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RESUMO

No presente trabalho, a influéncia dos meios homogéneo e microheterogéneo
sobre a fotofisica da Ftalocianina de Zinco (FtZn) foi avaliada, visando contribuir para
uma melhor compreensio da influéncia do meio sobre a estrutura eletronica dessa
molécula. Analisou-se a dependéncia entre os rendimentos quinticos de fluorescéncia
(®y) da FtZn, nos diferentes meios estudados e a escala de polaridade Er(30). Essa analise
mostrou que ha uma relagio direta entre o ®re a polaridade do meio, o que deve estar
relacionado ao aumento na diferenga de energia entre os estados S; (nn*) e Sz (n,7*). O
crescimento dos valores de ®¢ com a polaridade é mais pronunciado em solventes
préticos, indicando que interagdes especificas devem ser mais efetivas para o aumento da
diferenca de energia entre os estados S; e S;. O ®¢ em Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
segue a mesma tendéncia dos solventes proticos. Ja o valor estimado em Brometo de
Cetil Trimetil Amonio (CTAB) (®¢ = 0,002) é muito baixo. Evidéncias experimentats
indicam que isso se deve a agio dos ions brometo, acentuando a possibilidade de
acoplamento spin-orbita, com o favorecimento da ocorréncia de cruzamento entre
sistemas. Medidas de rendimento quintico de geragdo de oxigénio singlete (®y) foram
feitas em regime de estado estacionario em diferentes meios, através da monitoragdo da
degradacdo do composto 1,3-Difenilisobenzofurano (DPBF). Os resultados mostram-se
bastante coerentes com valores disponiveis na literatura. No entanto, o @4 medido em
Dimetilsufoxido (DMSO) mostrou-se bastante divergente. Medida do @, da FtZn feita
em DMSO usando técnica resolvida no tempo, forneceu resultado concordante com o
valor obtido em estado estacionario. Por outro lado, os valores estimados em cloroférmio
(CHCI;) e em tetracloreto de carbono (CCls) mostraram-se bastante elevados, muito
provavelmente em virtude do elevado tempos de vida do oxigénio singlete nesses

solventes. A Atividade Fotodinimica (AF) da FtZn foi também medida em diferentes




meios. Os resultados sugerem que a AF é um parametro relacionado a reatividade de um
fotossensibilizador ndo apenas em termos de sua capacidade de geragdo de oxigénio
singlete ('0-), mas também de outras espécies ativas de oxigénio. O valor medido para a
AF da FtZn em SDS (42 + 2 mz/Ws) concorda muito bem com valor estimado
anteriormente empregando Acido Urico (AU) como dosador quimico (49 + 3 mY/Ws). O
valor da AF da FtZn em SDS mostra-se, pelo menos, duas vezes maior que os valores
encontrados na hteratura para o Photofrin [T (24 + 2 m*/Ws) e Azul de Melileno (18 = |
m*/Ws). Em outras palavras, para a FtZn é necessaria uma dose pelo menos duas vezes
menor de radiagio para que esta apresente a mesma reatividade dos outros dois
fotossensibilizadores. Considerando ainda que a absortividade molar da FtZn €, pelo
menos, 100 vezes maior que a do Photofrin II, pode-se acrescentar que o efeito
fotodindmico apresentado pela FtZn deve ser, pelo menos, 200 vezes maior que o do
Photofrin II. O valor da AF da FtZn em CTAB € menor que o valor em SDS, o que pode
estar associado a estrutura do CTAB, que deve estar atuando como um supressor fisico de

espécies ativas de oxigénio.



ABSTRACT

In the present work, the influence of the homogeneous and microheterogeneous
media on the photophysics of Zinc Phthalocyanine (ZnPc) was evaluated, aiming to
contribute for a better understanding on the influence of medium on the electronic
structure of this compound. The dependence between the fluorescense quantum yield
(®¢), in the different media studied, and the polarity scale E1(30), was evaluated. This
analysis showed a direct ratio between ®¢ and the medium polarity, which may be related
to the increase in the energy difference between the Sy (nn*) e Sz (n,n*) states. Despite
the low values of ®y, the increase of this parameter with the polarity is higher in protic
solvents, indicating that more specific polar interactions added to the typical interactions
of non-protic solvents is decisive to give the observed trend. The ®rin Sodium Dodecyl
Sulphate (SDS) follows the same trend observed for protic solvents. On the other hand,
the value measured in Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (dr = 0,002) is
extremely low. Experimental evidences indicate that this must be due to the action of
bromide ions, which potentializes the spin orbit coupling. Measurements of quantum
yield of singlet oxygen generation (®4) has been made in steady-state regimen in
different media, through the degradation control of the compound 13-
Diphenylisobenzofurane (DPBF). The results show to be coherent with the values
reported in literature. However, the ®, measured in Dimetylsufoxide (DMSO) revealed to
be divergent. On the other hand, measures of ®, made in the same solvent using time
resolved technique, furnished results which agree with the value estimated by steady-state

measurements. The values estimated in chloroform (CHCl;) and carbon tetrachloride
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(CCly) were anomalously high, very probably due to the extremely long singlet oxygen
lifetimes in these solvents. The Photodynamic Activity (PA) also was measured in
different media. The results suggest that a PA is a parameter capable to quantify the
reactivity of a photosensitizer not only in terms of its capacity of generation of singlet
oxygen ('0,), but also of other oxygen active species. The value measured for the PA of
ZnPc in SDS (42 £ 2 m%/Ws) agrees very well to the previously obtained using uric acid
(UAY (49 £ 3 m?/Ws). The value of the PA of ZnPc in CTAB is lower to the obtained in
SDS which must be related to the physical quenching promoted by the structure of the
CTAB. The value of the PA of ZnPc in SDS reveals, that apparently this dye is at least
two times more efficient than Photofrin 11 or Methylene Blue. Considering that the molar
absorptivity of ZnPc¢ is around 10° times higher than the value for Photofrin II, the

photodynamic action of ZnPc is at least 200 times higher than the former.



1. INTRODUCAO
1.1 Estudo Fotofisico de Moléculas

As propriedades fotofisicas de uma molécula séo determinadas pela natureza e
pela energia de seus estados eletronicamente excitados. Por outro lado, em Quimica é
muito comum trabalhar-se com moléculas em fase condensada [liquidos, liquidos
viscosos e solidos]. Compreender o efeito desses meios sobre as energias relativas dos
estados eletrdnicos dessas moléculas, 6 um dos objetivos da fotofisica de moléculas [1,2].

Quando a acdo da luz provoca modificagdes na estrutura de uma molécula, € sinal
de que um processo de absorgdo da fuz deve ter ocorrido. A absorcdo de luz - ultravioleta
ou visivel - por uma molécula é, geralmente, o resultado de uma transi¢io eletronica, e
pode ser estudada pela espectroscopia eletrdnica. Uma transigéo eletrdnica consiste na
promog¢io de um elétron do estado fundamental para outro de maior energia (estado
excitado) como resposta a absor¢do de radiagdo eletromagnética [3].

As principais caracteristicas observadas em uma banda de um espectro de
absorgiio sdo sua posigio e intensidade. A posigio da banda de absorgdo corresponde ao
comprimento de onda da radiagiio necesséria para que a transigio ocorra. Jaa intensidade
esta relacionada a probabilidade da transigdo ocorrer.

A probabilidade de transigdo para uma dada absorgao pode ser relacionada a
intensidade de absorgdio através do termo forga de oscilador (Eq. 01) [4]. Em outras
palavras, a forga de oscilador pode ser tomada como sendo uma medida da probabilidade

de transigdo [5].

-9 _

/ ﬁ - - )

o 4315x10 7 fedv (Eq. 01)
n

onde n é o indice de refraciio do solvente, dv éa diferencial do nimero deondae ¢ €0
coeficiente de extingdo molar.
Uma medida experimental da relagdo entre a absorgdo de radiagdo por um dado

soluto e sua concentragio em solugio é fornecida pela let de Lambert-Beer. A lel de
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Lambert-Beer estabelece uma relagio entre a quantidade de radiagdo absorvida por uma

espécie, sua concentragdo e o percurso percorrido pela radiagao [5],
A =keb (Eq. 02)

onde k representa uma constante caracteristica do soluto, ¢ é a concentragio do soluto, b é

o caminho percorrido pela radiagdo através da amostra e A ¢ a absorvancia da solugéo.
Quando a concentragdo do soluto é expressa em mol L' e b em centimetros, a

constante k ¢ igual a absortividade molar, ¢, também conhecida por coeficiente de

extingdo molar.

1.1.1 Processos Fotofisicos

Quando uma molécula é excitada, o estado em que ela se encontra, €
energeticamente instavel com relagdo ao seu estado inicial (fundamental) [6]. Se a
molécula ndo sofrer rearranjo ou se fragmentar (processo quimico), ela de alguma forma
perdera energia para retornar ao estado fundamental (processo fisico). Ha diferentes
possibilidades fisicas para a desexcitagiio dessa molécula. Alguns processos poderdo ser
mais favorecidos que outros, dependendo do tipo de molécula, da natureza dos estados
excitados envolvidos no processo, e do solvente. Esses caminhos sdo classificados como:
processos radiativos, ndo-radiativos e de supressio [6].

Os processos radiativos geralmente sio classificados como fendmenos de
luminescéncia através dos quais os estados excitados decaem ao estado fundamental,
com a emissdio de radiagfio eletromagnética. O fendmeno da luminescéncia pode ser

formalmente dividido em fosforescéncia e fluorescéncia [5,6,7,8].

Fluorescéncia (F)

O processo de fluorescéncia parte do pressuposto de que no estado excitado, o
elétron preserva a multiplicidade que tinha quando no estado fundamental. Isso permite

que o seu retomo ao estado fundamental ocorra rapidamente, com a emissdo de um
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foton. A velocidade de fluorescéncia é tipicamente da ordem de 10° 5™, com tempo de

vida entre 1 e 10% ns.

Fosforescéncia (P)

A fosforescéncia é a emissio de luz a partir do estado triplete excitado, onde o

elétron no estado excitado tem o mesmo spin do elétron remanescente no estado
fundamental. Isto leva a transi¢des com velocidades mais lentas (10% a 10°s™), com

tempos de vida que podem variar de milisegundos a segundos.

As transi¢Ses nio-radiativas envolvem a conversdo de um estado eletrdnico para
outro, de menor energia, sem a emissfo de fotons. Sdo dois os processos existentes para
as transi¢des ndo-radiativas e sdo classificados, de acordo com a multiplicidade do spin

dos estados participantes,

Conversdo interna (IC)

Esse processo consiste na desativagiio da espécie excitada para estados de

mesma multiplicidade de spin.

Cruzamento entre sistemas(ISC)

Processo de desativagio vibracional que envolve a mudanga de multiplicidade

de spin entre os estados envolvidos.

Todos os processos citados acima podem ser ilustrados pelo diagrama de
Jablonski. Esse diagrama é o ponto de partida para a discussdo dos processos envolvidos

na absor¢io e emissdo de luz.



18

Sn
2 Tn
S, .
T2
T,

estado fundamental

Figura 1 — Diagrama de Jablonski: Os processos fotofisicos sdo representados por (1)
Absor¢do de Iuz, (2) Conversido Interna (IC), (3) Fluorescéncia (F), (4) Cruzamento
entre Sistemas (ISC) e (5) Fosforescéncia (P).

No diagrama de Jablonski, os estados eletrdnicos singlete fundamental, primeiro
e segundo sio descritos por So, S1, Sy, respectivamente. Entre os estados eletronicos,
estio representados os subniveis que representam os estados vibracionais, 0s quais si0
desativados por processos de relaxagio vibracional). Para os estados triplete, a descrigdo
& T, n=20,1 2, ... . Deve-se, no entanto, ressaltar que um estado To ocorre, na
natureza, apenas para um niimero muito limitado de casos [5].

As transi¢bes eletrnicas entre os estados so indicadas por linhas verticais,
ilustrando a natureza quase instantinea da absor¢fio e emissdo de luz. A absorciio de
radiagdo eletromagnética (1), ocorre em aproximadamente 105, um tempo muito curto
se comparado ao movimento nuclear [8]. Assim, a transi¢io vibronica mais provavel sera
aquela em que nio estio envolvidas mudangas nas coordenadas nucleares. Essa transigdo
é chamada de maximo de Franck-Condon (FC), e representa uma transi¢do vertical no
diagrama de energia potencial [6,9]. O maximo de FC corresponde & sobreposi¢io
maxima entre a fungio de onda vibracional do estado fundamental e a fun¢@o de onda do

estado excitado.
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Apés a excitaglio eletronica da molécula para um estado singlete superior (n>1),
a tendéncia ¢ a sua desexcitagio por IC (2) até o primeiro estado singlete excitado. Ainda
é possivel, a partir dai, preencher o estado triplete (Tn) (4), desde que E(Ta) < E(S1) e
algumas restricdes de simetria orbital sejam obedecidas [5]. Havendo a possibilidade de
populagdo do estado triplete, esse processo ocorre por ISC.

A partir do estado triplete, se n>l, a espécie excitada tende a perder
vibracionalmente parte do excesso de energia por IC (2), até atingir o estado T. A partir
desse estado, a molécula excitada pode desativar-se para o estado fundamental por dois
caminhos: ISC (4) e P(5).

Dependendo do tempo de vida dos estados Sy e T1, outros processos tais como,
transferéncia de energia, transferéncia de elétron, etc., podem levar a desativagio da
molécula a0 estado fundamental, ou a transformagdes quimicas, resultando em novas

moléculas. Esses sio os chamados processos de supressdo [6].

1.2 Efeito do solvente e o deslocamento de Stokes [10]

O efeito da interagdo entre o solvente e uma molécula, sobre o seu espectro

eletrdnico, é extremamente importante para o seu comportamento fotofisico. Esse efeito ¢

responsavel, por exemplo, pelo deslocamento de Stokes (Av), que é o resultado da
acomodagiio da molécula excitada em virtude da sua solvatagdo. G. G. Stokes, em 1852,
observou que o espectro de fluorescéncia de uma espécie ocortria, usualmente, deslocado
com relagio ao espectro de absorgio. Assim, a espécie fluorescente apresentava um
excedente de energia menor que o fornecido pelo foton no momento da excitacdo. Com
base nas suas observag3es, Stokes estabeleceu um parametro que permite relacionar a

solvatacdo dos estados fundamental e excitado através da diferenga dos numeros de onda

dos maximos de absorcdo e emissdo, ou seja, AV = Vva - vf, 0 qual foi posteriormente
denominado deslocamento de Stokes. Uma causa comum para o deslocamento de Stokes
esté na rapida relaxagiio da estrutura para niveis vibracionais abaixo do S;. A esse efeito
sio somados ainda os efeitos de acomodagio do solvente frente & espécie excitada,

interacdes especificas entre o solvente e 0 estado excitado da molécula, possiveis reagdes
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quimicas a partir do estado excitado, formagdo de complexos, além da transferéncia de

energia.

1.2.1 Deslocamentos Solvatocromicos {11]

Solvatocromismo & um processo que ocorre em virtude da mudanga na posicio (e
algumas vezes na intensidade) de uma banda de absorgdo UV-Visivel, em fungio de
mudancas na polaridade do meio. Da idéia de solvatocromismo surge o termo
deslocamento solvatocrdmico (DS). Um deslocamento hipsocrémico (para a regido do
azul), observado com o aumento da polaridade do solvente, ¢ usualmente chamado de
solvatocromismo negativo. O deslocamento batocromico (para a regiéo do vermelho) é
chamado de solvatocromismo positivo [12].

Uma transi¢do radiativa (absorgdo) consiste na passagem da molécula de um
estado inicial relaxado i para um estado final de Franck-Condon (FC), f Quando a
molécula é circundada por um solvente ou por uma matriz sélida, cada estado é
estabilizado pela liberagdo da energia de solvatagdo (E;). A diferenga entre as energias de
solvatacio dos estados final e inicial, em varios solventes, ¢ o DS. A energia total de
solvatagio, dada pela soma do DS entre dois solventes, para uma transigdo de um estado 1

para um estado f é a soma das contribui¢des individuais,

A(AE’.">f)1—2 - i{Aj;i—>f)a....<,’ }1—2 (Eq' 03)

Cada termo é um produto de dois fatores os quais, representam separadamente a
“polaridade do soluto” e a “polaridade do solvente”.

O DS ¢ a evidéncia experimental da mudanga da energia de solvatagdo de um
dado soluto em solventes de diferentes polaridades. As observagdes experimentais da
dependéncia da energia dos estados excitados com o solvente nem sempre podem ser
associadas com facilidade com as teorias que procuram retratar o DS. Em geral essas
teorias procuram retratar o DS em termos das mudangas sofridas na distribuigdo

eletronica das moléculas em seus estados excitados, ao interagirem com o soluto, em
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termos dos seus momentos de dipolo totais py e/ou pela polarizabilidade média oy
Essas quantidades sio muito importantes para a descrigdo da transferéncia intramolecular

de carga nos estados excitados [13-16] e intermolecular de carga em exciplexos [17].

1.2.2 Solvatagio de moléculas [10,11]}

O interesse com relagdo a solvatagio de moléculas orginicas neutras € muito
grande, 0 que tem resultado em um consideravel numero de estudos. Por outro lado,
pouco se conhece experimentalmente sobre o DS de ions ou radicais solvatados.

__.)
Uma molécula ¢ dita polar se o seu momento de dipolo, 1, é diferente de zero.

O termo “polaridade” é usado para descrever todos os tipos de interagdes soluto-
solvente, as quais ndo necessariamente envolvem interagdes entre dipolos permanentes.
Por outro lado, as intera¢des solvente-soluto sempre sdo de origem elétrica. Assim, um
campo elétrico é gerado envolvendo solvente e soluto. Esse campo depende diretamente
do dipolo liquido ou multipolo da molécula, o qual é profundamente influenciado pela
conformagio assumida pela molécula no solvente.

Infelizmente, o volume ocupado pelas moléculas nem sempre se aproxima de uma
esfera, o que tende a tornar praticamente dificeis as estimativas relativas & sua
polarizabilidade (t), parimetro importante na definigdo de polaridade. A polarizabilidade

- -
¢é um tensor que transforma o vetor campo elétrico ( & ) em outro vetor (4; ) ao longo de

diferentes dire¢des.
As quatro possiveis interacdes dielétricas que ocorrem entre moléulas, podem ser

descritas como:

Interacio dipolo-dipolo

O momento de dipolo do soluto € responsavel pela produgdo de um campo
elétrico capaz de orientar o solvente. Essa interagdo soluto-solvente implica no

relaxamento da molécula do soluto para um estado de menor energia.

SISBIUFU
212351
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Dipolo do soluto — Dipolo induzido

-
Essa é a interagiio entre o momento de dipolo total , da molécula do soluto e o

momento de dipolo induzido em um solvente polarizavel. A polarizagdo do solvente

envolve apenas o movimento dos elétrons e nio a reorientagio da estrutura nuclear.

Polarizabilidade do soluto — Dipolo do solvente

Na auséncia de momento de dipolo permanente do soluto, ndo ¢ possivel que haja
a orientacdo, ao seu redor, de um solvente cujo momento de dipolo é ndo-nulo. Assim, a
energia de interagio soluto-solvente é zero. Embora ndo seja possivel a interagdo das
moléculas através dos seus dipolos, o DS pode ser devido a uma mudanga na

polarizabilidade ocasionado pela agdo das moléculas do solvente.

Polarizabilidade — Polarizabilidade

A interagio de duas particulas ndo-polares mas polarizaveis ¢ conhecida como
“interagiio de dispersdo”. Isso resulta de flutuages de seus dipolos instantdneos. Embora
o momento dipolar médio de uma molécula ndo-polar seja zero, 0 momento dipolar
instantineo & finito e diferente de zero, o que produz um dipolo induzido instantineo em

uma molécula polarizavel [18].

1.2.3 Polariza¢io de Orientaciio [11]

A polarizacdo de orientagio do solvente ocorre quando o campo de reagio sentido
pela molécula do soluto resulta da orientagdo dos dipolos “rigidos” de um solvente néo-

polarizavel.
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1.2.4 Interag¢des Especificas [11]

A mais importante interagio especifica soluto-solvente é a formagdo de ligagSes
de hidrogénio entre sitios especificos das moléculas envolvidas. Uma interagdo especifica
implica em uma estereoquimica definida (usualmente 1:1) de moléculas interagindo em
uma geometria fixa (comprimento e angulo de ligagdo), enquanto que interagdes nao-
especificas consistem em um nimero nio-especifico de moléculas interagindo de forma
indistinta.

O efeito da interagio envolvendo solventes proticos, tais como, alcoois, agua e
scidos carboxilicos e substratos polares, pode, por exemplo, levar ao deslocamento
batocrémico da banda de absorgio dos substratos, desde que o momento de dipolo do
estado excitado dessa molécula seja maior que o verificado para o fundamental, p (S1) >
i (So). Se as interagdes especificas sdo mais intensas no estado excitado que no

fundamental, um DS positivo sera observado.

1.2.5 Efeitos Andmalos dos Solventes [11]

Mesmo para sistemas livres de interagdes especificas, a explicagiio dos DS
baseada apenas nas interagdes dipolo-dipolo é em geral satisfatéria apenas para uma
pequena variedade de solventes. Alguns solventes mostram desvios que ndo podem ser
explicados nem considerando-se a formacdo de ligagdo de hidrogénio, e geralmente
nenhuma explicagiio aceitavel tem sido encontrada para essas anomalias. O caso mais
conhecido é o que acontece com o solvente 1,4-dioxano, que mostra ser ndo-polar de
acordo com sua constante dielétrica estatica (D ~ 2), mas mostra-se quase que
invariavelmente ‘pseudo-polar’, induzindo efeito solvatocrémico similar ao dos éteres
ciclicos, como o Tetrahidrofurano (THF). A formagdo de ligagdo de hidrogénio a partir
do dioxano tem sido definitivamente excluida como um mecanismo para esse
comportamento pseudo-polar. Assim, duas possibilidades podem ser consideradas: (a) a
conformacio de polarizacdo alternando da forma cadeira, ndo-polar, para uma forma
bote, dipolar e vice-versa; (b) a interagdo dipolo do soluto — quadrupolo do solvente [19].

Embora a presenca em solugiio da forma bote do dioxano tenha sido sugerida em varios
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contextos, em virtude do seu carater pseudo-polar, nenhuma evidéncia que suporte essa
proposi¢do tem sido encontrada. A forma cadeira do dioxano ndo tem momento dipolar,
mas tem um alto momento de quadrupolo, o qual resulta em dois dipolos opostos. A
importincia da intera¢do dipolo do soluto — quadrupolo do solvente pode ser considerada
neste caso, mas ndo ha, até o presente, modelo algum que ligue o deslocamento espectral
induzido pelo solvente as suas propriedades macroscopicas.

Outra anomalia é a verificada para a acetonitrila, que se comporta como um
solvente menos polar, mesmo tendo uma alta constante dielétrica (D = 36). Ja é bem
estabelecido que a acetonitrila é um solvente auto-associativo, ou seja, embora as
moléculas sejam muito pequenas, apresenta um largo momento de dipolo. O par de
dipolos para formar dimeros ndo-polares contribuem para reduzir a polaridade
microscopica do solvente. O diclorometano também mostra, em alguns casos, uma baixa

polaridade em DS, talvez por uma razio similar [11].

1.2.6 Er(30) - Uma Escala Empirica da Polaridade do Solvente [11]

O conceito de “polaridade” dos solventes é de grande importincia quimica. Ela
esta envolvida na cinética das rea¢Bes térmicas de fase liquida, na estabiliza¢o de fons
formados em processos de transferéncia de elétrons, etc.

Em geral, as melhores correlagdes a serem utilizadas na descrigdo dos efeitos da
polaridade do solvente sobre um certo croméforo sio obtidas a partir do uso de
parimetros empiricos [18]. Esses parimetros, em geral, partem de dados obtidos de
compostos altamente solvatocrdmicos, geralmente corantes. Dentre as escalas sugeridas,
destaca-se a escala Ep(30), proposta por Dimroth e Reichardt, baseada no
solvatocromismo negativo do corante 2.6-difenil-4-(2,4,6)-trifenilpiridiniofenolato

(betaina) [18].
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Figura 2 — Estrutura do composto betaina, utilizado como padréo de polaridade.

A escala E1(30) € baseada na observagdo da dependéncia da posi¢io espectral da
primeira banda de absor¢io do corante betaina com o solvente [11]. Devido ao elevado
momento dipolar da betaina, o uso da escala Er(30) é mais adequado para o estudo de
interagdes dipolo-dipolo e dipolo induzido [20].

Os valores de Er(30) sfio definidos em analogia com os valores da escala Z de
Kosower [20], com as energias de transigio eletrdnica, Er, do corante de Reichardt,
expressas em kilocalorias por mol (kcal/mol) & temperatura ambiente (298 K) e pressio

normal (1 atm) [18]. Os valores de E1(30) podem ser estimados a partir da equagio,

E,(30) _ 291 (Eq. 04)

Angee (1)

onde Amix € 0 valor do comprimento de onda do maximo de absor¢io da banda de
transferéncia de carga do corante.

E importante ressaltar que, para qualquer sonda utilizada, sdo levados em conta
parimetros empiricos que caracterizam o comportamento da mesma no meio. Assim, de
acordo com o interesse do estudo a ser realizado, diferentes pardmetros podem ser
considerados, visto que os efeitos do solvente, principalmente sobre o espectro de
emissdo, sdo resultado de varias interagSes que dependem nio apenas da constante
dielétrica e do indice de refragdio, mas também das interaces especificas entre o solvente

e o fluoroforo [21].
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Um valor elevado de Er(30) corresponde a uma alta polaridade do solvente. O uso
dos valores de Er(30), em correlagdo com outros pardmetros dependentes do solvente,
tem a vantagem de dar resultados imediatos da magnitude do efeito dos solventes [22].

A molécula betaina mede interagSes soluto/solvente em nivel molecular,
considerando solventes como um “descontinuum” de moléculas individuais do solvente
com suas proprias interagdes solvente/solvente, em forte contraste com parametros fisicos
tais como constante dielétrica ou indice de refragdo os quais sio parimetros
macroscopicos do solvente [22]. Com a escala Er(30), é possivel observar uma separagdo
dos tipos de solventes de acordo com o tipo de interagfio que ocorre no sistema.

Valores de Er(30) tém sido determinados ndo apenas para solventes puros mas
também para numerosas misturas binarias de solventes, para algumas solugdes
eletroliticas aquosas ou nfo, e para meios microheterogéneos tais como solugdes aquosas
e niio aquosas, de surfactantes, micelas e vesiculas [22].

E importante mencionar que muito tem sido feito no sentido de definir diferentes
escalas empiricas que possibilitem relacionar de forma segura as propriedades fisico-
quimicas apresentadas pelos sistemas estudados com a natureza do solvente [10,20,22-

24].

1.2.7 Efeito do Acoplamento Spin - Orbita [5,25]

Transi¢des de dipolo elétrico entre estados eletronicos de multiplicidades
diferentes sdo, a grosso modo, proibidas. Essa regra de sele¢do de multiplicidade de spin
tem uma grande influéncia nos processos fotofisicos em moléculas.

Seja uma transi¢io eletrénica, caracterizada pela absorgdo de um féton pelo

elétron no estado m,
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hv

Figura 3 — Representag¢do de uma transigdo eletronica envolvendo estados de diferentes
multiplicidades, onde m corresponde ao m-ésimo estado eletrénico-vibracional, e n ao n-
ésimo estado eletrénico-vibracional.

Considerando o Principio de Franck-Condon, o momento de transigdo, Mmn, pode

ser expresso em fung¢io da configuragio espacial de equilibrio do estado fundamental,
ng]‘ Assim, ¥ e W, sdo respectivamente as fungdes de onda que representam os

estados eletrénicos envolvidos na transi¢do. Essas fungdes trazem embutidas todas as

caracteristicas dos estados envolvidos. Assim, generalizando,

Yi=¢Np (Eq. 05)

onde o indice i corresponde a um estado i hipotético, ¢ € a fungio eletronica, Né a fungido
nuclear, dependente da configuragio espacial, e p ¢ a fungdo de spin.
Se as fungdes de spin sio diferentes entre si (multiplicidades diferentes), a integral

de sobreposig¢io,
<pmlpr>=0 (Eq. 06)
Jja& que, neste caso, elas sio ortogonais entre si. Desse modo, uma transigio eletronica

envolvendo estados eletrdnicos de diferentes multiplicidades ndo ocorreria, pois em

fungiio desse ultimo resultado,

Y ¥ =0 (Eq. 07)
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No entanto, se intera¢des spin-orbital sdo viabilizadas, a inversdo do spin do
elétron tende a ocorrer muito lentamente, o que permite que a transigdo eletrénica entre
estados com spins diferentes possa ocorrer. Em outras palavras, isso significa dizer que a

integral de sobreposi¢do
<Pulpa>#0 (Eq. 08)

ou seja, neste caso, existira uma pequena probabilidade para a transigio m — n.

As intera¢Bes spin-orbital podem ser viabilizadas pela perturbagdio causada por
atomos pesados sobre 0 momento angular dos elétrons. Esse efeito pode ser externo, se 0s
atomos pesados ndo estio presentes na estrutura da molécula que estd sendo
eletronicamente excitada, ou interno, quando atomos pesados fazem parte da molécula.
Em termos fisicos, a presenga desses atomos induz alteragSes nos campos elétrico e
magnético das moléculas, sobretudo no campo magnético, induzindo alteragbes no
comportamento dos elétrons, fazendo oscilar a sua multiplicidade. Esse efeito é benéfico
para transi¢des envolvendo diferentes multiplicidades.

Como ha uma relagdo inversa entre probabilidade de transi¢do e tempo de vida do
estado, é de se esperar que a viabilizagio de uma transi¢io envolvendo diferentes
multiplicidades de spin reduza o tempo de vida do estado excitado formado.

O acoplamento spin-6rbita é relativamente insignificante em atomos leves mas
torna-se significativo quando o niimero atémico aumenta e, eventualmente, domina o
espectro dos atomos pesados. Portanto, solventes que possuem em sua estrutura atomos
pesados, como por exemplo bromo, iodo e cloro, acabam por favorecer transigdes néo-
radiativas da espécie no estado excitado singlete para um estado excitado triplete. Em
outras palavras, a presenga de atomos pesados aumenta a velocidade de ISC favorecendo,
assim, a populagio de estados triplete. Por outro lado, a possibilidade de ocorréncia de
misturas de estados excitados de mesma multiplicidade, a diferenca de energia entre
singlete e triplete excitados, e o tipo de transi¢des envolvidas entre esses estados (se

n,m*ou 7,n*), sio também pardmetros que podem viabilizar ou ndo o ISC [5,24].
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1.3 Processos fotofisicos

1.3.1 Rendimento Quantico de Fluorescéncia

O rendimento quédntico de fluorescéncia (Pg) pode ser definido como [5,25],

¢ = n® de moléculas fluorescentes por unidade de tempo por unidade de volume (Eq. 09)
=

n° de quanta absorvidos por unidade de tempo por unidade de volume

Essa quantidade nos informa a relagio entre a quantidade de moléculas que

efetivamente fluorescem (ng) e de moléculas que foram eletronicamente excitadas (Ney),

(Eq. 10)

O numero de moléculas excitadas é, em principio, equivalente ao nimero de
fotons absorvidos.

Nas medidas experimentais de ®¢ é necessario que haja uma corre¢do prévia do
espectro de emissdo do material ou o uso de um padrido que apresente propriedades
semelhantes as da espécie desconhecida (o espectro de emissdo da amostra deve estar na
mesma faixa do de emissio do padrio) [26]. Para o estudo do @y, é importante considerar
alguns interferentes que podem estar presentes no meio sob estudo [26]. Dentre eles,

temos:

e Efeito de filtro interior (reabsor¢io);

e Efeitos de comprimentos de onda (grandes diferencas entre o comprimento de
onda de absorgiio e o comprimento de onda de excitagfio);

o Indices de refracdo;

o Efeitos de polarizagio;

o Efeitos da temperatura;



30

e Efeitos de impurezas;
s Estabilidade fotoquimica;

s Espalhamento Raman.

Existem duas classes de métodos que s3o utilizados para medidas experimentais
de ®¢ Sio elas: (a) Métodos Primarios — incluem o uso de superficies espalhadoras ou
solucdes para calibrar absolutamente o sistema detector/excitago; (b) Método do Padréo
Secundario — consiste no uso de espécies cujo ®¢é conhecido e é 0 método mais utilizado
devido & sua simplicidade [26].

A relagdo matematica que permite obter o valor experimental do ®f, empregando

o método do padrio secundario, ¢ dada por,

Pp = —p—ZCI)p (Eq. 11)

onde o subscrito p refere-se ao padrio, A e A, sdo respectivamente as absorgdes da
amostra e do padrio nos respectivos comprimentos de onda de excitagio, F € a area sob o
espectro de emissdo da amostra (F, do padrio) e n indice de refragdo do solvente onde se
encontra a amostra (n, do solvente onde se encontra o padrio) [27].

As absorvincias das espécies sdo mantidas em tomo de 0,100 no comprimento de
onda de excitagio, para evitar o problema de efeito filtro (reabsor¢io).

O padriio ¢ geralmente escolhido de acordo com a regido onde a espécie estudada

emite [28].

1.3.2 Processos de supressiio de Fluorescéncia

Supressio de fluorescéncia consiste na desativagdo da emissdo de fluorescéncia de
uma molécula excitada em virtude de interagdes especificas com uma outra molécula, ndo

excitada [29]. Uma variedade de interagdes moleculares pode resultar em supressdo de
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fluorescéncia. Essas incluem reagdes no estado excitado, formagio de complexo no
estado fundamental, rearranjo molecular, transferéncia de energia (TE), transferéncia de
elétron (Te-) e acoplamento spin-orbital [10].

Uma substincia capaz de acelerar a desexcitagio de uma molécula de um estado
eletronicamente excitado ao estado fundamental ou a um estado eletronicamente excitado
de menor energia, é conhecida como supressor. Se o estado excitado original &
fluorescente, a supressio serd observada através da diminuicio da intensidade

(rendimento quantico de fluorescéncia) de emissdo de luz [30].

1.3.2.1 Cinética de supressio de um Estado Excitado [30]

Seja uma espécie D a qual, apds ser excitada eletronicamente, retorna ao estado
fundamental através de emissdo de fluorescéncia, conversido interna, ou ainda pode ter
suprimido o seu excedente de energia pela acio de um supressor. A sequéncia de
equages quimicas a seguir representa os processos que podem ocorrer a partir de uma
espécie D: apos excitada, esta pode decair radiativamente, nio-radiativamente, ou ser
suprimida, com constantes de velocidade k¢ (constante de fluorescéncia), kq (constante de

desativagdo ndo-radiativa) e k, (constante de supressdo) respectivamente,

hv *

D >D

D*i—-)D+hv'
D*__EL)D

A+D*—k—“>A*+D

Considerando que D* esta sendo continuamente formado, enquanto radiagio
incide sobre o meio reacional, podemos aplicar o principio do estado estacionario para

obter a lei de velocidade do processo. Assim,

d[D*]
dt

=0 (Eq. 12)



Com base nisso, podemos escrever,

d[D*]
dt

=1~k [D*] - k,[D*] - k,[AJ[D*] = 0

I=[D*)(k, +k, +k, [A])

Onde I é a intensidade da radiagdo incidente.

Assim, o @ da espécie D pode ser definido como,
np ky[D¥] _ kg

Newe [ ke +kg +kq[A]

Dy =

Na auséncia do supressor, o ®¢é dado por,

0 kf

f_kf+kd

32

(Eq. 13]

(Eq. 14)

(Eq. 15)

(Eq. 16)

A relagio entre o rendimento quéntico de fluorescéncia na auséncia ((I)‘f’) e na

presenca de supressor (D, ) &,

dai,

®F ke kg +kglAl - kglA]
(Df kf +kd kf +kd

(I)()
—L =1+ k t[A]
(l)f

(Eq. 17)

(Eq. 18)

onde T representa o tempo de vida do estado singlete da espécie, no meio em estudo.

A Eq. 18 corresponde a equagdo de Stern-Volmer, que mostra que sob condi¢des

ideais, o grafico de (D? /®¢ em fungldo da concentragdo do supressor € uma correlacio
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linear que fornece o produto kgt como inclinagdio da reta. Portanto, se T é conhecido, a
constante de supressio é, por decorréncia, conhecida.
Em alguns casos, a supressdo de fluorescéncia € tdo rapida que niio ha tempo para

que ocorra difusdo entre as espécies.

A supressdo de fluorescéncia pode ser estatica ou dindmica [5,10].

1.3.2.2 Teoria da supressio Estitica e Dinimica [10]

Ambas supressGes, estatica e dindmica, requerem contato molecular entre o
fluordforo e o supressor. A supressdo colisional é um exemplo de supressio dindmica.
Neste caso, o supressor pode difundir-se em dire¢io ao fluordforo durante o tempo de
vida do estado excitado. Sob contato, o fluoréforo retorna ao estado fundamental, sem a
emissio de um foton. No caso da supressdo estatica, um complexo ndo-fluorescente ¢
formado entre o fluordforo no estado fundamental e o supressor.

Uma forma de distinguir supressdo estatica de dindmica € pelo exame cuidadoso
do espectro de absorgdo do fluoréforo. A supressiio colisional afeta apenas os estados
excitados dos fluor6foros. No entanto, nenhuma mudanga no espectro de absorgdo é
esperada. Em contraste, a formagio do complexo no estado fundamental frequentemente

resulta na perturbagdo do espectro de absor¢io do fluoréforo.

1.3.2.3 Supressores de Fluorescéncia [10]

Uma grande variedade de substdncias pode agir como supressores de
fluorescéncia. Um dos mais conhecidos supressores colisionais é o oxigénio molecular, o
qual suprime quase todos os fluoréforos conhecidos. Por isso, dependendo da amostra

sob investigagdo, ¢ frequentemente necessario remover o oxigénio dissolvido para obter

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
RIBLIOTECA
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medidas reprodutiveis de tempos de vida e de ®r. Aminas aromaticas e alifaticas séo,
também, eficientes supressores para hidrocarbonetos aromaticos nio-substituidos.

A supressio de fluorescéncia pode ocorrer também devido a presenga de espécies
que possuem atomos pesados, tais como bromo e iodo. Compostos halogenados, tais
como tricloroetanol e bromobenzeno, também agem como supressores colisionais. Esse
tipo de supressiio ocorre devido a0 efeito do acoplamento spin-orbital viabilizado pela

perturbagiio causada pelos nucleos desses atomos pesados sobre 0 momento angular dos

elétrons.

1.3.2.4 Processos e Mecanismos de Supressio

A supressdo de fluorescéncia pode ocorrer por mecanismos fotoquimicos e

fotofisicos [5,31]. Os processos de supressao podem ser divididos em:

1.3.2.4.1 Transferéncia de Energia [5,10,25]

Nesse caso, uma molécula excitada do doador, D*, transfere o excesso de energia

para molécula aceptora (supressor) ndo-excitada A.

D* + A—> D+ A*

A velocidade de TE depende da extensdo da sobreposi¢do dos espectros de
emissio do doador e absorcio do aceptor, ®r do doador, orientagio relativa dos dipolos

de transi¢do do doador e aceptor e da distancia entre as moléculas doadoras e aceptoras.

Os mecanismos de TE podem ser classificados em radiativos e ndo-radiativos.

Mecanismo Radiativo

O Gnico mecanismo classificado como radiativo € o trivial [5,25,31]. Esse

processo requer que a molécula aceptora absorva os fotons emitidos pela molécula

doadora. Nesse mecanismo, a TE depende:
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e do rendimento quantico de emissdo radiativa do doador;

» da concentragdo do aceptor;
¢ daabsortividade molar do aceptor;

¢ do recobrimento entre os espectros de absor¢do do aceptor e emissio do doador,
J=[Ipe,dv (Eq. 19)
Q

onde J é a integral de sobreposi¢io, Ip € a fungdo que representa o espectro de emissio de

D e g, é a fungio que representa o espectro de absorgéio de A.

No mecanismo trivial, a TE ocorre por etapas. Primeiramente, o doador emite. Em

seguida, o aceptor absorve a radiagio emitida,

D* > A+hv
A+hv > A*

Os dois processos dominantes desse mecanismo sdo:

Singlete — Singlete: 'D* > 'D+hv
'A+hv— 'A*
Triplete — Singlete: D* - 'D +hv
'A+hv o 'Ax

Mecanismos nio-radiativos [5,25]

Os demais processos de TE sdo todos nio-radiativos. Estes, requerem que haja

uma intera¢do especifica entre D* e A.
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A transferéncia ocorre através da perturbagio mutua das estruturas eletronicas de
D* e A. Uma eficiente TE nio-radiativa requer que o nivel excitado de A seja menor que
o de D*. Em certos casos, um complexo [D*..A] é formado intermediariamente. A partir
dai, pode-se ter a evolugdo do processo culminando na TE, ou ndo.

Os mecanismos de TE néo radiativos sdo o Couldmbico e o de Troca Eletronica.

Para que ocorra uma TE nio-radiatva, & preciso que haja a perturbagio mitua das
estruturas eletronicas de D* e A. Essa perturbagdo pode ser distinguida como que
proveniente de duas componentes: uma couldémbica e uma de troca [5).

No caso da TE Couldémbica, o fator Coulémbico é preponderante tendo-se em
vista as consideraveis distincias nas quais ocorre a interagdo entre a espécie doadora,

excitada, e a espécie aceptora (ente 50 e 100 A). A Figura a seguir apresenta o

mecanismo de TE a longa distancia.

+ _

TE

o

D* A D A

Figura 4 — Mecanismo de TE a longa distancia (Mecanismo Coulombico).

Assim que D* e A atingem uma certa distancia de equilibrio, o dipolo de D* passa
a interagir com o de A. Essa interago dipolo-dipolo tende a fazer com que um dos
elétrons do HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) de A oscile mais
violentamente, passando para o LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital),
enquanto que o elétron de D¥*, que esta no LUMO, perde energia, regressando para o

HOMO.
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J4 no mecanismo de troca (Transferéncia de Energia a Curta Distincia), a
componente de troca é mais importante e provém da necessidade de recobrimento de
orbitais do doador e do aceptor, o que deve ocorrer a distincias intermoleculares
suficientemente curtas. Diferentemente do processo Couldémbico, a TE de troca requer a
transferéncia fisica de elétrons entre doador e aceptor. Assim, € possivel que a TE ocorra
em um estigio no qual um intermedidrio exciplexo de vida curta tenha se formado. Neste
caso, a difusdo das espécies envolvidas é fundamental. As TE energeticamente mais
favoraveis, envolvendo o mecanismo de troca, ocorrerdo quando a constante de
velocidade do processo for menor que a constante difusional (ki < ko). Segundo
Dexter [32], o coeficiente de velocidade para o processo, depende do recobrimento do

espectro de emissio do doador com o de absorgdo do aceptor, mais um parametro Z.

dP, 2m._27. .,
=SB = 2272 [Ip (vEa (VA (Eq. 20)
¢ ho oy

O parimetro Z relaciona-se com 0 termo Be da matriz eletronica, relativa ao

processo de TE, sendo proporcional a:

2 2/l
Zro e

onde r é a distancia entre doador e aceptor, e / é o raio de van de Waals do par doador-
. A . 2 . n . .
aceptor. A grandes distincias, Z perde importdncia, € O mecanismo passa a ser

predominantemente Coulémbico.
A velocidade da TE pelo mecanismo de troca eletronica tende a se tornar limitada

ao encontro difusional entre as espécies envolvidas. Esse mecanismo ¢ dependente da

viscosidade e temperatura do meio [33], e ilustra a supressio da emissdo de D*,

D+hv—>D* (Excitagdo)

D* & ,D+hv (Emisséo)

D * Ko o1 (Decaimento ndo-radiatvo)
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D*+A—e 5D* A} (Encontro Difusional)

{D* . A} —>D*+A (Separag@o dos Reagentes)
{D*... A} — {DA} (Reagdo)

(DA} —2-5D+A (Separagio dos Produtos)
(DA} —tr (DAY (Transferéncia de Energia)

(DA} — e Pt AT} (Transferéncia de Elétron)

O esquema a seguir procura ilustrar 0 mecanismo acima,

D
h I:d —l(-DlE—> _kT-E—> k'
D +hv — D"+ AS—={D" A} ==={D,A} =25 D +A
k -DIF k-TE
: lkp
D

D+A

onde {D*..A} corresponde ao complexo de encontro ¢ {DA} ao par de encontro da

reagdo.
Considera-se que a reagio ocorrerd a partir de uma distincia minima entre as

moléculas. Quando a TE ocorre eficientemente, tem-se que,

kDur [A] >> kf
kpir [A] >> kq

ke >> kp

onde kpr é a constante de velocidade difusional, k¢ ¢ a constante de velocidade de
emissdo, kg ¢ a constante de velocidade do decaimento nfo-radiativo, k, € a constante de

velocidade da separagio dos produtos e ki € a constante de velocidade de TE.
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Se a TE e a ruptura do complexo colisional siio processos predominantes a partir
de {D*..A}, entdo,

Ob kprkTE
Qs - KDIEKTE e Ea.21)
ktg +k_pIr

onde o é a probabilidade de ocorréncia da TE e k_,p € a constante de velocidade

difusional inversa.

Duas situagdes extremas podem ocorrer:

(a) Quando k'—DIF >> kg, Ou seja, @ velocidade de dissociagio de {D*..A} ¢ muito

rapida com relagdo a TE. Assim,

Obs KDIFKTE
R (Eq.22)
-DIF

(b) Quando kg >> k’ o Nessa condigio,

O = Ky (M's?) =2x10° T/n (Eq.23)

onde 1 ¢ a viscosidade do meio (Poise).

Se a TE é realmente controlada por difusdo entdo, kre = kpir.

1.3.2.4.2 Geragio de Oxigénio Singlete por Fotossensibiliza¢iio [5]

A geragdio de oxigénio singlete (*0,) se da pelo mecanismo de troca. Nesse caso, €
necessario que haja a interagio de uma molécula excitada triplete (¢D*) com um

supressor que possui um estado fundamental triplete (A) para que ocorra uma TE de

troca permitida por spin.

D¥+7A - 'D+'A
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A fotossensibilizagdo é um processo que pode resultar na formagio de espécies
ativas de oxigénio, desde que a interagdo entre o fotossensibilizador excitado e 0 oxigénio
molecular (Oy), seja viabilizada. Um dos mecanismos da fotossensibilizagdo baseia-se na

TE do estado excitado triplete do fotossensibilizador para a molécula de ‘0, produzindo

'0,.
p* +°0,— 'D + 0,

Existem alguns requisitos de extrema importincia para que a fotossensibilizagio

por TE ocorra [25,34]. Sdo eles:

(a) O coeficiente de absortividade molar do fotossensibilizador deve ser elevado;
(b) A radiagio empregada deve ser capaz de excitar 0 fotossensibilizador;

(¢) O rendimento quantico de ISC do fotossensibilizador deve ser elevado,

(d) O tempo de vida do estado triplete do fotossensibilizador deve ser longo;

(€) A concentragdo de oxigénio molecular no meio deve ser aproximadamente constante.

1.3.2.4.3 Transferéncia de Energia por Efeito de Atomos Pesados [5,25]

A supressio por atomos pesados provavelmente ocorre via formagdo de um

exciplexo singlete, em um processo como o descrito a seguir,
ID* + A — (DA)* - *(DA)* —D* + A

onde A é o supressor que contém atomos pesados.

Esse processo de supressdo ocorre por acoplamento spin-orbital, e o resultado ¢

um aumento da velocidade de ISC. Ndo ¢ preciso que o processo seja intermolecular para

que ocorra. Na tabela a seguir, sdo apresentados dados de estimulagio do processo de ISC

pela presenga de um substituinte pesado na molécula.



41

Tabela 1 — Efeito do atomo pesado sobre as velocidades de ISC (S; — Ty e Ty — Sg), e
outros pardmetros relativos ao estado triplete [35].

- PNt TZ ,,,_s. o . e "‘rrrs., R
Naftaleno 1,6 x 10° 2.1 0,39 2,56
I-Metilnaftaleno | 5,0x 10’ 7 0,34 2,94
|-Fluoronaftaleno | 6,0 x 10° 4 0,44 2,27
1-Cloronaftaleno | 49 x 10° 0,9 2,35 0,43
1-Bromonafialeno | 1850x 10° | 0,007 36 0,03
]-Iodonaftaleno | >6000x 10°| 0,005 | 310 0,003

1.3.2.4.4 Transferéncia de Elétron [36]

O mecanismo de supressio por transferéncia de elétron (Te-), ocorre através de
uma reacgio redox no estado excitado (lembrando que os estados excitados sdo melhores
oxidantes ou redutores que as espécies no estado fundamental, em fungdo do seu
contetido energético). Assim, é possivel ocorrer a supressio por duas vias: oxidativa ou
redutiva, com respeito ao cromoforo doador (D). Conhecendo-se o valor de E™ (energia
de excitagdo 0-0) e os potenciais de redugio e oxidagdo do doador e receptor, € possivel
calcular a for¢a motriz (ou “driving force”) do processo.

Durante o processo de Te-, observa-se uma mudanga na carga dos reagentes e
produtos, fato que implica em uma reorganizagido na esfera de solvatagdo das espécies
envolvidas. A temperatura ambiente, existe uma certa tendéncia para que ocorra esta
reorganizagdo, o que favorece o processo de Te-. Em contrapartida, a 77 K ou em meio
viscoso, a reorganizagio do solvente ¢ dificultada, o que diminui a eficiéncia do processo
de Te-.

A Te- é também um mecanismo de fotossensibilizagdo que pode competir com a
TE. O mecanismo de Te- consiste na transferéncia de elétron entre o fotossensibilizador
no estado triplete excitado e componentes do sistema, gerando ions-radicais que tendem a

reagir com o oxigénio no estado fundamental, resultando em produtos oxidados

[33,37,38].
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DA — 3D AT — 25 Do+ AT+ 05 > AO,

Em geral, processos de Te- tendem a ser muito rapidos porque a sobreposi¢io dos

orbitais envolvidos, durante a formagio do complexo excitado, é maxima. A natureza

exata do processo (se serio formados §™ e 47 ou S e A" dependerd das
propriedades redoxi de 38" e de'A[39]

A Te- é fundamental na Quimica e Biologia [40-45] e, também, uma pec¢a muito
importante em muitas reagoes quimicas, fotografia, biossintese, fotossintese, e outros

processos. Devido a essa importincia, muitos cientistas tém reservado grande atengdo

para investigar os diferentes aspectos do fendmeno da Te- [46].

1.3.3 Supressio de Fluorescéncia em Ambiente Micelar

A técnica de supressio de fluorescéncia é amplamente utilizada na obtengdo de
informacdes sobre o estado excitado de um fluordforo [5,25]. Esse procedimento vem
sendo amplamente aplicado na sondagem de meios micelares, de forma a poder
caracterizar novas drogas sintéticas [47,48]. Ambientes micelares tendem a ser modelos
razoaveis de ambientes celulares, fornecendo informagdes tteis sobre como as moléculas
de fluoréforo e supressor se comportam frente a ambientes organizados [47,48].

Surfactantes ou tensoativos sdo moléculas anfifilicas compostas de um grupo
polar (cabega) ligado a uma cauda hidrofébica, normalmente uma longa cadeia carbdnica,
e classificam-se em aniénica, catidnica ou neutra (nfio 16nica), dependendo da natureza
do grupo cabega [49,50]. De acordo com o modelo proposto por Hartley, para uma micela
normal, a “cabega” volta-se para a fase aquosa e a regido carbonica fica protegida,
formando uma cavidade apolar. Quando a organizagdo micelar se da em um meio nio-
aquoso, micelas reversas ou invertidas sio formadas, sendo que nessa situagiio a “cabega”
do tensoativo fica voltada para o interior hidrofilico do agregado [38,49,51,52].

As micelas se formam quando as moléculas de surfactantes associam-se em
solugdo, aquosa ou ndo, a partir de uma certa concentragdo micelar critica (CMC),

formando grandes agregados moleculares de dimensdes coloidais [38].
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Além das micelas, micro-emulsdes, vesiculas e filmes finos sdo também
ambientes organizados conhecidos. As reagdes fotossensibilizadas podem ser
significativamente afetadas quando ocorrem em ambientes organizados[47,53-55].

Pela analise do decaimento de fluorescéncia em uma sonda em ambiente micelar,
na auséncia de supressor, é possivel averiguar o modo de distribuigdo da sonda [56]. Com
a introdugio de supressores, pode-se obter uma das trés situagdes na presenga das sondas:
(1) os supressores se associam unicamente as micelas; (2) se ha particio do supressor

entre as fases e (3) se na parti¢do entre as fases existe uma dindmica de intercdmbio do

supressor entre as micelas [56].
A capacidade de supressdo de uma molécula de supressor é independente da

presenga de outra na mesma micela [56].

1.3.4 Oxigénio Singlete

O oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos
orbitais moleculares 7'y e 7'y, Esses orbitais sio degenerados, e seus elétrons tém o
mesmo spin, de forma a produzir multiplicidade méaxima e portanto, o estado de mais
baixa energia (regra de Hund) [28]. O estado fundamental do oxigénio € entdo um estado
triplete. O estado triplete tem a notagdo espectroscopica 'z,

A designagio “oxigénio singlete” é como sdo conhecidos os trés estados
eletronicamente excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado
fundamental [57]. Foi descoberto em 1924, mas o estudo sobre suas propriedades fisico-
quimicas e especialmente suas propriedades bioldgicas deu-se inicio em 1963, quando
Khan e Kasha observaram a luminescéncia da reagdo entre peroxido de hidrogénio e o
ion hipoclorito [28,58]. A partir dai, Christopher Foote, estendeu o trabalho sobre a
produgio desse composto a partir de reagoes fotossensibilizadas [59].

A tabela abaixo, mostra como a disposi¢io dos elétrons desemparethados fornece

a diferenga entre os estados eletronicamente excitados do oxigénio [11].
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Tabela 2 — Ocupagiio dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletronicos do
0, [60].

Estado Orbital molecular Energia®, kJ.mol”
e [T)m [ T]my 0
‘A, sl 1nyoul Jnx [Ty 2.4
P [TIn'[¥]ny 159,6

3Relativa a0 estado fundamental.

A diferenga entre as espécies excitadas do oxigénio se deve a simetria dos orbitais
moleculares envolvidos. A diferenga de simetria entre estados excitados e fundamental
afeta o tempo de vida dessas moléculas. A forma IZg, por possuir a mesma simetria da
molécula no estado fundamental, possui tempo de vida muito menor que o apresentado
pelas formas lAg. Como ilustragio, os tempos de vida em fase gasosa das formas lAg e
'Y, sdo, respectivamente, 64 min e 10 s [34]. Tendo em vista isso, o estado 'A, é 0 que
apresenta maior importancia em reagdes quimicas e é para esse estado que se aplica o
termo “oxigénio singlete” e a designagdo “10,” [5].

O tempo de vida do '0; (ts) em solugdo é profundamente influenciado pela natureza
do solvente. Assim, 0 emprego de solvente para o qual o 74 é suficientemente elevado é uma
alternativa que tende a favorecer um maior rendimento das rea¢es induzidas pelo !0, Uma
outra alternativa, é o emprego de solvente capaz de aumentar o tempo de vida do complexo
excitado, envolvendo o 'O e o substrato, a ponto de favorecer seu rearranjo interno, o que
resultaria em uma maior probabilidade de formagido de um intermediario reativo [58,60].

0 !0, tende a apresentar alta reatividade frente a substratos que possuem sitios com
alta densidade eletronica [60a]. Em geral, em solventes que ndo possuem ligagdes C-H e
erupo hidroxila na sua estrutura, o tempo de vida do '0; tende a valores mais elevados. A
razio para certos grupos funcionais ou atomos suprimirem mais ou menos eficientemente o
'0,, encontra-se na possibilidade de TE do '0, para certos estados vibracionais associados

as espécies supressoras [58]. Em sistemas biologicos, o 'Oz apresenta tempos de vida muito

baixos, inferiores a 0,4 ps [37,61].
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~ 1 ~ : . . . N .
Reagdes envolvendo o 'O sdo de grande interesse devido a sua importancia em

alguns sistemas de oxidagdo quimica e biologica, incluindo reagSes usadas em foto-

quimioterapia [60].

1.3.4.1 Geraciio de oxigénio singlete

Existem varias formas de gerar '0,, como por exemplo a oxidagio e
desproporcionamento do &nion superdxido, a oxidagdo e desproporcionamento do
peréxido de hidrogénio, que pode ser feita pelo ion hipoclorito ou pelo ion molibidato
[62-66], o processo de fotossensibiliza¢io que consiste nos mecanismos de TE e Te-
[58,67-69]. Além destes, existem muitos outros como € o caso da descarga de microondas
sobre o oxigénio molecular [60], radiolise de pulso, decomposi¢do térmica de ozonidas
orginicas.

A geragdo de 10, em meios biolégicos pode ser feita por enzimas como as

peroxidases e oxigenases, reagio de peroxido de hidrogénio com hipoclorito ou

peroxinitrito, ou termodecomposi¢do de dioxetanos [70-72].

1.3.4.2 Métodos de detecgiio do oxigénio singlete

. . x 1
Tem-se proposto iniimeros métodos para a deteccdo de Oy, mas estes podem ser

reunidos em duas classes: diretos e indiretos. Os métodos diretos envolvem as medidas

resolvidas no tempo, enquanto que, os indiretos se baseiam em medidas de consumo de
um substrato oxidavel, realizadas em estado estacionario [48,63].

A detecgio da fosforescéncia do 'Oz a 1270 nm consiste em um exemplo de
metodologia resolvida no tempo [60,62,73,74]. Embora a fosforescéncia do '0; seja
muito baixa na maioria dos solventes, o emprego de detetores de alta sensibilidade,
algumas vezes resfriados a 77 K, tem tornado possivel a sua detecgdo. Um exemplo disso,
¢ a utilizagdo de fotodiodos de germénio, de alta resolugfo, acoplados a amplificadores
operacionals, capazes de captar sinais da ordem de microsegundos ou menos. Isso
permite que O Ta em muitos solventes seja medido com precisio através do seu
decaimento na regido do infravermetho proximo [60,62,75,76]. A geragdio de '0, também
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pode ser indiretamente detectada pelo decaimento do estado triplete do f3-caroteno

[28,59].
Métodos utilizando medidas em estado estacionario podem ser usados com

grande seguranga para a determinagio ®,. Essas medidas envolvem substratos oxidaveis

que permitem, através do monitoramento do seu consumo na solugdo, avaliar a produgdo

de '0,. Um dos substratos oxidaveis mais utilizado € o 1,3-Difenilisobenzofurano
(DPBF) [60,75,76]. Quando o DPBF estd presente numa solugio contendo 10,, observa-

se a sua degradagdo, com a formagao de produtos oxidados:

D + !0, — DO — Produtos

O DPBF é um composto fotossensivel, que absorve radiagio de comprimento de

onda igual a 417 nm, e s¢ oxida facilmente na presenga de radiagdo nessa faixa. O

desenrolar dessa reagdo pode ser monitorado pela medida do decréscimo da absorvancia a

417 nm, resultado do consumo dessa espécie pelo '0, gerado em solugdo, desde que a

excitagdo do fotossensibilizador ocorra em regido espectral que ndo induza a degradagio

direta do DPBF [60,75,76]. E recomendavel que o acompanhamento dessas reagdes nio

se estenda até o consumo de todo o DPBF ou qualquer outro substrato oxidavel, de modo

que se possa evitar interferéncias nos resultados, causadas por reagdes secundarias.
O Rubreno e o acido 9,1 0-Antracenodipropidnico (ADAP), foram adotados como

substratos oxidaveis em solventes cujo Ta ¢ mais longo. Apesar de apresentarem bons

o 1 " .. ,
resultados sobre a geragio de "Oo, esses substratos sdo pouco soliveis em agua o que 0s

impede de serem aplicados em solventes polares e/ou aquosos [60]. Uma saida
encontrada para minimizar esse problema tem sido a utilizagio de ambientes
microheterogéneos para solubilizar os reagentes.

: 1 ~
Uma forma de monitoramento do Oz que nao envolve o consumo de um substrato
e substratos que induzam processos de supressdo fisica do '0,.

iazabiciclo(2,2,2)octano (DABCO), e alguns

especifico, € 0 emprego d
Compostos como azoteto de sédio, o 1,4-d

aminoscidos como triptofano, histidina e metionina, t€ém sido utilizados neste caso

[60,76-78].
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Kralji¢ e colaboradores, desenvolveram um método que pode se empregado na
determinagiio do @4 de um fotossensibilizador [78]. Esse método consiste em monitorar o
consumo do p-nitrosodimetilanilina (RNO) pelo endoperdxido formado pela reagdo entre
o imidazol (ou histidina) e 0 '0, produzido pelo fotossensibilizador. O mecanismo

proposto para esse método esta descrito a seguir,

D(Sg)— > D*(S)) —2 D *(Ty)

D*(T;)+30, —=—D(So)+'05

10, +A —>[AO,] - AO,

AO, +RNO % Produtos

e mostra que o0 @4 pode ser estimado monitorando-se o consumo do RNO a 440 nm. No

mecanismo, D representa o agente fotossensibilizador, A é o imidazol e [AO,] o

endoperdxido formado. A partir desse mecanismo, pode-se obter uma lei de velocidade

da seguinte forma:

d[RNO] _ (I, P4 )k [RNO]
i kg (Eq. 24)

onde k4 é a constante de desativagio do 10, pelo solvente e k; é a constante de velocidade
de consumo do RNO, pela reagdo com 0 endoperdxido. I, é a intensidade de luz

absorvida pelo fotossensibilizador. Pela integfag:io dessa equagéo, temosf

[RNO]O - (Inq)A)kr t+C

[RNO] kg (Ea. 25)

In
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Graficando a equagdo 25, temos, COmo inclina¢do da reta, o produto Ua®a)ky
d
Efetuando, portanto, em paralelo, uma reagao sob condigdes similares, empregando um
fotossensibilizador cujo @, é conhecido, é possivel, por comparagdo das inclinagSes,
estimar esse parametro para outro fotossensibilizador. Como as reagdes monitoradas

referem-se ao consumo do endoperdxido formado pelo RNO, as duas taxas estimadas

graficamente deverdo ser equivalentes. Portanto,

(Ia(DA)pkr I @p)k,

onde o indice p refere-se a parimetros relativos ao fotossensibilizador tomado como

padriio. Assim,

I @p)p ©
_—-—Ia =D (Eq.27)
Kralji¢ e colaboradores tem, também, proposto uma maneira de tratar os
resultados para o composto-padido e a amostra-problema quando as condi¢des nas quais
os experimentos sdo realizados sdo diferentes (condi¢des de excitagdo da amostra e do
padrio sio diferentes) [78].
Uma outra metodologia proposta por Schimidt [79], considera a reagiio direta

1 cqr . .
entre o 'O, e um substrato oxidavel. Nesse caso a lei de velocidade, apés tratamento

matematico, pode ser escrita como:

ky TaPa)p

T, (kp (Eq. 28)

(DA:

onde k. e (ko) sdo, respectivamente, a taxa de consumo do substrato oxidavel pela

amostra-problema e pelo fotossensibilizador-padrdo. Os outros parametros foram
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definidos anteriormente. Essa metodologia é aplicavel desde que as condigdes dos
experimentos com a amostra-problema e com o padrdo sejam equivalentes.

Uma alternativa que possibilita uma estimativa da razdo de intensidades da luz
absorvida pela amostra-problema e pelo fotossensibilizador-padrdo tem sido proposta no
tratamento de De Paula [80], e consiste na medida da transmiténcia de ambas as solugSes
no comprimento de onda de excitagdo. Como T=I1/lo, onde I € a intensidade de radiagdo
transmitida, Io é a intensidade de radiagéo incidente na amostra. Assim, I, a intensidade

de radiagio absorvida pela amostra, pode ser obtida da equagéo,

_ Labs
1-T= Iy (Eq. 29)

Assim, a equagio 28 pode ser reescrita como,

=P ky (I‘T)p
A=) (k)

Dy (Eq. 30)

(1-7)" :_(_Iibi)_P_, que ¢ uma medida relativa da quantidade de fotons incidentes
(1-T) Toes)
durante a reagao.
Quando as medidas da amostra problema e do fotossensibilizador-padrio forem
feitas em diferentes meios, ¢ necessario que se faga a correcdo para o solvente. Isso ¢
feito acrescentando na equagdo 30 um termo da razdo entre os indices de refragdo dos

solventes ao quadrado. Assim,

p 2
- ky (1-T)[n,
A=T) (k)P (mp

@ (Bq. 31)

onde n, é o indice de refragio da amostra e n do padréo.

A

et B m e o
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Esta foi a metodologia empregada no presente trabalho. No caso, o substrato

oxidavel foi o DPBE e o fotossensibilizador-padrao foi o Azul de Metileno.

1.3.5 Atividade Fotodinamica - Método de Fischer

O Acido Urico (AU) é conhecido por reagir com o 0y e tem provado ser um bom

oxidante para reagoes com acido hipocloroso, oxigénio singlete e radicais hidroxila [81]

Fischer e colaboradores propuseram O €mprego do AU, em meio aquoso fisiologico

como dosador quimico para avaliar a AF de agentes fotossensibilizadores empregados em

Terapia Fotodinamica (TFD) [81]. Esse método consiste no monitoramento do

decréscimo da absorvncia do AU a 293 nm, apds irradiagdo de uma solucdo contendo

AU e fotossensibilizador, por um tempo previamente definido, com um laser de

comprimento de onda adequado. O pardmetro fornecido pela medida é a AF do

fotossensibilizador,

5
AF(m?/Ws=m”/J) __LAULY (Eq. 32)
EOt-Aps-()“irr) 4

onde AAU ¢ a variagio da absorvancia do AU a 293 nm, Eo € fluéncia do laser (W/m?), t

é o tempo de irradiagdo (segundos) e Ap(Air) € 2 absorvincia do fotossensibilizador no

comprimento de onda de irradiagio.

O AU ndo apresenta boa solubilidade em solventes organicos, nem mesmo em

mistura deles, e nem mesmo em meio aq
presente trabalho, 0 AU foi substituido por outro substrato oxidavel, o DPBF.

uoso a pH fisiologico [81]. Em vista disso, no

As medidas de AF permitem avaliar a efetividade de um agente

fotossensibilizador em inviabilizar células tumorais.
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1.3.6 Terapia Fotodinamica

O sucesso da terapia contra o cdncer depende da escolha da combinagdo de duas
ou mais modalidades de tratamento. Diante dos graves efeitos colaterais e da eficiéncia

limitada das terapias tradicionais, outras alternativas estio sendo constantemente

propostas na area de oncologia (cancerologia). Dentre estas, destaca-se a Terapia

Fotodindmica (TFD) [37].

A TFD é uma modalidade relativamente nova de intervengio terapéutica no
tratamento de algumas formas de cancer, que visa a destruigdo localizada do tecido vivo
anormal mediante sua necrose ou inviabilizagdo. Em linhas gerais, a presenga de um
corante fotossensibilizador eletronicamente excitado e oxigénio molecular, em tecidos

lesados, resulta na geragdo de espécies ativas de oxigénio altamente citotoxicas. A
om o tecido lesado resulta em morte celular. Uma dessas
e, 600, [35,76,82].

interacio dessas espécies C
espécies ativas de oxigénio talvez a mais important

Apesar do emprego da TFD ter se centrado na terapia do cancer, sua

aplicabilidade é muito mais ampla
retina, psoriase, artrite reumatoide sistémica, restenose, micoses fungoides,

tendo sido proposta no tratamento da degeneragio

macular da

infestagdes, infestagdes bacterianas, verrugas, arterioesclerose, AIDS (desativagido de

virus), esterilizagio de sangue, etc. [37].

As primeiras experiéncias de aplicagdo do efeito fotodindmico no tratamento de

tumores em humanos foram feitas em 1903 por Tappenier e J esionek, empregando eosina

como fotossensibilizador [83]. Um tumor maligno de consideraveis proporgdes foi

totalmente debelado da face de u

trabalho nio avangou, muito provavelmente, em virtud
m 1924, Policard observou que porfirinas podiam ser

m homem, através desse tratamento. No entanto, o

e da falta de subsidios tedricos que

justificassem 0 ocorrido. E

encontradas em elevadas concentra¢des em tumores malignos [84]. Essas porfirinas sdo

completamente atéxicas, mas na presenca de luz visivel e oxigénio elas se tornam

altamente téxicas ao tecido celular. No final dos anos 60, Lipson reportou um caso de

tratamento bem-sucedido de cancer de seio, empregando derivados de hematoporfirina e

iradiago seletiva do tumor com juz visivel [85]. Em 1976, Weishaupt e colaboradores

postularam que o '0,, gerado por fotossensibilizagiio, era o agente citotoxico responsavel

pela desativagio de células tumorais [86].
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No final dos anos 70, a partir dos trabalhos de Dougherty e colaboradores, a TFD
passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento de cincer, tendo sido

empregada com sucesso no tratamento de tumores, além de outras condi¢des clinicas

[87].
Aplicagdes clinicas da TFD no tratamento de cincer de pulmio vém sendo feitas

no Japdo desde 1980 [88,89]. Este tratamento pode preservar a fung¢do pulmonar, é bem

tolerado e de baixo custo, quando comparado a outros tratamentos [88,90].

Na década de 90 houve uma grande difusdo de procedimentos envolvendo a

TFD nos paises do primeiro mundo [91-94]. Ainda em 1994, o governo Japonés

autorizou o emprego da droga denominada Photofrin® na terapia do cincer de pulmio.

Em 1995, o govemno Norte-Americano autorizou o uso dessa mesma droga no tratamento
do cancer de esbfago [93,94]. Nesses paises, em virtude dos estimulos concedidos a

pesquisa neste campo, diversos procedimentos clinicos tém sido estabelecidos e muitos

deles ja tém o seu emprego autorizado [93,94]. No Brasil, algumas iniciativas ja vém
ocorrendo, todas baseadas no estado de Sdo Paulo, nas quais se emprega um composto

homélogo ao Photofrin®. O Photofrin® é uma mistura de oligbmeros da porfirina. A sua

capacidade de fotossensibilizagio ¢é limitada, ji que a absortividade molar do composto

em 630 nm 6 relativamente baixa (g ~ 3000 M? em™) [95].

1.3.6.1 Agentes F otossensibilizadores

Preferencialmente, o agente fotossensibilizador tende a se concentrar no tecido

lesado [96]. Ao menos em parte, €S53 seletividade decorre da associagdo do agente

fotossensibilizador a lipoproteinas do plasma, que assim o transporta seletivamente para

as células anormais. Isso ocorre em virtude do fato dessas células possuirem um nimero

exageradamente alto de receptores de lipoproteinas de baixa densidade, resultado de sua

elevada demanda por colesterol [97]. Esse conhecimento tem-se mostrado bastante

positivo para o desenvolvimento de drogas fotossensibilizadoras cada vez mais seletivas:
o emprego de lipoproteinas, € mais recentemente, de anticorpos especificos associados ao
agente fotossensibilizador, tem resultado em uma alta seletividade do tratamento, com

uma cada vez maior preservagao das células sadias [97].
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Um agente fotossensibilizador clinicamente adequado deve possuir [37,95]:

- baixa toxidade no escuro (baixa citotoxidade),
. fotossensibilidade nio prolongada;
. simplicidade na formulagdo, reprodutibilidade e alta estabilidade do formulado

que, geralmente, ¢ mantido seco, bastando ao médico adicionar agua ou soro

fisiologico e agitar;

- rapida eliminagdo pelo corpo;

- alta afinidade e penetragdo no tecido doente em detrimento do tecido saudavel
(seletividade);

= no estado triplete excitado, um tempo de vida de longa duracio (tr = 500 ns),

podendo reagir eficientemente tanto com moléculas vizinhas como com o

oxigénio;
. apresentar elevada absortividade molar na regifo espectral compreendida entre

600 e 1000 nm, conhecida como ‘janela fototerapéutica’, onde a membrana
celular apresenta consideravel transparéncia a radiagdo eletromagnética. Com

isso, & possivel uma boa penetragio da luz (maior que 2 a 3 cm) em tecidos

levemente pigmentados, com risco minimo de destruigio generalizada dos

componentes sadios que nio contém o agente fotossensibilizador;

= alto rendimento quantico de estado triplete;
o alto rendimento quéntico de geragio de oxigénio singlete e

. baixo rendimento de degradagdo do cromoforo.

Apesar da importincia dos resultados de testes com os fotossensibilizadores in
vitro, freqiientemente verificam-se alteragdes significativas nas caracteristicas dos

fotossensibilizadores in vivo, havendo a necessidade de testes em cobaias para uma

rigorosa avaliagdo clinica [98,99]. Paraa analise in vivo, torna-se necessario discutir uma

questdo central que € a relagdo entregador/distribuidor da droga. Em alguns compostos

um fator que estimula seu acamulo na célula ¢ a sua alta hidrofobicidade. Entretanto essa

propriedade em meio aquoso leva 4 auto-agregag¢do do fotossensibilizador e em muitos

e e o e i v, e T
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casos a uma subseqiiente precipitagdo. A agregagdo reduz drasticamente a capacidade do
fotossensibilizador em gerar 'O [37b].

A primeira geragdo de agentes fotossensibilizadores, baseada em misturas de
derivados porfirinicos, mostrou-se eficiente no tratamento de tumores de diversas
procedéncias [92,96,100]. Posteriormente, ja no fim da decada de 80, a empresa QLT
Phototherapeutics Inc., através de purificagdes e otimizag¢des do preparo anterior, via

processos de liofilizagdo, chegou-se ao medicamento Photofrin® (Fig. 4) [101]

COOH

HOO 00!

Figura 5 - Representagdo da estruiura do agente fototerapéutico PHOTOFRIN® na

Jorma de éter.

Embora ainda de baixo impacto para a area médica, em 7 de dezembro de 1999, a

FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do Levulan® Kerastic, uma pré-

droga para lesdes de pele, em cancer de bexiga em fase I e II, acne e outras [102]. Mais

recentemente, de significante impacto foi a aprovagio do medicamento Visudyne®,

desenvolvido pela empresa QLT Phototherapeutics Inc., em associagio com a University
of British Columbia, sob supervisio do Prof. D Dolphin [96]. O principio ativo é o

composto BPDMA (Derivado de Benzoporfirina Monoacida), uma benzoporfirina que na

forma injetavel foi batizada como verteporfina® [37b,95,103].

A TFD com o medicamento Visudyne® ja esta sendo aplicada no Brasil pela

Escola Paulista de Medicina — setor de oftalmologia [104].

Os derivados da hematoporfirina tém sido substituidos por uma segunda geragiio

de agentes fotossensibilizadores que possuem elevada absortividade molar na regiio

espectral correspondente 3 cor vermelha (Janela Fototerapéutica), resultando assim em
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clevada resposta fototerapéutica, com a administragio, ao paciente, de doses

apreciavelmente menores que as usuais. Nessa classe estiio as ftalocianinas e as clorinas

[105].

1.3.6.1.1 Ftalocianinas

As ftalocianinas sio macrociclos sintéticos de elevada massa molecular e que
podem conter no interior de seu macrociclo diferentes metais, principalmente,
diamagnéticos. Os metais, ainda podem conter grupos ligantes [106]. O interesse no
emprego de fialocianinas metaladas em TFD deve-se a habilidade de algumas dessas
fialocianinas em serem eficientes fotossensibilizadores. Isso ocorre porque absorvem luz
apreciavelmente na regido entre 650 a 700 nm (janela fototerapéutica), apresentando um
te de absortividade molar da ordem de 10° M. em™. Ftalocianinas sdo estaveis,

coeficien
nio-téxicas, apresentam elevada seletividade e boa penetrabilidade nas membranas

celulares tendendo a se localizar na regido interna do tumor [106].
Algumas metalo-flalocianinas foram, pela primeira vez, sugeridas para a TFD
por Ben-Hur e Rosenthal [107], e a partir dai elas tém sido extensivamente estudadas para

esse propdsito, pois, apresentam elevada atividade fotossensibilizadora. Por outro lado, as

ftalocianinas livres de metal ndo sio fotoativas. Essa elevada atividade

fotossensibilizadora acontece principalmente quando o centro metalico da metalo-

fialocianina é diamagnético [99].
Moléculas de ftalocianinas sofrem auto-oxidagdo via ataque do 'O, gerado por
elas. Esse efeito tem sido reportado principalmente para ftalocianinas contendo anéis

piridinicos ligados ao macrociclo [100]. Tem-se observado que moléculas de metalo-
ftalocianinas contendo grupos derivados de moléculas bioldgicas nas posigdes periféricas

sdo mais facilmente degradadas, comparadas a outros complexos de metalo-ftalocianinas

octa-substituidos [96].
A falocianina de aluminio sulfonada tem sido estudada, experimentalmente, em

alguns animais para uma resposta quantitativa frente a tumores e células normais. A sua

toxidade e distribuigdo celular tem sido estudada em detalhes para vérias situagGes [106].
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Infelizmente, algumas metalo-ftalocianinas sdo insoliveis em agua e pouco

compativeis com muitos solventes organicos. Com isso, algumas formas soliveis d
’ e

ftalocianinas tém sido propostas € preparadas a partir da adi¢fio de &cido sulfénico ou

acido carboxilico nas posi¢des periféricas dos seus macrociclos [108]. Ftalocianina de
" 'e

Zinco sulfonada tem chamado muito a atengdio devido a vantagem de ser solivel em agua

e evitar o efeito de agregagdo [109,1 10].

Alguns complexos de metalo-flalocianinas tendem a formar agregados em
solugio [111-113] e a agregagio € responsavel pela diminuicio da habilidade

fotossensibilizadora desses complexos. Assim, a adi¢8o de alguns grupos nas posigdes

periféricas desses complexos influenciam nas suas propriedades, impedindo a formagéo

de agregados [114-118]. Alguns solventes sdo capazes de afetar o processo de agregagio

nesses complexos. Solventes orgénicos, por exemplo, sdo responsaveis por reduzir o

processo de agregagfio, enquanto, solventes aquosos conduzem a complexos altamente

agregados [1 19-121}.

. . . | .
Ftalocianinas contendo rutcnio (IN) sio capazes de gerar O, com um rendimento

quantico de 0,3 em etanol. Ja em D0 saturado com ar, 0 rendimento € menor que 0,01

Isso ¢ explicado em termos do efeito combinado do tempo de vida do estado triplete

dessa ftalocianina (1,2
a saturada com nitrogénio). A flalocianina que tem como atomo central o ruténto e

us em etanol com o meio saturado de nitrogénio e 0,65 ps em

agu
apresenta dois ligantes trifenilfosfina monosulfonato é tdo efetiva quanto o Photofrin, e

mais efetiva que a fialocianina de aluminio tetrasulfonato, in vitro. O atomo de ruténio dg

diamagnético, tende a extender o tempo de vida do estado triplete do sistema e favorecer

a produgdo de '02 [122,123].
As fialocianinas carregadas
o uma elevada Atividade Fotodinidmica (AF) in vitro [124]. Ainda, tem-se

também tém recebido alguma aten¢do j4 que tém

mostrad

observado que a morte celular é elevada quando se usa, principalmente
kl
3

fotossensibilizadores carregados positiv
-aluminio (AIPc), seus derivados sulfonados (AIPcTS), a

amente {125].

As ftalocianinas de Cloro

fialocianina de zinco sulfonada (ZnPcTS) e a naftalocianina de aluminio tetrasulfonada

(AINPcTs), sdo responsaveis, também, por exibir uma grande eficiéncia fotodinimica
€

[126]. A tabelaa seguir, apresenta alguns resultados fotofisicos para essas ftalocianinas
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Tabela 3 — Propriedades fotofisicas de algumas ftalocianinas em DMF [126].

Ftalocianinas | @ | e, ns | kn ns” | o ns
Pc 0,60 | 525 | 0,114 | 8,75
AIPcTS 0,556 | 6,04 | 0,093 | 10,80
ZnPcTS 0,277 | 2,88 | 0,096 | 10,40
AINPcTs | 0,200 | 2,50 | 0,080 | 12,50

Nesses estudos, observou-se que a presenca do atomo de zinco é responsavel por

suprimir o tempo de vida de fluorescéncia e diminuir o rendimento quintico de

fluorescéncia para 0s fotossensibilizadores em estudo [126]. Portanto, o efeito do atomo

pesado sobre o acoplamento spin-érbita, é bem pronunciado. Esse efeito, tende a

favorecer outros processos de desativagio da espécie excitada, provavelmente com a

geragdo de estados triplete [126]

Tem-se verificado que a deuterizagio de ligagdes axiais de ftalocianinas de
aluminio dissulfonadas aumenta os rendimentos quénticos de singlete e triplete (®r e Pr)

e o tempo de vida de fluorescéncia [127,128]. Esse efeito se deve a uma redugio

significativa na velocidade de conversdo intema S; — So, e implica no fato de que os
modos vibracionais dos ligantes axiais exercem importante papel na desativagio dos

estados eletronicamente excitados, via mecanismos nio-radiativos.

Particularmente, a Ftalocianina de Zinco (FtZn) apresenta um maximo de

absor¢io a 669 nm em dimetilformamida correspondendo a banda Q, e consideravel

capacidade de gerar 10, [107,129,130] P
aplicagio em TFD [107]). A FtZn, por causa da sua hidrofobicidade € insolivel em meio

or isso, o interesse em estuda-la visando sua

aquoso, o que prejudica sua distribuigfio intravenosa in vivo. Em estudos de TFD recentes

empregando essa ftalocianina, tem-se utilizado lipossomos como transportadores.

Extensiva necrose de tumores comparada a induzida pelo Photofrin II pode ser obtida

com o emprego da FtZn. Apés a administragdo da FtZn lipossdmica, a droga ¢

rapidamente transferida para as células cerosas as quais se ligam quase exclusivamente &

LDL (lipoproteina de baixa densidade), VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) e
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HDL (lipoproteina de elevada densidade). Recentemente, particulas coloidais tém sido

também usadas como carregadores de derivados de FtZn para o interior da célula tumoral

[106].
Ftalocianina de Zinco tem sido extensivamente estudada por ser particularmente
util na TFD. Estudos recentes tém atestado sua eficiéncia como fotossensibilizador em

experimentos in vivo [131 ,132].
Tendo em vista sua estrutura bastante simétrica, a FtZn apresenta baixa

solubilidade em solventes polares e apresenta boa penetrabilidade em membranas

celulares e citotoxidade muito baixa [133].

A
el

Figura 6 — Estrutura da Ftalocianina de Zinco.

A se

excitagio eletronica da FtZn,

qiiéncia de reagdes a Seguir apresenta 0s processos esperados a partir da

FtZn — ! [FtZn]* = ‘[FtZn]*
S(Ftzn]* +°0, (Z) - FtZn + '0,(Ze'A)

10, + Substrato —> Reacdes Posteriores

ou
| ptZn—2— FtZn" —5¢ > FtZn"

Spizn’+' Ay - [FiZn.... Al =’ [FtZn. A"]
[FZn" ... A +1—% ' FtZn, + A" +0,” = AO,
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Além de todas as caracteristicas citadas acima, a FtZn apresenta o metal zinco que

tem como principal caracteristica favorecer, por acoplamento spin-orbita, o ISC [125]

1.3.7 Fundamentos da Mecénica Quéntica [134]

Na Mecanica Classica, quando se conhece o estado presente de um sistema, pode-
se prever o seu estado futuro. Do ponto-de-vista Mecanico-Quantico, o Principio da

Incerteza de Heisenberg mostra que ndo ¢ possivel determinar simultaneamente a posigio

e velocidade exata de uma particula microscopica, nem quaisquer parametros

correlacionados. Uma decorréncia disso ¢ que cada estado possui uma fungio de onda

caracteristica.
Aproximagdes propostas para a Mecanica Quantica foram fundamentais para o

seu avango, na descrigdo tanto de atomos como de moléculas. Para descrever o estado de

um sistema mecanico-quantico, € preciso que a fungdo de onda ou fungdo de estado, ¥,

do sistema esteja definida, ou haja uma forma conhecida de deriva-la, pois a fungio de

onda contém todas as informagoes possiveis sobre um sistema. Como o estado, em geral
b

mudar com o tempo, ¥ € também uma fun¢io do tempo. Para uma particula, em uma

dimensio espacial, tem-se V' = W(x,t).
O estado futuro de um sistema Mecanico-Quintico, com seu estado presente

conhecido, pode ser determinado pela seguinte equagdo dependente do tempo,

how(nt) B MY
- —l“ 5 = om -—-—0[‘2 + V(r, t)¥(r, t) (Eq. 33)

O conceito de fungdo de onda temporal foi proposto em 1926 pelo fisico Erwin

Schrodinger.
Essa equa

tempo e permite calcular a fungdo de
po to for conhecida. A equagdo de Schrodinger dependente do tempo

cdo contém a primeira derivada da fungdio de onda com relagdo ao

onda futura em um determinado tempo, se a fungio

de onda no tem

(Eq. 33) ndo é aplicada para
e do tempo 6 suficiente para a maioria dos casos.

todos os sistemas da Mecinica Quintica. Uma equagiio

independent
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A equagiio independente do tempo, ¢ derivada da dependente. Para se obter essa

equagio, é necessario restringer-se a um caso especial onde a energia potencial V ndo é

uma fung¢io do tempo, mas sim dependente apenas das coordenadas espaciais. A equagio

34 cormresponde & Equagio de Schrodinger independente do tempo para uma particula

simples de massa m.

A2 d2¥()
- ?n?_ﬁﬁr_ + V(N)¥(r) = E¥(r) (Eq. 34)

Para muitas moléculas, as estruturas e propriedades podem ser obtidas através

da resolugdo da equagio de Schrodinger Independente do Tempo [135]. No entanto, ao

se abordar a natureza de estados excitados torna-se necessario o uso da equagio
dependente do tempo Ou aproximagoes compativeis. Com o intuito de simplificar a

resolugiio das equagdes envolvidas no caso de moléculas, Born e Oppenheimer

propuseram que, com base no fato de que os elétrons se movimentam muito mais

rapidamente que 0s nucleos, a fungiio de onda pode ser desmembrada em uma fungdo

eletronica () e uma nuclear (). Logo,
¥(r)=¢N (Eq. 35)

Resolvendo-se a equagdo de Schrodinger eletronica para diferentes

configuragbes nucleares, é possivel identificar os arranjos atdmicos estaveis em uma

écula. Esse fo1 o principio do procedimento de otimizagdo de geometria, uma

zada quando a energia total for minima em todas as suas 3N-6

mol
geometria é dita otimt

dimensaées.

1.3.7.1 Métodos semi-empiricos [136]

Os métodos semi-empiricos utilizam-se dos fundamentos da Mecénica Quantica.

No entanto, certas integrais s&o substituidas por dados espectroscopicos ou por outras
?
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propriedades fisicas, como as energias de ionizagdo, adotando-se uma serie de pardmetros

que permitam anular ou minimizar a importancia de certas integrais.

Os primeiros métodos desta classe eram baseados na aproximagio do elétron m,
isto €, apenas os elétrons © eram considerados explicitamente. Como exemplos deste

conjunto de metodologias tem-se 0 método do elétron livre (FEMO), o método de Hiickel

(HMO) e o método de Pariser-Parr-Pople (PPP). Posteriormente, os métodos semi-
empiricos tornaram-se mais gerais, sendo aplicados a moléculas de qualquer natureza.
Dentro dessa nova linha de desenvolvimento, existem principalmente duas ramifica¢des,

os métodos de Pople e os de Dewar. A distingdo entre os métodos de Pople e Dewar esta

relacionada & forma de parametrizagio. Nas aproximagdes de Pople e colaboradores, os
parimetros sio ajustados de forma a reproduzir valores de propriedades moleculares

determinadas através de calculos ab initio, enquanto nos métodos de Dewar a

parametrizagdo é feita utilizando valores experimentais das propriedades de referéncia.

Nas aproximagdes semi-empiricas modernas (vertente de Dewar), apenas os
elétrons de valéncia sdo considerados explicitamente. Como os métodos semi-empiricos

foram desenvolvidos, inicialmente, para estudo de moléculas orgénicas contendo apenas

atomos do primeiro periodo (Li-Ne), a base de fung3es era constituida apenas de orbitais

atdmicos (OA) s e p. Nos métodos mais recentes, esta mesma aproximagio foi mantida,

ainda que sejam aplicados a sistemas moleculares constituidos de atomos presentes em

periodos superiores da tabela periddica. Acredita-se que pelo menos em parte, a

deficiéncia devido & limitagdo das funcdes de base tenha sido suprida pelo procedimento

de parametrizagio.
s métodos semi-empiricos. Os mais conhecidos, sio: CNDO

137], INDO (Intermediate Neglect of

Sio inumeros O

(Complete Neglect of Differential Overlap) [

Differential Overlap) [138}, INDO/S, NDDO [139] (Neglect of Diatomic Differencial

Overlap), MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) [140], AM1 (Austin Model 1)
[141] e PM3 (Parametric Method 3) [142]. Versdes mais modernas tém sido
desenvolvidas, como ¢ o caso do PMS e dos SAM (Métodos Ab initio/Semi-Empiricos).

H4 evidéncias de que O procedimento paramétrico desenvolvido por Stewart

(PM3) apresenta vantagens rel

de propriedades de moléculas contendo at

acionadas & descrigiio de ligagOes de hidrogénio e calculo

omos de enxofre [143].

m——

R S



62

1.3.7.2 Interaciio de Configuracées [136]

Originalmente, 0s métodos da Quimica Quaintica desenvolveram-se a partir das

equagdes de Hartree-Fock (HF). No entanto, o método de HF negligencia a

interdependéncia dos movimentos eletrdnicos. Corregdes pos-HF tém sido propostas no

sentido de corrigir essa deficiéncia. A diferenga entre a energia do sistema obtida pela

solugio exata da equagdo nio-relativistica de Schrodinger e aquela obtida pela

aproximagdo de HF é denominada energia de correlagdo. O método denominado como

Interagio de Configuragoes (CI) é um dos métodos que consideram o efeito da

correlagdo eletrdnica na fungao de onda de HF, de modo a fornecer informagdes acerca

dos estados eletronicos de um sistema. Nessa metodologia, os orbitais moleculares (OM)

ocupados e desocupados s&0 descritos e utilizados na construgdo da fungio de onda Wy, a

qual representa a configuragdo do sistema como sendo uma combinagdo linear das

fungdes que caracterizam cada uma das configuragdes.

Wer = Zaid)i (Eq. 36)

onde os coeficientes a; s20 obtidos utilizando o método variacional .

O método variacional permite, de forma aproximada, que a energia de um

sistema qudntico seja estimada sem a necessidade de resolver diretamente a equagio de

Schrodinger.

De uma forma genérica, a integral variacional pode ser escrita como:

f‘Pﬁ‘Pdt

E<

nde 4 energia verdadeira do sistema.

algébrico dessa integral temos,

onde E correspo
Apés um tratamento

szaa%su = ZZ&%HU (Eq. 38)

i=1 j=1 =l j=1

e W A T
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na qual W corresponde a energia variacional e S; ¢ Hj sdo definidos como:

Sij :_[(bid)jdr (Eq. 39)

H; = _“)1 ﬁd’_idt (Eq. 40)

O préximo passo consiste em encontrar os coeficientes que minimizam o

funcional energia (W). Assim,

W _0, sendok=123,..0 (Eq. 41)
dag

Aplicando a eq. 41 em 39 temos um sistema de n equagdes acopladas,

i[(Hm —Sikw)ak]'—' 0 i=1,2,3,.n (Eq. 42)

k=1

cujas solugdes diferentes da trivial (a=a1=az=....2,=0) sio obtidas da expansio do

determinante secular (Eq. 43).

det(Hik . Sikwi) =0 (Eq- 43)

A equagdo gerada, portanto, pela expansdo de (37) possut como raizes W,

W,.....W.. Utilizando a eq. 38, as seguintes relagdes podem ser escritas: Eo < Wo, E1<

Wi,...., E,< W, na qual E representa a energia real do sistema. Portanto, de acordo com

o teorema variacional, o limite superior da energia de cada estado eletrénico do sistema

pode ser obtido. O aumento do nimero de configuragdes (¢;, Eq. 36) fornece valores

mais proximos de E € W.
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Uma aproximagdo para a funcdo de onda do estado fundamental é obtida pela

utilizacio da raiz Wo= Eo no conjunto de equagdes (Eq. 37), de onde é possivel obter a,’

1y} V] R .
ar,...a, (o indice sup

energia). A fungdo de onda do sitema p
quagdo 37. A utilizagio de raizes superiores forece fungdes de

erescrito representa o estado eletronico do sistema em ordem de

ara o estado eletrdnico especificado (‘W) é

obtida utilizando a E

onda para os estados excitados da molécula.

0 0
Wy =agbo +a1¢1 ragdy +..; Wy
(Eq. 44)

lP(ll =200 +aidy +ahhy oy W

As fungdes yle Wy, em (44) séo normalizadas e ortogonais

No método CI, as ¢i podem ser geradas a partir de excitagdes simples, duplas

etc., de acordo com 0 numero de elétrons envolvidos na transigdo. Considerando um

sistema constituido de m elétrons e uma base de fungdes contendo b orbitais atdmicos (=

niamero de OM), o nimero
pleto é restrito a sistemas pequeno
mum em calculos CI estabelecer um numero finito ¢ pequeno de

de configuragdes possivels a € proporcional a b™. Portanto,

um CI com s e a base de fun¢Bes atdmicas limitada. E

também uma pratica co

OM ocupados e virtuais a serem util
permite avaliar um nimero bem maior de configuragdes de um

izados na obtengdo das configuragdes eletronicas.

Assim, esse método
sistema de modo a fornecer uma estrutura excitada na sua configura¢io mais estavel.

e ——— i . B TRL m
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo:

A) Avaliar parimetros fotofisicos (Pp, ®sr, Tr, ®d,) e fotodinamicos relativos & FtZn, em

meios homogéneo e microheterogéneo (micelas de SDS e CTAB),

B) Estudar o efeito da polaridade do solvente, expressa em termos da escala Er(30)

sobre a fotofisica da FtZn;

C) Avaliar o efeito de atomos pesados sobre a atividade fotodindmica e capacidade de

geragdo de oxigénio singlete da FtZn.

— . S ATA W N L



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e equipamentos

Procedéncia

Reagente
Acetonitrila ALDRICH
Azul de Metileno ALDRICH
Bromoformio SYNTH
1-Butanol VETEC
2-Butanol MERCK
Cloroformio J. T. BAKER
Colesterol ACROS
CTAB MERCK
n-Decano RIEDEL - DE HAEN
1,3-Difenilisobenzofurano ALDRICH
N,N-Dimetilfo:mamida VETEC
Dimetilsufoxido SYNTH
Etanol VETEC
Etilenoglicol VETEC
Ftalocianina de Zinco ALDRICH
Glicerol VETEC
fodo CINETICA QUIMICA
Metanol VETEC
Na,HPO:. 7H20 CINETICA QUIMICA
NaH:PO+.H0 MALLINCKRODT
NaCl SYNTH
1-Octanol VETEC
2-Propanol VETEC
SDS VETEC
Tetrahidrofurano VETEC
ACROS

Violeta de Cresila

66
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Boa parte dos solventes empregados na caracterizagio fotofisica da FtZn foi de
grau espectroscopico, tendo sido usados sem purificagdo prévia.

Para as medidas espectrofotométricas, foram empregados os espectrofotometros
HACH DR-4000U e Shimadzu UV-1201. As medidas de fluorescéncia & temperatura
ambiente ¢ a baixa temperatura foram realizadas empregando-se um espectrofluorimetro
HITACHI F-4500. Todas as medidas foram realizadas com o uso de fendas 2,5 nm para

excitagdo e 2,5 nm para emissao.
Na desaeragiio e congelamento das solugdes, para as medidas a baixa temperatura,

foram utilizados nitrogénio gasoso e liquido, respectivamente.

As medidas de @y, nos diferentes meios, foram estimadas empregando o método

proposto por Eaton [26], tendo sido aplicada a equagdo a seguir,

2
ApFn

2 (Eq. 45)
AFpnp

@y =

onde o subscrito p refere-se a0 padrdo, A e Ay sdo respectivamente as absor¢des da

amostra e do padrdo nos respectivos comprimentos de onda de excitagdo, F é a area sob o

espectro de emissdo da amostra (F, do padriio) e n indice de refragdo do solvente onde se

encontra a amostra e n, é o indice de refracdo do solvente onde se encontra o padrio [27].

Para as medidas de @y, as solugdes foram preparadas com absor¢des em torno de

0,100 no comprimento de onda de excitagdo, de modo a minimizar o efeito de reabsorgio.

Utilizou-se como padrdo uma solugao de violeta de cresila em metanol (@¢= 0,54 + 0,03;
regiio de abrangéncia: 600 — 650 nm) [144].
Os valores de Er(30), para 0s meios estudados foram obtidos a partir da escala

proposta por Reichardt [22].

As solugdes micelares de SDS e CTAB foram preparadas em tampio fosfato
(PBS) (pH 7,4). De mo
foram preparadas com concentra

mol dm™ em CTAB, acima da concentra

do a garantir uma concentragio elevada de micelas, as solugges
ooes iguais a 30,0 X 10” mol dm™ em SDS ¢ 10,0 x 1073

cao micelar critica (CMC).

L e L o mma e omm
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A preparagiio da solugdo de tampdo fosfato, PBS, seguiu o procedimento proposto

na literatura [145]. Para isso, foi necessario pesar massas dos sais dihidrogenofosfato de

s6dio (NatHPOq) € monohidrogenofosfato de sédio (NazHPO4) de modo a fornecer uma

solugdo de concentragdo 0,25 mol dm” para cada sal, obtendo-se um pH final em torno

de 7.4. A seguir, uma quantidade de cloreto de sodio (NaCi) foi adicionada, de modo a

fomecer uma concentragio em massa, na solugao, de aproximadamente 0,9%. O NaCl

tem como funcio tornar a salinidade da solucio mais proxima da do fluido fisiolégico, e

garantir uma forga 16nica constante para o tampdo. Essa solu¢@o tamp@o foi preparada

com agua deionizada.
A AF da FtZn em meios homogéneo e microheterogéneo foi estimada a partir de

uma adaptagdo do método proposto por Fischer [81]. Esse método consiste na utilizagdo

do AU como dosador quimico para avaliar a AF. Neste trabalho, a avaliagdo da AF da

FtZn foi feita empregando-se 0 DPBF como dosador quimico de '0,, devido a problemas

encontrados na dissolugdo do AU nos meios estudados.

Para o estudo da AF, utilizou-se um laser He/Ne da Opto Eletronica, com

comprimento de onda de 632,8 nm e poténcia igual a 1 mW. Uma lente plano-convexa de

da de modo a fornecer um feixe de luz de didmetro

foco igual a 50 mm foi utiliza
ncia igual a 19,98 W/m?

aproximadamente iguala 0,8 cm, flué
A medida resolvida no tempo para a obtengio do P, foi efetuada no Laboratdrio

de Cinética Rapida e Fotoquimica, do IQUSP, empregando-se um sistema de fotdlise por
pulso de laser. Para 0 decaimento do sinal de emissio do 10z a 1270 nm, utilizou-se um
sistema da Edinburg
e poténcia 4,5 mJ), uma fot

com fluxo de nitrogénio liquido

Analytical Instruments dotado de um laser Nd:YAG (pulso de 5 ns
omultiplicadora da Hamamatsu tipo R-5509 (resfriada a 193 K
), um laser de corante da Jaguar e um de rodamina 6G.

Para essas medidas, utilizou-se 0 Azul de Metileno em etanol (@4 = 0,52 [146]) como

padrdo.

Do mesmo modo, a medida de Tr foi efetuada no Laboratério de Cinética Rapida e
Fotoquimica, do IQUSP, empregando-se um sistema da Applied Spectrophysics,
equipado com laser Nd:YAG com pulsos de 20 ns e poténcia igual a aproximadamente 30
mJ. As amostras foram submetidas 4 excitagdo em 355 nm, ja que a FtZn absorve muito

bem nessa regido. O decaimento do triplete foi monitorado a 480 nm [147].
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O ®, foi também estimado por medidas em estado estacionario, baseadas no
consumo de DPBE. Empregou-se a mesma montagem experimental das medidas de AF

Azul de Metileno em etanol foi empregado como padrdo nessas medidas. As medidas

foram feitas em diferentes meios.

A estrutura da FtZn foi modelada e otimizada pelo método semi-empirico PM3

disponivel no pacote computacional Hyperchemistry 5.11 [148]. A partir dessa

otimizagdo pode-se estimar, pela aplicagio de Interagdo de Configuragdes (CI), as

energias dos estados excitados, empregando também o método PM3. Esse calculo

envolveu 3 orbitais ocupados e 3 desocupados, tesultando em 400 configuragdes

Adicionalmente, empregand

considerado mais adequado para aplica
tro de absorgdo para a molécula isolada. Neste caso, a simulagdo baseou-se em uma

o também CI, mais o método semi-empirico ZINDO/S

¢Bes espectroscopicas [148], calculou-se o

espec

interagio de 1251 configuragdes da molécula.
O estudo da aproximagdo de uma molécula de Todo a FtZn foi feita utilizando o

método semi-empirico PM3.

3.2 Procedimentos

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, de modo a garantir uma

confiabilidade maior dos resultados.

3.2.1 Efeito do solvente sobre a fotofisica da Ftalocianina de Zinco

medidas de fluorescéncia, as solugdes de FtZn nos diferentes meios, foram
?

Para as
-7
a 1,0 x 107 M, com uma absorvancia inferior a

tragdes iguals

preparadas com concen
e excitagdo. Dessas solugdes, foram obtidos espectros de

0,100 no comprimento de ondad

absorcio e fluorescéncia, permitindo assim, estimaro Av e o ®r.
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3.2.2 Supressio de Fluorescéncia da FtZn por lodo em Etanol e 1-Octanol

Preparou-se uma solugiio de FtZn em metanol de concentragiio igual a 1,0 x 107
M. Transferiu-se 3,0 mL dessa solugdo para uma cubeta, onde foram adicionadas
aliquotas de 0 a 150 pL de uma solugdo de iodo em metanol. de concentragdo igual a 1,0
x 10" M. Para cada adigdo, foi feito o monitoramento das solugdes no espectrofotdmetro

e espectrofluorimetro. A partir dos resultados de fluorescéncia pode-se obter a relagdo de

Stern-Volmer para essa medida de supressio.

Utilizou-se 0 mesmo procedimento para as medidas em 1-octanol. Neste caso, a

concentragio de FtZn foi 2 mesma e a de iodo foi iguala 1,0 x 10 M, e as aliquotas

retiradas da solugdo estoque de iodo foram de 0 a 700 pL.

3.2.3 Medida da Atividade F otodinimica da FtZn em diferentes meios

Para cada uma das medidas de AF, foram preparadas solugdes contendo massa de

DPBF igual a 0,130 mg © FtZn com concentragdo igual a 1,0 x 10° M em baldo

volumétrico de 10,0 mL. Depois de preparadas, as solugdes foram irradiadas pelo laser

em cubeta de quartzo, com agitagdo, durante 5 minutos, sendo que a leitura da
absorvancia do DPBF, a 417 nm, foi monitorada antes e apos a fotolise. Foram medidas

também as absorvancias do fotossensibilizador no comprimento de onda de excitagio

(632,8 nm). Um acompanhamento da fotodegradagio do DPBF induzida pelo laser

também foi ferto. Adicionalmente, foram efetuadas também medidas idénticas as

anteriores, mas com um diferencial: fol adicionado & solugdo contendo DPBF e FtZn
>

uma solugio de iodo de concentragdo igual a 1,0 x 10® M. Essas medidas foram
realizadas em CTAB e SDS, co

medidas de AF em ambientes organi

m o intuito de avaliar o efeito do atomo pesado sobre

zados. A equagio que permite calcular a AF ¢ decrita

como:

AA10°
EOt-Aps-(}"irr)

AF(m?/Ws=m®/])= (Eq. 46)
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onde AA é a variagdo da absorvancia do substrato oxidavel no seu maximo de absorgdo
b

Eq ¢ fluénci 2 4 N '
o & fluéncia do laser emW/m”, t € 0 tempo de irradiagio em segundos, e ApAin) € a

absorvincia do fotossensibilizador no comprimento de onda de irradiago.

3.2.4 Estimativa do rendimento quintico de geragiio de oxigénio singlete por

medidas resolvidas no tempo

Essa medida foi feita em solugdo de FtZn em DMSO, cuja absorvincia no

comprimento de onda de excitacdo (580 nm, fomnecido por um Laser de corante) era igual

a 0,300. Uma solugio de Azul de Metileno (@4, = 0,52 [146] e absorvancia 0,29 no

comprimento de onda de excitagdo) em etanol, foi empregada como padrio. O
decaimento da fosforescéncia do 10,a 1270 nm foi monitorado em seguida ao pulso de
i mantida em 4,5 mJ nos experimentos. A relagao matematica

o @4 [79],

laser, A poténcia do laser fo

a seguir foi empregada na estimativa d

Iy Ny

Ppa =1 Pap| 5 (Eq. 47)
p p

o da amostra, Ip é a intensidade de emissdo do padrio

ondel, éa intensidade de emissi

. " x 1 ~ .
endimento quantico de geragdo de "O; pela solugdo FtZn, @4, ¢ o rendimento

do padréo, € nJ/np € a razdo de indices de refragio dos

®p.éor
quéntico de geracdo de 'O,
solventes nos quais a amostra € 0 padrio foram dissolvidos, respectivamente.
A razio L/Ip foi calculada a

cia do 'O, (unidade arbitraria), gera

partir das intensidades maximas dos sinais de

fosforescén dos a partir do Azul de Metileno e da

FtZn.

3.2.5 Estimativa do tempo d¢ vida de triplete por medidas resolvidas no tempo

MSO e CTAB, com absorvincia igual a 0,300 no

Solugdes de FtZn em D
nm, Laser Nd:YAG, pulsos de 20 ns) foram

comprimento de onda de excitagdo (355
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excitadas, e o sinal de decaimento do triplete foi monitorado a 430 nm [147]. O

tratamento matematico das curvas de decaimento forneceu o0s Tr.

3.2.6 Estimativa do rendimento quintico de geraciio de oxigénio singlete por

medidas em estado estacionario

Essas medidas foram feitas em cubetas de quartzo, em solugBes aeradas sob

agitagio, e em ambiente livre da luz externa. As reagdes foram monitoradas

espectrofotometricamente. Para essas medidas, utilizou-se também azul de metileno em

etanol como padrdo (®a = 0,52 [146]). A quantificagdo do oxigénio singlete fo1 realizada

tomando-se por base 0 consumo do substrato oxidavel DPBF. A equagio a seguir permite

a obtengio dos valores de @4 [80].

2
o ke (-DP[ng
@y =Dy (1”T)—”—-(kr)p (Hp} (Eq. 48)

onde k e kf sdo, respectivamente, as taxas de consumo do DPBF, estimada

considerando-se uma cinética de p
Me(l -T)? representam a razio entre a intensidade de radiagdo

seudo-primeira ordem, na € 0 indice de refragdo da

amostra e n do padréo, @

absorvida pela amostra © pelo padrio. Como por defini¢io, T = It/I, onde Iy é a

intensidade de radiagio transm
Essa medida relativa nos permite estimar a 1az&0 (Labs)"/Tabs

itida,eloéa intensidade de radiag8o incidente, tem-se, por

conseguinte, que 1-T = Tabs/To.

que é uma medida da razio do nimero de fotons absorvidos pelas duas solugdes,

(1-1)P _ (Labs)¥ _ Fétons absorvidos pelo padrdo

(1)~ (i)  Fotonsabsorvidos pelaamostra (Eq. 49)

Utilizou-se, nas medidas, uma massa de DPBF sempre proxima a 0,130 mg e uma

concentragio de FtZn jguala 1,0x 10" M em baldo volumétrico de 10,0 mL. O consumo

de DPBF foi monitorado em Jiferentes tempos de fotolise (0 a 10 min) pela medida da

absorvancia do DPBF a 417 nm. Foram feitos também, experimentos iguais ao descrito
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acima, mas com a diferenga de que foi adicionada a solu¢iio uma solugdo de 10do de

modo que sua concentragio no balio volumétrico fosse igual a 1,0 x 10° M. Essas

medidas foram feitas em SDS e CTAB, com 0 intuito de avaliar o efeito do 4&tomo pesado

sobre o0 @4.

3.2.7 Calculos Mecanico-Quanticos

A estrutura da FtZn foi modelada empregando o método Semi-Empirico PM3

(UHF, Gradiente Conjugado — PolakRibiere, limite de convergéncia igual a 0,01

kcal/(Amol)). Os estados eletrnicos foram calculados por Interagio de Configuragdes

(RHF, PM3-CI, com 3 orbitais moleculares (OM) ocupados e 3 desocupados, totalizando

a interagdo de 400 dife
o usando o método ZINDO/S (Fatores de peso usados na

g = 1,267, -t = 0,589, 25 OM ocupados, 25 OM

rentes configuragdes da molécula), enquanto que o espectro

eletronico foi calculad
sobreposigio dos orbitais: ©-

desocupados e 1251 configuragdes) [148].

==

P S
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacio Fotofisica da Ftalocianina de Zinco em diferentes meios

A Tabela a seguir apresenta dados fotofisicos obtidos para a FtZn em diferentes

meios. Os solventes estao dispostos em ordem crescente de polaridade, segundo a escala

E(30).

Tabela 4 — Propriedades fotofisicas da FtZn em diferentes meios.

T e | Aec | Rem | AV Ex(30), o

Solvente (um) | (mm) | (nm) (em™) keal/mol”
Glicerol 673 640 679 131,3 27,5* 0,017
n-Decano 665 | 640 | 667 45,1 31,0 0117
Tetracloreto de Carbono| 670 640 673 66,5 324 0,096
THF 666 640 672 134,1 37,4 0,127
Cloroférmio 672 640 674 442 39,1 0,134
DMF 669 640 674 110,9 438 0,092
DMSO 672 | 640 | 675 | 66,1 45,1 0,069
ACN c64 | 640 | 670 | 1349 45.6 0,088
SDS 675 | 640 | 679 | 873 46,3* 0,092
2-Butanol 669 640 673 68,8 47,1 0,096
Octanol 671 | 640 | 674 88,3 48,1 0,149
2-Propanol 667 | 640 | 671 89,4 48,4 0,089
| -Butanol 669 | 640 | 672 66,7 49,7 0,106
Etanol 665 640 668 67,5 51,9 0,086
Etilenoglicol 673 640 676 65,9 54,9 0,131
Metanol 666 640 670 89,6 55,4 0,119
CTAB 673 640 676 65,9 24 9% 0,002

; ‘ N 2~ o emiesio © N "
"Valores calculados partir dos momeros de onda de absorcdo ¢ emissio. ° Valores calculados a partir do

ento de onda de excitagiio.* Valores obitdos pela correlagio da Figura 7 (Pag. 75).

comprim
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A Figura 7 apresenta a correlagdio entre os valores de ®r e a escala de polaridade

E(30),
OB e
U
A4 b
e o
0.12 - (i)/. <<<<< - ,.( |
| (e
@ (A) o
(d)
17 @ n
] / K
" 0 28 g
0.08 - (B)
] . @
0.06 - T
30 35 40 45 50 55

E(30), keal/mol .

Figura 7 — Relagdo obtida entre polaridade do solvente descrita pela escala Er(30) e
rendimento quéntico de Auorescéncia. (4): (@) n-Decano, (b) Cloroférmio, (c) THF e (f)
Octanol; @ = 0,058 + 0,002 Er(30) ¢ R = 0,99. (B): (d) 2-Butanol, (e) 1-Butanol, (g)
Dimetilformamida (DMEF), (h) FEtilenoglicol, (i) Etanol; (j) DMSO; (k) 2-Propanol, (1)
Averoniirila ¢ (im) Metanol; @ =-0,093 + 0,004 Er(30) ¢ R = 0.93.

A escala Er(30) permite considerar interagdes especificas entre soluto e solvente,

o que a tomna de grande aplicabilidade, {1 1,22]. Assim, diferentes pardmetros podem ser

considerados, visto que 0S efeitos do solvente sobre 0s espectros de absor¢fo e emissio,

sio resultados de diferentes interagdes, que dependem néio apenas da constante dielétrica

e do indice de refragdo, como 0COITe com a escala de Lippert [10], mas, também, das

interacGes especificas entre 0 solvente e o fluoréforo [21]. As tendéncias observadas

a viabilidade do uso dessa escala na analise dos dados fotofisicos coletados, ao

e aconteceu a0 5€ aplicar a escala de polarizabilidade de orientagio (Af),

mostram

contrario do qu

onde nenhuma tendéncia clara pode ser observada [149].

e A Eia ow
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Os valores estimados para o ®r da FtZn nos diferentes solventes (Tab. 4), séo

consideravelmente baixos. Isso se explica se considerarmos que a diferenga de energia

entre os estados S1 (r,n*) e Sz (provavelmente n,m*) é pequena, o que torna possivel a
mistura desses estados. E sabido que estados excitados com caracteristica n,t* néo
apresentam boa fluorescéncia [25]. Assim, ocorrendo a mistura de estados, o resultado

esperado é uma redugio no valor do ®¢. Essa pequena diferenca de energia € confirmada

pelos calculos Mecanico-Quanticos,

350+

300 S

250
' S
200 - S

150 )

100

Energia Relativa, kJ/mol

K § — Diagrama de energia dos primeiros estados eletrénicos excitados da
igura 8 - . 4 e
Fralocianina de Zinco, obtido por calculo PM3 CIL

O diagrama de energias (Fig. 8) retrataa estrutura dos primeiros estados excitados
ia

da FtZn, prevista por CI Pode-se observar que a AE (51,5,) foi estimada como tendo um
a FtZn, :

I torno de 16,7 kJ/mol, suficientemente baixo para favorecer a mistura dos
valor em ,

estados Sy € Sz
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Em conformidade com o modelo de Reichardt {22}, duas diferentes tendéncias de
aumento do ®¢podem ser observadas (Fig. 7), uma, mais intensa, para solventes préticos
e outra para 0s aproticos. Esse aumento no valor do ®¢ pode ser explicado se
considerarmos que a solvatagdo do estado Sy, sendo este estado tipicamente n,7*, tende a
reduzir sua energia, e se acentua com o aumento da polaridade do meio {25]. As
interacdes especificas proporcionadas pelos solventes préticos devem introduzir uma
componente de solvatag¢ao adicional a obtida pelo aumento de polaridade dos solventes
aproticos, refletindo em um maior aumento da AE (S2,S1). E muito provavel que as
interacdes proporcionadas pelos solventes proticos envolvam o centro metalico, além das
interacdes polares com 0 macrociclo. Essas ultimas, deverio ocorrer também com 0s
solventes aproticos. Esta possibilidade é suportada pela estrutura eletronica do Zn (II),
que torna possivel interagdes com espécies ricas em elétrons. Em outras palavras, as
interagdes adicionais devem proporcionar um maior distanciamento entre os estados S; e
S,, no caso dos solventes préticos.

Partindo-se da premissa de que ®r + st + Pic = 1 e que Py (rendimento
quantico de conversdo interna) deve ser desprezivel gragas a “rigidez” da molécula,
conclui-se que, considerando os baixos valores de ®¢ apresentados pela FtZn nos
diferentes meios, em virtude da ocorréncia de mistura de estados (S; e S2), a via
desativagio da molécula sera preferencialmente por ISC, fosforescéncia e outros

processos a partir do estado triplete. A “rigidez” da molécula ¢ sustentada pelos valores

despreziveis observados para o Av nos diferentes meios estudados (Tab. 4). O

deslocamento de Stokes, pouco significativo, pode ser tomado como um indicativo de

que os efeitos relativos a solvatagdo sdo pouco evidentes. Embora se espere que por ser

um estado majoritariamente ¥, 0 estado Sy seja mais polar que o So, a elevada simetria

da molécula deve acabar por minimizar a influéncia da solvatagio na desativagio do

estado excitado por conversao interna.

Pelo diagrama de energias da FtZn (Fig. 8), pode-se ainda observar que a

AE(S;,T2) possui um valor em tomo de 54,3 kJ/mol, o que sugere o favorecimento do

ISC. Por outro lado, a conversdo To— Ti é por si s6 rapida, ja que envolve estados de

mesma multiplicidade [5,25]

SISBI/UFU
212351
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Embora a simetria dos estados Ty e Tz ndo tenha sido tratada neste trabalho, o
resultado das medidas de 17 da FtZn em DMSO (Tab. 7, pg. 92) e a sua boa capacidade

de fotossensibilizacio, nos permitem especular que Ty deve ser majoritariamente w,m*,

E importante ressaltar que as energias apresentadas no diagrama de energias,
foram calculadas considerando-se a molécula isolada, ou seja, sem a interagdo com
moléculas de solvente, e também empregando um método bastante aproximado, ja que se
trata de um método semi-empirico. Por exemplo, a energia de Ty estimada € de 151
kJ/mol, enquanto que o valor estabelecido experimentalmente situa-se em torno de 109
KJ/mol (1095 nm [150]). Assim, devem-se esperar discrepdncias entre os valores
observados e os calculados. E claro que, ampliando-se o niimero de configuragdes e
introduzindo-se a solvatagio da molécula, espera-se que o resultado final seja bem
melhor.

Embora haja uma diferenciagdo de tendéncias entre os solventes proticos e os
apréticos, uma aparente anomalia com relagéo ao comportamento da FtZn em 1-octanol
deve ser relatada. O comportamento desse alcool é bem diferente do observado para
outros alcoois dentro da escala Er (30). Isso pode ser explicado pelo fato de que o
aumento do comprimento da cadeia dos alcoois resulta em um decréscimo nio-linear do
valor da E1(30) [151], em virtude de um decréscimo na concentragio molar de grupos
OH, de modo que esses alcoois passam a apresentar um comportamento muito proximo
do de um hidrocarboneto [151].

Pela relagio obtida pela Figura 7, pode-se estimar o valor do Er(30) para os
ambientes micelares formados por SDS e CTAB. Assim, os valores sdo 46,3 kcal/mol e
24,9 kcal/mol, respectivamente. O valor observado para o deslocamento espectral
produzido pela FtZn em CTAB é muito baixo, mas coerente com o valor praticamente
(=0,002). A causa para essa anomalia, considerando que o

desprezivel de Pr

microambiente no qual a FtZn deve preferencialmente se alojar deve ser bastante polar, ¢

o forte acoplamento spin-6rbita induzido pelos fons brometo, favorecendo a conversio S;
—> T2 (ISC).
Deve-se ressaltar que as solugdes de SDS e CTAB foram preparadas com

. . -3 -3 3 . .
concentragdes 1guals a 30,0 x 10” mol dm™ e 10,0 mol dm™ acima das suas respectivas
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concentagdes micelares criticas (CMC), de modo a garantir, que no meio estivesse
presente uma consideravel concentragio de micelas [80].

Metais diamagnéticos como In, Al, e Zn tendem a extender o tempo de vida de
triplete, o que implica em uma maior fotoatividade para as metalo-ftalocianinas contendo
esses metais no centro do macrociclo [107]. Por outro lado, metais paramagnéticos
intensificam a ocorréncia de conversio interna, o que reduz o T, tornando o corante
inativo [107]. Assim, conclui-se que a presenga do atomo de zinco na estrutura da
ftalocianina deve ser um dos responsaveis pelos valores de ®¢ tho pequenos. Tem-se ai
um equilibrio de duas tendéncias associadas ao zinco: 0 aumento no Tr € a0 MeSmo
tempo um favorecimento do processo de ISC. Essa ultima tendéncia decorre do efeito do
atomo pesado que resulta no favorecimento do acoplamento spin-6rbita [S].

A figura a seguir, corresponde aos espectros de absor¢do (DMF e SDS) e emissdo
(etanol, DMF e SDS) da FtZn. Os maximos de absor¢io correspondentes a banda Q (669

nm, para DMF e 675 nm, para SDS) sdio relativos a transigdo So—S) (nr*).
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Figura 9— (4) Espectro de absor¢do normalizado para a FtZn em (a) DMF, labs= 669
nme (b) SDS, dabs =6 75 nm. (B) Espectro de fluorescéncia a 298 K da FtZn em (a)
669 nm e, Aexc = 640 nm; (b) DMF, Aem = 674 nm e, Aexc = 640 nm e

Etanol, Aem = : |

(c) SDS, Aem = 679 nm e Aexc = 640 nm. As solu¢des foram preparadas com
' -7

concentragoes em (0rno de 10" M.
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A Figura 9(A) indica uma melhor solvatagdo da FtZn em SDS, observada pelo
deslocamento batocrémico da banda de absorgdo em meio micelar (diminuigio da energia
de transicdo). Observa-se pela Figura 9(B) e Tabela 4, que a flalocianina fluoresce menos
em SDS, o que pode ser uma indicagio de que 0 meio, também neste caso, deve favorecer
o ISC.

Conforme mencionado anteriormente, com base em resultados de calculo
Mecanico-Quanticos, os estados excitados Si e Sz possuem energias muito proximas. Pela
analise dos espectros de absorgdo, por comparagdo com o diagrama de estados (Fig. 8),
pode-se observar que as energias que correspondem aos estados S, e S; (E, = 193,5
kJ/mol, correspondendo a 618 nm e Ez =203,6 kJ/mol, correspondendo a 586 nm) estio
muito proximas dos maximos de absor¢do observados nos espectros experimentais (no
caso do DMF, 669 nm e 605 nm). Os desvios sdo de, respectivamente, 9% para o estado
S1 e 3% para 0 Sz. Assim, embora 0s métodos semi-empiricos sejam de certa forma ndo
muito conclusivos, considerando-se as limitag3es inerentes a parametrizagdo e fungdes de
base empregadas [152], observa-se uma boa correlagdio entre os valores tedricos e
experimentais, talvez devido ao fato de que esses resultados tenham sido derivados de
calculos CI pouco mais confidveis no concernente a estrutura eletronica [134)]. Assim, a
banda situada em torno de 605 nm no espectro de absorgdo (Fig. 9A), que corresponde &

tedrica a 586 nm, é caracteristica do estado eletrdnico S,. A baixa intensidade verificada

para essa banda vem a justificar o estado S; como sendo de carater n,n*.

As metalo-ftalocianinas tém sido bastante estudadas em virtude do seu potencial
de emprego em TFD por varios motivos, e um deles é a elevada absortividade molar
apresentada [106]. Por exemplo, a FtZn apresenta em DMF uma absortividade molar da
banda Q igual a 2,53 X 10° mol™ L cm™. Um aspecto bastante favoravel a esse composto
& sua absortividade molar elevada dentro da chamada “Janela Fototerapéutica” [36,37] o

que ndo ocorre 130 bem com o Photofrin II, que possui uma absortividade cerca de cem

vezes menor nesta regido [82]. Assim, € preciso uma concentragido, pelo menos, 100
vezes menor de FtZn em relagdo ao Photofrin II para que a fotossensibilizagio pelos dois
seja equivalente.

O ®; da FtZn a baixa temperatura foi obtido somente em etanol, por razdes

técnicas. No entanto, espera-se que ndo haja grandes mudangas com relagio aos outros
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solventes, visto que o Av da FtZn nos diferentes meios estudados é extremamente

pequeno (Tab. 4). O espectro de fluorescéncia a 77 K ¢é apresentado na Figura 10.

Intensidade
g

100 .

TN e
T T v T 3

660 680 700 70
Comprimento de onda, nm

SAS

Figura 10— Espectro de fluorescéncia da Ftalocianina de Zinco em etanol a 77 K, Aem =

670 nm e, Auxc = 640 nm.

O espectro de emissdo de fluorescéncia a 77 K apresenta duas bandas, mostrando
boa similaridade com o espectro de absor¢do. O @r medido é igual a 0,105, superior a0

observado a temperatura ambiente (Tab.4). Isso era esperado, J& que a essa temperatura

toda a possibilidade de desativagao do estado excitado S; por IC ¢ eliminada, restando

para esse composto a desativagiio por fluorescéncia e processos a partir do estado triplete.

Deve-se ressaltar que no €aso desse composto a fluorescéncia ndo € o processo de

desativagio preponderan

em um estado onde a probabilidade de ocorréncia de fluorescéncia € muito baixa,

te, jA que a mistura entre 0s estados S; (m,m*) e Sz (n,n*) resulta

diferentemente do que ocorre com moléculas conjugadas rigidas [26]. Assim,a 77K, a

eliminagdo da IC, como rota de desativagio, resulta apenas em um pequeno acréscimo da

emissio por fluorescéncia.
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Conforme Vincett e colaboradores observaram [150], a fosforescéncia dessa
fialocianina ocorre com maximo em torno de 1095 nm, o que descarta a segunda banda
apresentada na Figura 10 como uma possivel banda de fosforescéncia. Embora neste
trabalho ndo se disponha de maiores evidéncias, essa banda deslocada batofluoricamente
pode ser caracteristica de fluorescéncia dual apresentada por esse sistema. A pequena
diferenca de energia entre 0s estados Si e Sz é um pardmetro que corrobora com essa
possibilidade [80]. Um estudo mais pormenorizado precisa ser feito para se chegar a uma
concluso acerca disso.

Com relagiio aos meios micelares, pode-se observar (Tab. 4 e Fig.9 A e B) um ®y
muito pequeno, mostrando que, mais que para os outros meios estudados, a rota de

desativagiio da espécie excitada ocorre através de ISC. Esse comportamento ¢ desejavel

se 0 objetivo € a eficiente populagdo do estado Ti. Em CTAB, por exemplo, o ®ré
praticamente nulo. O comportamento tao acentuado nesse meio se deve, como ja
abordado, & presenga do atomo pesado (bromo), que tende a favorecer a transigdo entre
estados de multiplicidades diferentes [5,25]. Esse efeito do acoplamento spin-orbita pode
ser observado, de forma ndo téo acentuada como a visualizada na presenga de bromo,
quando se aumenta 0 nUMero de atomos pesados na molécula do solvente. Quando
comparamos os ®rem CHCl; e em CCls podemos observar uma redugdo no drda FtZn
igual a 28%, com o aumento no numero de atomos pesados. Sabe-se que a substitui¢io de
hidrogénio por cloro, bromo ou iodo resulta no decréscimo do ®¢tal que ®f' > o >
®F > @/ e conseqiientemente aumenta a probabilidade de geragio de estados triplete

[22,29]. Isso pode ser verificado na tabela a seguir,
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Tabela 5 — Rendimento quéntico de fluorescéncia e de triplete para o naftaleno e

derivados possuindo dtomo pesado na sua estrutura [3,25].

Composto Dy Dy
Naftaleno ~0,2 0,67
1-Cloronaftaleno ~0,05 1,0
1-Bromonaftaleno ~ 0,002 1,0
1-Todonaftaleno ~ 0,000 1,0

O favorecimento do ISC por efeito do 4tomo pesado (acoplamento spin-6rbita)

por outro lado, tende a encurtar 0 Tr [5], 0 que tem sido verificado no presente trabatho

(Tab. 7, pg. 92).

Uma avaliagdo desse efeito foi realizada para solugbes de FtZn em metanol e

octan

ol, para as quais foram efetuados experimentos de supressio de fluorescéncia pela

adigio de diferentes quantidades de iodo (I2). A Figura 11 apresenta correlagdes tipo

Stern-Volmer para essas supressoes,
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Com base na teoria da supressdo dindmica, temos que a constante de Stern-
Volmer (Kgv) é dada pela inclinagdo da reta da Figura 11. A constante de Stern-Volmer
(Ksv) é o resultado do produto de kqt°, onde 1° € o tempo de vida de fluorescéncia do
fluoréforo na auséncia do supressor. O valor de 1° foi considerado como 5 ns (valor
medido para a FtZn em DMF) [153]. Com base neste valor, foi possivel fazer uma
estimativa da constante difusional do processo, empregando a relagio kpm = 2x10° T/n

[5], onde 1 é a viscosidade do meio (cP) e T é a temperatura absoluta (298 K). Os valores

dessas constantes estdo dispostos na tabela a seguir,

Tabela 6 - Constantes de Stern-Volmer, difusional e de supressdo de fluorescéncia da
FtZn.

Solvente Ksv, M koo M's™ | ko, M7 s |, P

Metanol | (3,5£0,2)x10° [ 7,0x 10" | 1,1x10* [0,547

1-Octanol | (4,4%03)x10° | 88x10" | 56x10° |10,6

Os valores estimados para as constantes de supressdo sdo muito maiores que as
constantes difusionais (por um fator 10° no caso do metanol, e 107 para o 1-octanol).
Portanto, pode-se dizer que ndo ha a necessidade de que se efetive um encontro entre a
FtZn e o I para que O processo de supressao observado ocorra. Também, tem-se que a
viscosidade do meio ndo prejudica o0 processo, o que descarta um processo difusional.

Pelo resultado desse experimento, pode-se adiantar que a supressio observada nio

¢ um processo de TE, mas sim fruto do acoplamento spin-orbita induzido pelo I,. Esse

. . —~ 1 . .
acoplamento permite que a Interagao entre "FtZn* e o I potencialize a formagdo da

espécie excitada triplete ('FtZn*). Segundo a teoria, o exciplexo singlete formado nio

deve viver tempo suficiente para fluorescer, sofrendo rapido ISC [5],

IRZn* + I = l(FtZI’l....Iz)* - 3(thn....lz)* — *FtZn* + I
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Partindo da possibilidade de formagio de um exciplexo envolvendo a 'FtZn* e o
L, pode-se propor que 0 mecanismo que leva 4 conversdo de moléculas 'FtZn* para
SPtZn* deve ser muito similar ao observado para TE a curtas distincias [25], embora, ndo
se tenha davidas de que esse processo ndo envolve qualquer TE. A Figura 12 confirma

isso, pois, como se pode ver, nio existe qualquer sobreposigdo entre as curvas de

absorcdo do I, e de emissdo da FtZn [5,25].
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Com base em simulagdo teérica (PM3, Fig. 13), o sitio mais favoravel na FtZn
para induzir a formagdo do exciplexo com 0 iodo € o centro metalico. Quanto a geometria
desse exciplexo, com base nos resultados, pode-se especular que o I encontra-se
inclinado 60° com relagdo ao plano da molécula. A interagdo Zn...I, deve ter como

resultado uma distor¢io na estrutura eletrénica da FtZn que deve implicar no

favorecimento da conversdo singlete-triplete.

Figura 13— Idealizagdo de um exciplexo singlete formado pela Ftalocianina de Zinco e o
iodo, calculado usando o método PM3. A distancia estimada para a interagdo lodo-
Zinco é de 7,31 A. O dngulo 1-1-Zn é igualda 137,1°, e a inclinagdo estimada entre os
datomo de iodo e o plano da molécula, de 60 A distancia I-I calculada é igual a 2,636 A,

enquanto o valor experimental é igual a 2,666 A [156].

A estimativa feita por calculo tedrico envolvendo as moléculas no estado

fundamental indica uma distincia de equilibrio iguala 7,31 A, compativel com processos

fotofisicos que envolvem sobreposigdo de orbitais [5]. No entanto, esse valor ndo deve

diferir muito no caso do exciplexo, considerando-se que a estrutura da 'FtZn* deve ser
]

na pratica, muito similar a da FtZn.
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O menor valor de g em CTAB, e o consequente favorecimento da transi¢do

singlete-triplete s6 € justificavel, portanto, se considerarmos a presenga do “atomo
pesado” que induz a mudanca na disposi¢do dos orbitais envolvidos, permitindo sua
sobreposi¢do, e consequentemente a ocorréncia da transicdo [5,25]. A mutua perturbagio
entre o I, e a 'FtZn* deve ser, neste €aso, 0 fator responsavel pelo acoplamento spin-
orbita, resultando no efeito observado de supressio da fluorescéncia.

Embora o efeito do atomo pesado estimule o acoplamento spin-orbita e por

conseguinte a conversao singlete-triplete, ele é responsavel pelo encurtamento do tr

[5,25].

4.2 Avaliagiio da Atividade F otodinamica (AF) e Geragiio de Oxigenio Singlete pela

FtZn.,

A figura a seguir apresenta 0 decaimento do triplete da FtZn em dois meios

diferentes. A partir do tratamento matematico dessas curvas, é possivel a obtengio dos

valores de TT.
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triplete excitado da FtZn com o tempo em (a) DMSO e (b) CTAB. As espécies foram
excitadas em 355 nm, e o decaimento do triplete foi monitorado em 480 nm.

0 tratamento das curvas foi feito a partir do ponto inicial do decaimento, 0 que

corresponde a 1ps apos 0 pulso do laser para ambos 0s decaimentos. O decaimento de

ambas as curvas € monoexponencial, conforme esperado. Com base nesses decaimentos,

chegou-se aos valores de tr- em CTAB, 1,8 us, e em DMSO, 53 ps. Esses valores de ¢

reforcam a proposigdo de que como consequéncia da presenga de Br’ nas micelas de

CTAB, a conversao singlet
sofrer um consideravel encurtamento NS SEUS Tr. Assim, o que favorece a geragdo de

e-triplete é favorecida, € 0S estados triplete gerados tendem a

estados triplete € 0 mesmo que, a principio, pode comprometer uma eficiente produgdo de

'0,.
Por outro lado, a presenca de espécies dissociadas interagindo com um

. ~ | _
fotossensibilizador tende a comprometer a produgdo de O, pois favorecem a sua

supressao [154]. Isso pode reduzir 0 @4, o que realmente se observa em SDS ¢ CTAB

(Tab. 7). Valduga e colaboradores [129] estimaram um @y igual a 0,70 + 0,04 para a

FtZn confinada em um lipossomo (Dipalmitoilfosfatidilcolina - DPPC). Neste caso, a

FtZn foi incorporada 3 bicamada lipidica do lipossomo, o que deve ter reduzido
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significativamente a agdo supressora dos ions presentes na fase aquosa, o que explica o

@, elevado observado. Lipossomos tém sido propostos como transportadores eficientes

para agentes fototerapéuticos. Reddi, em um trabatho seminal demonstrou sua eficacia in

vivo [155]. Em trabalho recente, Oliveira tem demonstrado que a assoctagio de colesterol

aos lipossomos contendo FtZn resulta em aumento da resposta frente a células tumorais

[156].

A Tabela 7 apresenta dados de AF e ®a obtidos neste trabalho, em comparagio

com dados da literatura,

Tabela 7- Atividade Fotodindmica e outos parimetros fotodindmicos da FtZn

Meio AF (m’/Ws) | ©('0y), ps* | =r, ps* Dy
42+ 2" 0,07 £ 0,01
SDS 49 + 2[157] 4 - 0,16 + 0,02°
27+ 1°
DPPC - 10,70 + 0,04 [129]
CTAB 26 +2° 4 1,8 0,08 + 0,01°
30+ 1° 0,22 + 0,02"
THF 0,53 [158]
Tolueno 0,40 [129]
Etanol 79 £ 2° 14 - 0,46 + 0,01°
0,40 [129]
30 53 0,39 + 0,01°
DMSO 48 +2° 0,40°
0,67 [130]
Cloroférmio 170 +3° 230 - 250 - 1,39+ 0,02°
Tetracloreto de Carbono | 263 £2° 59 - 3,42 +0,01°

" Medidas em estado estacionario.
as no tempo. * Medida da AF par

resolvid

* Medidas realizadas na presenga de iodo. © Medi.das
a o Photofrin II
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A AF pode ser interpretada como sendo uma medida da efetividade de um
fotossensibilizador em gerar espécies ativas que inviabilizem células tumorais e outros
sistemas (virus, bactérias, etc.). Como suas unidades equivalem ao inverso da dose,
quanto maior o valor da AF, mais efetivo ¢ o agente fotossensibilizador. Em outras

palavras, um bom agente fotossensibilizador é o que precisa de doses pequenas de

radiagiio para apresentar alta eficiéncia do processo em relagio a um dado padrio. O

Photofrin II pode ser tomado como padréo, por dois motivos: trata-se de uma droga cujo
emprego foi autorizado por diversos orgdos oficiais de controle de medicamentos (como
a FDA), além de ter a sua AF quantificada [81]. Nos nossos ensaios, a AF foi medida
pelo decréscimo da absorvancia do DPBF, um substrato oxidavel, seletivo a agio do 10,
[60] e de mais ficil manuseio que o AU, proposto por Fischer [81]. Uma medida da AF

da FtZn em SDS empregando AU [157], resultou em um valor muito préximo ao obtido

no presente trabalho. As condigdes experimentais foram idénticas, excetuando-se apenas

o substrato oxidavel. Aparentemente, os valores de AF tendem a crescer em meios nos

quais niio hajam espécies dissociadas, em consondncia com o fato de que na presenca de

fons o '0, ¢ suprimido mais rapidamente [154], o que acaba por reduzir ou inviabilizar

reacdes mediadas por essa espécie. No entanto, isso ndo € o suficiente para suprimir

completamente a reatividade da FtZn, conhecida por também mediar reagdes de

transferéncia de elétron [130]. Assim, embora tanto em SDS como em CTAB deva

ocorrer a supressio do 'Oz pela agdo dos jons presentes em solugdo, a AF da FtZn é maior
nesse meio que em CTAB, quase o dobro do quantificado por Fischer para o Photofrin II
[81]. Considerando que em ambos os meios ha espécies dissociadas e que o encurtamento
do 1 ndo afeta o processo de fotossensibilizagio como sera visto mais adiante, pode-se
concluir que a diferenga observada deve estar associada ao proprio CTAB, que deve estar
agindo como supressor fisico de espécies ativas de oxigénio.

A adigdo de atomos pesados fornece um resultado aparentemente inusitado.

Enquanto que em SDS a AF diminui, em CTAB permanece praticamente a mesma. A

adi¢io de mais atomos pesados, em CTADB, aparentemente ndo estd ocasionando um

aumento do efeito ja observado, visto que a concentragio de iodo (1,0 x 10 M)

adicionada ao sistema é consideravelmente menor que a concentragio de ions brometo

em solugdo (1,0 x 107 M).
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J& em SDS, seria necessario um estudo mais criterioso para explicar a diminuigio

da AF com a adicdo de I, ja que o esperado era um relativo aumento, visto que a

presenca do I, deveria incrementar a conversio singlete-triplete.

No caso do @y estimado nos meios micelares, um aumento aproximadamente da

mesma magnitude é observado tanto em SDS como em CTAB. E muito provavel que

esse efeito esteja associado a diminuigio relativa na concentragio de espécies dissociadas

presentes no meio devido & inclusio do L. Como o I, tende a favorecer a conversio S;—

T», sua presenga em solugao deve minimizar o efeito supressivo dos ions em solugédo

sobre 0 'Oy, ja que a taxa de formagdo de estados triplete deve aumentar. Mesmo que haja

um encurtamento no tr, um tempo de vida de 1,8 ps é suficiente para viabilizar processos

a s . ~ 1 . .
de transferéncia de energia, resultando na produgio de O, considerando-se que a difusdo

do oxigénio nos meios estudados é um processo suficientemente rapido, e que deve

ocorrer em uma base de tempo muito inferior a este valor. Um exercicio matematico

tomando por base as constantes difusionais dispostas na Tabela 6, (pag. 86), mostra que a

fotossensibilizagio do 'Oz pela FtZn deve ocorrer em metanol em intervalos de tempo

maiores ou iguais a 9 ns, enquanto que em octanol, devido a viscosidade do meio, esse

valor ¢, no minimo, igual a 180 ns.
A AF niio pode ser vista apenas como uma medida da agfio do 'Oy. Os resultados

mostram que, em detrimento de baixos valores de ®s e da presenga de espécies

dissociadas no meio, 0S valores de AF sdo consideravelmente altos. Uma explicagio para

isso ¢ o fato de que a FtZn sensibiliza eficientemente reagdes de transferéncia de elétron

[130]. Assim, a AF pode ser vista cOmo um pardmetro de reatividade que reune todos os

processos viabilizados ou ndo a part
sentam boa concordincia com o disponivel na literatura.

ir do fotossensibilizador. Os valores de ®,

apresentados na Tabela 7 apre

Certa discrepincia 0coIre no valor estimado em DMSO, pois Kuznetsova e colaboradores

avaliaram esse pardmetro como sendo igual a 0,67 [130]. No entanto, os nossos

resultados provém do emprego de diferentes metodologias (uma resolvida no tempo, e

outra em estado estacionario)

Os valores tanto de AF como de @4 medidos em CHCl e em CCly estio

superestimados. Uma avaliagdo pormenorizada das possiveis causas dessas discrepdncias

¢ desejavel, mas muito provavelmente se deve ao longo tempo de vida do oxigénio
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singlete nesses solventes. Medidas resolvidas no tempo podem ajudar a esclarecer este
problema. Como o M4 ¢ a AF possuem uma certa correlagdo, ao se elucidar as causas que
resultaram na estimativa elevada do @4 nesses solventes, certamente ter-se-a, também,

subsidios que expliquem o ocorrido em termos de AF.
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5. CONCLUSAO

O polaridade do meio no qual a FtZn esta sendo solvatada exerce grande
infludneia sobre o seu comportamento fotofisico, ja que tende a alterar a estrutura
eletronica dos estados excitados. Essas alteragdes ocorrerdo em maior ou menor grau

b

segundo a solvatagdo dos estados excitados. O aumento da polaridade do meio € capaz de

aumentar a diferenca de energia entre 08 estados S; e S, reduzindo a mistura entre esses

estados. Isso induz o aumento do @r. Por outro lado, a mistura entre esses estados tende a

favorecer a populagio do estado triplete, ampliando a agdo da FtZn como

fotossensibilizador. Solventes préticos, tendem a exercer maior influéncia sobre a mistura

de estados que 0s aproticos. Isso se deve a possibilidade de interagdes especificas,

adicionais Aquelas que ocorrem entre solventes apréticos e a FtZn. A AF apresentada pela

FtZn é superior & do Photofrin II. Para uma solugéo de FtZn com concentragdo 1,0x10°

M, é necessaria uma dose, pelo menos, 2 vezes menor de radiagdo para que esta apresente

a mesma reatividade do Photofrin II. Levando em conta o fato de que a absortividade

molar da FtZn é cerca de 100 vezes maior que a do Photofrin II, a AF apresentada pela

FtZn deve ser pelo menos 200 vezes maior que a do Photofrin II. Uma analise dos

resultados sugere que a AF é uma medida da acgdo de todas as espécies reativas geradas.

A AF em SDS, medida neste trabatho, resultou em um valor muito préximo ao obtido

utilizando 4cido urico, mostrando a confiabilidade do método de determinagido desse

mesmo que empregando um outro substrato
processo de fotossensibilizagdo, ja que favorece

parimetro, oxidavel. A presenca do atomo

pesado possui consideravel influéncia no

o ISC; em contrapartida, reduz o Tr. Esse encurtamento no tr nio ¢ suficiente para

. . ~ 1 iz .
interferir no processo de geragao de '0,, j4 que esse processo ocorre a intervalos de
tempo muito curtos. Esse efeito do encurtamento foi observado pelas medidas de 1t em

DMSO e CTAB. A presenga de jons dissociados nas solugdes é responsavel pelo efeito

. .. ~ 1
muito rapido de supressao de Oy,

or essa espécie. Por isso, n0s melos
por fazer com que as medidas de @4 por métodos

o que acaba por reduzir ou inviabilizar reagdes

mediadas p micelares a presenga de ions dissociados
. 1

acaba por reduzir a [ 0], o que acaba

em estado estacionario, sejam subestimadas. Os @ medidos neste trabalho sdo similares

a valores disponiveis na literatura, mostrando que a metodologia de medida em estado
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estacionario, empregada neste trabalho, é bastante confiavel. Ja a superestimagdo dos

valores de @,, em CHCl; e CCly, pode ser resolvida através de medidas resolvidas no

tempo ou talvez empregando outro substrato oxidavel, recomendado para solventes onde

o tempo de vida do oxigénio singlete € longo.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a relagdo entre o @¢ e [I2] pra a solugdio de I'tZn em solu¢do de SDS em

tampao fosfato e em agua para definir a influéncia dos ions presentes na solugéo.

e Avaliar as medidas de AF e @4 em tetracloreto de carbono e cloroformio apos um

tratamento prévio desses solventes.

s Estudar o efeito de um supressor fisico de 'O, (por exemplo, o B-caroteno) sobre as

medidas de ®, e AF, sobretudo em CCly e CHCla.

e Avaliar os parimetros fotoquimicos @, AF e @4 da FtZn em micelas de Triton X-100

em solucio aquosa e tamponada.

e Realizar ensaios com a FtZn encapsulada em lipossomos, em meio aquoso e

tamponado. Medir ®a em sistemas lipossdmicos com colesterol.

e Calculos das energias dos estados (S e T) empregando métodos Quimico-Quénticos.
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7.2 Apéndice de Figuras

7.2.1 Espectros de absorciio(A) e fluorescéncia (B) do composto Ftalocianina de
Zinco nos solventes estudados ¢ em ambiente micelar (30 x 10” mol dm™ de SDS e
10 x 10° mol dm™ de CTAB em tampio PBS, pH = 74). Nota: Para as medidas de
fluorescéncia, a abertura das fendas de excitacio e emissao foi igual a 2,5 nm. A

lAmpada de Xe operou a 750 V e a velocidade de varredura foi ajustada em 240 nm
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7.3 Apéndice de Tabela

Tabela 8 — Propriedade quimica dos solventes utilizados.

Solvente n"(293 K)
Acetonitrila 1,343
Etanol 1,361
SDS/PBS 1,334
CTAB/PBS 1,401
Dimetilformamida 1,428
Dimetilsufoxido 1,390
Cloroférmio 1,445
Tetracloreto de Carbono 1,449
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