grazas ao 

desenvolvemento e melloras na microscopía de fluorescencia nos últimos anos. 

Pódense definir estas sondas como sistemas moleculares con grupos cromóforos na 

súa estrutura, capaces de detectar e indicar diferentes factores como por exemplo a 

cantidade dun tipo celular específico, dunha molécula implicada nun proceso 

fisiolóxico, etc.4 Desta forma é posible recompilar información dende niveis celulares 

ou subcelulares, ata tecidos e organismos pluricelulares. As propiedades fotofísicas 

más importantes a ter en conta neste tipo de compostos son: a) as lonxitudes de onda 

de excitación e de emisión máximas; b) a intensidade da fluorescencia, que ven dada 

polo seu rendemento cuántico e o seu coeficiente de extinción molar; c) o tempo de 

vida do estado excitado. Estas propiedades, xunto con outros factores como a 

sensibilidade e a especificidade, serán as que determinen a calidade e aplicacións 

dunha sonda.5 

As sondas luminiscentes pódense clasificar de maneira xeral en función da súa 

natureza orgánica ou inorgánica. As orgánicas foron as primeiras en ser estudadas e 

aplicadas en imaxe óptica, xa que moitas delas están presentes de forma natural en 

diversos organismos. Actualmente, a maior parte das sondas empregadas seguen 

pertencendo a esta categoría.6 
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Por outra banda, as sondas inorgánicas están baseadas en compostos de 

coordinación ou complexos metálicos, nos que o átomo metálico central presenta 

propiedades fotofísicas de interese. Destacan especialmente os complexos con ións 

dos metais lantanoides, como por exemplo o europio e o terbio.3 As vantaxes de usar 

estes metais nas sondas son as súas excepcionais propiedades ópticas: a) bandas de 

emisión intensas e estreitas; b) tempos de vida do estado excitado longos, que 

permiten suprimir o efecto da autofluorescencia de fondo; c) unha alta fotoestabilidade 

ao longo do tempo.7 Outro aspecto interesante destas sondas é a posibilidade de 

alterar as súas propiedades químicas modificando os ligandos presentes na súa 

estrutura, podendo así deseñar complexos que presenten un comportamento 

determinado.8,9 As propiedades desexables ao preparar estes complexos para a súa 

aplicación en imaxe óptica son: a) que teña lugar unha boa transferencia de enerxía 

entre o grupo antena (ver apartado 2.2.3. Propiedades ópticas) e o centro metálico, b) 

que a lonxitude de onda de absorción máxima se atope no rango visible, de xeito que 

non se dane o medio a estudar co uso de radiación UV, c) resposta a distintos factores 

como o pH ou o potencial electroquímico (sondas intelixentes). 

Existen múltiples exemplos na bibliografía de sondas baseadas en europio e 

terbio para o seu uso como sondas luminescentes en bioimaxe.10–14. Entre estas 

pódense destacar sistemas dispoñibles comercialmente, como a serie de sondas 

luminescentes Eurotracker (Figura 1).15 

 

Figura 1: Modelo da serie de sondas luminiscentes de Eu(III) patentadas baixo o nome 

Eurotracker.15 

Código Seguro De Verificación Wb4RXu7MBPbRnU/PszR8Pw== Estado Data e hora

Asinado Por Director/a Departamento Química  - Carlos Platas Iglesias Asinado 10/09/2021 10:21:55

David Esteban Gómez Asinado 10/09/2021 10:18:29

Observacións Páxina 11/66

Url De Verificación https://sede.udc.gal/services/validation/Wb4RXu7MBPbRnU/PszR8Pw==

Normativa Este informe ten o carácter de copia electrónica auténtica con validez e eficacia administrativa de ORIGINAL (art. 27 Lei 39/2015).

https://sede.udc.gal/services/validation/Wb4RXu7MBPbRnU/PszR8Pw==


Antía Freire García  Introdución 

5 
 

Igualmente, existen complexos con outros metais non lantanoides como 

rutenio(II), osmio(II), renio(I), iridio(III), rodio(III), platino(II), ouro(I) ou zinc(II) que foron 

estudados como potenciais sondas luminiscentes, se ben de momento teñen unha 

menor implantación que os complexos derivados de ións lantanoides.14  

2.2. Química de coordinación dos lantanoides 

2.2.1. Características xerais dos lantanoides 

Denomínanse lantanoides os 15 elementos químicos con números atómicos 

entre o 57 (lantano, La) e o 71 (lutecio, Lu). Estes elementos presentan propiedades 

químicas moi similares, determinadas en gran medida pola estrutura da súa rexión 

orbital máis externa, é dicir, os seus orbitais de valencia. A estrutura electrónica deste 

conxunto de elementos consiste nun core de xenon e os electróns de valencia dos 

orbitais 4f e 6s. Os orbitais 4f carecen de nodos radiais, o que resulta nunha nun 

carácter máis compacto dos mesmos. Como consecuencia disto, son orbitais que se 

atopan pouco apantallados e contraídos en torno ao núcleo, rodeados polos orbitais 

5d, 6s e 6p máis externos.16 Isto pódese observar claramente na Figura 2, onde se 

representa a función de probabilidade de distribución radial para os orbitais máis 

esternos dun lantanoide típico como é o Sm3+.17  

 

Figura 2: Función de probabilidade radial de atopar electróns a unha distancia dada do núcleo 

para os orbitais 4f, 5d, 6s e 6p do Sm3+.17 

Polo tanto, o modelo de configuración electrónica para o estado fundamental 

dos lantanoides é [Xe]4fn5d06s2, onde o valor de n se vai incrementando dende 1 ata 

14. Sen embargo, hai 3 excepcións que presentan un electrón nos orbitais 5d: o cerio, 
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pola proximidade enerxética entre estes orbitais e os 4f, o gadolinio, que mantén os 

orbitais 4f semiocupados, e o lutecio, que ten chea a capa 4f.18 

Variación do radio iónico e contracción lantánida 

Ao avanzar na serie dos lantanoides obsérvase unha diminución do radio 

atómico e iónico segundo aumenta o número atómico. Esta tendencia é o que se 

coñece como contracción lantánida (Figura 3). A causa deste fenómeno reside no 

baixo efecto apantallante dos electróns ocupando os orbitais 4f sobre aqueles 

electróns ocupando ese mesmo subnivel, grazas á marcada direcionalidade destes 

orbitais. Deste xeito, ao incrementarse o número atómico e con el o número de 

electróns nestes orbitais, o aumento do apantallamento entre os electróns 4f vese 

superado polo efecto do aumento da carga nuclear efectiva sobre os mesmos.16 

 

Figura 3: Tendencias no tamaño do radio atómico e iónico nos metais lantanoides.18 

Como se pode observar na Figura 3, no caso do radio atómico atópanse 

anomalías para o Eu e o Yb que poderían estar asociadas á súa diferente estrutura 

cristalina e que condicionarían a estimación do valor do radio determinado a partir da 

metade da distancia M-M. Por outra banda, outros autores suxiren que no caso destes 

dous metais un dos electróns que nos demais lantanoides ocuparía a banda de 

condución 5d6s se atopa no seu lugar nos orbitais 4f. Isto resultaría nun aumento de 

tamaño debido ás repulsións interelectrónicas, provocando esta irregularidade.18 

Estado de oxidación e propiedades redox  

Se ben na química acuosa dos lantanoides predomina o estado de oxidación 

+3, en disolución acuosa tamén se poden xerar catións en estados de oxidación +2 

(Eu, Yb, Sm) e máis raramente +4 (Ce), que tenden a oxidarse e reducirse 
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respectivamente. A dominancia do estado de oxidación formal +3 é resultado do 

balance existente entre as enerxías de ionización e as enerxías de hidratación ou 

coordinación. Por unha banda, a primeira e segunda enerxías de ionización dos 

lantanoides son relativamente baixas, xa que implican electróns do orbital 6s (moi 

externo). Sen embargo, a terceira enerxía de ionización é maior, ao implicar a retirada 

de electróns dos orbitais 4f, máis compactos e atraídos polo núcleo (ou dos orbitais 5d 

nas excepcións mencionadas anteriormente). Este aumento do valor da terceira 

enerxía de ionización vese compensado polo incremento na enerxía de hidratación do 

catión +3, o cal está asociado ao menor tamaño que presentan os catións neste 

estado de oxidación grazas ás baixas repulsións interlelectrónicas dunha capa 4f moi 

compactada.16,18,19 O balance enerxético de todos estes factores implicados amósase 

na Figura 4. 

 

Figura 4: Variación da terceira enerxía de ionización (A), da suma das tres enerxías de 

ionización (B) e da entalpía de hidratación do catión trivalente, en escala negativa (C), que 

determinan en conxunto o estado de oxidación.18 

No relativo aos potenciais de redución, estes varían levemente na serie dos 

lantanoides (Eº(La3+/La) = -2,38 V, Eº(Lu3+/Lu) = -2,20 V), atopándose poucas 

irregularidades. O catión Eu2+ pode ser xerado en medio acuoso por redución, e a súa 

oxidación é un proceso relativamente lento. Algo semellante ocorre cos catións Sm2+ e 

Yb2+, se ben nestes casos a súa oxidación é rápida.19 Os estados de oxidación 

superiores a +3 non son enerxéticamente posibles debido á gran carga nuclear 

efectiva á que están sometidos os demais electróns dos orbitais 4f, excepto no caso xa 

mencionado do cerio.16 
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Na Táboa 1 recóllense algunhas das propiedades máis relevantes dos 

lantanoides. 

Táboa 1: Resumo das propiedades dos lantanoides.18 

 

2.2.2. Compostos de coordinación dos ións lantanoides 

Os ións lantanoides forman complexos de coordinación cunha elevada 

compoñente electrostática e moi baixa contribución covalente. Isto é debido a que os 

orbitais fronteira 4f son moi internos e teñen un solapamento moi pouco efectivo cos 

orbitais dos ligandos. Por esta mesma razón, estes orbitais non teñen unha grande 

influencia na estereoquímica dos complexos, e os ligandos distribúense no espazo 

minimizando as repulsións entre eles.16  

Os ións lantanoides son ácidos de Lewis duros,20,21 polo que segundo a 

clasificación de ácidos e bases de Pearson, forman complexos estables con ligandos 

con átomos dadores duros, como o osíxeno e o nitróxeno, así como co ión fluoruro. 

Ademais, a dureza dos catións lantanoides increméntase ao avanzar na serie como 

resultado da contracción lantánida xa comentada. Esta diminución do radio iónico 

tradúcese tamén nunha diminución do índice de coordinación dos catións (dende un 

máximo de 12 ao inicio da serie ata un máximo de 9). Os complexos máis estables de 

lantanoides son aqueles formados con ligandos macrocíclicos de tipo poliamino 

policarboxilato, entre os que destacan os derivados do cyclen (1,4,7,10-

tetraazacyclododecano), como por exemplo o DOTA (ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) ou o DO3A (ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético) (Figura 5).16 
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Figura 5: Esquerda: Ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA). 

Dereita: Ácido 1,4,7-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (DO3A). 

2.2.3. Propiedades ópticas 

Gran parte das aplicacións comerciais, tecnolóxicas e do interese en 

investigación dos lantanoides derivan das súas singulares propiedades ópticas e 

magnéticas. En primeiro lugar, no relativo aos seus espectros electrónicos de 

absorción, pódense considerar tres tipos de transicións electrónicas: 

1) Transicións electrónicas de transferencia de carga: Teñen lugar entre 

orbitais centrados no metal e orbitais dos ligandos, dando lugar a bandas 

de absorción moi enerxéticas pola grande diferenza de enerxía entre 

ambos orbitais. Ademais, tamén son transicións moi intensas, ao non estar 

prohibidas polas regras de selección, e anchas, polo desdobramento 

vibracional. 

2) Transicións electrónicas d-f: Están centradas no ion lantanoide e son 

raramente observadas, debido á grande diferenza enerxética entre estes 

orbitais. 

3) Transicións electrónicas f-f: Están centradas tamén no centro metálico e 

son moi abundantes, grazas a presenza de múltiples niveis excitados 

relativamente próximos en enerxía. Na Figura 6 recóllense os diferentes 

termos espectrais e niveis enerxéticos implicados nas transicións f-f máis 

comúns, xunto co termo do estado fundamental correspondente para cada 

un dos ións lantanoides.22 Estas transicións dan lugar a bandas de 

absorción pouco intensas, xa que son transicións prohibidas pola regra de 

Laporte.16 Se ben esta regra pode relaxarse mediante distintos mecanismos 

como o acoplamento vibracional, a mestura de orbitais con diferente valor 

de l ou un carácter parcialmente covalente no enlace metal-ligando, estas 

vías de relaxación son menos eficaces nos lantanoides que nas transicións 

d-d dos metais de transición. Unha das principais causas disto é a elevada 

diferenza de enerxía entre os orbitais 4f e 5d. Sen embargo, as transicións 
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f-f, aínda que pouco intensas, son estreitas e ben definidas, xa que se ven 

pouco afectadas polo entorno. Ademais, polo carácter interno e compacto 

destes orbitais, normalmente os espectros de absorción dun ión lantanoide 

varían pouco independentemente do ligando presente.3 

 

Figura 6: Diagrama de niveis enerxéticos dos catións trivalentes lantanoides. En azul indícase 

o estado fundamental, e en vermello os estados excitados implicados nas transicións f-f máis 

habituais.22 

A maiores, os compostos de lantanoides son a miúdo luminescentes. O termo 

luminescente fai referencia a dous tipos de fenómenos de emisión de luz: a 

fluorescencia e a fosforescencia. A fluorescencia é un proceso de emisión radiativa 

rápida dada por unha transición permitida dende un estado excitado de alta enerxía a 

outro de menor enerxía coa mesma multiplicidade de spin (∆S = 0). Por outra banda, a 

fosforescencia correspóndese cunha emisión radiativa con tempos de vida maiores, 

por tratarse de transicións prohibidas nas que están implicados niveis con diferente 

multiplicidade de spin (∆S ≠ 0). 16,23 

Os espectros de emisión dos catións lantanoides presentan características 

análogas aos de absorción, con bandas estreitas e definidas debidas ás transicións 

emisivas f-f. Todos os lantanoides son luminescentes menos o La3+ e o Lu3+, 

destacando especialmente o Sm3+, Eu3+, Tb3+ e Dy3+ por emitiren na rexión visible do 

espectro (Táboa 2).  
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Táboa 2: Resumo das principais transicións visibles dos ións lantanoides coas súas 

respectivas intensidades de emisión.24 

 

Estas emisións propias dos lantanoides son tipicamente febles, xa que a 

absorción é limitada e por tanto os niveis enerxéticos excitados están pouco 

poboados. Sen embargo, existen diferentes mecanismos que permiten incrementar a 

intensidade da emisión, como por exemplo a transferencia enerxética dende estados 

excitados dos ligandos a niveis excitados do centro metálico. Este proceso é o que se 

coñece como “efecto antena”, denominándose “grupos antena” aos compoñentes dos 

ligandos que poden absorber enerxía e transmitila ao ión metálico (grupos 

cromóforos).3,24,25 Deste xeito conséguese incrementar en gran medida a intensidade 

da emisión do catión lantanoide. 

Estes procesos de fluorescencia e fosforescencia son representados 

frecuentemente en diagramas de Jablonski (Figura 7). Nos complexos que inclúen un 

grupo antena, este é capaz de absorber enerxía poboando un estado excitado singlete 

(S1). O propio grupo cromóforo pode relaxarse ao estado fundamental de novo 

emitindo fluorescencia (transición S1→S0), pode ter lugar un cruce de sistemas a 

estados triplete e emitir fosforescencia (transición T1→S0) ou, idealmente, transferir 

enerxía dende estes estados triplete a estados excitados do lantanoide, de maneira 

que a relaxación radiativa ao estado fundamental resulte en procesos de emisión 

luminescente do ión lantanoide.3,26 No caso dos ións Eu3+ e Tb3+, como se pode 

observar no diagrama da Figura 7, a emisión é debida a transicións  5DJ→7FJ. En 

ámbolos dous casos o estado 7FJ está desdobrado en 6 niveis con diferentes valores 

de J, o que dá lugar a múltiples transicións electrónicas (Figura 7B). 
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Figura 7: A) Diagrama de Jablonski representando o proceso de transferencia enerxética entre 

un ligando cun grupo antena e un centro metálico luminescente de Eu(III) ou Tb(III). B) 

Transicións luminescentes de complexos de europio e terbio coas súas lonxitudes de onda 

habituais correspondentes. 26 

Todos estes procesos de relaxación compiten cos procesos non radiativos de 

conversión interna e relaxación vibracional, nos que o disolvente empregado ten un 

papel importante. Por exemplo, os osciladores O-H da auga favorecen esta 

esactivación do estado excitado do ión lantanoide, efecto coñecido como quenching. 23 

2.2.4. Propiedades luminescentes do Eu(III) 

O europio é un lantanoide singular, cunha capa 4f semichea no seu estado 

fundamental ([Xe] 4f 7 6s2) que da lugar a anomalías no seu radio atómico, na terceira 

enerxía de ionización e no potencial de redución Eu3+/Eu2+. No relativo as súas 

propiedades ópticas, estas seguen o explicado anteriormente para os ións lantanoides, 

se ben a luminescencia do europio é especialmente eficiente grazas á presenza de 

múltiples estados excitados moi próximos en enerxía ao estado fundamental. Isto 

permite a existencia dun gran número de transicións radiativas dende estados 

excitados de elevada enerxía, favorecendo así que teñan lugar transicións con 

diferente multiplicidade de spin e se orixinen procesos de emisión fosforescente.27 Sen 

embargo, dada a feble absorción electrónica do ión, é necesario incorporar grupos 

antena para incrementar a eficiencia do proceso. 

Os espectros de emisión dos complexos de europio presentan diversas bandas 

dadas polas transicións 5D0→7FJ
 (J = 0–6). Entre estas atópanse dúas transicións 

especialmente útiles: 5D0→7F2 e 5D0→7F1. A denominada transición hipersensible 
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5D0→7F2 (λ≈ 615nm; color vermello) está moi influenciada pola simetría do entorno de 

coordinación do ión metálico no complexo e a natureza dos ligandos, polo que permite 

a detección de cambios na esfera de coordinación do europio. Por outra banda, a 

transición  5D0→7F1 (puramente de dipolo magnético) ten unha intensidade 

practicamente independente do entorno químico do ión, e proporciona unha 

estimación do seu tempo de vida radiativo. A maiores, o estudo da transición 5D0←7F0  

permite determinar  o número de especies de europio con diferente coordinación. As 

transicións aos niveis 7F5 e 7F6 a miúdo non se poden observar por ser moi febles e 

atoparse no NIR fora do rango de detección dos espectrofluorímetros 

convencionais.24,28 

A maioría destas transicións son transicións de dipolo eléctrico (ED), é dicir, 

transicións inducidas pola interacción do campo eléctrico oscilante dos fotóns cos 

momentos dipolares eléctricos do composto. De maneira similar, tamén se poden dar 

transicións de dipolo magnético inducidas pola interacción do campo magnético da 

radiación electromagnética cos momentos dipolares magnéticos da estrutura. Unha 

diferenza fundamental entre ámbolos dous tipos de transición é que mentres que as 

transicións ED f-f están prohibidas pola a regra de Laporte, este criterio de selección 

non se aplica ás transicións MD. Aínda así, a intensidade das transicións MD, a 

pesares de estar permitidas, son normalmente inferiores ás das transicións ED. 

Ademais, as intensidades das transicións ED varían segundo a simetría do complexo e 

as características dos ligandos.28 Na Táboa 3 recóllense a modo de resumo as 

transicións emisivas do Eu3+ coas súas propiedades.28 

Táboa 3: Resumo das transicións electrónicas emisivas do Eu(III) coas súas propiedades 

correspondentes.28 

 

2.3. Ligandos macrocíclicos e derivados do DOTA 

No presente traballo realizarase unha caracterización fotofísica de complexos 

de europio con ligandos macrocíclicos derivados do DO3A (ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético cun substituínte na posición 10), que a súa vez 

é un derivado do DOTA. 
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As características químicas dos ións lantanoides, como a súa estrutura orbital 

ou a súa acidez e dureza de Pearson, determinan a súa capacidade para formar 

compostos de coordinación moi estables con ligandos macrocíclicos quelatos. Este 

tipo de ligandos espertou un grande interese nos últimos anos, o que levou a 

preparación dunha enorme variedade de macrociclos, como por exemplo os 

poliazamacrociclos saturados, macrociclos con grupos imina (bases de Schiff), éteres 

coroa,  polioxamacrociclos, polioxaazamacrociclos, coroandos, criptandos, cavitandos, 

calixarenos, ciclodextrinas, catenanos etc. 29 Ademais, moitos destes sistemas 

presentan propiedades moi interesantes, como poden ser a sensibilidade a variacións 

de pH, resposta redox, propiedades cromoxénicas ou a compatibilidade con sistemas 

biolóxicos.10,13 

O ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA) é un 

derivado do cyclen con catro brazos carboxilato, descrito por primeira vez en 1976.30 

Pouco despois de ser sintetizado, foi empregado como ligando quelatante adecuado 

para a complexación de diferentes ións lantanoides,31 concretamente para o catión 

europio(III).32  

Dende entón, fóronse preparando múltiples derivados do DOTA con aplicacións 

moi variadas. Entre estas destaca especialmente o seu uso en medicina, como 

axentes de contraste para resonancia magnética de imaxe e como sondas para 

bioimaxe ou para terapia con radionúcleos.33,34 Trátase dun macrociclo facilmente 

funcionalizable, podéndose substituír os grupos carboxilato presentes na estrutura do 

DOTA por outros grupos funcionais. Así mesmo, o DOTA pódese conxugar con 

péptidos, anticorpos e hormonas, ampliando as súas potenciais aplicacións.33 Do 

mesmo xeito, é posible incorporar grupos cromóforos á súa estrutura que funcionen 

como grupos antena para aumentar a emisión luminescente do catión metálico, unha 

estratexia amplamente utilizada no desenvolvemento de sondas luminescentes de 

europio(III)25,35  e terbio(III).22 Sen dúbida, a súa fácil funcionalización, xunto coa 

elevada estabilidade e inercia química in vivo36que presentan moitos dos complexos 

de lantanoides cos seus derivados , son proba do gran potencial deste ligando e os 

outros relacionados en bioimaxe. 

2.4. Técnicas microscópicas para a aplicación de sondas 

luminiscentes 

O primeiro microscopio de fluorescencia empregado en investigación 

desenvolveuse na década de 1910 para investigar a autofluorescencia de bacterias, 
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protozoos e tecidos animais e vexetais. Nesta fase inicial, empregáronse por primeira 

vez os fluorocromos para tinguir diferentes estruturas biolóxicas. Desde entón, 

desenvolvéronse numerosas sondas luminescentes para a imaxe óptica de células ou 

tecidos, así como compoñentes subcelulares. Dependendo da natureza da sonda, é 

posible facer observacións in vivo ou ex vivo.37 

Este tipo de sondas pódense empregar en diferentes tipos de microscopios de 

fluorescencia. Os dous máis comúns son o microscopio de fluorescencia e o 

microscopio de fluorescencia confocal. 

2.4.3. Microscopía de fluorescencia convencional 

Nas últimas décadas leváronse a cabo grandes avances na microsocopía de 

fluorescencia. Un microscopio óptico de fluorescencia (Figura 8) é semellante a un 

microscopio óptico convencional, pero está equipado cunha fonte de luz de alta 

intensidade, normalmente lámpadas de mercurio que poden emitir nun amplo espectro 

(dende o visible ata ultravioleta). Mediante unha serie de filtros é posible seleccionar a 

lonxitude de onda da luz incidente, da luz recollida, e eliminar calquera radiación 

ultravioleta reflexada non desexada.38 A maioría destes microscopios iluminan a 

mostra dende arriba, polo que reciben o nome de microscopios de epifluorescencia. 

Así, a lente do obxectivo funciona á vez como condensador da luz incidente e como 

colector da luz emitida pola mostra. 

 

Figura 8: Representación dos compoñentes e funcionamento dun microscopio de 

epifluorescencia convencional.38,39 

2.4.4. Microscopía de fluorescencia confocal 

A miscroscopía confocal de barrido láser (CSLM) está baseada no 

acoplamento dunha fonte de luz láser a un microscopio óptico (Figura 9). A luz 

procedente deste láser enfócase mediante un sistema de espellos nun único plano 
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vertical atravesando a mostra. Nas seccións por encima e por debaixo deste plano, a 

intensidade da iluminación diminúe drasticamente, quedando excluídas da imaxe 

obtida. Deste xeito, é posible realizar seccións ópticas e obter imaxes das distintas 

capas da mostra, conseguindo incluso xerar imaxes tridimensionais. Esta é unha 

técnica extremadamente útil para tomar imaxes de mostras biolóxicas de maior grosor, 

de tecidos, biofilms, etc.40,41 

 

Figura 9: Representación dos compoñentes e funcionamento dun microscopio confocal de 

barrido láser. 

2.4.5. Outras técnicas de interese 

Nos últimos anos desenvolvéronse un gran número de técnicas que combinan 

a luminescencia coa microscopía. Entre elas pódese destacar a miscroscopía de 

imaxe por tempo de vida (FLIM). Esta técnica permite xerar imaxes en función dos 

diferentes tempos de vida de luminescencia das distintas especies emisivas presentes 

na mostra.41 O uso de sondas con tempos de vida longos (superiores a 1 µs) 

incrementa as posibilidades de uso desta técnica. Pode empregarse acoplada á 

microscopía confocal ou tamén a outras técnicas como a microscopía de excitación 

multifotón. Esta última gañou importancia co recente desenvolvemento de fontes láser 

NIR,8 destacando especialmente a microscopía bifotónica (2P). Na absorción 2P a 

lonxitude de onda de excitación duplícase, ao absorber a mostra dous fotóns 

simultaneamente, desprazándose cara os rangos de transparencia biolóxica (máxima 

profundidade de penetración dos fotóns no NIR).  
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2.5. Estudos de viabilidade e toxicidade celular 

O primeiro paso para avaliar a biocompatibilidade de calquera composto con 

potencial uso en sistemas biolóxicos son os estudos de citotoxicidade ou viabilidade 

celular in vitro. Estes permiten determinar se un composto de interese ten efectos 

citotóxicos que podan producir a morte ou danar un cultivo celular. Para levar a cabo 

estes estudos de viabilidade celular pódense empregar diferentes métodos, entre os 

cales destacan: a) o reconto de células con colorantes vitais; b) a detección de 

enzimas sinalizadoras de estrés ou de certos produtos metabólicos; c) a citometría de 

fluxo; d) o seguimento da transformación de substratos enzimáticos.42 

Na actualidade, os métodos máis utilizados baséanse en medir a 

transformación dun reactivo engadido ao medio de cultivo, que ten lugar como 

consecuencia da actividade metabólica das células viables. Normalmente empréganse 

reactivos que dan lugar a produtos fluorescentes ou coloreados. Os métodos deste 

tipo máis destacados son os ensaios de redución de sales de tetrazolio, como por 

exemplo os MTT e WST, e os de redución da resazurina.43 Este último foi o utilizado 

no presente traballo (kit comercial PrestoBlue®). Como se pode ver no esquema da 

Figura 10, no ambiente reductor citosólico das células viables a resazurina (color azul) 

redúcese a resorufina (color vermello), dando lugar a un cambio na absorbancia do 

cultivo. Deste xeito, este composto funciona como indicador de viabilidade celular 

detectable mediante medidas espectrofotométricas. Uns valores altos de absorbancia 

implicarán unha elevada viabilidade celular na mostra, que poderá ser determinada 

seguindo o protocolo proporcionado pola casa comercial. 44 

 

Figura 10: Esquema da redución da resazurina a resorufina en células viables 42  
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3. PRECEDENTES E OBXECTIVOS 

Como xa se mencionou na Introdución, ligandos derivados do DOTA como por 

exemplo o DO3A presentan importantes aplicacións como axentes de contraste en 

IRM ao formar complexos con gadolinio. Neste traballo realizarase un estudo fotofísico 

para avaliar as propiedades ópticas como sondas luminescentes de complexos de 

Eu(III) análogos a estes sistemas de Gd(III) (Figura 11). 

 

Figura 11: Estruturas e peso molecular dos 6 complexos de Eu(III) con ligandos derivados do 

DO3A estudados neste traballo. 

O funcionamento como axentes de contraste en imaxe por resonancia 

magnética dos complexos de gadolinio cos ligandos DO3A-p-hidroxiacetofenona 

(DO3A-p-HAP) e DO3A-o-hidroxiacetofenona (DO3A-o-HAP) xa foi previamente 

estudado por membros do grupo de investigación no que se realizou este traballo.45 

Estes sistemas amosaron unha resposta intelixente ao pH no intervalo fisiolóxico, polo 

que é de interese avaliar se este comportamento se manifesta tamén nas propiedades 

ópticas dos complexos isoestructurais con Eu(III) (Eu(DO3A-o-HAP) e Eu(DO3A-p-

HAP)). Así mesmo, neste traballo preténdese comparar as súas propiedades ópticas 

coas de sistemas relacionados estruturalmente: DO3A-o-metoxiacetofenona 

(Eu(DO3A-o-MAP)), DO3A-p-metoxiacetofenona (Eu(DO3A-p-MAP)) e DO3A-o-

aminoacetofenona (Eu(DO3A-o-AnAP)). O complexo Eu(DO3A-p-MAP) xa está 
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descrito na bibliografía46, pero os demais non, o que fai que sexa moi interesante levar 

a cabo este estudo comparativo.  

A maiores, propúxose estudar o efecto sobre as propiedades ópticas dunha 

funcionalización diferente do DO3A, cun novo grupo cromóforo, o DO3A-N-

metilftalimida acetamida (DO3A-MFAM), analizando tamén a súa viabilidade celular 

para avaliar a súa potencial aplicación como sonda luminescente en bioimaxe. 

Este traballo pódese dividir polo tanto nas seguintes partes: 

- Síntese, purificación e caracterización mediante espectrometría de 

masas, RMN e IR do novo ligando DO3A-MFAM, así como a síntese in 

situ e caracterización dos complexos Eu(DO3A-o-AnAP) e Eu(DO3A-

MFAM). 

- Estudo fotofísico completo dos seis complexos de Eu(III) presentados 

na Figura 11, realizando un análise dos seus espectros electrónicos de 

absorción, de excitación e emisión, así como a determinación dos seus 

tempos de vida, rendemento cuántico de emisión e número de 

hidratación.  

- Ensaio da viabilidade celular do complexo Eu(DO3A-MFAM), a modo de 

avaliación preliminar para a súa aplicación como sonda luminescente en 

sistemas biolóxicos. 
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4. EXPERIMENTAL 

4.1. Disolventes e reactivos 

A continuación indícanse os reactivos (Táboa 4) e disolventes (Táboa 5) que 

foron empregados na realización deste traballo. 

Táboa 4: Reactivos empregados. 

  

Táboa 5: Disolventes empregados. 

 

4.2. Calendario de traballo 

O traballo organizouse tal e como se mostra na Figura 12. 

 

Figura 12: Calendario de traballo. 

Reactivo Proveedor 

Carbonato potásico anhidro (K2CO3) 99% Alfa Aesar 

Ácido clorhídrico (HCl) 37% QP Panreac 

Perlas de hidróxido de sodio (NaOH)  PRS-CODEX Panreac 

Disolución de hidróxido de sodio deuterado (NaOD) 99% D Sigma Aldrich 

Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) ACS reagent, ≥99,8% Sigma Aldrich 

Ácido trifluoroacético (TFA) HPLC, ≥99% Sigma Aldrich 

Disolvente Proveedor 

Metanol (MeOH) HPLC, ≥99,9% Fischer Chemical 

Acetonitrilo (CH3CN)  HPLC, ≥99,9% Fischer Chemical 

Auga (Milli-Q) - 

Diclorometano (CH2Cl2) AR Fischer Chemical 

Auga deuterada (D2O) 99% D Eurisotop 
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4.3. Preparación de disolucións  

Estes complexos foron proporcionados polo grupo de investigación no que se 

realizou este traballo. En primeiro lugar, preparáronse disolucións nai 10-2 M (1 mL) 

disolvendo a cantidade correspondente de cada complexo en auga milli-Q. A 

continuación, obtivéronse as disolucións diluídas 10-4 M para o estudo fotofísico 

tomando alícuotas de 30 µL e engadindo unha disolución tampón TRIS-HCl (0,1 M, 

pH=7) ata un volume final de 3 mL, axustando ao pH correspondente en cada caso 

(Táboa 6). 

Táboa 6: Condicións das disolucións preparadas. 

 PM (g/mol) Masa (mg) 
Conc.dis. nai 

(M) 
Conc.dis. diluída 

(M) 
pH 

Eu(DO3A-o-HAP) 629,46 6,3 10-2 10-4 
4,9 

9,4 

Eu(DO3A-p-HAP) 629,46 6,3 10-2 10-4 
5,1 

8,9 

Eu(DO3A-o-MAP) 643,49 6,4 10-2 10-4 7,4 

Eu(DO3A-p-MAP) 643,49 6,4 10-2 10-4 7,4 

Tamén se replicaron as disolucións anteriores en D2O para levar a cabo a 

determinación dos tempos de vida e do número de hidratación. 

4.4. Síntese in situ do complexo Eu(DO3A-o-AnAP) 

Primeiro, preparáronse 2 mL dunha disolución nai 10-2 M do ligando DO3A-o-

AnAP (0,0100 g, 2,09·10-2 mmol, 1 eq), proporcionado polo grupo de investigación, en 

auga milli-Q. A partir desta disolución tomouse unha alícuota de 1 mL, e se engadiu a 

sal Eu(CF3SO3)3 (0,0062 g, 1,04·10-2 mmol, 1 eq) (Figura 13). Axustouse o pH da 

disolución a 7,4 con NaOH e introduciuse nun baño de ultrasons durante 5min.  

 

Figura 13: Esquema xeral da reacción de síntese in situ do complexo Eu(DO3A-o-AnAP). 

Finalmente, preparouse unha disolución diluída 10-4 M para o estudo fotofísico 

tomando unha alícuota de 30 µL e engadindo disolución tampón TRIS-HCl (0,1 M, 
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pH=7) ata un volume final de 3 mL (pH final de 7,4). Do mesmo xeito, preparouse 

tamén unha disolución 10-4 M en D2O para levar a cabo a determinación dos tempos 

de vida e do número de hidratación. 

4.5. Síntese 

4.5.1. Síntese do ligando DO3A-MFAM 

Disolveuse o precursor tBu-DO3A (1) (0,1000g, 0,19 mmol, 1 eq) en CH3CN (10 

mL) e se engadiu K2CO3 (0,0671g, 0,489 mmol, 2,5 eq), axitando a mestura. Sobre 

esta engadiuse por goteo unha disolución do brazo cromóforo (2) (0,0564 g, 0,223 

mmol, 1,15 eq) en CH3CN (10mL) (Figura 14). Esta mestura mantívose en axitación a 

temperatura ambiente durante 13 días, tomando mostras para espectrometría de 

masas cada poucos días para seguir o avance da reacción. A continuación filtrouse a 

disolución para eliminar o carbonato, que se lavou con CH3CN, e concentrouse a 

disolución no rotavapor ata obter un aceite amarelo. O produto foi purificado mediante 

MPLC de fase normal cunha columna de alúmina neutra irregular (20 g 40-60 µm) 

empregando CH2Cl2 e MeOH como eluíntes. Concentráronse de novo as fraccións 

puras obtidas, obténdose tBu-DO3A-MFAM como un aceite amarelo cun rendemento 

do 87%. 

 

Figura 14: Esquema xeral da reacción de síntese do ligando precursor tBu-DO3A-MFAM. 

MS (ESI+, MeOH): m/z (I%): 731,4326 (100) [C37H59N6O9
+] 

O precursor tBu-DO3A-MFAM (0,1209 g, 0,165 mmol) foi posteriormente 

hidrolizado disolvéndoo nunha mestura 1:1 CH2Cl2:TFA (4 mL) e deixándoo en 

axitación a temperatura ambiente durante 24 h (Figura 15). Transcorrido este tempo 

parouse a reacción e concentrouse a sequidade, engadindo auga e empregando a liña 

de baleiro para eliminar completamente o TFA. Finalmente o produto hidrolizado 

purificouse mediante MPLC de fase inversa utilizando unha columna C18 (F0012-20g-

C18-HP 15µm) con H2O e CH3CN, ambos disolventes cun 0,1% de TFA, como 

(1) (2) 
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eluíntes. Liofilizáronse as fraccións puras obténdose DO3A-MFAM como un sólido 

branco  cun rendemento do 53%. 

 

Figura 15: Esquema da reacción de hidrólise do precursor para obter o ligando de interese 

DO3A-MFAM. 

MS (ESI+, H2O): m/z (I%): 563,2460 (100) [C25H35N6O9
+], 585,2278 (82,3) 

[C25H34N6NaO9
+]. AE exp. (calc.): %C: 41,70 (41,76), %H: 4,37 (4,34), %N: 9,76 (9,58) 

Calculado para C25H35N6O9 · (C2F3O2H)2,75. IR (ATR, cm-1): 1730 [ν(C=O)], 3000 [ν(O-

H)].  1H-RMN (D2O, 298K, 300 MHz): δ (ppm) = 8,06 – 7,13 (b, 3H), 4,38 – 2,40 (b, 

27H). 13C-RMN (D2O, 298K, 126 MHz): δ (ppm) = 174,0; 169,97; 169,17; 143,14; 

132,64; 126,08; 124,29; 113,98; 54,98; 51,25; 48,14; 23,44. 

4.5.2. Síntese in situ do complexo Eu(DO3A-MFAM) 

O ligando DO3A-MFAM (0,0542 g, 0,0619 mmol, 1 eq) disolveuse en 2 mL de 

H2O, e engadiuse Eu(CF3SO3)3 (0,0389 g, 0,0649 mmol, 1,05 eq), empregando NaOH 

para elevar o pH da disolución ata un valor de 7,5 (Figura 16). A disolución 

permaneceu en axitación a temperatura ambiente durante 10 días, facendo un 

seguimento da formación do complexo mediante espectrometría de masas. 

Transcorrido este tempo engadiuse un 50% máis de exceso de Eu(CF3SO3)3 (0,0189 

g, 0,0315 mmol, 0,5 eq) para favorecer a formación do complexo, axustando de novo o 

pH a 6,5. Finalmente o complexo foi purificado mediante MPLC de fase inversa 

utilizando unha columna C18 ultra-acuosa (F004-6g-C18-AQ 15µm) con H2O e CH3CN 

puros como eluíntes. Liofilizáronse as fraccións puras obtendo un sólido branco 

(0,0127 g, 29% de rendemento), do cal se preparou unha disolución diluída 10-4 M en 

H2O e en D2O para realizar o estudo fotofísico. 
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Figura 16: Esquema da síntese in situ do complexo Eu(DO3A-MFAM). 

MS (ESI+, H2O): m/z (I%): 713,076 (100) e 711,1097 (72,89) [C25H32EuN6O9
+]. 

IR (ATR, cm-1): 1H-RMN (D2O, 298K, 300 MHz): δ (ppm) = 1640 [ν(C=O)]. 1H-RMN 

(D2O, 298K, 300 MHz): δ (ppm) = 34,48 – 33,00 (m, 2H), 31,46 – 28,08 (m, 6H), 11,69 

– 7,19 (m, 5H), 4,12 – 2,45 (m, 7H), 1,82 – -1,04 (m, 6H), -2,18 – -5,72 (m, 8H), -7,87 – 

-14,49 (m, 25H), -15,99 (s, 1H), -16,14 (s, 1H), -17,33 (s, 1H), -17,54 (s, 1H). 

4.5.3. Técnicas de purificación 

Todas as purificacións foron levadas a cabo empregando MPLC (Medium 

Performance Liquid Chromatography) nun cromatógrafo Puriflash XS 420 InterChim 

cun detector UV-VIS pertencente ao grupo de investigación React!. O precursor tBu-

DO3A-MFAM foi purificado mediante MPLC en fase normal cunha columna de alúmina 

neutra irregular (20 g, 40-60 µm) como fase estacionaria e CH2Cl2 e MeOH como 

eluíntes. A purificación iniciouse cun 100% de CH2Cl2 durante 9 min, seguido dun 

gradiente de elución de 3 min ata un 95% CH2Cl2 mantido 6min, e outros 3 min de 

gradiente ata un 90% CH2Cl2 mantido 6 min. O composto eluíu a 95:5 CH2Cl2:MeOH 

(tR= 13min).  

Por outra banda, o ligando DO3A-MFAM purificouse mediante MPLC de fase 

inversa cunha columna C18-HP (F0012-20g-C18-HP 15 µm) como fase estacionaria e 

H2O e CH3CN, ambos con 0,1% de TFA, como eluíntes. A purificación comezou cun 

95% de H2O durante 8 min, seguido dun gradiente de elución de 3 min ata un 63% de 

H2O mantido 3min, e a continuación outros 6 min de gradiente ata un 100% de CH3CN 

mantido 5min. O composto eluíu a 63:37 H2O:CH3CN (tR= 11,11min).  

Finalmente, o complexo Eu(DO3A-MFAM) foi purificado mediante MPLC de 

fase inversa empregando unha columna C18 ultra-acuosa (F004-6g-C18-AQ 15µm) 

como fase estacionaria e H2O e CH3CN puros como eluíntes. Iniciouse a purificación 

cun 100% de H2O durante 6 min, seguido dun gradiente de elución de 4 min ata un 

45% de H2O mantido 2 min, e outros 4 min de gradiente ata un 100% de CH3CN 

mantido 5 min. O complexo eluíu a 43:57 H2O:CH3CN (tR= 10,87min). 
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4.5.4. Técnicas de caracterización  

Empregáronse unha serie de técnicas de caracterización diferentes para 

confirmar a identidade dos compostos sintetizados: 

Espectroscopía RMN: Rexistráronse os espectros de RMN de 1H e 13C a 

temperatura ambiente usando un espectrómetro de RMN Bruker AVANCE 300, (300 

MHz na frecuencia do 1H) localizado no Centro de Investigacións Científicas 

Avanzadas (CICA) da Universidade da Coruña, e un espectrómetro de RMN Bruker 

AVANCE 500 (500 MHz na frecuencia do 1H equipado cunha criosonda dual 1H/13C e 

unha sonda BBI, localizado no Servizo de Apoio á Investigación (SAI) da Universidade 

da Coruña. 

Espectrometría de masas: Os espectros de masas obtivéronse usando 

ionización por electrospray (ESI), tanto en modo positivo como negativo, usando un 

espectrómetro de masas LC-Q-q-TOF Applied Biosystems QStar Elite localizado no 

SAI da Universidade da Coruña. 

Análise elemental: A composición porcentual de carbono, nitróxeno e 

hidróxeno foi determinada por combustión nun analizador elemental FlashEA1112 

(ThermoFinningan) no Servizo de Apoio á Investigación (SAI) da Universidade da 

Coruña. 

Espectroscopía infravermella: Os espectros de IR rexistráronse pola técnica 

de ATR (Attenuated Total Reflectance) cun espectrofotómetro FT-IR Nicolet iS 10 de 

Thermo Scientific, equipado cun accesorio Thermo Scientific Smart iTR, nas 

instalacións do Centro de Investigacións Científicas Avanzadas da Universidade da 

Coruña. 

Medicións de pH: As medidas de pH realizáronse a temperatura ambiente 

usando un pH-metro HANNA HI5522 equipado cun eléctrodo de pH HANNA HI1330. 

4.6. Estudo fotofísico 

Rexistráronse os espectros de absorción, excitación e emisión dos seis 

complexos de europio estudados (Eu(DO3A-o-MAP), Eu(DO3A-p-MAP), Eu(DO3A-p-

HAP), Eu(DO3A-o-HAP), Eu(DO3A-o-AnAP) e Eu(DO3A-MFAM). Determináronse 

tamén os seus tempos de vida de emisión e calculáronse os rendementos cuánticos e 

número de hidratación de cada complexo. 
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4.6.1. Espectroscopía electrónica de absorción ultravioleta-visible 

Rexistráronse os espectros de absorción dos complexos empregando un 

espectrofotómetro UV-VIS V-650 (JASCO). No caso dos complexos Eu(DO3A-p-HAP) 

e Eu(DO3A-o-HAP), con grupos hidroxilo, tomáronse as medidas de absorbancia a 

dous valores de pH distintos para avaliar a influenza deste parámetro.  

4.6.2. Espectroscopía electrónica de excitación e emisión 

Os espectros de excitación e emisión rexistráronse nun espectrofluorímetro 

Fluoromax Plus-P (Horiba Scientific) equipado cunha lámpada de espectro continuo de 

xenon libre de ozono de 150 W, con corrección espectral para a variación da 

intensidade da lámpada e detector R928P de contador de fotóns PMT (185-850 nm). 

Para todos os espectros axustouse a apertura (slits) de saída do 

monocromador e de entrada do detector en función das propiedades emisivas do 

composto a estudar. Os espectros de excitación realizáronse rexistrando un único 

barrido, medindo a emisión a 613 nm, o pico de maior interés para o Eu(III) pola súa 

cor e intensidade relativa (transición 5D0→7F2),28 fronte a un rango de lonxitudes de 

onda de excitación do ultravioleta. As lecturas fixéronse cada 0,5 nm. 

Os espectros de emisión rexistráronse como promedio de tres barridos con 

lectura cada 0,1 nm, excitando ás lonxitudes de onda seleccionadas en función dos 

máximos de excitación de cada complexo. En todos os espectros de emisión se 

aplicou a correspondente corrección sinal/ruído no detector para diminuír a 

contribución de emisión da lámpada, empregando o software controlador do equipo. 

4.6.3. Cálculo do rendemento cuántico de emisión 

O rendemento cuántico (𝜙) defínese como a relación entre o número de fotóns 

absorbidos pola mostra e o número de fotóns emitidos, sendo polo tanto indicativo da 

eficiencia do proceso emisivo. Calculouse empregando como patrón unha disolución 

de tris(dipicolinato)europio(III) de cesio, seguindo os métodos estándar suxeridos na 

bibliografía,47 de acordo coa ecuación 1:  

𝜙𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝐸𝑢𝐿 =

𝜙𝑥

𝜙𝑟
=

𝐸𝑥

𝐸𝑟
·

𝐴𝑟(𝜆𝑟)

𝐴𝑥(𝜆𝑥)
·

𝐼𝑟(𝜆𝑟)

𝐼𝑥(𝜆𝑥)
·

𝑛𝑥
2

𝑛𝑟
2                 (1) 

Onde os subíndices x identifican os parámetros da mostra e os subíndices r os 

do composto de referencia. E é a intensidade de emisión obtida ao integrar a curva de 

emisión, A é a absorbancia á lonxitude de onda de excitación, I é a intensidade da luz 

de excitación a esa lonxitude de onda e n é o índice de difracción da disolución. Dado 
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que se empregou a mesma lonxitude de onda de excitación para a mostra que para a 

referencia (279 nm), e ao estar ambos compostos disoltos no mesmo medio, a 

expresión anterior simplifícase para dar a ecuación 2: 

𝜙𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝐸𝑢𝐿 =

𝜙𝑥

𝜙𝑟
=

𝐸𝑥

𝐸𝑟
·

𝐴𝑟(𝜆𝑟)

𝐴𝑥(𝜆𝑥)
                  (2) 

De xeito que empregando o valor de rendemento cuántico do patrón de 

referencia atopado en bibliografía47,48 é posible determinar o rendemento cuántico dos 

complexos de Eu(III) (Ecuación 3). 

𝜙𝑥 =
𝐸𝑥

𝐸𝑟
·

𝐴𝑟(𝜆𝑟)

𝐴𝑥(𝜆𝑥)
· 𝜙𝑟                 (3) 

4.6.4. Determinación dos tempos de vida de emisión 

Para determinar o tempo de vida de emisión dos compostos estudados levouse 

a cabo unha excitación pulsada a diferentes lonxitudes de onda, seleccionadas en 

función das propiedades emisivas de cada complexo, recollendo a emisión a 613 nm 

durante diferentes intervalos dependendo do caso. O valor do tempo de vida 

determinouse empregando unha regresión non lineal do decaemento exponencial da 

emisión co software Origin 9.49 

4.6.5. Estimación do número de moléculas de auga coordinadas 

(q) 

O número de moléculas de auga coordinadas ao Eu(III) na primeira esfera de 

coordinación (parámetro q) pódese estimar a partir dos tempos de vida de emisión dos 

compostos disoltos en H2O e D2O. Segundo o método Beeby,46 a q pode ser calculada 

de acordo coa expresión 4: 

𝑞 = 𝐴(𝑘𝐻2𝑂 − 𝑘𝐷2𝑂 − 𝐵 − 𝐶)           (4)   

Na que A é unha constante de proporcionalidade representativa da 

sensibilidade do ión lantanoide ao quenching vibracional que proporcionan os 

osciladores OH; k a velocidade de desactivación do estado excitado do ión en H2O e 

D2O,  que equivale á inversa dos tempos de vida; B un parámetro corrector do 

quenching provocado polas moléculas de auga do disolvente (non coordinadas) e C un 

parámetro corrector do quenching inducido por amidas (no caso de estar presentes no 

complexo). Para os complexos de Eu(III) os valores destes parámetros son: A= 1,20 

ms; B= 0,25 ms-1; C= 0,075 ms-1. 
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4.7. Estudo de citotoxicidade in vitro do Eu(DO3A-

FMAM) 

4.7.1. Cultivo da liña celular 

Para avaliar a citotoxicidade do complexo Eu(DO3A-FMAM) utilizouse unha liña 

celular inmortalizada comercial HFF-1 (Human Foreskin Fibroblasts; ATCC SCRC-

1041) de fibroblastos de prepucio humano (Figura 17). Esta liña celular foi cultivada 

en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Lonza, España) suplementado 

cun 20% de soro fetal bovino (SFB; Gibco-ThermoFisher Scientific, EE. UU.) e un 1% 

de penicilina/estreptomicina (P/E; Gibco-ThermoFisher Scientific, EE. UU.), e mantida 

en condicións estándar a 37ºC e 5% de CO2 nunha estufa de cultivo (Steri-Cult CO2 

Incubator HEPA Class 100, Termo Electron Corporation, Madrid). 

 

Figura 17: Fibroblastos da liña celular HFF-1 ATCC SCRC-1041. 7 

As células para levar a cabo o ensaio de viabilidade celular obtivéronse 

mediante un protocolo estándar de subcultivo celular. En primeiro lugar eliminouse o 

medio de cultivo e se realizou un lavado con suero salino (Fresenius Kabi, España). A 

continuación engadiuse tripsina (2X, 37ºC durante 3-5min; Gibco-ThermoFisher 

Scientific, EE. UU.), unha enzima que permite eliminar as adhesións das células á 

placa de cultivo, desprendéndoas da súa superficie. Posteriormente inactivouse esta 

enzima utilizando soro Ringer Lactato (Grifols, España) e se centrifugou a suspensión 

a 800 x g durante 10 min. Decantouse o sobrenadante e o precipitado celular 

resuspendeuse en 10 mL de Ringer Lactato para proceder ao reconto celular na 

cámara de reconto Neubauer (Marienfeld, Alemania). Finalmente, centrifugouse de 

novo e se resuspendeu o precipitado celular en medio de cultivo DMEM 20% de SFB e 

1% P/E nunha proporción dun millón de células por mililitro de medio.  
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As células sementáronse nunha placa de 48 pociños (Corning Incorporated, 

EE. UU.) a razón de 20.000 células por pociño, cun volume final de 500 μL de medio 

en cada un. Sementáronse dous pociños por cada concentración a testar e un de 

control negativo por réplica ao que non se lle engade o complexo. Incubáronse durante 

un período de 24 h a 37ºC, transcorrido o cal se procedeu a iniciar o ensaio de 

viabilidade celular. 

4.7.2. Ensaio de viabilidade celular 

En base ao atopado en bibliografía8  decidiuse testar o efecto de 5 

concentracións diferentes do complexo Eu(DO3A-FMAM): 10, 20, 50, 100 e 200 μM. 

Realizáronse dúas réplicas de cada concentración e un control negativo por réplica, ao 

cal non se lle engadiu complexo (unicamente contén os fibroblastos co medio de 

cultivo). Unha vez máis, incubáronse durante 24 h a 37ºC.  

Transcorrido este tempo, retirouse o medio e se engadiron en cada pociño 180 

μL de medio de cultivo e 20 μL do reactivo PrestoBlue® Viability Reagent 

(ThermoFisher Scientific, EE. UU.). Este reactivo é unha solución de resazurina (de 

cor azul), que se reduce a resorufina (de cor vermello) como consecuencia da 

actividade metabólica das células viables. Como resultado pódese detectar un cambio 

na absorbancia das mostras. Para determinar a porcentaxe de viabilidade celular en 

cada caso seguiuse o protocolo proporcionado pola casa comercial.44 

Preparáronse ademais un branco por réplica, engadindo en cada pociño 

unicamente medio de cultivo e o PrestoBlue®, sen fibroblastos, e se incubou a placa 

durante 1h en escuridade a 37ºC. Transcorrido o tempo de incubación, realizouse un 

traspaso a unha placa de 96 pociños, dividindo o contido de cada pociño da placa 

orixinal (de 48 pociños) entre dous pociños (100 μL por pociño). Desta forma 

obtivéronse dous duplicados por cada pociño da placa orixinal.  

Finalmente, mediuse a absorbancia a 570nm e 600nm (segundo indica o 

fabricante) de cada pociño cun lector espectrofotométrico de placas SinergyHTX 

(Biotek, EE. UU.). Para a lectura e procesamento dos valores obtidos empregouse o 

programa informático Gen5. 

4.7.3. Análise dos datos obtidos 

Unha vez calculados as porcentaxes de viabilidade celular para cada 

tratamento, identificáronse e se eliminaron os datos anómalos presentes empregando 

un test de Grubbs ao 95% de confianza,50 utilizando o software Microsoft Excel.  
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A continuación, comprobouse que os datos anteriores pertencesen a unha 

poboación con distribución normal mediante un test de Shapiro-Wilk,51 requisito 

necesario para poder aplicar posteriormente un test ANOVA. Para isto utilizouse a 

interface R Commander co paquete MASS 7.3-51.4.  

Finalmente, levouse a cabo un test paramétrico de análise da varianza 

(ANOVA) para avaliar se os valores de viabilidade celular asociados a cada 

concentración estudada presentaban diferencias estatisticamente significativas entre 

eles. Este test realizouse segundo o suxerido na bibliografía50 co paquete de 

ferramentas para análises de datos de Microsoft Excel. 
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5. RESULTADOS E DISCUSIÓN 

5.1. Síntese e caracterización 

O ligando protexido tBu-DO3A-MFAM foi preparado mediante a 

funcionalización do precursor comercial tBu-DO3A, tal e como se indica no apartado 4. 

Experimental, cun rendemento do 87%. A análise elemental e o espectro de masas 

MS-ESI+ confirmou que o produto obtido se trata da especie de fórmula C37H58N6O9 

(sinais a m/z 731,4326 e 753,4143 correspondentes aos ións pseudomoleculares 

[C37H59N6O9
+] e [C37H58N6NaO9

+] respectivamente. O ligando DO3A-MFAM obtívose 

mediante a hidrólise do composto anterior tal e como se describe no apartado 4. 

Experimental, cun rendemento do 53%. O espectro de masas MS-ESI+ confirmou a 

formación da especie con fórmula C25H34N6O9 (sinais a m/z 563,2460, 585,2278 e 

601,1975 correspondentes aos ións pseudomoleculares [C25H35N6O9
+], 

[C25H34N6NaO9
+] e [C25H34KN6O9

+] respectivamente. Por outra banda, o espectro IR 

rexistrado mediante a técnica ATR amosa unha tensión (C=O) a aproximadamente 

1730 cm-1, así como unha banda ancha correspondente coa tensión (O-H) a 

aproximadamente 3000 cm-1, características de ácidos carboxílicos. 

O ligando DO3A-MFAM foi caracterizado tamén mediante RMN de 1H (298 K, 

300 MHz) e de 13C (298 K, 126 MHz) en D2O (ver apartado 8. Anexos). No espectro de 

1H-RMN obsérvanse sinais moi anchos de difícil asignación. Esta situación é 

observada de xeito habitual en ligandos macrocíclicos deste tipo, e débese á 

presencia de procesos dinámicos de intercambio entre diferentes conformacións 

presentes en disolución. Se estes procesos de intercambio non son suficientemente 

rápidos con respecto á escala temporal de RMN para que se promedien os sinais dos 

diferentes confórmeros, nin suficientemente lentos para observar sinais separados 

para as diferentes especies, obsérvanse sinais anchos (réxime de intercambio 

intermedio). A protonación dos grupos amino do ligando e a presencia de enlaces de 

hidróxeno intramoleculares favorece unha maior rixidez do ligando, limitando a 

velocidade de intercambio entre as diferentes conformacións. A pesares disto, 

pódense diferenciar dous grupos de sinais no espectro de protón, un na rexión alifática 

(4,38 – 2,40 ppm, 27H) e outro na aromática (8,06 – 7,13 ppm, 3H), que coinciden co 

esperado para este ligando. No espectro 13C-RMN ocorre algo similar, aparecendo 

tamén sinais anchos a desprazamentos que se corresponden co predito para a 

estrutura do ligando. A maiores, cabe destacar a presenza dun sinal cuadruplete 

(119,7 – 112,6 ppm) característico do TFA, por acoplamento do carbono cos tres 

átomos de flúor veciños situados a un enlace de distancia. 
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Finalmente, levouse a cabo a síntese in situ do complexo Eu(DO3A-MFAM) a 

partir do ligando anterior, segundo se indica no apartado 4. Experimental, cun 

rendemento do 29%. O baixo rendemento xunto coa elevada duración da reacción de 

complexación indican unha cinética de formación do complexo lenta, tal e como se 

observa habitualmente en complexos derivados de DOTA. A formación do Eu(DO3A-

MFAM) foi confirmada polo espectro de masas MS-ESI+, que amosou sinais 

correspondentes aos diferentes ións pseudomoleculares a m/z: 356,9659 para 

[C25H33EuN6O9
2+], e a 711,1097 e 713,0764 para [C25H32EuN6O9

+]. A presenza de dous 

picos cunha separación de dúas unidades neste último pico é característico da 

presencia de europio, xa que este elemento presenta dous isótopos naturais 

separados por dúas unidades de masa [151Eu, 47.8%; e 153Eu, 52.2%].. Por outra 

banda, o espectro IR rexistrado mediante a técnica ATR amosa a tensión (C=O) 

propia dos grupos carboxilato a aproximadamente 1640 cm-1, desprazada con 

respecto á atopada no ligando libre. Ademais, desaparece a tensión (O-H) a 

aproximadamente 3000 cm-1 presente no ligando libre. Todo isto permite confirmar a 

formación do complexo Eu(DO3A-MFAM). 

Este complexo foi caracterizado tamén mediante 1H-RMN (298K, 300 MHz), 

obténdose un espectro típico dun complexo paramagnético, con sinais no intervalo de 

-18 – 35 ppm característico dos complexos de europio con ligandos derivados de 

DOTA. A pesar de tratarse dun espectro difícil de asignar, pódese diferenciar 

claramente o grupo de sinais a 34 – 28 ppm típicos de complexos con xeometría de 

coordinación de antiprisma cadrado (SAP).52,53 Nesta rexión sería esperable atopar 4 

sinais correspondentes aos 4 hidróxenos axiais do DO3A. Sen embargo, obsérvanse 

7/8 sinais, o que parece indicar a presenza de 2 isómeros SAP diferentes. Se ben isto 

non puido ser confirmado aínda, unha posibilidade é a existencia de dúas 

conformacións do grupo N-metil ftalimida con respecto ao carbonilo do grupo 

acetamida. 

Todos os espectros correspondentes á caracterización dos compostos 

sintetizados se atopan no apartado 8. Anexos. 

5.2. Estudo fotofísico 

5.2.1. Espectroscopía electrónica de absorción ultravioleta-visible 

Os espectros de absorción recollidos dos complexos estudados amósanse na 

Figura 18. Os máximos de absorción correspondentes para cada un destes 

compostos atópanse na Táboa 7: 
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Táboa 7: Máximos de absorción rexistrados para cada un dos compostos estudados. 

 pH λmax/nm 

Eu(DO3A-o-HAP) 
4,9 266, 337 
9,4 271, 390 

Eu(DO3A-p-HAP) 
5,1 306, 352 
8,9 354 

Eu(DO3A-o-MAP) 7,4 267, 338 

Eu(DO3A-p-MAP) 7,4 306 

Eu(DO3A-o-AnAP) 7,4 271, 396 

Eu(DO3A-MFAM) 6,3 254, 319 

Os espectros de absorción dos complexos Eu(DO3A-o-HAP), Eu(DO3A-o-

MAP), Eu(DO3A-o-AnAP) e Eu(DO3A-MFAM) presentan dúas bandas de 

absorción, mentras que os análogos substituídos en para amosan unha banda 

principal a 306 nm, cun ombro a uns 352 nm. A absortividade e posición das 

bandas presentan valores típicos das transicións π-π* y n-π*.54  

Como se pode ver na Figura 18, o complexo cunha maior absortividade é o 

Eu(DO3A-MFAM), pero o máximo de absorción que presenta se atopa na rexión UV 

do espectro, o que dificulta o seu uso como sonda luminiscente mediante as técnicas 

de microscopía de fluorescencia habituais.  

Nos compostos sensibles ao pH (Eu(DO3A-o-HAP) e Eu(DO3A-p-HAP)) 

obsérvase un desprazamento das bandas trala desprotonación do grupo fenol a pH 

básico. Isto débese á deslocalización da carga do alcóxido xerado e a conseguinte 

formación dun enolato con propiedades ópticas diferentes ás do hidroxilo. No caso do 

Eu(DO3A-o-HAP), a banda menos enerxética amosa un claro desprazamento 

batocrómico xunto cun aumento da intensidade ao incrementar o pH (desprotonación), 

mentras que a outra banda diminúe de intensidade. No caso do Eu(DO3A-p-HAP) 

tamén se observa un desprazamento cara o vermello na única banda de absorción 

presente. 
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Figura 18: Espectros de absorción rexistrados para as disolucións acuosas 10-4M preparadas 

de cada complexo, ao pH indicado en cada caso (d = 0,1cm). 

Os valores de pH seleccionados para rexistrar os espectros de Eu(DO3A-o-

HAP) e Eu(DO3A-p-HAP) baseáronse nos publicados para compostos isostructurais 

de gadolinio.45 Neste estudo, rexistráronse os espectros de absorción do Gd(DO3A-o-

HAP) a valores de pH entre 4,5 e 9.9, e entre 4 e 8,8 para o Gd(DO3A-p-HAP), 

determinando valores de pKa de 7,69 ± 0,04 para Gd(DO3A-o-HAP) e 7,01 ± 0,03 para 

Gd(DO3A-p-HAP).  
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5.2.2. Espectroscopía electrónica de excitación e emisión 

Rexistráronse os espectros de excitación para cada un dos complexos, e se 

obtiveron os valores máximos de lonxitude de onda de excitación que se amosan na 

Táboa 8. Todos os espectros se poden atopar no apartado 8. Anexos. 

Táboa 8: Máximos de excitación seleccionados para cada complexo. 

 pH λmax/nm 

Eu(DO3A-o-HAP) 
4,9 350 
9,4 328 

Eu(DO3A-p-HAP) 
5,1 314 
8,9 309 

Eu(DO3A-o-MAP) 7,4 350 

Eu(DO3A-p-MAP) 7,4 310 

Eu(DO3A-o-AnAP) 7,4 400 

Eu(DO3A-MFAM) 6,3 319 

 

A continuación, realizáronse os espectros de emisión de cada complexo 

excitando nos máximos de excitación seleccionados previamente (Táboa 8). No caso 

dos complexos con brazos hidroxiacetofenona sensibles ao pH, comprobouse que a 

emisión diminúe drasticamente nos complexos co grupo fenol desprotonado (Figura 

19). Isto débese á aparición dunha banda de transferencia de carga (TC) coa 

deslocalización da carga do alcóxido formado. Esta banda TC é menos enerxética que 

o estado excitado do Eu(III), polo que non ten lugar a transferencia de enerxía e se 

suprime o efecto antena. Á vista destes resultados, continuouse o estudo fotofísico 

traballando unicamente coas especies protonadas. 

 

Figura 19: Comparación dos espectros de emisión rexistrados para a especie protonada 

(vermello) e desprotonada (negro) do complexo Eu(DO3A-p-HAP) (10-4 M, λex= 314/309 nm). 
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Na Figura 20 recóllense os espectros de emisión obtidos para cada complexo, 

amosando todos eles os patróns característicos do Eu(III). Se ben son bastante 

similares, existen certas diferencias que se poden apreciar con certa claridade. 

 

Figura 20: Representación superposta dos espectros de emisión rexistrados para cada 

complexo, excitando en cada caso na lonxitude de onda do maximo de excitación 

correspondente. 

Nos seis complexos estudados poden diferenciarse 5 rexións correspondentes 

ás transicións do europio 5D0→7FJ con J = 0-4, que aparecen aproximadamente a: 579 

nm (J= 0),  585-599 nm (J= 1), 609-627 nm (J= 2), 650-656 nm (J= 3) e 676-704 nm 

(J= 4). 

A banda de emisión 5D0→7F0 que se pode observar nestes espectros é 

inusualmente intensa, tendo en conta que se trata dunha transición prohibida polas 

regras de selección e que polo tanto adoita ser moi feble. Esta intensidade desta 

banda normalmente indica que o composto pertence aos grupos de simetría Cnv, Cn ou 

Cs. Por outra banda, a presencia dunha única compoñente para a transición 5D0→7F0 

indica a presencia dunha única especie en disolución, ou diferentes confórmeros con 

entornos de coordinación moi similares. O campo cristalino orixinado polos ligandos 

desdobra o termos espectroscópicos en 2J+1 compoñentes. Posto que para a 

transición 5D0→7F0 J = 0 para o estado fundamental e o excitado, tan só se espera 

unha compoñente.28 

A baixa simetría do campo cristalino vese confirmada pola aparición de tres 

compoñentes na transición 5D0→ 7F1, xa que para simetrías máis elevadas é habitual 

observar dúas compoñentes. Neste tipo de complexos, a presenza do brazo cromóforo 
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unido ao macrociclo (DO3A) provoca que a simetría C4 dos complexos tipo 

[Gd(DOTA)]- en disolución se transforme nunha simetría C1. Esta transición 5D0→7F1 é 

de dipolo magnético inducido (MD), polo que xeralmente a súa intensidade integrada é 

independente do entorno químico do europio. Como xa se mencionou, o número de 

compoñentes nos que aparece desdobrada esta transición dependerá do grupo de 

simetría ao que pertenza a especie estudada. 

Por outra banda, as transicións restantes 5D0→7F2, 5D0→7F3 e 
5D0→7F4 son 

inducidas por dipolo eléctrico (DE) e sensibles á relaxación das regras de selección 

por acoplamento vibrónico. Este acoplamento, así como o desdobramento destas 

bandas, aumenta ao diminuir a simetría do complexo. É de especial interese a 

transición hipersensible 5D0→7F2, cuxa intensidade vai a variar en función do entorno 

químico do catión. 

Rexistráronse tamén os espectros de emisión destes seis complexos excitando 

a 279 nm para poder levar a cabo o cálculo do rendemento cuántico de emisión 

(débense excitar os complexos e o patrón á mesma lonxitude de onda). 

5.2.3. Cálculo do rendemento cuántico de emisión 

Calculáronse os rendementos cuánticos dos complexos estudados usando 

como referencia unha disolución 7,5·10-6 M de tris(dipicolinato)europio(III) de cesio, 

empregando as disolucións 10-4 M dos complexos preparadas en H2O. No caso de 

Eu(DO3A-o-HAP) e Eu(DO3A-p-HAP) foron utilizadas as disolucións de pH 4,9 e 5,1 

respectivamente. 

Para realizar este cálculo tómanse os valores de absorbancia dos complexos a 

279 nm e as integrais da emisión baixo excitación a esa mesma lonxitude de onda. 

Con estes datos, xunto co rendemento cuántico bibliográfico da referencia (24%)47,48, 

obtivéronse os rendementos cuánticos que se recollen na Táboa 9: 

Táboa 9: Datos correspondentes ao cálculo do rendemento cuántico de emisión de cada 

complexo. *Datos do patrón usado como referencia  

 A279nm 
Integral 

emisión279nm 
Φ (%) 

Eu(DO3A-o-HAP) 0,01144 1,50·105 0,4 

Eu(DO3A-p-HAP) 0,0206 8,50·104 1,6 

Eu(DO3A-o-MAP) 0,03204 5,35·106 6,0 

Eu(DO3A-p-MAP) 0,02664 9,42·106 6,9 

Eu(DO3A-o-AnAP) 0,04323 8,91·104 <0,2 

Eu(DO3A-FMAM) 0,05437 4,64·105 0,31 

[Eu(pic)3]3- 0,04866 3,22·107 24* 
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Os rendementos cuánticos dos complexos con substituíntes hidroxilo e amino, 

así como o de Eu(DO3A-FMAM), foron moi baixos, se ben dentro dos valores típicos 

para complexos de europio. Os complexos co substituínte metoxilo sen embargo 

amosaron rendementos máis elevados, razoablemente consistentes co publicado en 

bibliografía para o Eu(DO3A-p-MAP) de 9,8%.46 Isto parece indicar unha maior eficacia 

do proceso de transferencia de enerxía nestes complexos. 

5.2.4. Determinación dos tempos de vida de emisión 

Obtivéronse as gráficas de decaemento exponencial para cada complexo, en 

H2O e D2O (ver apartado 8.  Anexos). A partir delas, se realizou un axuste por 

regresión non lineal de decaemento monoexponencial, conseguindo así os tempos de 

vida de emisión en ms recollidos na Táboa 10.  

Táboa 10: Tempos de vida determinados en H2O e D2O para cada complexo. 

 pH τH2O /ms τD2O /ms 

Eu(DO3A-o-HAP) 4,9 0,510 2,104 

Eu(DO3A-p-HAP) 5,1 0,456 0,814 

Eu(DO3A-o-MAP) 7,4 0,630 2,285 

Eu(DO3A-p-MAP) 7,4 0,628 2,243 

Eu(DO3A-o-AnAP) 7,4 0,389 0,910 

Eu(DO3A-FMAM) 6,3 0,614 2,278 

 

O tempo de vida de emisión obtido para o Eu(DO3A-p-MAP) coincide co valor 

atopado en bibliografía, de 0,63 ms. 46 Os valores dos tempos de vida son próximos 

aos medidos para diferentes complexos derivados de DOTA que conteñen unha 

molécula de auga coordinada ao ión metálico (0.5-0.6 ms).55 O complexo Eu(DO3A-o-

AnAP) presenta un tempo de vida máis curto, o que probablemente se debe a unha 

menor enerxía do estado excitado triplete centrado no ligando. Se esta enerxía é baixa 

comparada con nivel 5D0 do europio, a transferencia de enerxía non é eficiente, 

podéndose observar procesos de retrotransferencia (dende o lantánido ao ligando) 

que reducen o tempo de vida. É tamén destacable que todas as curvas se puideron 

axustar perfectamente a unha expresión monoexponencial, o que suxire que existe 

unha única especie emisiva en disolución. Pódese apreciar como os tempos de vida 

determinados en D2O son considerablemente máis longos que os medidos en H2O, xa 

que os osciladores O-D son considerablemente menos eficaces á hora de desactivar a 

emisión do ión metálico, debido á súa menor enerxía vibracional asociada á maior 

masa do deuterio comparado co protio. 
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5.2.5. Estimación do número de moléculas de auga coordinadas 

(q) 

A partir dos tempos de vida obtidos anteriormente en H2O e D2O, foi posible 

calcular o número de moléculas de auga na primeira esfera de coordinación dos 

complexos (parámetro q) segundo o método de Beeby (incertidume de ±0,3) (Táboa 

11).46 

Táboa 11: Números de hidratación calculados para cada complexo mediante o método Beeby.. 

 q  

Eu(DO3A-o-HAP) 1,5 

Eu(DO3A-p-HAP) 0,9 

Eu(DO3A-o-MAP) 1,1 

Eu(DO3A-p-MAP) 1,1 

Eu(DO3A-o-AnAP) 1,51 

Eu(DO3A-MFAM) 1 

 

Todos os complexos amosan números de hidratación próximos a 1, se ben os 

valores calculados para o Eu(DO3A-o-HAP) e o Eu(DO3A-o-AnAP) son algo máis 

elevados, probablemente debido á desactivación provocada polos grupos -OH 

e -NH2 establecendo enlaces de hidróxeno co átomo de osíxeno da 

acetofenona, ou tamén debido á presencia de procesos de retrotransferencia 

comentados no apartado anterior. Estes resultados son consistentes co 

descrito en bibliografía para complexos análogos de Gd(III) con aplicacións 

como axentes de contraste.45 

5.3. Ensaio de viabilidade celular 

Calculouse a porcentaxe de viabilidade celular para cada unha das condicións 

ensaiadas de Eu(DO3A-FMAM) a partir das medidas de absorbancia realizadas, tal e 

como se indica no protocolo comercial.44 Como se realizaron réplicas de cada 

tratamento, calculáronse tamén os valores de viabilidade celular promedio para 

cada un deles, xunto coas súas desviacións estándar. 

Na Figura 21 recóllense os resultados obtidos para as distintas 

concentracións do complexo de Eu(III). Ningún destes tratamentos presentou un 

efecto citotóxico sofre as células HFF-1 segundo a normativa ISO para a avaliación 

biolóxica de dispositivos médicos.56 Esta normativa determina que unha sustancia 

é considerada tóxica cando provoca unha redución na viabilidade celular de máis 

do 30%, algo que non se observou en ningunha das condicións ensaiadas. 
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Ademais, non parece haber diferenzas importantes entre os distintos tratamentos, 

tal e como confirmou o test ANOVA realizado (apartado 8. Anexos). Este test 

estatístico determinou que non hai diferenzas estatisticamente significativas entre 

os valores de viabilidade celular obtidos para cada concentración de complexo 

Eu(DO3A-FMAM). Estes resultados son prometedores, mais sería interesante en 

ensaios futuros analizar tamén a distribución e localización subcelular do 

complexo, realizando estudos in vitro da luminescencia deste complexo. 

 

Figura 21: Porcentaxes de viabilidade celular obtidos para cada concentración ensaiada do 

complexo Eu(DO3A-MFAM). 

Os resultados numéricos correspondentes á gráfica anterior (Figura 21), así 

como os resultados no análise estadístico realizado, atópanse na Táboa 12 do 

apartado Anexos. 
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6. CONCLUSIÓNS 

A partir dos datos obtidos no presente traballo, pódense extraer as seguintes 

conclusións: 

- O ligando DO3A-MFAM foi eficazmente sintetizado e purificado, cun 

rendemento global do 46%.  

- Os complexos de Eu(DO3A-o-AnAP) e Eu(DO3A-MFAM) foron 

sintetizados in situ de maneira exitosa. 

- As técnicas de espectrometría de masas (ESI+), espectroscopía de 

RMN de 1H e 13C e espectroscopía infravermella permitiron caracterizar 

e confirmar a obtención tanto do ligando DO3A-MFAM como do 

complexo Eu(DO3A-MFAM). 

- O espectro de 1H-RMN do complexo Eu(DO3A-MFAM) parece indicar a 

presenza de 2 isómeros SAP en disolución, se ben isto require un maior 

estudo. 

- A análise dos espectros de absorción dos seis complexos estudados 

neste traballo permitiu identificar diferenzas xerais entre eles, e 

especificamente entre os isómeros orto e para  dos complexos cos 

grupos metoxiacetofenona e hidroxiacetofenona. Ademais, tamén se 

observou un desprazamento batocrómico das bandas dos complexos co 

grupo hidroxiacetofenona, sensibles ao pH, ao desprotonárense en 

medio básico.  

- Os espectros de emisión dos complexos co brazo hidroxiacetofenona 

(Eu(DO3A-o-HAP) e Eu(DO3A-p-HAP)) amosaron intensidades de 

emisión moi superiores para as especies protonadas fronte ás 

desprotonadas. Así mesmo, a morfoloxía dos espectros de emisión dos 

seis compostos correspóndese coa esperada para este tipo de 

complexos de Eu(III), e puido ser relacionada coa simetría dos mesmos. 

- Os rendementos cuánticos de emisión calculados para os complexos co 

grupo metoxiacetofenona (Eu(DO3A-o-MAP) e Eu(DO3A-p-MAP)) foron 

considerablemente superiores aos dos demais complexos estudados, o 

que pode denotar unha maior eficacia do proceso de transferencia de 

enerxía dende este grupo cromóforo ao centro metálico. Ademais, estes 

complexos tamén amosaron tempos de vida do estado excitado 

lixeiramente máis longos. 
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- A determinación dos tempos de vida en H2O e D2O permitiu confirmar a 

presenza dunha única molécula de auga na primeira esfera de 

coordinación dos seis complexos estudados. 

- No estudo de viabilidade celular realizado para o complexo Eu(DO3A-

MFAM) non se detectou ningún efecto citotóxico nas concentracións de 

composto ensaiadas. 

CONCLUSIONES 

A partir los datos obtenidos en el presente trabajo se pueden extraer las 

siguientes conclusiones: 

- El ligando DO3A-MFAM fue sintetizado y purificado eficazmente, con un 

rendimiento global del 46%. 

- Los complejos Eu(DO3A-o-AnAP) y Eu(DO3A-MFAM) se sintetizaron in 

situ de manera exitosa. 

- Las técnicas de espectrometría de masas (ESI+), espectroscopía de 

RMN 1H y 13C y espectroscopía de infrarrojos permitieron caracterizar y 

confirmar la obtención tanto del ligando DO3A-MFAM como del 

complejo Eu(DO3A-MFAM). 

- El espectro de 1H-NMR del complejo Eu(DO3A-MFAM) parece indicar la 

presencia de 2 isómeros SAP en disolución, aunque esto requiere un 

mayor estudio. 

- El análisis de los espectros de absorción de los seis complejos 

estudiados en este trabajo permitió identificar diferencias generales 

entre ellos, y específicamente entre los isómeros orto y para de los 

complejos con los grupos metoxiacetofenona e hidroxiacetofenona. 

Además, también se observó un desplazamiento batocrómico de las 

bandas de los complejos con el grupo hidroxiacetofenona, sensible al 

pH, al desprotonarse en medio básico. 

- Los espectros de emisión de los complejos de brazos de 

hidroxiacetofenona (Eu(DO3A-o-HAP) y Eu(DO3A-p-HAP)) mostraron 

intensidades de emisión mucho más altas para las especies protonadas 

que para las desprotonadas. Asimismo, la morfología de los espectros 

de emisión de los seis compuestos se corresponde con la esperada 

para este tipo de complejos de Eu(III), y ha podido ser relacionada con 

su simetría. 
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- Los rendimientos cuánticos de emisión calculados para los complejos 

con el grupo metoxiacetofenona (Eu(DO3A-o-MAP) y Eu(DO3A-p-

MAP)) fueron considerablemente superiores a los del resto de 

complejos estudiados, lo que puede denotar una mayor eficiencia del 

proceso de transferencia de energía de este grupo cromóforo al centro 

metálico. Además, estos complejos también mostraron tiempos de vida 

del estado excitado ligeramente más largos. 

- La determinación de los tiempos de vida en H2O y D2O permitió 

confirmar la presencia de una sola molécula de agua en la primera 

esfera de coordinación de los seis complejos estudiados. 

- En el estudio de viabilidad celular realizado para el complejo Eu(DO3A-

MFAM) no se detectó ningún efecto citotóxico para las concentraciones 

del compuesto ensayadas. 

CONCLUSIONS 

The work carried out during this final dissertation allowed to reach the following 

conclusions: 

- The ligand DO3A-MFAM was efficiently synthesized and purified, with an 

overall yield of 46%. 

- The Eu(DO3A-o-AnAP) and Eu(DO3A-MFAM) complexes were successfully 

prepared in situ. 

- The characterization performed using mass spectrometry (ESI+), 1H and 13C 

NMR spectroscopy and infrared spectroscopy made it possible to confirm the 

successful preparation of both the DO3A-MFAM ligand and the Eu(DO3A-

MFAM) complex. 

- The 1H-NMR spectrum of the Eu(DO3A-MFAM) complex suggests the presence 

of two square antiprismatic (SAP) isomers in solution, although this issue 

requires further study. 

- The analysis of the absorption spectra of the six complexes studied in this work 

allowed us to identify general differences between them, and specifically 

between the ortho and para isomers of the complexes bearing 

methoxyacetophenone and hydroxyacetophenone groups. Furthermore, a 

bathochromic displacement of the bands of the complexes with the 

hydroxyacetophenone group, sensitive to pH, was also observed when 

deprotonated in basic medium. 
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- The emission spectra of the complexes with the hydroxyacetophenone arm  

(Eu(DO3A-o-HAP) and Eu(DO3A-p-HAP)) showed much higher emission 

intensities for the protonated species than for the deprotonated ones. Likewise, 

the morphology of the emission spectra of the six compounds corresponds to 

that expected for this type of Eu(III) complexes, and it has been possible to 

associate it with their symmetry. 

- The emission quantum yields calculated for the complexes with the 

methoxyacetophenone group (Eu(DO3A-o-MAP) and Eu(DO3A-p-MAP)) were 

considerably higher than those of the rest of the complexes studied, which may 

denote a greater efficiency of the energy transfer process of this chromophore 

group to the metal center. Furthermore, these complexes also exhibited slightly 

longer lifetimes of the excited state. 

- The determination of the lifetimes in H2O and D2O made it possible to confirm 

the presence of a single water molecule in the first coordination sphere of the 

six complexes studied. 

- In the cell viability study carried out for the Eu(DO3A-MFAM) complex, no 

cytotoxic effect was detected for the tested concentrations of this compound. 
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8. ANEXOS 

8.1. Espectros 

8.1.1. Espectros de masas 

 

Figura 22: Espectro de masas (ESI+) do precursor do ligando t-Bu-DO3A-MFAM. 

 

Figura 23: Espectro de masas (ESI+) do ligando DO3A-MFAM. 
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Figura 24: Espectro de masas (ESI+) do complexo Eu(DO3A-MFAM). 

8.1.2. Espectros de RMN 

 

 

Figura 25: Espectro 1H-RMN (298K, D2O, 300 MHz) do ligando DO3A-MFAM. 
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Figura 26: Espectro 13C-RMN (298K, D2O, 126 MHz) do ligando DO3A-MFAM. 

 

Figura 27: Espectro 1H-RMN (298K, D2O, 300 MHz) do complexo Eu(DO3A-MFAM).  
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8.1.3. Espectros IR 

 

Figura 28: Espectro IR do ligando DO3A-MFAM. 

 

 

Figura 29: Espectro IR do complexo Eu(DO3A-MFAM).  
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8.1.4. Espectros de excitación 

 

Figura 30: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-MFAM) (λem = 613 nm).  

 

 

Figura 31: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-o-MAP) (λem = 613 nm). 
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Figura 32: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-p-MAP) (λem = 613 nm). 

 

Figura 33: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-o-HAP) a pH 4,9 (azul) e pH 9,4 

(vermello) (λem = 613 nm). 
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Figura 34: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-p-HAP) a pH 5,1 (azul) e pH 8,9 

(vermello) (λem = 613 nm). Aparece sinalizada cunha estrela unha banda de dispersión. 

 

Figura 35: Espectro de excitación do complexo Eu(DO3A-o-AnAP) (λem = 613 nm).  
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8.2. Estudo de viabilidade celular 

8.2.1. Resultados cuantitativos 

Táboa 12: Porcentaxes de viabilidade celular promedio e valores de desviación estándar 

calculados para as direcentes concentracións do complexo Eu(DO3A-MFAM) ensaiadas. 

[Eu(DO3A-MFAM)]  
(µM) 

% Viabilidade 
promedio 

SD 

10 92,26 5,43 

20 94,56 3,34 

50 99,06 4,38 

100 88,39 10,08 

200 96,92 18,72 

 

8.2.2. Análise estadístico 

Test de normalidade Shapiro-Wilk  

▪ H0: os datos pertencen a unha poboación cunha distribución de datos 

normal.  

▪ p-valor crítico = 0,05  

Táboa 13: Valores calculados para cada concentración ensaiada do complexo Eu(DO3A-

MFAM) do estatístico SW, xunto cos seus correspondentes valores tabulados (SWt) e o p-valor 

asociado para un nivel de confianza do 95% (α= 0,05). 

[Eu(DO3A-MFAM)]  
(µM) 

SW 
SW t 
(0.05) 

p-valor 

100 0,906 0,767 0,376 

200 0,783 0,767 0,086 

 

▪ Conclusión: acéptase a H0. Todos os datos se axustan a unha distribución 
normal (p-valor > p-valorcrítico).  

Análise da varianza (ANOVA) 

  

▪ H0: as medias das mostras difiren significativamente.  
 
RESUMEN       

Tratamentos Conta Suma Promedio Varianza   

200 µM 3 290,760364 96,9201212 350,324447   

100 µM 3 265,168539 88,3895131 101,607218   

50 µM 4 396,234437 99,0586092 19,2059726   

20 µM 4 378,256909 94,5642271 11,1793024   

10 µM 4 369,025205 92,2563012 29,5245719   
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ANÁLISE DE VARIANZA 

Orixe de las 
variacións 

Suma de 
cadrados 

Grados de 
liberdade 

Promedio 
de los 

cadrados 
F Probabilidade 

Valor crítico 
para F 

Entre 
grupos 

232,727762 5 46,5455523 0,51545801 0,75997397 3,10587524 

Dentro de 
los grupos 

1083,59287 12 90,2994059    

       

Total 1316,32063 17     

 

▪ Conclusión: Rexéitase a H0. Non hai diferencias estatisticamente 
significativas entre as medias (F < Fcrit, a un p-valor > 0,05).  
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