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ATA 1IQ 165/2024

Ata n°® 165 da sessdao da Defesa de Doutorado de Eli Silveira Alves Ducas, que confere o titulo de
Doutor em Quimica, na area de concentracao em Quimica.

Aos 14 (quatorze) dias do més de dezembro de 2023 (dois mil e vinte e trés), a partir das
08h00m, na sala 233 do Instituto de Fisica (Laboratorio de Midias / Auditorio), realizou-se a
sessdo publica da Defesa de Doutorado intitulada "Estudo fotofisico de porfirinas e seus
complexos na presenca de biomoléculas e nanoestruturas'. Os trabalhos foram instalados pelo
Orientador, Prof. Dr. Pablo José Gong¢alves (UFG), com a participagao dos demais membros da
Banca Examinadora: Prof. Dr. Felipe Lange Coelho (UFG), Prof®. Dr®. Danielle Cangussu de
Castro Gomes (UFG), Prof. Dr. Jefferson Marcio Sanches Lopes (UFG) e Prof. Dr. Antonio
Otavio de Toledo Patrocinio (UFU). Durante a arguicdo os membros da banca fizeram sugestao
de alteracao do titulo do trabalho. A Banca Examinadora reuniu-se em sessao secreta a fim de
concluir o julgamento da Defesa de Doutorado, tendo sido o candidato aprovado pelos seus
membros. Proclamados os resultados pelo Prof. Dr. Pablo José Gongalves, Presidente da Banca
Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que ¢ assinada
pelos Membros da Banca Examinadora, aos 14 (quatorze) dias do més de dezembro de 2023 (dois
mil e vinte e trés).

TITULO SUGERIDO PELA BANCA

Implantacio das técnicas espectroscopicas de Laser Flash-Fotolise e de fosforescéncia para
estudos fotofisicos de sistemas porfirinicos e suas interacdoes com biomoléculas e
nanoestruturas.
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;3,,%!,’, @ Superior, em 20/03/2024, as 13:44, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
| eletronica no § 3° do art. 4° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

o- ) Documento assinado eletronicamente por Danielle Cangussu De Castro Gomes,
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assinatura Brasilia, com fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de

eletrénica
2020.
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- i i Documento assinado eletronicamente por Jefferson Marcio Sanches Lopes, Professor do
)e o @ Magistério Superior, em 26/03/2024, as 17:10, conforme horario oficial de Brasilia, com

assinatura

eletrnica fundamento no § 3° do art. 4° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.
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DESPACHO

Atesto, na condi¢ao de presidente da banca examinadora, conforme o item 04 da instrugao
normativa da PRPG n° 001, de 27 de margo de 2020, que o professor doutor Antonio Otavio de
Toledo Patrocinio (UFU) participou como membro avaliador da banca examinadora de defesa de
doutorado intitulada "Implantacao das técnicas espectroscopicas de Laser Flash-Fotolise e de
fosforescéncia para estudos fotofisicos de sistemas porfirinicos e suas interacdes com
biomoléculas e nanoestruturas.', ocorrida ao dia 14 (quatorze) do més de dezembro de 2023
(dois mil e vinte trés). Essa declaragdo se fez necessaria em virtude da indisponibilidade da
assinatura do professor supracitado no Sistema Eletronico de Informagdes (SEI) da UFG.

Prof. Dr. Pablo José Gong¢alves (UFG)

Presidente da Banca Examinadora

: I Documento assinado eletronicamente por Pablo Jose Goncalves, Professor do Magistério
;?sg!r: @ Superior, em 02/04/2024, as 18:11, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
eletrdnica no § 3° do art. 4° do Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n° 23070.065086/2023-92 SEI n°® 4486792



Dedico esta tese a minha mochila vermelha, que simbolicamente me representa. Iniciamos e
terminamos este doutorado, juntos, cada qual com suas marcas e desgastes. Percorremos milhares
quildmetros, atravessamos as regides brasileiras e enfrentamos horas infinitas no Laboratorio de
Biofotonica, somente com a luz vermelha acesa e um ar-condicionado gelado ao extremo. O
interessante é que apesar dos pesares, dos sofrimentos, das bagagens descartadas e adquiridas, estamos
prontos para proxima jornada.
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“Chamamos “explicacdo” o que nos distingue dos graus de conhecimento e de ciéncia mais
antigos, mas isso ndo passa de “descri¢ao”. Sabemos descrever melhor — explicamos
igualmente pouco aos nossos antecessores. Descobrimos sucessdes multiplas nos pontos em
que o homem ingénuo e o sabio de civilizagdes mais antigas s6 viam duas coisas: causa e
efeito; aperfeicoamos a imagem do devir, mas ndo fomos além dessa imagem. A sequéncia
das “causas” se apresenta em todos os casos mais completa diante de nés; deduzimos: é
preciso que esta ou aquela coisa tenha sido precedida para que outra se siga — mas nao
compreendemos nada “

(Friedrich Nietzsche — A Gaia Ciéncia)

Abram os caminhos!
Abram os caminhos!
Abram os caminhos!
Abram-se os caminhos!

A flecha atirei

Onde caiu, bradei

O céu relampeou

A chuva vai chegar
Meu corpo foi ao chio
Na palha pra curar
Lavei a alma e entdo.

Me refiz na lama

Vi pedra rolar

Dancei com a correnteza
Me deixei pro mar.

Cantar e dangar pra saudar
O tempo que vird

Que foi! Que estd!

Tocar pra marcar

O rito de passa

O rito de passd...

(Rito de Passa de MC Tha)
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RESUMO

A caracterizagao fotofisica permite avaliar os processos subsequentes ao
fendmeno de absorcao da luz, o que é de interesse para diversas aplicagoes, tanto
na area de quimica de materiais, quanto para a fotomedicina. Este trabalho teve
como objetivos gerais a caracterizagao fotofisica de potenciais agentes
fotossensibilizadores porfirinicos e sua interagito com biomoléculas e
nanoestruturas. Para isso, as técnicas espectroscdpicas de Absor¢ao Transiente
(ou Laser Flash-Fotodlise) e um Espectrofosforimetro foram implantados e seus
protocolos de uso estabelecidos. Com tais técnicas em operagao, foi proposto um
método alternativo para determinagao do rendimento de formagao de estados
tripletos e a obtencdo do rendimento de formagdao de oxigénio singlete,
propriedades fundamentais para caracterizacao de fotossensibilizadores. Foi
possivel investigar a interacao de porfirinas hidrossoltiveis com a albumina de
soro bovino e verificar que essa interacao afeta os tempos de vida de estados
tripletos e os rendimentos de oxigénio singlete. Tais parametros se mostraram
fortemente influenciados pela presenca de oxigénio e localizacdo das porfirinas
dos sitios de interagdo na estrutura da proteina. Outro estudo realizado foi a de
interacao de porfirinas cationicas com ferrofluidos anidnicos de ferrita de
manganeés (FeMn20s) no qual a interagao leva a supressao da fluorescéncia e da
geracao de oxigénio singlete ('O2) dos fotossensibilizadores e, curiosamente, esta
interagao nao é governada majoritariamente por intera¢des do tipo eletrostaticas,
mas, principalmente, via interagdes quimiossortivas e fisissortivas. Além disso,
foi demonstrado que o aquecimento fototérmico quebra a interagdo com a
nanoestrutura, restaurando as propriedades fotofisicas do fotossensibilizador,
tornando assim este sistema uma nanoestrutura multifuncional com
propriedades luminescentes e teranosticas.

Palavras Chave: laser flash-fotdlise; oxigénio singlete; terapia fotodindmica;

biomoléculas; nanoestruturas.
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ABSTRACT

The photophysical characterization allows the assessment of processes
following the phenomenon of light absorption, which is of interest for various
applications, both in the field of materials chemistry and in photomedicine. This
work aimed at the photophysical characterization of potential porphyrinic
photosensitizers and their interaction with biomolecular systems and
nanostructures. To achieve this, the spectroscopic techniques of Transient
Absorption (or Laser Flash-Photolysis) and a Spectrophosphorimeter were
implemented, and their usage protocols were established. With these techniques
in operation, an alternative method for determining the triplet state formation
yield and obtaining the singlet oxygen formation yield was proposed,
fundamental properties for the characterization of photosensitizers. It was
possible to investigate the interaction of water-soluble porphyrins with bovine
serum albumin and verify that this interaction affects the triplet states lifetimes
and singlet oxygen yields. These parameters were strongly influenced by the
presence of oxygen and the porphyrin's location at the interaction sites in the
protein structure. Another study conducted was the interaction of cationic
porphyrins with manganese ferrite (FeMn:04) anionic ferrofluids in which the
interaction leads to the suppression of fluorescence and singlet oxygen (!Oz)
generation of the photosensitizers. Interestingly, this interaction is not
predominantly governed by electrostatic interactions but mainly through
chemsorptives and physisorptives interactions. Additionally, it was
demonstrated that photothermal heating breaks the interaction with the
nanostructure, restoring the photophysical properties of the photosensitizer,
making this system a multifunctional nanostructure with luminescent and
theranostics properties.

Key words: laser flash photolysis; singlet oxygen; photodynamic therapy; biomolecules;

nanostructures.
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Capitulo I

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

Neste capitulo serdo discutidas as definicoes gerais
a respeito da terapia fotodindmica, suas aplicagoes
e de seu estado da arte.
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1. Introducao e Justificativa

Nos ultimos anos a Terapia Fotodinamica (TFD) tem se apresentado como um
método terapéutico promissor para o tratamento de doengas oncologicas e infecciosas.
A agao terapéutica fotodinamica se baseia na administragao de um um composto
fotoativo ou molécula fotossensibilizador (FS), ativado pela luz, e principalmente na
presenca de oxigénio molecular gera espécies reativas de oxigénio (EROS) para a destruicao

de alvos biologicos.

Diversos estudos tém demonstrado a aplicabilidade e eficacia da TFD com uso
complementar as técnicas tradicionais de tratamento de canceres (remogao cirurgica,
quimioterapia e radioterapia) podendo, também, aumentar a expectativa de sobrevida
em pacientes terminais. O grande sucesso da TFD advém da baixa toxicidade
apresentada pelos FSs na auséncia de luz, uso de radiagdes nao-ionizantes, além de
sua boa seletividade e especificidade frente ao alvo bioldgico a ser tratado, evitando
mecanismos de resisténcias intrinsecos ou adquiridos (AGOSTINIS et al., 2011), e
prolongando o tempo de sobrevida de pacientes inoperaveis (ABRAHAMSE; TYNGA,
2018).

Deste modo, a busca por desenvolvimento de FSs de maior eficiéncia retine
esforcos de pesquisadores das areas da Quimica, Fisica, Biologia e Ciéncias da Saude.
De um modo geral, os FSs devem apresentar: absorc¢ao na regiao do visivel (400-800
nm), contudo a absorcao entre 600-800 nm € mais desejavel devido a sua maior
penetrabilidade e menor absortividade em tecidos biologicos; capacidade de formagao
de oxigénio singlete ('!O:) e producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs);
mecanismos favoraveis de farmacocinética e farmacodinamica quando administrados
no corpo humano (CALORIL TEDESCO, 2016). As principais classes de moléculas que
satisfazem esses requisitos sao os derivados de ciclos pirrolicos (1), tais como as
porfirinas (2), as clorinas (3) e bacterioclorinas (4), as ftalocianinas (5) e metalo-

ftalocianinas (6) (TAMPA et al., 2019), dentre outros, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1- Estruturas moleculares do anel pirrdlico (1), porfirina (2), clorina (3),
bacterioclorina (4), ftalocianina (5) e metalo-ftalocianina (6).
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Fonte: Autoria Propria

O sucesso da TFD vem sendo verificado no tratamento dos mais diversos tipos
de neoplasias malignas, como as de pele (WANG et al., 2008), de pulmdes (BANERJEE
et al., 2017), aparelho gastrointestinal e outras (YANO; WANG, 2020). Recentemente,
a agao fotodinamica explorada no combate a microrganismos patogénicos, onde passa
a ser denominada Inativacio Fotodindmica (IFD) (GONCALVES et al., 2021; PERUSSI,
2007). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido alguns trabalhos que
demonstraram a eficdcia da IFD frente ao fungo Paracoccidioides brasilensis (ALMEIDA
etal., 2012), as bactérias do género Salmonella Typhimurium (GONCALVES et al., 2020a)
e ao Alfaherpesvirus bovino I (BoHV-1) (OLIVEIRA et al., 2020).

Uma outra possibilidade a ser explorada é a possivel inativacao fotodinamica
do coronavirus SARS-COV-2, responsavel pela pandemia de Covid-19, cujo até
meados de 2023, matou 6,9 milhdes de pessoas em todo mundo, sendo quase 700 mil
obitos registrados no Brasil (NUZZO et al., 2023). Alguns pesquisadores tem refor¢cado
que a IFD possui potencial aplicabilidade na sindrome Covid-19 em virtude de ja
existirem protocolos estabelecidos de TFD para outras doengas pulmonares (DIAS;
BAGNATO, 2020; MOGHISSI et al., 2020). Estudos de docking molecular demonstraram

uma alta afinidade do virus SARS-COV-2 ao grupo heme da hemoglobina, sendo este
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o motivo causador de hipdxia nos individuos infectados. Sendo assim, os FSs
porfirinicos, que possuem estrutura quimica muito similar a hemoglobina, sdo aptos a
serem usados de ‘moléculas de sacrificio” para interagirem com a estrutura viral e

posteriormente, sob irradiagao, fotoinativa-los (KIPSHIDZE et al., 2020).

Para que sejam desenvolvidos novos métodos terapéuticos baseados em TFD
e IFD se faz necessdria a compreensao da natureza da interagao de FSs com estruturas
bioldgicas (proteinas, enzimas, dcidos nucleicos) e de como essas interagdes modificam
as propriedades fotofisicas, e consequentemente, a formagao de espécies reativas que
vao ocasionar a morte celular ou a inativacao do microrganismo. Além disso, os
processos de interacdo envolvidos influenciam nos processos de biotransporte e

bioacumulagao dos FSs em seus alvos terapéuticos.

No sangue, as proteinas mais abundantes sao a hemoglobina e a albumina
sérica; sabe-se que essas biomoléculas sdao as grandes responsaveis pelo transporte de
nutrientes e de drogas (MAKARSKA-BIALOKOZ, 2018). O estudo da interagao de FSs
com a albumina sérica bovina (BSA) é um sistema-modelo amplamente utilizado para
avaliacao do comportamento destes no corpo humano, uma vez que a BSA possui
grande similaridade estrutural com a albumina sérica humana (HSA) (BELATIK et al.,
2012); devido as suas caracteristicas estruturais, a BSA consegue interagir com os FSs
através de interacoes de Van der Walls, ligagoes de hidrogénio e atragoes eletrostaticas

(SANTOS et al., 2020).

Os processos de interacdo alteram as conformagdes estruturais do FS e da
proteina, causando modificagdes em suas propriedades fotofisicas. Na BSA, a
formacao de interagdes com o FS leva a supressao da fluorescéncia da banda de
emissdo em 347 nm, associada a dois residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-212),
situados em dois dominios proteicos de intera¢des hidrofébicas (BELATIK et al., 2012)
e a eventual formacdo de agregados (LEBEDEVA et al, 2021). Para os

fotossensibizadores, em destaque as porfirinas e seus complexos, as principais
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mudancas observadas, em decorréncia desta interacao, sao o deslocamento das bandas
de absor¢ao (CHATTERJEE; SRIVASTAVA, 2000), agregacao molecular, alteracao dos
tempos de vida de estado tripleto (BORISSEVITCH et al., 1998) e rendimento de

formacao de oxigénio singlete (HIRAKAWA et al., 2015; KORINEK et al., 2006).

Ademais, pensando no processo de biodistribuicao de farmacos, nas altimas
décadas o advento da nanotecnologia apresentou diversos sistemas de liberacao-
entrega (drug-delivery) como as nanoemulsdes a base de micelas (HARI et al., 2023),
lipossomas (LIU et al., 2022), nanocdpsulas (IDLAS et al., 2023) e nanoparticulas
(CHANDRAKALA et al., 2022). Dentre estas, destacam-se como umas das opgdes

promissoras, as nanoparticulas a base de 6xido de ferro (ferritas).

As nanoparticulas ferritas podem ser sintetizadas por diversas metodologias
quimicas com alto grau de homogeneidade quimica, controle de tamanho e morfologia
(LEE et al., 1998; PRASAD et al., 1998; TOURINHO et al., 1990). Uma das propriedades
das nanoparticulas de ferrita, quando se encontram em escala nanométrica, é a
passagem do regime de ferromagnetismo para o regime superparamagnetimo, no qual as
nanoparticulas apresentam ordenamento spins somente na presenca de campo
magnético externo (COEY, 2010; CULLITY; GRAHAM, 2007; JEONG et al., 2007). Além
disso, a superficie destas nanoparticulas pode ser funcionalizada com diferentes tipos
de moléculas e biomoléculas fazendo com que seu preparo seja focado no alvo
terapéutico ou na aplicagdo aos quais serao designados (AHMAD et al., 2022;

COMANESCU, 2023).

Do ponto de vista das propriedades fotofisicas existem alguns estudos de
interacdo entre porfirinas e nanoestruturas. Quando combinadas com nanoparticulas
magnéticas o sistema resultante apresentam maior biodisponibilidade e desenvolvem
propriedades terandsticas, isto é, terapéuticas e diagnodsticas (LIANG et al., 2021), uma vez
que a afinidade destas plataformas com tecidos neopldsicos € maior e as propriedades

fluorescentes das porfirinas € utilizada para o mapeamento e o imageamento da area
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afetada; em adigao, uma vez que elas sao desligadas das nanoparticulas, na localidade
do tumor, é utilizada a sua tradicional a¢ao fotodinamica para destrui¢ao do tecido.
Ha também contribuicdes na Quimica Ambiental de que porfirinas ligadas as
nanoparticulas catalisam a degradacgao de pesticidas (SANTOS et al., 2012). Além disso,
os sistemas conjugados podem apresentar propriedades fototérmicas que atuam em

sinergismo com as teranosticas (OVERCHUK et al., 2023).

Deste modo, podemos elencar que o estado da arte da pesquisa em TFD e IFD,
nos tempos atuais, concentra-se em: i) desenvolver novas moléculas FSs e aperfeigoar
as metodologias sintéticas ja estabelecidas; ii) caracterizagao fotofisica de FSs; iii)
estudo de interacdo com biomoléculas e estruturas biologicas; iv) estudo de interagao
com nanoestruturas e plataformas de drug delivery; v) ensaios in vitro, in vivo dos FSs

frente a diferentes patologias e demais aplicagdes bioldgicas.

Para realizacao destes estudos se faz necessario o uso de técnicas
espectroscOpicas especificas para monitoramento das propriedades fotofisicas nos
diferentes estagios. Nos tiltimos anos, o Grupo de Biofotonica da UFG tem se dedicado

para aquisigao de tais técnicas.

Neste sentido, o presente trabalho teve como principais focos a implantagao
de técnicas experimentais e estabelecimento de protocolos metodoldgicos para a
caracterizacao fotofisica de potenciais agentes FSs, com énfase nas técnicas de Laser
flash-fotdlise e deteccao de 'O: tanto pelo método indireto, utilizando o acido trico
como sonda molecular, quanto pelo método direto, através da Espectroscopia de
fosforescéncia. Uma vez implantadas as técnicas, elas foram utilizadas para o estudo

de interagao entre porfirinas com biomoléculas e nanoestruturas.
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Capitulo II

OBJETIVOS

Neste capitulo serdo apresentadas os objetivos
gerais e especificos selecionados para o escopo do
trabalho desta tese
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos gerais o estudo da caracterizagao
fotofisica de potenciais agentes fotossensibilizadores porfirinicos e sua interacao
com sistemas biologicos e nanoestruturas. Para isso, um conjunto de técnicas
espectroscopicas teve de ser implantada no Grupo de Biofotonica da UFG e seus
protocolos de wuso estabelecidos. Tais técnicas permitem a completa
caracterizacao fotofisica de compostos fotossensibilizadores, o monitoramento
de seus estados excitados e produgao de espécies reativas de oxigénio. Para isso,

destacamos os seguintes objetivos especificos:

i.  Implantar a técnicas de Espectroscopia de Absorcao Transiente
(Laser Flash-Fotdlise), propondo e validando um método alternativo de

determinacao do rendimento de formacao de estados tripletos.

ii. Implantar a técnica de deteccao direta de 'Oz com a instalagdo de
espectrometro de fosforescéncia e estabelecer os protocolos necessarios para

determinacao do rendimento de formagao de 'Oz;
iii. Avaliar as propriedades fotofisicas de diferentes porfirinas;

iv. Estudo de interacao de porfirinas catidnicas e anidonicas com a

albumina sérica bovina (BSA);

v. Estudo da interacdo de porfirinas catidnicas com ferrofluidos

anidnicos de nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe:0x).
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Capitulo III

FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serdo abordados conceitos tedricos
sobre fotofisica e de seus fendmenos associados.
Além disso, serdo apresentados e discutidos
aspectos gerais das técnicas espectroscopicas
utilizadas neste trabalho.
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3. Fundamentacao Teorica

3.1 Processos Fotofisicos:

As moléculas FSs podem ser descritas através de um modelo de niveis
de energia proposto pelo fisico polonés Aleksander Jabtonski (1933) no qual sao
representados todos os processos fotofisicos envolvidos com a absor¢ao de luz.

Este modelo ficou mundialmente conhecido por Diagrama de Jabloniski (Figura 2).

Figura 2 - Diagrama de Jabtoniski dos niveis de energia presentes em uma molécula FSs
e 0s seus processos fotofisicos e fotoquimicos que podem ser desencadeados.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de Borissevitch et al. (2023) com a autorizagao do
Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI) © Creative Commons Atribution
4.0 Unported License. 2013.

No diagrama de Jablonski, as linhas horizontais mais espessas
correspondem a niveis eletronicos, e as linhas menos espessas niveis
vibracionais; as transi¢Oes verticais (setas retilineas) entre os niveis eletronicos
estdo associadas as energias dos orbitais moleculares. O estado fundamental

corresponde a um estado singleto (So) que ao absorver um foton de energia, os
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elétrons podem ser promovidos para niveis vibracionais dos estados excitados S
(So— S1) ou S2 (So— S2).

Uma vez nesses estados, os elétrons podem dissipar a energia absorvida
por relaxagio ndo-radiativa, representados pelas setas curvilineas, que pode
ocorrer via processos vibracionais, através de perdas térmicas ou colisdes
moleculares, ou podem transicionar entre diferentes niveis eletronicos, através
de um processo denominado por conversdo interna; a conversao interna é uma
transicao nao-radiativa que ocorre entre estados de mesma multiplicidade, em

virtude da sobreposicao entre niveis vibracionais de diferentes niveis eletronicos.

A dissipacdo de energia radiativa ocorre através da emissao de luz,
resultando no fendmeno de fluorescéncia (51—So). De acordo com a Regra de
Kasha, a fluorescéncia ocorre preferencialmente através da relaxacao do estado
excitado de menor energia (S1) para o estado fundamental (So) (LAKOWICZ,
Joseph R, 2006).

Outro processo fotofisico que ocorre quando o elétron se encontra em um
estado singleto excitado € o cruzamento intersistemas. Neste fenomeno ocorrera
uma mudanga da configuracao de spin de um elétron, convertendo um estado
eletronico singleto (S1) para um estado eletronico estado tripleto (T1). No estado
T1, o elétron poderd relaxar-se nao-radiativamente, através de cruzamento
intersistemas e processos vibracionais, ou relaxara radiativamente através de
fendmeno conhecido por fosforescéncia (T1 — So). Além disso, os termos 7,
representam o tempo de vida das respectivas transicoes. Uma vez que a
observagao destes processos possui uma dependéncia temporal, os tempos de
vida representam os intervalos de tempo nos quais os elétrons permanecem em

determinado estado excitado.

O que difere os estados singleto e tripleto sao as multiplicidades totais
dos spins eletronicos (M). A multiplicidade total ¢ dada pela relacao entre os

momentos angulares totais de spin dos elétrons (S):
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M =2S+1(Eq.1)

Em um mesmo nivel de energia, os elétrons podem apresentar-se com

orientagoes de spins paralela ou antiparalelas, sendo que, de acordo com a Regra

de Hund, a configuragao antiparalela entre os spins apresenta menor energia. O

estado singleto (Figura 3) é descrito por uma configuragao eletronica com a

orientacdo dos spins antiparalela, e de acordo com a (Eq.1), os dois momentos

magnéticos dos spins cancelam-se, resultando em uma multiplicidade do estado

eletronico total igual a 1. No estado tripleto, por sua vez, a orientagao dos spins é

paralela, fazendo com que os momentos magnéticos individuais de spins se

somem, resultando assim, em uma multiplicidade total do estado eletronico igual

a 3 (ATKINS; PAULA, 2008).

Figura 3 - Representagio do diagrama de energias dos estados singleto e tripleto com o

EA

calculo de suas respectivas multiplicidades (M).

hv Cruzamento
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M =2s +1 M =2s+1 M =2s+1
M =2.(0)+1 M =2.(0)+1 M =2()+1
M =1 M =1 M =3

Fonte: Autoria Prépria

As diferengas de multiplicidades, entre os estados eletrdonicos, refletem-

se em seus tempos de vida dos estados. Enquanto os tempos de vida da

fluorescéncia sao da ordem de 10° a 107 s, no processo da fosforescéncia os
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tempos de vida sao relativamente mais longos, na ordem de 10¢ a 10 s. Os
maiores tempos de vida se devem a baixa probabilidade de ocorréncia desta
transicao Tn —So, conforme a regra de selecao denominada Regra de Spin, e pelo
maior tempo requerido para ocorréncia dos processos fotofisicos, apresentados
no Digrama de Jabtonski, que culminam na formagao do estado tripleto: absorgao
e excitagdo de So para Si, seguida da ocorréncia de cruzamento intersistemas
gerando o estado Ti, que finalmente podera ser relaxado através de processos

radiativos e nao-radiativos para So.

Em termos energéticos, o estado tripleto possui menor energia que o
estado singleto. Esse fendmeno é previsto pela Regra de Hund e esta associado
ao efeito de correlacdo de spins. Quando os elétrons em T: estdo com spins
paralelos, existe uma tendéncia de se afastarem, diminuindo a repulsao
eletrostatica; em consequéncia disso, ocorre uma contra¢ao da nuvem eletrdnica,

devido ao aumento da atragao elétron-nticleo, diminuindo a energia deste estado

(ATKINS; PAULA, 2008).

No caso das moléculas FSs, uma vez que estas assumem estado tripleto,
elas possuem energia necessaria para reagirem com outras moléculas, através de
rea¢Oes de foto-oxidagdo, cujos produtos ocasionam a morte celular, conforme

demonstrado na Figura 2.

As reagoes de foto-oxidagao sdo originadas a partir de dois mecanismos
competidores entre si: i) processos de transferéncia eletronica (reagdes do tipo I)
e processos de transferéncia de energia para a molécula de oxigénio no estado

tripleto (reagdes do tipo II).

O mecanismo do tipo I envolve a formacao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), termo designado para elencar o grupo de moléculas reativas e
de radicais derivados do oxigénio molecular. A grande maioria dos produtos do

mecanismo das reac¢des de tipo I, ja sao naturalmente formadas por processos
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mitocondriais de transporte de elétrons, sendo a sua geragao catalisada pelos FSs

(HELD, 2021).

As principais espécies formadas pelas reagoes de tipo I sao os anions
perdxidos (O2*) e radicais superdxidos (-Oz27), além dos radicais hidroxilas (-OH).
Dentre essas, o radical hidroxila é a espécie mais agressiva, por sua habilidade
reativa frente a quase todas as classes de biomoléculas; ele é formado como
produto das rea¢des com o anion superoxido ou através da foto-oxidagao da
agua. Em TFD, a utilizagao de FSs com altos indices de rendimento de EROs
anionicas e/ou radicalares sao a escolha mais adequada para o tratamento de

tumores com baixa taxa de irrigagao sanguinea (ZHUANG et al., 2020).

O principal produto formado por reagdes com mecanismo do tipo II é o
oxigénio singlete (102), que é a espécie mais importante para aplicagdes em TFD
e IFD. Este mecanismo é favorecido em condi¢Oes reacionais com alta
concentracao de oxigénio resultando na transferéncia de energia entre o FS, em
seu estado tripleto, para o oxigénio molecular presente no meio (BAPTISTA etal.,

2017).

A configuracao eletronica do O: em seu estado fundamental é
(1og)*(10u)*(205)*(20u)*(305)*(30u)*(3mg)4(3Ttu)>..  Diferentemente das demais
moléculas homonucleares, o O: em seu estado fundamental apresenta
configuragao eletronica de camada aberta com dois elétrons desemparelhados
que, de acordo com a regra de Hund, ocupam orbitais moleculares diferentes
(Figura 4). Esta configuracao eletronica é comumente designada com a
terminologia O2: (*X¢") ou simplificadamente 3Oz: o sobrescrito “3” indica que o
estado eletronico corresponde a um estado tripleto, e o simbolo “X”, que seu
momento angular orbital (ML) é igual a 0; o subscrito “g” indica que o orbital
molecular é simétrico em relagdo ao eixo da ligacdo quimica. Os dois estados

excitados de menor e maior energia do O:2 sao estados singleto e os seus orbitais

moleculares também sdo simétricos (g) em relagao ao eixo da ligacao; contudo,
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possuem ML distintos (Figura 4.a). O estado excitado singleto de menor energia,
Oz (1Ag) ou 'O, possui Mrigual a 2, sendo representado pela notagao A. Por outro
lado, o Mt do estado singleto excitado de maior energia é 0, sendo este um outro

estado L, representado pela notagao O: (Lg") (BOIX-GARRIGA et al., 2016).

Figura 4 - a) Diagrama de orbital molecular do estado fundamental (3Xs") do Oz e de
seus estados excitados de menor (1Ag) e maior energia (Xg*); b) Diagrama de Jablonski
simplificados dos estados tripleto(3Xs) e singletos (1Ag, 1X¢*) do O..
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Fonte: Reproduzido de Boix-Garriga et al. (2016) com a autorizagado do Royal Chemical
Society © 2016.

Em termos energéticos, a energia envolvida na transicao 'Ag — 3Lg
corresponde a 94,7 kJ.mol! (= 1280 nm) e a diferenca de energia envolvida na
transicao 'Xg*— 5Ly corresponde a 158 kJ.mol! (= 762 nm), conforme
representado na Figura 5. A transi¢ao 'Ag — 3Xs é proibida pela regra de selecao
de spin, o que resulta em seu alto tempo de vida de relaxagao (10°-10°s) que
propicia a reagao desta espécie com outras estruturas bioldgicas, resultando na
acao fotodinamica. Além disso, vale ressaltar que, sendo a transicao *Ls—!Ag

proibida pela regra de selecao de spin, a forma mais eficiente de produzir a forma
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excitada do oxigénio, o oxigénio singlete O:('Ag), é através do processo de

transferéncia de energia a partir de um composto FS.

O estado X", por sua vez, é relaxado através da transicao 'Xg'—'Ag,
permitida por spin, que apresenta um curto tempo de vida (101-107 s).
Experimentalmente, a primeira transi¢ao !As — X3 é facilmente observada em
espectros de emissao fosforescente, na regido préxima de 1280 nm, devido a
metaestabilidade do estado 'A; e a relaxacdo das regras de selecao em virtude do
acoplamento spin-dérbita (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002).

Figura 5 - Diferenca entre os niveis de energia dos orbitais HOMO das espécies’Ly, 1A,
e 1X¢" da molécula de oxigénio.
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Fonte: Autoria Prépria

A grande importancia da espécie 'O: vem de sua alta toxicidade e
reatividade com estruturas bioldgicas, pois a sua degradacao conduz a formacgao

de novas espécies radicalares.

Considerando a classe de aminoacidos, os mais reativos frente ao 'Oz,
em pH fisiologico, sao o triptofano e a tirosina; em geral, eles sao oxidados aos
seus respectivos hidroperdxidos, através de ciclo-adi¢oes do tipo [3+2] e [4+2]. A
reagao com proteinas, comumente, gera hidroperdxidos que serdao degradados
por decomposicao térmica, além de também gerarem radicais peroxila (ROO"),

na presenca de ions metalicos. Para ambos caminhos reacionais, a formacao de
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hidroperoxidos resulta danos a outras proteinas celulares que levarao a morte

celular por processos de apoptose (RONSEIN et al., 2006).

Os lipideos (LH) degradam-se aos seus respectivos hidroperdxidos;
nessa classe de biomoléculas, destaca-se o processo de foto-oxidagao dos
fosfolipidios, cujos hidroperéxidos (LOOH), na auséncia de enzimas
antioxidantes, reagem com ions metalicos formando 4cido hipocloroso (HCIO) e
outra molécula de 'Oz, gerando um conjunto de reagdes em cadeia. Devido a essa
caracteristica especifica, comumente, sao utilizados andlogos sintéticos do
colesterol e de fosfolipidios para o desenvolvimento de estudos de stress

oxidativo em “membranas modelo” (DI MASCIO et al., 2019).

A morte celular causada pela agao fotodinamica pode acontecer por trés

mecanismos:

i.  Apoptose: é um tipo de morte celular programada, que ocorre de forma
controlada e ordenada, geralmente para eliminar células danificadas,
envelhecidas ou indesejadas. Durante a apoptose, as células encolhem e se
fragmentam em pequenas vesiculas, chamados corpos apoptdticos,
evitando a liberacao de substancias prejudiciais ao ambiente.

ii.  Necrose: € um tipo de morte celular nao programada, que ocorre devido
a lesdes ou condi¢des extremas, como falta de oxigénio, infec¢des ou
traumas. Ao contrdrio do apoptose, a necrose é um processo
desorganizado e pode levar a inflamacao e danos aos tecidos circundantes.

iii.  Autofagia: processo celular pelo qual as células reciclam seus préprios
componentes internos, como organelas danificadas ou proteinas nao
funcionais. Durante a autofagia, as células formam vesiculas chamadas
autossomos, que englobam os materiais celulares indesejados e os
direcionam para a degradacao e reciclagem (ALBERTS et al., 2017).

A compreensao do mecanismo de morte causado por um FS sob acao

fotodinamica é um processo complexo e de dificil generalizagdao por serem
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mecanismos ativados por distintas vias que dependem do tipo de FS utilizado, o
protocolo de administracao, a dosagem e localiza¢ao do FS na célula, os niveis de
oxigenacao na regiao a ser tratada e a fonte de luz empregada. Sendo que um
mesmo FS, em diferentes condi¢oes, pode levar a morte por dois mecanismos
distintos, ou até mesmo desencadear multiplos mecanismos simultaneamente
em diferentes estagios da morte celular (CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017).

Na Figura 6 sao representados esquematicamente os mecanismos de

morte celular aqui mencionados:

Figura 6 — Representacio dos mecanismos de morte celular.

Célula em homeostase

Necrose
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Fonte: Adaptado de Chilakamarthi & Giribabu (-2017) com permissao da John Wiley
and Sons. © 2017.

De acordo com MROZ e colaboradores (2011) “os dados presentes na
literatura, até o momento, demostram claramente que nao ¢ um tinico mecanismo
que leva a morte celular através da TFD”, porém ele sinaliza os principais fatores
que controlam a morte celular causada pela TFD. A Tabela 1 elenca os principais
fatores elencados, correlacionando com os danos estruturais e 0 mecanismo de

morte celular envolvido:
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Tabela 1: Principais mecanismos de morte celular ativados via TFD.

Mecanismos Anti-Tumorais e Terapia Fotodinamica

Estruturas Bioldgicas

Efeito pos TFD Mecanismos
Envolvidas
Mitocondria
Apoptose
Citoplasma
Dano celular direto Reticulo endoplasmaético Autofagia
Desintegracao da Membrana
Necrose
Celular
Apoptose
Oclusdo ou Deplecao do suprimento de
Necrose
rompimento vascular Oxigénio e nutrientes
Autofagia
Ativagdo de resposta Apoptose via
Células T citotoxicas
Imunolégica granzimas

Fonte: Adaptado de Mroz et al. (2011) com a autorizacao do Multidisciplinary Digital

Publishing Institute (MDPI) © Creative Commons Atribution 4.0 Unported License.
2013.
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3.2 Técnicas Espectroscopicas:

3.2.1 Espectros de Absorgdo de luz e determinagio do coeficiente de absortividade
molar:
A técnica de absor¢ao molecular na regido do ultravioleta e visivel

permite avaliar as regides em que os compostos absorvem luz; nesta técnica, sao

observadas as transi¢oes So —S1 dos compostos estudados.

De acordo com a Lei de Beer, a absorvincia (A) é uma grandeza
experimental associada a quantidade de fétons absorvidos, em fungao do
comprimento de onda da radiagdo incidente (1) e o seu valor, para uma dada
amostra é dado pelo produto da concentra¢ao da espécie absorvedora de luz (c),
o caminho &ptico da amostra (1), que é espessura da coluna de amostra analisada,

e o coeficiente de absortividade molar (¢).
AA) =) cl (Eq.2)

O coeficiente de absortividade molar (¢) representa a probabilidade de
absorc¢ao da radiacdo de uma amostra em fun¢ao do comprimento de onda da
radiagdo utilizada, ou seja, em fungao da sua energia (BORISSEVITCH et al.,
2015). A determinagao experimental do ¢ é facilmente obtida em um experimento
que coleta os espectros de absor¢ao em diferentes concentragdes (Figura 7a). Em
um grafico A(1) x C (Figura 7b), a inclinagao da reta (tg 0) é dada pelo produto
e(A)1. Conhecendo o caminho optico da amostra, calcula-se assim, o valor de ¢

para um determinado comprimento de onda.
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Figura 7- a) Espectro do FS meso-tetra(fenil)porfirina (TPP), em diferentes
concentragoes, na regido de 450 a 720 nm; b) valores de absorvincia em 513 nm em
fungdo da concentragio para determinagdo do e(A).
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Os espectros de absor¢ao sao de suma importancia para a compreensao
das propriedades fotofisicas e fotoquimicas de moléculas. Quando estes
apresentam variagOes, tais como, estreitamento, alargamento, deslocamento,
aparecimento ou desaparecimento de bandas, sdo indicios de mudangas
estruturais (formagao de agregados), interacOes e reagdes quimicas ou, até
mesmo, decomposi¢ao das moléculas do sistema em estudo; sendo que todos

estes eventos tém repercussao nas demais propriedades fotofisicas.

3.2.2  Espectros de emissio fluorescente e determinacdo do rendimento quéntico de
fluorescéncia:

A Espectroscopia Fluorescéncia baseia-se na avaliacdo da emissao
espontanea de luz, pela matéria quando esta é excitada por f6tons. Através dessa
técnica, é possivel avaliar os processos de decaimento associados as transi¢oes

Sn — SO.

Conforme mencionado previamente na se¢ao 3.2.1, no estado S1 a molécula
pode relaxar pelos processos radiativos (emitindo um féton) ou nao-radiativos
(conversao interna e cruzamento intersistemas), que podem ser descritos em

termos das taxas ou constantes de velocidade em que as moléculas sofrem
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desativacao: kr, ki e ks, respectivamente, representadas no quadro interno da
Figura 8.a. A eficiéncia de um composto converter a luz absorvida em um
determinado processo € caracterizada pelo rendimento quantico (®P)
(LAKOWICZ, Joseph R, 2006). Por exemplo, o rendimento quantico de
fluorescéncia (®y;) € definido pela razao entre o nimero de f6tons emitidos pela

molécula via fluorescéncia (ns;) e 0o numero de fotons absorvidos (n4ys):

n

— Sl
CDﬂ = m (Eq 3)
Este parametro também pode ser expresso em termos das taxas de
ocorréncia dos processos, para o caso da emissao de fluorescéncia, que é o
processo radiativo (r):

— T
kr+kcitkcis
Através da combinacgao dos espectros de absor¢ao UV-Vis e de emissao

fluorescente, o rendimento quantico de fluorescéncia pode ser obtido através da

relacao (LAKOWICZ, Joseph R, 2006):

If; Ag n?
Pp =105 Prio (EQ.5)

s
sendo Ifje Ir sao as integrais da curva do espectro de emissao fluorescente da
amostra e do composto padrao previamente caracterizado, respectivamente. 4 e
Ay, os valores das respectivas absor¢oes no comprimento de onda de excitagao, n
e ny os indices de refragdo dos solventes da amostra e do padrao e @, o
rendimento quantico do padrao.

Os processos de relaxagao competem entre si e seu efeito em conjunto
determinam o tempo de vida do estado excitado Si1. A emissdao de fluorescéncia
pode ser analisada monitorando o espectro de emissao da fluorescéncia através
de um espectrofluorimetro (Figura 8.a), ou a evolugao temporal da intensidade
de sua emissao utilizando um espectrofluorimetro resolvido no tempo, que
permite obter o tempo de vida do estado Si (Figura 8.b). O tempo de vida do
estado excitado € inversamente proporcional a soma das taxas de relaxacao, para

o estado S1, o tempo de vida 75, sera (BORISSEVITCH et al., 2015):
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1 1 1 1
_=k‘r+kci+kcis=.[_+_+_(Eq-6)

Tsq r T Tcis

Figura 8 - a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da porfirina TPP; b) curva de
decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia da TPP.
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3.2.3 Espectroscopia de Absor¢io Transiente (Laser Flash-Fotdlise) e seu uso para
monitoramento de estados tripletos (Tn):

A Espectroscopia de Absorcao Transiente, modernamente conhecida por
Laser Flash-Fotdlise (LFF), é uma técnica que permite a observagao direta das
constantes de velocidade de espécies transientes, sejam elas de primeira ou

pseudo-primeira ordem, associadas as reagdes fotoquimicas (HURLEY et al.,

1983).

Essa técnica foi descoberta e desenvolvida em 1948, pelo quimico
britanico George Porter (Lord Porter of Luddenham) ao realizar experimentos com
tubos de flashes de alta intensidade desenvolvidos para captura de fotografias
noturnas de avides da Segunda Guerra Mundial. Nestes experimentos, ele

percebeu que esses flashes eram capazes de gerar espécies transientes (radicais
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livres, estados tripletos) passiveis de detec¢ao espectroscépica (PORTER, 1950).
Devido a esse fendmeno de quebra de ligacdes quimicas por pulsos de luz, surgiu
o nome mais difundido e simplificado da técnica: flash-fotdlise. Em 1967, George
Porter, juntamente com Ronald Norish e Manfred Eingen, que contribuiram para
o aprimoramento e estudo de aplica¢cdes da técnica, foram laureados com o

Prémio Nobel de Quimica (CHIZHOV, 2013).

O principio experimental da técnica de LFF consiste na incidéncia de dois
feixes luminosos, ortogonais entre si, em um arranjo de excitacdo conhecido
como bombeio-prova (pump-probe), representado na Figura 9.a (BORISSEVITCH
et al., 2015). O bombeio (pump) é realizado por um intenso pulso de laser que ird
produzir uma significativa populacao eletronica no estado Si. Ao relaxar, uma
fracao dessa populagao eletronica ird sofrer o cruzamento intersistemas (51— Tr)
produzindo o estado tripleto Ti1 (Figura 9.b). O sistema de prova (probe) é uma
lampada continua de xendnio que ird monitorar o decaimento da populacao de
T1 ao relaxar ao estado fundamental no cruzamento intersistemas (T1— So). Um
monocromador (MC) é utilizado para selecionar o comprimento de onda da luz
de analise, a qual é detectada por uma fotomultiplicadora (FM). O sinal é entao
digitalizado por um osciloscopio que envia os dados a um computador para
posterior andlise. O sistema é disposto de forma que o feixe laser de bombeio se
superponha ortogonalmente ao feixe de prova exatamente sobre a amostra, na

forma de uma excitagao transversal.

O primeiro parametro fotofisico obtido pela técnica de LFF é o tempo de vida
do estado tripleto (t7). Este valor se relaciona a estabilidade do FS em seu estado
tripleto excitado, que influencia o processo de transferéncia de energia para
molécula de oxigénio e, consequentemente, a formagao da espécie 'O.. O
rendimento de formagao de tripleto (®7), por sua vez, refere-se a eficiéncia com

que as espécies no estado tripleto sao geradas.



56

Figura 9 - a) Representagio esquemdtica do aparato experimental da técnica de LFF com
o sistema de bombeio (Laser Brilliant, Quantel) e de andlise (Lampada de Xe) ortogonais
entre si, o monocromador (MC) acoplado a fotomultiplicadora (FM); b) Diagramas de
niveis de energia dos processos fotofisicos monitorados pela técnica.
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Fonte: Autoria Prépria

3.2.4 Meétodos espectroscopicos para Deteccio de Oxigenio Singlete:

O processo de deteccao do oxigénio singlete € uma das etapas cruciais
para a consolidagao e uso de uma nova molécula organica como um futuro FS. O
processo de deteccao e posterior determinagao do rendimento quintico de oxigénio
singlete (Pa) pode ser executada monitorando-se a banda de emissao
fosforescente associada a transicao 'Ag— 3Lg proximo de 1280 nm. Para isso, se
faz necessario o uso de um espectrometro de fosforescéncia, com detector
refrigerado. Embora seja o método mais preciso, ele é bastante dispendioso e é

denominado o método direto de deteccdo de oxigénio singlete.
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Uma alternativa de mais baixo custo é o método indireto de detecgao que
monitora a reagao entre o 'O: e uma molécula sonda. A geragao de oxigénio
singlete é avaliada pela variagao de concentragao do sensor, por absorvancia ou
emissao fluorescente, e devido a esta simplicidade metodologica, a deteccao

indireta é o mais comumente utilizada.

Tem sido reportado que espécies de cardter mais nucleofilicas sao
normalmente mais reativas com o 'O. (BREGNH@J et al., 2019) e tém maior
potencial de uso como sondas. Nos ultimos anos, uma das moléculas mais
promissoras utilizadas para detec¢ao de 'O: originado de porfirinas é o acido
urico (GEROLA et al., 2012). Sua grande vantagem estd em sua moderada
solubilidade em agua (6 mg / 100 mL) e em solventes organicos como o
dimetilsulféxido (DMSQO), além de sua relativa estabilidade. O acido turico
devido ao seu pka (5,7) é adequado para realizagdo de ensaios em condig¢oes

bioldgicas (pH = 6,8-7,4) (RABELLO et al., 2012a).

Em condigoes fisiologicas, o acido trico (7) se encontra desprotonado na
forma de dois mono-anions urato (8 e 9); essas espécies reagem com o oxigénio
singlete tendo como o produto principal formado o acido parabanico (10),
conforme rea¢dao apresentada na Figura 10 (BREGNH@J et al., 2019). Essa
mudanca estrutural leva a alteracao do espectro de absor¢ao do acido trico em

consequéncia da presenca o oxigénio singlete.
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Figura 10 — Reagdes de equilibrio dcido-base do dcido tirico (7) e formagdo do dcido parabdnico
(10) com o produto de reagdo com 'O:
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Fonte: Autoria Préopria

As desvantagens na escolha do acido trico se dao pelo fato de que, em
determinadas condigOes experimentais, ele pode reagir com outras EROS
formadas, além do 'O, sendo que a variacdo observada na absorvancia é
sensivelmente afetada pela composigao entre o sensor e FS (MONTANA et al.,
2008). Ademais, o 4cido trico também pode interagir e suprimir com outros tipos

de estados excitados, como por exemplo o estado tripleto (FISCHER et al., 1998).

Outra limitagao, apresentada pelo método indireto, é a quantificagao do
oxigénio singlete em sistemas complexos, como por exemplo, nos estudos de
interagdo com biomoléculas; isso se deve a grande multiplicidade de mecanismos
envolvidos na geragao de espécies reativas e na degradagao do sensor.

Para o estudo de interagao com proteinas e sua influéncia no rendimento
de formacao de oxigénio singlete, a técnica de detec¢ao mais apropriada consiste
no método direto (Figura 11), uma vez que o uso do sensor no método indireto
pode propiciar reagdes cruzadas com outras moléculas presentes no meio, além
do FS. No caso especifico do sensor dcido trico foi determinado, por métodos
espectroscopicos, que o seu transporte, no plasma sanguineo, ocorre através de

interagcdes com os sitios hidrofobicos da BSA nos residuos contendo tirosina e
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triptofano, causando, em altas concentragdes, alteragdes na estrutura tercidria
proteica (MAKARSKA-BIALOKOZ; LIPKE, 2019). Deste modo, o acido urico
poderia atuar como uma espécie competidora, com os FSs, frente a interacao com
os diferentes sitios da BSA.

No método direto, um espectrometro € projetado de modo que possa
captar a fosforescéncia da emissdao do oxigénio singlete associada a relaxagao do
oxigénio singlete para o oxigénio em seu estado tripleto (1Ag— 3%;), usando como
fonte de excitagao um laser continuo. A grande vantagem deste método € a alta
seletividade e auséncia de interferéncia no valor do rendimento pela producao
de outras espécies. A sua desvantagem advém do alto custo de seu equipamento
e a necessidade de um moddulo de detec¢ao na regiao do infravermelho que
precisa ser continuamente resfriado com nitrogénio liquido no decorrer das

analises.

Figura 11 — Representacio esquemdtica do aparato experimental de detecgio de 1O: pelo
método direto. Na figura apresentamos uma fonte de luz laser (Brillant, Quantel,
emitindo em segundo harmomico, 532 nm a 10 Hz), o monocromador (MC), o detector
(InGasAs), sua fonte DSS e a interface do computador é feita por meio do Spectraq.

laser Nd:YAG

/ ‘ 20 Brilliant -]
. (T 4
HR 320 Spearicas [

x . / Detector Fonte DSS
InGaAs

Fonte: Autoria Prépria
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Capitulo IV

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos o processo de
preparo das amostras e as condicoes experimentais
gerais empregadas nas andlises espectroscopicas.
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4 Material e Métodos

4.1 Preparo das amostras:
Todas as porfirinas utilizadas neste trabalho tiveram suas solugoes

preparadas em tampao fosfato (PBS) ou dimetilsulfoxido (DMSO), conforme suas
respectivas solubilidades. O tampao fosfato (PBS), com forca idnica
7,5.10° mol.L' e pH =7,4 foi preparado de acordo com a metodologia de COSTA
E SILVA (2018) através diluicao de 1,44 g de hidrogenofosfato de sodio
(Na2zHPOxs) e 0,24 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2POs) em 800 mL de
agua deionizada. Em seguida, o pH foi ajustado para 7,4 através da adicao de
solugao de HCI (2 mol.L!). Finalmente, o volume foi completado para 1 L de

solucao tampao.

A concentragao das solugoes estoque das amostras foi ajustada por meio
da lei de Lambert-Beer, a partir dos respectivos coeficientes de absortividade
molar dos compostos, obtidos seja a partir da literatura ou a partir de sua

determinacao empirica (vide Anexos).

4.2 Espectroscopia de Absor¢ao Molecular UV-Vis:
Os espectros de absorgao, deste trabalho, foram coletados em um

Espectrofotometro UV-Vis da marca Hitachi™, modelo U2900, disponivel no
Laboratodrio de Biofotonica do IF-UFG. Os espectros foram obtidos realizando-se
varredura na janela espectral compreendida entre 260-750 nm, com resolucao
espectral de 1 nm, através de medidas de absorvancia das solu¢des das amostras,
em cubeta de quartzo com caminho 6ptico () igual a 1 ou 0,2 cm. Posteriormente,
estes espectros foram processados no software OriginPro 2018%, versao 9.5.

(ORIGINLAB CORPORATION, 2017).
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4.3 Espectroscopia de Fluorescéncia:
Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos em um

espectrofluorimetro da marca Hitachi™, modelo FL F-7000, localizado no
Laboratdrio de Biofisica do Instituto de Fisica da UFG. As soluc¢oes das amostras
tiveram sua concentracdo ajustada para que a absorvancia no comprimento de
onda de excitagdo da molécula fosse menor que 0,05; esse procedimento se faz
necessario afim de evitar-se processos de auto-absorcao (efeito de filtro interno),
que levam a redugao da intensidade de luz emitida detectada (PANIGRAHI;
MISHRA, 2019). A emissao fluorescente foi observada através da excitacao nos
comprimentos de ondas adequados, com fendas de excitagao e emissao de 5 nm,
e velocidade de varredura de 240 nm.min?. Posteriormente, estes foram
processados no software OriginPro 2018° versao 9.5. (ORIGINLAB
CORPORATION, 2017).

As curvas de decaimento de tempo de vida de fluorescéncia foram
medidas através da excitagdo com uma fonte pulsada NanoLed, operando numa
frequéncia de oscilagio de 100 Khz e largura de pulsos de = 1,2 ns. As
caracteristicas emissoes das porfirinas foram discriminadas por duplos-
monocromadores na regiao entre 230 e 850 nm, instalados em um

espectrofluorimetro Fluorolog FL3-221 da marca Horiba-Jobin Yvon).

4.4 Determinacao do tempo de vida de tripleto e rendimento de tripleto:

As medidas de LFF foram realizadas em um espectrometro de absorgao
transiente ScienceTech Inc. Para a realizacao das analises as concentracoes das
solucdes analisadas foram ajustadas para absorvancia igual a 0,2, no
comprimento de onda da fonte de bombeio. A fonte de bombeio utilizada foi um
laser Brilliant® da marca Quantel™, operando em 532 nm, taxa de repeticao de 10

Hz, largura de pulso de 4 - 6 nanossegundos.
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O feixe de luz de analise foi produzido por uma Lampada de bulbo de
silica fundida, do tipo arco xenonio (XE(075), nao geradora de ozdnio, com
colimador de lente plano-convexa de quartzo e monocromador controlado por
computador da Sciencetech Inc (9055) acoplado a um tubo fotomultiplicador
Hamamatsu (R928). A direcao do feixe de luz de andlise com raio 1 = 0,25 mm é
ortogonal ao feixe da bombeio. A absorgao transiente AA foi registrada em A,, =
470 nm, onde o espectro de absorc¢ao oOptica do estado tripleto (T1) da porfirina é
mais intenso.

A energia da fonte de bombeio foi variada de 0,6 a 30 m] para estimativa
da dependéncia da absorcao diferencial, sendo a energia determinada através do
uso de um medidor de poténcia da ThorLabs. Como fonte de analise foi utilizada
uma lampada de Xe. Os sinais da fotomultiplicadora foram coletados e
processados em osciloscopio 500 MHz da marca Teknotrix® modelo DPO 3052. E
todos os dados foram processados no software OriginPro 2018®, versao 9.5.
(ORIGINLAB CORPORATION, 2017). No presente trabalho, uma forma
alternativa de obter o rendimento quantico de formacao de estados tripletos sera

apresentada no Capitulo 5.

4.5 Determinacdo de rendimento de formacao de oxigénio singlete:
4.5.1 Meétodo Indireto:

Com o intuito de se contornarem algumas das limitagdes mencionadas do
método indireto, os experimentos foram executados com os valores fixos de
absor¢ao. A absorvancia do sensor AU foi fixada em 1,0 e a absorvancia do FS,
no comprimento de onda de excitagdo, foram variadas até 0,2. Como fonte de
excitagao foi utilizado um mddulo laser (iZI-LaserLine) com emissao em 532 nm
(50mW, largura pico AAiz =9 nm) com irradia¢oes durante o periodo de 0-30 s,

em intervalos 5 s.
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A geragao de oxigénio 'Oz é determinada monitorando-se a banda de
absorcaio do AU em 288 nm, sendo os espectros coletados em um
Espectrofotometro UV-Vis da marca Hitach™, modelo U2900, disponivel no
Grupo de Biofotonica do IF-UFG. Os espectros foram obtidos realizando-se
varredura na janela espectral compreendida entre 260-750 nm, com resolugao
espectral de 1 nm, através de medidas de absorvancia das solugdes das amostras
em DMSO, em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico (/) igual a 1 cm.
Posteriormente, estes espectros foram processados no software OriginPro 2018°,

versao 9.5. (ORIGINLAB CORPORATION, 2017)

O rendimento de oxigénio singlete (®a) foi estimado pelo método
proposto por RABELLO et al. (2012b) no qual o ®a é calculado através da relagao
(Eq. 7) entre o rendimento de oxigénio singlete de um FS padrdo (¢3) e as

eficiéncias de geracao de oxigénio singlete do FS padrao (y3) e do FS em estudo

(Ya)-

o= ¢R % (Eq.7)

YA
A eficiéncia de geracdo de oxigénio singlete se correlaciona com a

constante de velocidade de degradacao (k) do sensor e o numero de fétons

fotons

absorvidos por segundo ng, .

pela solugao, conforme a equacao 8:

k
YA X ~Fions (Eq.8)

abs

Experimentalmente, k é determinado pelo coeficiente angular da curva da

variagao da absorcao do sensor em fung¢ao do tempo de irradiagcdo, em diferentes

fotons

concentragoes da amostra. O ng .

por segundo € determinado pela integral de
sobreposicao entre os espectros de absor¢ao do FS e o de emissao da fonte de
luz(GONGCALVES et al., 2020b):

Az

X 1
nfotons _ - f(l —1074M)YP(A)dA (Eq.9)
A1

abs
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Onde & é a constante de Planck, ¢ é a constante de velocidade da luz, A(A) é o
espectro de absorcao do FS e P(A) é a variagao da poténcia da fonte de luz
incidente com o A. O intervalo de integracao corresponde ao inicio (A1) e ao fim
(A2), respectivamente, do intervalo de irradiagdo espectral da fonte de luz

utilizada.

De posse dos parametros de rendimento quantico de oxigénio singlete e
o numero de fotons absorvidos, podemos estimar o niimero de moléculas de 'O

geradas ny, através da relagao:

_ Mo,
ba = —Forons (Eq-10)

abs

4.5.2 Meétodo Direto:
O método direto consiste na deteccao da emissao fosforescente do 'Oz que

ocorre durante sua relaxagao. Ao relaxar, o 'Oz emite fosforescéncia na regiao do
infravermelho com o méximo de emissao localizado aproximadamente em 1280
nm e 0 P, pode ser determinado de forma analoga ao procedimento de obtengao
do ®f;, na Eq.5, conforme a relagao:

IfoS Ag
A=

®,o (Eq.11)
A IfosO a0

onde I, e Ir,50 representam as integrais da curva de emissao da fosforescéncia
da amostra e do padrao, respectivamente; A e Ay, sdo as absorvancias no
comprimento de onda de excitagao e ®,, corresponde ao rendimento de oxigénio
singlete do padrao.

Os espectros de fosforescéncia do !O: foram medidos em um
espectrometro IHR320, da Horiba™, e uma fonte de excitacao laser continuo iZI-
LaserLine (532 nm, 50mW, largura pico AAiz = 9 nm) cuja representagao
esquematica estd ilustrada na Figura 10. O espectrOmetro de fosforescéncia

consiste em um conjunto que contém uma camara para alocagao da amostra, um
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monocromador para discriminar a emissao em fun¢ao do comprimento de onda,
um detector de estado sélido refrigerado (InGaAs) para detec¢ao na regiao do
infravermelho e um console de controle e processamento de dados (SpectrAcq). As
medidas foram realizadas em temperatura ambiente, em solugao saturada de ar
atmosférico, com janela espectral no intervalo de 1200 a 1400 nm, utilizando
fendas de abertura frontal e lateral de 2,0 mm, tempo de integragao de 1 s e
realizando trés varreduras para cada amostra. Posteriormente, os espectros de
fosforescéncia foram processados no software OriginPro 2018%, versao 9.5.

(ORIGINLAB CORPORATION, 2017)



67

Capitulo V

METODO ALTERNATIVO PARA
OBTENCAO DO RENDIMENTO
QUANTICO DE ESTADOS TRIPLETOS

(®r)
Neste capitulo serd proposto e validado um novo
método para determinacio de rendimento de
formagdo de estados tripletos (®r) através da
técnica de laser flash-fotolise. Este novo método
tem como principio a variagio de amplitude das
curvas cinéticas de decaimento dos estados tripleto
com a variagdo da energia do pulso laser.

Os resultados deste capitulo estdao parcialmente publicados no seguinte artigo: BORISSEVITCH, 1. E.;
SILVEIRA-ALVES, E.; ALMEIDA, C. G. L.; SOUZA, G. R. L.; SOKOLOV, S. S.; GONCALVES, P. ]. An
Alternative Method to Determine the Quantum Yield of the Excited Triplet State Using Laser Flash
Photolysis. Photonics, v. 10, n. 4, 1 abr. 2023.
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5 Método alternativo para obtencao do rendimento

quantico de estados tripletos (®r)
5.1 Introducao:

O estudo de estados tripletos é de suma importancia para compreensao
de processos fotoquimicos, fotocataliticos e sobretudo em terapia fotodinamica,
uma vez que € a interagdo entres estados com o oxigénio molecular gerara a
espécie reativa oxigénio singlete (1O2).

A avaliacao e detecgao de estados tripletos podem ser feitas através de
varias técnicas, como a radidlise de pulso (RP) (BONNET et al., 1982),
espectroscopia fotoacustica (EFA) (PINEIRO et al., 1998), laser flash-fotdlise (LFF)
(CARMICHAEL; HUG, 1986), fluorescéncia com trem de pulso (FTP) (DE BONI
etal., 2011) e varredura-Z com trem de pulsos (VZTP) (MENDONCA et al., 2000).
Essas técnicas baseiam-se efeitos ionizantes, termoacusticos e dpticos; entretanto,
efeitos indesejaveis podem ocorrer, tais como, a decomposicao dos compostos
em virtude da alta energia de radiacdo utilizada, além de outros efeitos térmicos
que podem reduzir a precisao do rendimento quantico de tripleto obtido por elas.

Dentre as técnicas mencionadas, a técnica de Varredura-Z com trem de
pulsos € uma das mais completas. A VZTP se baseia em fendomenos de dptica
nao-linear, que sao induzidos através da excitagio da amostra com uma
sequéncia de pulsos ultraintensos, em escala temporal de picossegundos. Esta
técnica ndo s6 propicia a determinagao do @ mas possibilita a avaliagao de todos
os fendmenos de absorgao Optica e determinacao de todas as constantes de
decaimento de estados excitados. Ela se mostrou efetiva na caracterizacao
fotofisica de distintos FSs, tais como, ftalocianinas (COCCA et al., 2017), porfirinas
(COCCA et al., 2018), sendo util também na avaliacdo de efeitos de agregacao
(GONCALVES et al., 2013), de alteracoes de solvente (GONCALVES et al., 2011),
além do estudo da interacdo dos FSs com nanoestruturas e macromoléculas

(GONCALVES et al., 2013, 2019).
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Contudo, o aparato experimental da VZTP é extremamente complexo e
especifico, requerendo o uso de uma fonte laser de picossegundos, que apresenta
valor muito mais alto que outros tipos de fonte laser; além disso, sua operagao
por parte do usudrio ndo-familiarizado pode ser extremamente complexa.

Ja a técnica de LFF, também conhecida por Espectroscopia de absorgao
transiente, baseia-se na excitacdo da amostra por intensos pulsos de luz e no
monitoramento das espécies transientes formadas através da incidéncia de uma
luz continua. Esta técnica € extremamente mais simples que a VZTP, do ponto de
vista do aparato experimental, e possibilita o estudo de alguns parametros
fotofisicos, como o @y, espectros de absorcao transiente com seus respectivos
tempos de vida e constantes de velocidade bimoleculares.

Quando comparamos os dados de ®; obtidos por essas diferentes
técnicas sdo constatadas algumas discrepancias entre os valores, que estao
associadas a diversos parametros experimentais. No caso da LFF
inomogeneidades na intensidade do pulso laser podem ser um fator decisivo na
variabilidade dos dados (BAZIN; EBBESEN, 1983; DOKA; LENTE, 2017; GOEZ et
al., 2013). O perfil de distribuicao espacial do pulso laser repercute em
inomogeneidades na concentracao de moléculas em estados excitados ao longo
do corpo da amostra e, consequentemente, afetard a intensidade do sinal da luz
de andlise.

Deste modo, se faz necessario encontrar uma alternativa que possibilite
corrigir a absorcao transiente da amostra através da intensidade do pulso de
excitacdo. Nesta se¢do, proporemos um novo método de determinagao ®r pela
técnica de LFF, na qual analisaremos o efeito da intensidade do pulso laser de
excitagao no célculo do ®; de porfirinas conhecidas. Foram identificados os
efeitos das condi¢Oes experimentais de analise que interferem na precisao e na
reprodutibilidade das andlises. Posteriormente, realizou-se a validagao do
método confrontando os @ obtidos com os ja determinados para as mesmas

moléculas através de outros métodos.
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5.2 Modelo tedrico:

O rendimento de formagao de tripleto (®r), refere-se a eficiéncia com que as

espécies no estado tripleto sdo geradas e o 1 pode ser estimado pela relagao:

nr
CDT == L

(Eq.12)

Ngps

Onde ny, € o numero de espécies no estado tripleto, formadas atraves do pulso
de luz de excitagao; ngps € o numero de moléculas que absorvem os fétons.

Este valor pode ser determinado através de duas formas: (i) utilizando a
analise das caracteristicas cinéticas de dissipagao de energia do estado Si; ou, (ii)
usando as caracteristicas espectroscopicas do sistema apos a excitagao da luz.
Conforme demonstramos em (BORISSEVITCH et al., 2023), considerando o
modelo de diagrama de cinco niveis de energia, descrito na Figura 2 da secao 3.1,
o método (i) utiliza de equagdes de taxa de decaimento, que evocam a
necessidade de formalismos matematicos complexos e resultam na mesma
equacao obtida no método (ii). Deste modo, por conveniéncia e simplicidade,
utilizaremos o método (ii) para descri¢do, nesta tese, do método alternativo de
determinacao do ®; que estamos propondo.

Podemos considerar que o numero de espécies no estado tripleto é

calculado por:

Sendo que Cr corresponde a concentracao das espécies no estado tripleto; N,
corresponde a constante de Avogadro e V é o volume de amostra irradiado pelo
pulso de excitacao.

Por outro lado, o nimero de moléculas absorvedoras é determinado através:

Naps = No(1 — 1074ex) (Eq. 14)
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no qual ny sao o numero total de fotons presentes no pulso de excitagao e A,y € a
absorvancia da amostra no comprimento de onda da excitagao. Aplicando a Série
de Maclaurin (Eq.15) (LEITHOLD, 1994), com o objetivo de modificar a
dependéncia exponencial da Eq.14, temos que

x2  x3 x*

=1+x+ =+ =—+—+-- (Eq.15)

xn
n! 21 31" 4l

Q
x
I
]

x=0

Mas a Eq.14 encontra-se na base 10, e para aplicarmos a série de Maclaurin temos

que,
(o] xn
10* = ¢n10x = |p10e* = In10 Z F(Eq. 16)
x=0 '

Substituindo Eq.16 na Eq.14 e utilizando a série de Maclaurin em fungao da base
10, o nimero de espécies absorvedoras ¢ dado pela Eq.17, e sabendo que In 10 =
2,3, temos que

(107%x)?  (1074ex)3  (1074ex)*

— — _Aex —
Ngps = Np2,3 |1 —10 2 3 2

— | (Eq.17)

Por simplificagdo, quando 4., «< 1 o numero de espécies absorvedoras pode ser

expresso por:
Naps = 2,3NgAex (Eq.18)

Deste modo, o rendimento de formacao de tripleto pode ser reescrito:

CN,V

Op=——2
T 2,3 N4

(Eq.19)

A absorvancia observada na amostra ¢ dada pela soma da absorvancia das
espécies no estado singleto (4s) e a absorvancia das espécies no estado tripleto
(Ar). As absorvancias dessas espécies é dada pelos soma dos produtos de suas
respectivas concentragoes (Cs e Cr) e coeficientes de absortividade molar (&5 e €7),

conforme a Egq. 20 abaixo:

A = AS + AT = 85CS + STCT (EqZO)
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Considerando que durante a analise a soma das concentragdes das espécies
nos estados singleto e tripleto (Cs + Cr) é igual a concentragao inicial da amostra

Co, a Eq. 20 pode ser reescrita como

A= SS(CO - CT) + ‘STCT = Ssco + (ST - SS)CT = AO + (ST - SS)CT (Eq 21)

onde A4, corresponde a absorvancia da solu¢ao da amostra antes da incidéncia do

pulso de excitagao.

ApOs a exposicao da amostra ao pulso de excitacao ocorrem modificagdes na
absorcao da amostra. Essa modificagao, denominada absor¢io diferencial ou

absorgio transiente (AA), é expressa por:

AA = AO —A= (85 - ST)CT (EqZZ)
A absorgao transiente é consequéncia da variagao das concentragoes de espécies
em estado tripleto com o tempo; a partir do ajuste temporal de AA é possivel

determinar os tempos de vida de decaimento de estado tripleto.

Considerando que o decaimento obedece a uma cinética de primeira ordem,

temos que

Cr = Cre *t (Eq.23)

AA = AAyje~*rt (Eq.24)

Deste modo, rearranjando a Eg.24, obtemos que a constante (ky) de
decaimento do estado tripleto € dada pela Eq.28 (BORISSEVITCH et al., 2015):
i (5)

kr = B (Eq.28)
Experimentalmente, a absorcao diferencial é estimada através das diferengas de
intensidade do sinal antes do pulso de bombeio (/;) e da intensidade transiente
apos o pulso (1), através da equagao

Al
log (1 — 1—) = AA (Eq.29)
1
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Na Figura 12 é apresentada a variacao do sinal da curva de decaimento para a

determinacao da absorcao transiente.

Figura 12 - Variagio da intensidade do pulso de LFF para determinacdo da absor¢io

transiente.
0
IZ
Al

t

Fonte: Reproduzido de BORISSEVITCH et al. (2016)

Sendo assim, de acordo com Eg.22 a concentracao de moléculas no estado

tripleto € dada por

CT=

Eq.30
%_&(q )

E o rendimento de formagao de tripleto e a absorgao transiente podem ser

reescritos da seguinte maneira

Py = AANaY Eq.31
T 23 (e — ) )
2,3ny4,,(sc — €
AA = CDT 0 ex( S T) (Eq.32)

N,V

O numero de fotons do pulso de excitagao(n,) pode ser elevado aumentando-
se a energia do pulso, fazendo assim que todas as moléculas saiam do estado
singleto (S1) para o estado tripleto (T:). Neste caso a variacdo da absorcao

transiente maxima (AA4;,4,) € expressa por
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AAmax

AApmax = (& — €7)C (es — &) = C

E nesta condigao a absorcao transiente da amostra (A4,) (Eq.32) pode ser

reformulada de acordo com a relagao:

Desde que as condigdes de excitacdo utilizadas para determinagao da
absorcao diferencial da amostra forem as mesmas utilizadas durante a medida
de um padrao, a absorcao diferencial deste padrao sera dada por

2,3 ngASAA 0y

AAS = @3
T NGVCS

(Eq.34)

Combinando as equagdes 33 e 34 de absorcao diferencial da amostra e do

padrao obtemos que

AAO _ q)T Aex COS AAmax
AAS — D5 AS, Co AAS,ox
_ AAO Aeszx CO AAgnax
DAY Agy C5 Mg

(Eq.35)

O

@3 (Eq.36)

Onde AA, e AAj sao as amplitudes das curvas de absorcao transiente
imediatamente no instante apos ao pulso de excitagao. Para estas equagoes todos
os termos sao independentes da energia do pulso, exceto A4, e AAj . Portanto,
variando-se a energia do pulso obtemos a dependéncia dos valores de absorgao
diferencial da amostra (A4,) em funcao da absorcao diferencial do padrao (AA})
apds o pulso de excitacao. O rendimento de formacdo de tripleto (®r), é
determinado pela dependéncia da absorcao diferencial da amostra (A4,) em

relagdo ao padrao (A4F)

Em resumo, o procedimento de determinacao do ®; consiste basicamente em

quatro passos:
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i. Medir a amplitude das curvas de cinética de decaimento ( Adge AAj) de
tripleto (T1) em funcdo da energia da fonte de bombeio da amostra e do
padrao;

ii. A dependéncia de AA e AA® com a energia sao ajustadas de acordo com
uma funcao exponencial. A partir desse ajuste sao obtidos os parametros
AAdax € Moy

iii. A partir da relacao de dependéncia de AA e AA®, para os mesmos valores

de energia de pulso excitagdo, é o obtido através de ajuste linear o
arametro 240 / ;
p AAY

iv. Os demais parametros C, C%, A.y, As, sao determinados por medidas de

absorcao UV-Vis das amostras e do padrao.

5.3 Valida¢ao do método:

Apesar da robustez apresentada pela técnica de LFF muitos parametros
interferem de maneira significativa na reprodutibilidade das analises obtidas,
tais como: estabilidade fotoquimica da amostra; reagdes com as espécies
transientes; reprodutibilidade do alinhamento entre os feixes, além dos demais
ajustes Opticos no aparato experimental. Para isso, foi realizado um estudo
avaliando o efeito destes parametros nos perfis das curvas de absorcao transiente,
de modo que as condi¢oes de medida fossem otimizadas. Os ensaios de validagao
foram realizados utilizando a porfirina 5,10,15,20-Tetrakis(1-metill-4-piridinio)-

21H,23H-porfirina (11), TMPyP.
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Figura 13 - Estrutura da porfirina TMPyP.
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Fonte: Autoria Propria

5.3.1 Efeito da incidéncia das luzes de bombeio e andlise na estabilidade da amostra:

O fundamento da técnica de LFF é o monitoramento de um feixe de prova
(luz de andlise) que gera estados excitados que serdao perturbados por um feixe
laser de alta poténcia (luz de bombeio). O novo método proposto de
determinacao do ®; consiste na obtencao de uma curva de AA em funcao da
energia do laser apresentada abaixo na Figura 14. Como ja mencionado
anteriormente, a luz de andlise apresenta poténcia de 75 W, enquanto que a luz

de bombeio apresenta energia variavel entre 0,6-30m].
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Figura 14 - Curva da variagio da absorgio transiente da TMPyP, em PBS, com a
variagdo da energia do pulso laser.
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Em virtude da alta energia do laser empregada no processo de excitacao, a
foto-estabilidade é uma variavel critica e determinante para a determinacao com
acuracia das propriedades fotofisicas. Considerando isso, foi desenhado um
experimento de fotodegradacao, usando como referéncia a porfirina TMPyP, no
qual avaliou-se a sua fotoestabilidade em solucao de tampao PBS. As condig¢oes
de energia da luz de bombeio selecionadas foram na faixa de 4,0 +0,2 m] que se
encontra na regiao de inicio do crescimento da curva exponencial; e também, a
energia de 10,5 0,4 m] que, para essa amostra, ja € o inicio da saturacdo da curva.

Deste modo, foram empregadas as seguintes condi¢gdes para
fotodegradacgao:

i) luz de andlise e bombeio (4,0 +0,2 m]) bloqueadas, nos quais os feixes

de luz sao desbloqueados somente no tempo compreendido para a
aquisicao dos dados, entre 40 a 200 s, aproximadamente;

ii) somente a luz de analise bloqueada e a luz de bombeio (4,0 +0,2 mJ)

com a incidéncia continua;
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iii)  luz de analise e bombeio bloqueadas, sendo a incidéncia da luz de

bombeio (10,5 +0,4 m]) realizada apenas no instante da medida,

analogo a condigao (i);

iv)  luz de andlise desbloqueada e luz de bombeio (10,5 +0,4 m]J) com a

incidéncia continua.

Na Figura 15 esta apresentada a fotodegradagao das amostras em fungao do

tempo nas condigdes supracitadas e normalizando-as pela absor¢ao transiente

observada no final do experimento (AAf) pela absor¢ao transiente no inicio do

ensaio (AA4;).

Figura 15 - Estudo de fotodegradagio da TMPyP, em PBS, em diferentes condigoes de

andlise pela técnica LFF.
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Podemos observar que a fotodegradacao varia sensivelmente de acordo

com a condi¢gao empregada. Quando ambos os feixes sao bloqueados durante o

intervalo de tempo entre uma medida e outra, condi¢ao (i), nao foi observada

degradacao significativa, uma vez que o sinal normalizado (AAf/AA;) nao variou

significativamente com o tempo. Neste caso, as flutuacdoes observadas
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possivelmente estao associadas a pequenas flutuagées da energia do laser e
lampada de analise.

Na condigao (ii), verificamos que a irradiagao continua da luz de andlise
e de bombeio com energia de 4,0 mJ, ndo provoca alteragdes significativas até
uma exposi¢ao de 20 minutos. Entretanto, para maiores exposicoes, se inicia um
processo de fotodegradacao que em 60 minutos de irradiagao atinge de 20%.

Na condigao (iii), foi avaliada um regime de incidéncia intermitente da
lampada e do laser em 10,5 m]. Pode-se observar a degradacao total em apenas
30 minutos. Para incidéncia continua da lampada e do laser em 10,5 m], a
degradagao quase que completa da amostra ocorre em vinte minutos, condigao
(iv).

Na Figura 16 sao apresentados os espectros de absor¢ao UV-Vis antes e
apos 60 minutos de exposicao e o perfil das curvas de absorc¢ao transiente nas
condigoes (i) e (iv). Os resultados demonstram que o bloqueio dos feixes de luz
no intervalo entre duas medidas sucessivas ¢ uma condigdo necessaria para
minimizar a fotodegradacao da amostra analisada. Além disso, a comparacao dos
espectros de absor¢ao UV-Vis antes e ap0s, a andlise de LFF, irdo determinar a

validade dos dados obtidos.
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Figura 16 - Espectros de Absorgido UV-Vis da TMPyP, em PBS: (a) Condigio (i) e (b)
Condigdo (ii) antes e depois do experimento de fotodegradacio e curvas de AA da
TMPyP (c) condigdo (i) e (d) condigio (ii) em funcdo do tempo de fotodegradacio
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Fonte: Autoria Prépria

Nestes experimentos, podemos verificar a importancia de preservar a
amostra da fotodegradacao durante a realizagao das medidas utilizando a técnica
de LFF. Foi possivel observar que o bloqueio dos feixes de bombeio e da luz de
analise no intervalo de tempo entre os ajustes da configuracao do sistema ajuda
a preservar consideravelmente a amostra em estudo.

O processo de medida de cada ponto é demorado, uma vez que é
necessario o reajuste de varias condi¢des experimentais, tais como, o ajuste da
tensdo na fotomultiplicadora, que refina a intensidade do sinal da curva de
decaimento de absorc¢ao transiente, o ajuste das configuragdes do osciloscopio
para aumento de sensibilidade do sinal coletado. Além disso, uma vez que o

ajuste da energia do feixe laser é feito através da mudancga entre o atraso da
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lampada pulsada do laser e Q-switching, observamos que € necessario um
intervalo de no minimo 15 minutos para estabilizagdo da energia na nova
configuragao. Vale a pena salientar que a utilizacao de um polarizador para
modulacdo da energia do laser ndo é adequada para LFF devido a mudanca de
alinhamento entre os feixes a cada modulacao.

Considerando que mesmo com o bloqueio dos feixes no intervalo entre
as medidas, podemos afirmar que a amostra, mesmo assim, permanece sob a
incidéncia dos feixes de andlise e bombeio por um tempo médio de 20 minutos,
podendo entdo, eventualmente, sofrer fotodegradacao durante a construgao da
curva completa de AA vs E.

Vale a pena salientar que este estudo foi realizado para a porfirina
TMPyP, que é reconhecidamente uma amostra considerada fotoestavel nas
condi¢Oes usuais de testes fotofisicos e clinicos em TFD. Deste modo, ao
realizarem-se medidas com amostras pouco conhecidas é importante a realizagao
deste mesmo mapeamento da fotodegradagao. Além disso, o monitoramento do
espectro de absorcao antes e depois da anadlise de LFF é imprescindivel para

validagao dos resultados obtidos.

5.3.2  Efeito do alinhamento das luzes de andlise e bombeio:

O alinhamento ortogonal entre as luzes de andlise e de bombeio é uma
condigao essencial para ocorréncia da absorcao de espécies transientes, pois
somente nesta condi¢ao, a taxa de cruzamento intersistemas é maxima, fazendo
com que o estado singleto Si transicione para o estado tripleto T1. De acordo com
BAZIN e colaboradores (1983) a sobreposic¢ao ortogonal (Figura 17) maximiza a
area de sobreposicao dos dois feixes, garantindo que toda a populacdo seja

duplamente excitada.
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Figura 17 - Fotografia da cimara de acondicionamento da amostra no equipamento
de LFF demonstrando a superposigio ortogonal dos feixes de luz
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Fonte: Autoria Propria

Para ilustrar a significancia desta condigao, realizamos um experimento
demonstrando a influéncia do alinhamento dos feixes de analise e bombeio nas
intensidades das curvas de absorgao transiente, apresentada na Figura 18. As
curvas de absorcao transiente mostram que pequenas alteragoes no alinhamento
levam a reducodes no sinal obtido. Em condi¢do de desalinhamento drastica, onde
aproximadamente metade do feixe laser nao se sobrepde ao feixe de andlise, a
absorc¢ao transiente cai 83% em relacdao a absorcao transiente no alinhamento
otimizado. Deste modo, fica evidente a importancia do cuidadoso alinhamento
para obtengao do maximo sinal, bem como, o cuidado para nao se alterar a
configuragao do sistema durante a medida da amostra em estudo e do composto

padrao.
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Figura 18 - Efeito da otimizagdo do alinhamento entre os feixes de analise e bombeio na

amplitude de AA.
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Fonte: Autoria Prépria

Para tornar o controle deste alinhamento mais efetivo, se fez necessario
a construc¢ao de uma iris na entrada da luz de andlise na amostra, de modo que
seu feixe seja colimado a um didmetro proximo do feixe de bombeio. Inicialmente
foi utilizado uma iris mével de 4 mm (Figura 19.b), confeccionada em plastico
cartonado, na qual o feixe de andlise era verticalmente alinhado e ajustado
visualmente em relagao ao feixe laser. Com o decorrer dos experimentos foi
observado que a reprodutibilidade das medidas considerando amostras

idénticas, re-substituidas e realinhadas, era insatisfatorio (Figura 19.a).

Para contornar este problema confeccionamos uma iris com orificio
menor de 2,55 mm em uma placa de metal (Figura 20.b), que se fixa ao porta-
amostra; deste modo, a posi¢ao do feixe de andlise foi fixada e o feixe de bombeio
¢ ajustado de tal modo a maximizar o sinal. Ao adotar-se essa geometria,

constatou-se que a reprodutibilidade da andlise se mantém constante com a troca
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da aliquota da amostra (Figura 20.a), em virtude de o ato retirar e retornar a
cubeta ao porta-amostra nao interferir no alinhamento dos feixes.

Figura 19 — (a) Reprodutibilidade das medidas de AA utilizando-se uma iris mével; (b)
Fotografias do sistema de iris mdével confeccionado em pldstico cartonado.

o[ 5
04}
< 0,3 F
<
ozl ®  Solugao 1
® Solucao 2
¢ Solucéao 3
0,1
0 . 5 . 10 . 15 . 20 . 25
Energia (mJ)
- T

Fonte: Autoria Propria



85

Figura 20 - (a) Reprodutibilidade das medidas de AA utilizando-se uma iris fixa; (b)
Fotografias do sistema de iris movel confeccionado em suporte metalico
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5.3.3 Efeito da supressio dos estados tripletos pelo oxigénio dissolvido na solucdo:

Existe uma proximidade nos valores dos niveis de energia dos estados
tripletos dos FSs e do 'Oz, que propicia a transferéncia de energia entre esses
estados; contudo, quando se pretende determinar o rendimento quantico de
tripleto de um FSs a presenca de oxigénio dissolvido na solucao pode levar a
valores de ®; subestimados justamente em decorréncia desta transferéncia,
observada na técnica de LFF pela reducao da amplitude do sinal de AA.

Para isso um aparato experimental foi montado para aeragao/deareacdo
das amostras, para retirada total do oxigénio molecular dissolvido, na solucao
do FS (Figura 21.a). Durante os experimentos de otimizagao do processo de
dearagao com gas N: constatou-se que ao se inclinar levemente a cubeta (Figura
21.b) melhorava-se a eficiéncia do processo de demover o O:dissolvido, uma
vez que area de interface liquido/gas, que favorece as trocas gasosas, é

aumentada (ATKINS; PAULA, 2008).

Figura 21 - Sistema de aeragdo/deaeragdo das amostras na posi¢do vertical (a) e levemente
inclinada ().
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O sistema consiste em uma cubeta de quartzo (I =1 cm) com um tubo de
vidro acoplado de diametro de 8 mm; o tubo é vedado com septo de borracha e
0 gas é injetado através de mangueira de silicone contendo uma agulha de
seringa conectada na ponta. Além disso, sdo colocadas mais duas agulhas de
seringa para extravasamento do ar, a fim de evitar-se o aumento da pressao do
sistema. A solucao no interior da cubeta é vigorosamente agitada por agitagao
magnética.

A remocgao de Oz leva a um aumento significativo da amplitude de AA e
77. Este comportamento confirma que o oxigénio dissolvido suprime a
formacao dos estados tripletos formados e, consequentemente, subestima os
seus @7 pelo método em estudo. Na Figura 22.a vemos que para amostra
TMPyP ha um incremento de no minimo 20 % no sinal de AA, observando um
maior incremento no sinal nas regides da curva de alta energia, das quais €
obtido o fator AAmax da Eq.36. Na Figura 22.c vemos a variacao do tempo de vida

do tripleto em fungao do tempo de dearecao.
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Figura 22 — Influéncia do processo de deareacio: (a) na amplitude do sinal da curva de
AA versus energia; (b) no tempo de vida e amplitude da curva de AA e (c) no
incremento de T com o transcorrer do processo.
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5.3.4 Determinacdo de @1 conhecidos de porfirinas e seus complexos pelo método de
variagdo da energia de luz de bombeio:

Baseado nos resultados dos experimentos descritos nas secdes
anteriores foram selecionadas a condi¢Oes experimentais otimizadas para
validacdo do método aqui proposto, utilizando a LFF e comparacdao com os
dados presentes na literatura, obtidos por outros métodos. Para isso foi
selecionada a porfirina TMPyP como padrao de referéncia de analise e como
amostras foram escolhidas a porfirina 5,10,15,20-Tetrakis(4-sulfonatofenil)-
21H,23H-porfirina (12), TPPS: e os complexos 5,10,15,20-Tetrakis(1-metill-4-
piridinio)-21H,23H-porfirina de zinco II (13), ZnTMPyP (> 94%, Porphyrin
Products) e e a 5,10,15,20-Tetrakis(4-sulfonatofenil)-21H,23H-porfirina de
zinco II (14), ZnTPPSs. (= 96%, Porphyrin Products). As porfirinas foram
obtidas comercialmente sendo que sua utilizagao foi realizada sem prévias

etapas de purificagao.
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Figura 23 - Estrutura das porfirinas TPPS4, ZnTMPyP e ZnTPPS4
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Fonte: Autoria Préopria

As porfirinas foram solubilizadas em tampao fosfato (PBS, pH =7,4)
e suas concentragoes foram ajustadas espectrofotométricamente considerando
que a absorvancia no comprimento de onda de bombeio do laser (A =532 nm)
estivesse sempre proxima a 0,2 para satisfazer a condi¢ao na Eq.18 e a fim de
evitar-se processos bifotonicos e fendomenos de auto-absorcao.

As solugdes foram submetidas ao processo de dearagdo com gas N
por um periodo entre 40 e 60 min., para total demogao do oxigénio dissolvido,
monitorando-se para que os 77, das amostras, fossem superiores a 100 us.
Durante o intervalo das medidas, entre os diferentes pontos das curvas, os

feixes de analise e bombeio foram bloqueados para minimizac¢do do efeito
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destes na degradagao das amostras. Além disso, foi utilizada a iris acoplada
ao compartimento de amostra, que mantém fixa o feixe de anadlise e o feixe de
bombeio foi alinhado de tal maneira que o sinal de AA fosse maximizado no
osciloscopio. Todos experimentos foram conduzidos em temperatura
controlada (18 °C) e espectros de absor¢ao UV-Vis das amostras foram
coletados antes e depois da andlise de LFF, sendo consideradas apenas
medidas cujas degradagdes observadas fossem < 5%.

Na Figura 24 podemos ver os perfis decaimento das curvas de AA
da TMPyP em diferentes energias do pulso laser. No inset da mesma vemos a

ampliacao da escala horizontal (Tempo de Decaimento).

Figura 24 - Curvas de Cinética de Decaimento do estado tripleto Tida TMPyP, em
PBS, para diferentes energias de pulso de excitagdo (comprimento de onda de andlise
470 nm)
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Fonte: Autoria Propria e reproduzido de Borissevitch et al. (2023) com a autorizagao
do Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI) © Creative Commons
Atribution 4.0 Unported License. 2013.
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Na Figura 25 sao apresentadas as curvas de absorcao transiente (AA) em
funcao da energia do laser da molécula padrao de referéncia (TMPyP) e das
amostras estudadas (TPPSs, ZnTMPyP e ZnTPPS:) cujo das quais o ajuste
exponencial fornecem os parametros AAy, ;. € AA,,qx; NOS insets das curvas (Figura
25.b-d), sao apresentadas as variacoes das absorcoes transientes das
amostras(A4,) em fun¢ao da absorcao transiente do padrao (AAJ), nas regides da

curva de energias mais baixas. Ao proceder o ajuste linear dessas curvas, o
coeficiente angular obtido fornece o parametro ~40 da Eq.36. Vale a pena
g p AAS q.506. p

salientar que o uso de cinco pontos se mostrou suficiente para obtencao de

resultados com significancia estatistica.
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Figura 25 - Absorgdo transiente (AA) em fungdo da energia do pulso de excitagio da luz
de bombeio: (a) TMPyP; (b) TPPSs, (c) ZnTMPyP e (d) TPPS.. Os insets apresentam a
variagio de AA da amostra com o AAs do padrdo. As amostras solubilizadas em PBS.
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Fonte: Autoria Prépria e reproduzido de Borissevitch et al. (2023) com a autorizacao
do Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI) © Creative Commons
Atribution 4.0 Unported License. 2013.

Os valores de rendimento de tripleto (®7) obtidos, pelo método

alternativo aqui proposto, estao enumerados na Tabela 2. Quando comparamos

Kok K

os rendimentos médios (P7™) obtidos pela técnica de Radiolise de Pulso
(BONNET et al., 1982) e por diferentes modificagdes da técnica de LFF
(HARRIMAN et al., 1981; KALYANASUNDARAM, 1984; MOSINGER; MICKA,

1997), apresentados na ultima coluna da Tabela 2, vemos que ha uma
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concordancia com os rendimentos obtidos pelo novo método proposto para as

amostras em estudo.

Ao considerarmos a amostra ZnTMPyP notamos que ha uma certa
discrepancia entre os valores determinados pelo método alternativo (®7) e os
determinados pela técnica de Varredura-Z utilizando Trem de Pulsos (®7"). Isso
se da em virtude de a técnica VZTP utilizar solugdes de altas concentracdes, o
que favorece a agregacao molecular, reduzindo a estimativa do ®r. Por outro
lado, a técnica de LFF utiliza baixas concentragdes de amostra, o que reduz
significativamente a probabilidade de agregacao molecular, propiciando uma
quantificacdo do @ mais realistica e correspondente a forma monomeérica das
moléculas em estudo. Além disso, em condi¢des de altas concentragoes existe um
aumento significativo do espalhamento de luz pela amostra, repercutindo,

também, em discrepancias nos valores ®; determinados.
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Tabela 2 - Pardmetros usados para o cdlculo do rendimento de tripleto (®@y) determinado por LFF, de acordo com a Eq.36 por este estudo, sua

kkk

comparagdo com andlises cinéticas da técnica de VZTP (®1*) e com a média de valores obtidos na literatura (Pg

Amostra Cs C Ay Aex AApax AAmax AA/ AAS Py D7 P
(uM) (uM)
TPPS. 25.0 37.2 0.194 0.195 0.094 0.101 0.574 0.75 0.772 0.77¢
(£0.02) (£0.05) (£0.02)
ZnTMPyP 28.9 64.0 0.234 0.245 0.225 0.108 1.087 0.90 0.7v 0.90¢
(£0.03) (£0.2) (£0.00)
ZnTPPSs 25.0 49.1 0.194 0.182 0.221 0.101 1.132 0.89 0.8° 0.86¢°

(£0.03) (£0.2) (£0.01)
@7 - Rendimento de formacao de tripletos, obtidos neste trabalho usando TMPyP como padrao de referéncia com valor médio AAj =
0.82+0.08 obtido das referéncias: (BONNET ef al., 1982; CHIRVONY et al., 1997; DE BONI et al., 2011; GONCALVES et al., 2011; KALYANASUNDARAM,;
NEUMANN-SPALLART, 1982)
®;" - Rendimento de formacao de tripletos obtido pela técnica de VZTPP: 3(GONCALVES et al., 2005); 2([GONCALVES et al., 2013).
@1 - Média do rendimento de formacdo de tripletos obtidos da literatura: BONNET et al., 1982; KALYANASUNDARAM; NEUMANN-
SPALLART, 1982)
YHARRIMAN et al, 1981, KALYANASUNDARAM, 1984; KALYANASUNDARAM; NEUMANN-SPALLART, 1982); ¢(HARRIMAN et al., 1981;
KAPYANASUNDARAM, 1984; KALYANASUNDARAM; NEUMANN-SPALLART, 1982; KUBAT; MOSINGER, 1996; MOSINGER et al., 2002; MOSINGER;
MICKA, 1997)

Fonte: Autoria Prépria e reproduzido de Borissevitch et al. (2023) com a autorizagdo do Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI)
© Creative Commons Atribution 4.0 Unported License. 2013.
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54  Conclusao
Neste capitulo foi demonstrada a importancia do perfil intensidade do

pulso laser de excitagao para a acuracia na determinacao de rendimento quantico
de tripleto (®7) através da técnica de LFF. Foi proposto um método alternativo
de obtencdo do ®; baseado na variacao da absor¢ao transiente com a energia do
pulso laser.

A equagao final, com excec¢ao das absor¢oes transientes da amostra (AA) e
do padrao (AAj), inclui apenas parametros que ndao dependem da energia do

pulso de excitagao, e que podem ser determinados de forma independente. Um
. . . ~ AA .
aspecto importante do método proposto é que a razao 0/ AAS € calculada a

partir de aproximagoes exponenciais das dependéncias AA e AAS com a energia
de pulso de excitagao. Isto exclui a possibilidade interferéncia advinda de
diferencas nas energias excitacao tanto para o AA, e AAp, como também exclui a
necessidade de determinar AA, e AAj, em uma alta energia de pulso (saturagao),
que pode levar a degradagao da amostra, reduzindo assim, o desvio no processo
de calculo de ®;. A viabilidade do método proposto é confirmada pelo fato de
que os valores de @1 obtidos coincidirem com os valores médios ®1**, calculados
a partir dos dados publicados na literatura.

Além disso, foram avaliadas a influéncia de alguns parametros
experimentais que sdo decisivos para acurdcia e validagao do método, tais como:
garantir a preservagao da amostra frente a degradacao causada pelos feixes de
analise e bombeio; otimizacdo da geometria de alinhamento ortogonal entre os

feixes de analise e bombeio; e, a remog¢ao do oxigénio do dissolvido na solugao

que tem capacidade de suprimir os estados tripletos formados.
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Capitulo VI

MONITORAMENTO DO DECAIMENTO DO
ESTADO TRIPLETO POR LASER FLASH
FOTOLISE E GERACAO DE OXIGENIO

SINGLETE ('02), PELO METODO INDIRETO,
DE COMPOSTOS DE COORDENACAO

DERIVADOS DA MESO-TETRA (4-
PIRIDIL)PORFIRINA DE ZINCO II

Neste capitulo serd apresentada a determinagio
dos tempos de vida de estado tripleto (tr) por laser
flash-fotdlise e de rendimento de formagdo de
oxigénio singlete (P,) , pelo método indireto, de
compostos supramoleculares a base de zinco.

Os resultados deste capitulo compreendem parte dos resultados publicados no artigo: LOPES, J. M. S,;
COSTA, S. N.; SILVEIRA-ALVES, E.; BATISTA, A. A;; DINELLI, L. R.; GONCALVES, P. J.; ARAUJO, P.
T.; BARBOSA NETO, N. M. Singlet Oxygen Generation and Spectroscopic Properties of Supramolecular
Zinc Meso-tetra(4-pyridyl) Porphyrin Bearing Outlying Ruthenium Groups. Brazilian Journal of Physics,
v.52,n.5, 1 out. 2022.
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6 Monitoramento do decaimento do estado tripleto por
laser flash fotdlise (LFF) e geracdao de oxigénio singleto
(*O2), pelo método indireto, de compostos de coordenacgao

derivados da meso-tetra(4-piridil)porfirina de zinco II :

6.1 Introducao:

Compostos de coordenacdo oriundos da jungao entre metaloporfirinas e
com complexos metalicos apresentam as mais diversas aplica¢Oes tais como em

dispositivos Opticos, sistemas farmacologicos e em terapia fotodinamica (BIREL
et al., 2017; BOYLE et al., 2010; DODZIUK, 2002; TOMA,; ARAKI, 2000; YANO et
al., 2011).

Os complexos a base ruténio sao conhecidos por sua grande atividade
bioldgica contra o cancer (LEE et al., 2020), e quando ligados as estruturas de
porfirinas alteram os rendimentos quanticos de fluorescéncia e as taxas de
cruzamento intersistemas, possibilitando em seus derivados supramoleculares
novos mecanismos de relaxacdo e de transferéncia de energia(SCHMITT et al.,

2008).

Nesta secao serao avaliados os efeitos da inser¢ao dos complexos de
ruténio, contendo os ligantes 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) (15) e
trifenilfosfina (PPHs) (16), a 5,10,15,20-meso-(4-piridil)porfirina de zinco II
(ZnTPyP) (17) na geragao de !O: e nos tempos de decaimento dos estados

tripletos.
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Figura 26 - Ligantes dppb e PPH: que serdo inseridos na porfirina ZnTPyP.

>
%mpo >

(16)

Fonte: Autoria Propria

Os compostos foram sintetizados conforme metodologia de BARBOSA
NETO et al., 2005; LOPES et al., 2022) que obtiveram isoladamente, em uma
primeira  etapa, a porfirina ZnTPyP (17). e os complexos

[Ru2C1(PPhs)(CO)(DMF)] (18) e [Ru2Cls(dppb)s(CO)-] (19).
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Figura 27 - Complexos de Ru 1I precursores das estruturas supramoleculares a base da

metaloporfirina ZnTPyP.
Cl, /CI
DMF Ry co cl, P/@
@\P\\\\o \P—Q DMF—I%U\_CO
\ )h O—A °
(18) (19)

Fonte: Autoria Prépria

Posteriormente, os complexos reagiram com a metaloporfirina ZnTPyP,
em diclorometano, sob agitacdo em atmosfera de argonio; apos 4 horas de reacgao,
os produtos foram precipitados e lavados com éter dietilico, resultando nos
compostos supramoleculares ZnTPyP[RuCl:(PPhs;)2(CO)L e
ZnTPyP[RuCl:(dppb)(CO)ls, doravante denominados ZnTPyP(Ru-PPHs) (20) e

ZnTPyP(Ru-dppb) (21), respectivamente.
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Figura 28 — Compostos de coordenagio ZnTPyP(Ru-PPHs) e ZnTPyP(Ru-dppb) em
estudo neste trabalho.

Fonte: Autoria Prépria
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6.2 Materiais e Métodos:

O rendimento de oxigénio singlete (Pa) dos compostos de coordenagao
sintetizados foram determinados pelo método indireto, utilizando como
molécula sonda o acido urico (AU) e como solvente o DMSO. A porfirina
escolhida como padrao foi a 5,10,15,20-Tetrafenil-21H,23H-porfirina (22), TPP,
que apresenta ®a = 0,52 em DMSO (SILVA et al., 2008). As demais condigoes
experimentais das andlises estdo descritas na secao 4.5.1. Na Figura 29 é a
apresentada uma fotografia do aparato experimental da fotodegradagao do AU,
que consiste numa cubeta de quartzo (/=1 cm) contendo as solu¢des dos FSs e da
molécula sonda que sao irradiadas, sob agitagao, por uma fonte de luz laser verde

(A =532 nm).

Figura 29 - Estrutura molecular do padrio de rendimento de oxigénio singlete, TPP.

Fonte: Autoria Prépria
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Figura 30 - Fotografia do aparato de determinagdo do rendimento de
oxigénio singlete (*O.) pelo método indireto.

Fonte Laser

\

Placa de Agitacao

Fonte: Autoria Propria

6.3 Resultados e Discussoes:
A reacao entre os compostos de coordenacao e a luz, leva a formacao de

102 que degrada o sensor AU. Na Figura 31.a observamos um decréscimo da
banda de absorc¢ao associada ao acido urico, situada em 289 nm. Este decréscimo
apresenta dependéncia linear com o tempo (inset b); o coeficiente angular dessa
curva fornece a constante de velocidade de degradacao k do acido trico, que foi

determinada em trés diferentes concentragoes dos compostos, fixando-se a

fotons

concentragao do sensor. O parametro ng

foi calculado a partir das integrais
de sobreposicao dos espectros de absor¢ao dos compostos supramoleculares, em
cada concentragao, com o espectro de emissao do laser. O coeficiente angular da
curva de nws em fungao de k (inset c¢) da a eficiéncia de geragao de oxigénio

singlete (ya) e o ®a é calculado a partir da Eq.10, sendo estes apresentados na

Tabela 3.
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Figura 31- a) Espectros de absorc¢io do AU, ZnTPyP, ZnTPyP(Ru-PPHs) e
ZnTPyP(Ru-dppb) e de emissdo do laser verde, em DMSO; b) Curva de variagio da
absorvincia do AU em fungdo do tempo de irradiacio; c) Curva de navs versus k.
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Fonte: Autoria Prépria e reproduzido de LOPES et al. (2022) com a permissao de
Springer-Nature. © 2022.

Tabela 3 -Rendimento qudntico de fluorescéncia ( ®y,), Eficiéncia (y, ), rendimento de
geracdo (@, ) de '0: e tempo de vida de estados tripletos (tr) dos compostos ZnTPyP,
ZnTPyP(Ru-PPHs) e ZnTPyP(Ru-dppb), em DMSO.

ZnTPyP ZnTPyP(Ru-dppb) ZnTPyP(Ru-PPhs)
q))tl 0,042 0,042 0,035
Ya 2,9 .10° 2,2 .10° 4,9 .10°
D, 0,09 0,07 0,16
T (ps) 153 252 162

Fonte: Autoria Propria e reproduzido de LOPES et al. (2022) com a permissao de
Springer-Nature. © 2022. *®g; determinado por J. M. S. Lopes.
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O oxigénio singlete é formado através de um processo de transferéncia
de energia entre o FS em seu estado tripleto excitado para uma molécula de
oxigénio em seu estado fundamental. O valor de rendimento de oxigénio
singlete, portanto, é afetado pela competigao com todos os processos radiativos
e nao-radiativos, descritos no diagrama de Jablonski (Figura 2), previstos para a
molécula. Nota-se, que para o composto supramolecular ZnTPyP(Ru-PPHs) o @,
¢ maior do que o observado para o composto ZnTPyP, ao passo que o composto
ZnTPyP(Ru-dpp) apresentou-se valor levemente menor. O aumento observado
para ZnTPyP(Ru-PPHs) é explicado pela redugao dos rendimentos de

fluorescéncia e de conversao interna favorecendo o cruzamento instersistemas.

Na Figura 32 podemos observar a curva do decaimento de tempo de vida
do estado tripleto de todos os compostos. O ajuste monoexponencial desta curva
fornece o tr, listado também na Tabela 3. Podemos afirmar que a insercao dos
complexos de ruténio a estrutura da metaloporfirina estudada também levam ao
aumento do tempo de vida das espécies tripleto; isso esta possivelmente
associado ao aumento da estrutura molecular do FS, alterando mecanismos de
relaxagao vibracional, varia¢des nas interacoes intermoleculares com o solvente,
e outras espécies presentes, como o oxigénio molecular, estabilizando o estado

excitado tripleto por mais tempo.
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Figura 32 - Decaimento de tempo de vida de estados tripletos dos compostos de
coordenacio estudados, em DMSO.
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Fonte: Autoria Prépria e reproduzido de LOPES et al. (2022) com a permissao de
Springer-Nature. © 2022.

6.4 Conclusao:

A estratégia de insercao dos complexos de [Ru2Cl(PPhs)(CO)(DMF)] e
[Ru:Cls(dppb)3(CO)2] a metaloporfirina ZnTPyP resultou em compostos de
coordenagdo com novos mecanismos de relaxagdao vibracional, o que ficou
explicitado nas variagdes do ty. Entretanto, ao considerar ®, somente o
composto [Ru2C1(PPhs)2(CO)(DMF)] sofreu alteracdo, indicando que a inser¢ao
do grupo trifenilfosofina aumenta em 77% a geragao de oxigénio singlete quando
comparada a metaloporfirina isolada. Estes resultados tornando estes compostos

de coordenagao candidatos promissores a utilizagao como agentes FSs.
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Capitulo VII

IMPLANTACAO DA TECNICA DE
ESPECTROSCOPIA DE FOSFORESCENCIA
PARA DETERMINACAO DIRETA DO
RENDIMENTO DE FORMACAO DE
OXIGENIO SINGLETE (®,) EM
DIFERENTES SISTEMAS PORFIRINICOS.

Neste capitulo serdo apresentados os resultados de
rendimento de formagdo de oxigénio singlete
oriundos da implantagio do método direto de

deteccdo. Foram avaliados sistemas porfirinicos
cujos os rendimentos jd eram conhecidos e
sistemas cuja tal determinacdo era ainda inédita.
Além disso, para alguns sistemas foram
confrontados resultados obtidos pelo método
indireto com os determinados pelo método direto.

Os resultados deste capitulo foram parcialmente publicados no artigo: PARRA, G. G.; CORREA, D. S,;
SILVEIRA-ALVES, E.; ALMEIDA, L. M.; SOUZA, M. A.R.; DE BONI, L.; MISOGUT]I, L.; MENDONCA, C.
R.; ZILIO, S. C.; BARBOSA NETO, N. M.; BORISSEVITCH, I. E.; GONCALVES, P.J. Effects of meso-tetrakis
(4-sulfonatophenyl) porphyrin (TPPS4) aggregation on its spectral and kinetic characteristics and singlet

oxygen production. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, vol. 261, p.
120063, Nov. 2021.
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7 Implantacaio da técnica de espectroscopia de
fosforescéncia para determinacao direta do rendimento
de formacao de oxigénio singlete (¢,) de diferentes

sistemas porfirinicos.

7.1 Determinacao do ¢, de porfirinas cationicas e anionicas:

Para validagao das medidas de deteccao direta de oxigénio singlete,
obtidas com o aparato experimental instalado no Grupo de Biofotonica, foram
selecionadas as porfirinas TMPyP, ZnTMPyP e TPPS cujas os seus rendimentos
de oxigénio singlete foram compilados por REDMOND & GAMLIN (1999). Esse
grupo de porfirinas é chamado de FSs de segunda-geracdo por apresentarem
modifica¢do nas cadeias laterais do anel macrociclico, que repercutem num
aumento significativo em seus ¢,. Conforme apresentado no espectro de
absorc¢ao dos compostos (Figura 33.a) e descrito na se¢ao 4.5.1, a absorvancia foi
ajustada para 0,2. Os espectros de fosforescéncia do 'Oz gerado pelos compostos
sao apresentados na Figura 33.b e podemos ver o uma banda de perfil gaussiano,
proxima a 1280 nm, caracteristica da transi¢ao Az — 3%

Figura 33 - Espectros de absor¢ido molecular das porfirinas TPPS, TMPyP e

ZnTMPyP, em PBS, (a) e o respectivo espectro de emissio fosforescente do 10:
produzido por elas
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Fonte: Autoria Propria.
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Os espectros de fosforescéncia apresentaram uma moderada razao sinal-
ruido, que permitiu a determinacdo da drea da banda de emissao com
razoabilidade. Os ®, foram calculados de acordo com a Eq.11 utilizando a TPPSa
como padrao e estao elencados na Tabela 4 e observa-se uma certa concordancia
com os resultados da literatura. O maior desvio foi observado para a amostra
TMPyP, fato este que pode estar relacionado a razao sinal-ruido do espectro,
uma vez que a banda de fosforescéncia apresentou baixa intensidade. Além

(DLiteratura
A

disso, o usado na comparacao foi determinado pelo método indireto,

fator este que também pode contribuir para tal discrepancia.

Tabela 4 - Comparagio determinados @, por este trabalho com os disponiveis na

literatura.
Amostra D, (Dgiteratura
TPPS. 0,628 0,622
TMPyP (10(3,6073) 0,74 b
ZnTMPyP (io(’ng) 088"

Fonte: Autoria Propria. SPadrao de Referéncia; *(REDMOND; GAMLIN, 1999);
(PRASEUTH et al., 1986); <

7.2 Determinacao do ¢, de porfirinas sulfonadas-halogenadas:

Dentre os FSs de segunda-geracao as porfirinas sulfonadas, como a
TPPSs, se destacaram por possuirem alta solubilidade em meios aquosos e
condigoes fisiologicas, devido a presenga dos grupos anidnicos sulfonicos (SO03).
Neste contexto, verificou-se também a inser¢do de atomos de halogénios em
posicao orto, dos anéis fenilicos meso ligados ao anel macrociclico, promovem o
cruzamento intersistemas das  porfirinas sulfonadas, aumentando

consequentemente o ¢, (DABROWSKI et al., 2007). Além disso, MONTEIRO e
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colaboradores (2005) demonstraram que a dupla inser¢ao de atomos halogénios
propicia um ligeiro aumento do ®, e torna estas moléculas hdabeis para
fotodegradagao da classe de poluentes mais abundantes na dgua, os fendis (23) e

clorofendis (24).

Figura 34 - Estruturas moleculares do fenol e clorofenol.

OH OH
Cl

(23) (24)

Fonte: Autoria Prépria.

A partir disso, nosso grupo de pesquisa se dedicou ao estudo fotofisico
de porfirinas sulfonadas mono e di-halogenadas, contendo atomos de Cl e F.
Foram determinados, através da técnica VZTP, os tr e @1 (DE BONI et al., 2015)
e estudados os efeitos da variagdo de pH, que causam a
protonacao/desprotonacao das moléculas, interferindo em suas propriedades

fotofisicas (RODRIGUES et al., 2015).

Nesta secao avaliaremos os @, obtidos através do método de detecgao
direta das solucdes em dagua ultra-pura de quatro porfirinas sulfonadas e
halogenadas (Figura 35): 5,10,15,20-tetrakis(2-cloro-5-sulfofenil)porfirina (25),
TC; 5,10,15,20-tetrakis(2,6-dicloro-3- sulfofenil)porfirina (26); TDC; 5,10,15,20-
tetrakis(2-fluoro-5-sulfofenil)porfirina (27); TF; e 5,10,15,20-tetrakis(2,6-difluoro-
3-sulfofenil)porfirina (28), TDF. As porfirinas foram fornecidas pela Profa.
Mariette M. Pereira (Universidade de Coimbra) e sintetizadas de acordo com a

metodologia descrita por MONTEIRO et al. (2008) e RODRIGUES et al. (2015).
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Para este grupo de compostos a TPPS: (¥, = 0,62) foi utilizado como padrao de

comparacao (REDMOND; GAMLIN, 1999).

Figura 35 - Estruturas moleculares das porfirinas sulfonadas-halogenadas: TC, TDC,
TF e TDF.

(27)

Fonte: Autoria Prépria.

Na Figura 36.a vemos os espectros de absor¢ao dos compostos e na Figura
36.b o espectro de emissao do !'O: gerado. Na Tabela 5 sao apresentados os
rendimentos de formagao de 'O, obtidos por este trabalho, e de formacao de &t

obtidos em um trabalho prévio de nosso grupo com a técnica de VZTP.
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Figura 36 - Espectros de absorc¢do molecular das porfirinas TC, TDC, TF e TDF, em
dgua ultrapura, (a) e o respectivo espectro de emissio fosforescente do 'O: produzido por
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Tabela 5 — Apresentagio do rendimento de tripleto das porfirinas sulfonadas-
halogenadas, em dgua ultrapura, e comparagio entre obtidos neste trabalho e com
alguns disponiveis na literatura.

Composto P, d, @Literatura
TPPS 0.77 0.62 -

TC 0.85 0.75 (£0.05) 0.742
TDC 0.91 0.84 (+0.06) 0.76°
TF 0.70 0.75 (+0.05) -

TDF 0.84 0.73 (+0.06) ;

Fonte: Autoria Propria. ®7: (DE BONI et al., 2015); 2 (DABROWSKI et al., 2007); ®

(MONTEIRO et al., 2005).

A tendéncia dos resultados de rendimentos de ®, (TDC > TC = TDF =

TF) foram coerentes com a tendéncia rendimentos de ®; (TDC > TC =sTDF >TF)

na qual o composto TDC apresentou maior eficiéncia de formagao de oxigénio

singlete. De acordo com DE BONI (2015) e colaboradores o aumento dos

rendimentos @ esta associado pelo favorecimento do cruzamento intersistemas

com a introdugao dos atomos de halogénios em posigao orto. Além disso, o alto

acoplamento spin-orbita dos atomos halogénios também contribui para este
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aumento. Ao compararmos os ®, obtidos pelo método direto das porfirinas TC

e TDC vemos uma certa concordancia com os obtidos na literatura.

7.3 Estudo do efeito do pH e da agregacao da porfirina 5,10,15,20-Tetrakis(4-
sulfonatofenil)-21H,23H-porfirina (TPPS.).

A porfirina TPPS:s é uma porfirina anidnica cujas propriedades
fotofisicas variam significativamente com variagdes no pH e na forga idnica do
meio aquoso, no qual ela esta presente. Essa molécula apresenta duas constantes
de dissociagao acida, pKa = 4,8 e pK2=5,7 (OKUMURA et al., 1996). Deste modo,
em intervalos de pH neutro a porfirina se encontra em sua forma nao-protonada
(H,TPPS;~,12); na faixa 4,6 < pH < 55 ela se encontra monoprotonada
(H3TPPS}~, 29); quando 3 < pH < 4,6 ela se encontra majoritariamente na forna
biprotonada (H4TPPS§", 30); a forma zwitterionica (Hg TPPS,, 31), por sua vez, é
assumida quando pH <3 (KIM et al., 2018) conforme representado na Figura 37,

a seguir.
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Figura 37 - Diferentes espécies formadas a partir da protonagio da TPPS4 formadas em
meio dcido.

Né&o-Protonada Monoprotonada

SOj3” SO3”
(12) (29)
Monoprotonada Biprotonada

SOy SOy
(29) (30)
Biprotonada Zwitteribénica

SOy
(30)

Fonte: Autoria Prépria.
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O espectro de absor¢ao da forma monomérica é caracterizado pela banda
de Soret préxima a 414 nm e as bandas Q com maximo em 515 nm; a espécie
biprotonada apresenta um deslocamento batocromico da banda de Soret para 434
nm e das bandas Q para o maximo em 645 nm. Através desta técnica, a forma

zwiteridnica nado é distinguivel da forma biprotonada (ZAGAMI et al., 2023).

Devido as variacOes eletrostaticas ao longo dos processos de
desprotonagao/protonagao da estrutura da TPPS.: tanto as variagdes no pH,
quanto alteragdes na forca ionica do meio podem induzir a formagao de
agregados supramoleculares do FS. A forma nao-protonada, por possuir todos
os grupos sulfonicos (SO3) desprotonados, apresenta-se na forma monomeérica,
devido a repulsao eletrostatica causada por estes. Ja a forma biprotonada pode
levar a formacao de agregados supramoleculares de dois tipos: os agregados H e
os agregados |. A agregacdo € um processo reversivel em virtude de ser
governado por intera¢des intermoleculares (Ligagoes de H, dipolo-dipolo e mt-1t
stacking) e, em alguns casos, eletrostaticas. No caso das porfirinas, em geral, a
agregacao ¢ governada pela interacao do tipo m-m stacking, com a sobreposigao
dos anéis pirrdlicos, que apresentam carater nucleofilico, e sua interagao com os

centros eletrofilicos da molécula adjacente (STEFANELLI et al., 2022).

Os agregados do tipo | (side-by-side — “lado a lado”) sao formados por
interagOes polarizadas paralelamente ao longo eixo central do monomero,
enquanto o agregado do tipo H (face-to-tail — “da face a cauda”) as interagoes sao

polarizadas perpendicularmente a ele (Figura 38).



Fonte: Autoria Propria.

Figura 38 - Representagio esquemdtica dos agregados de tipo H (a) e tipo ] (b) da TPPSa.
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De acordo com Giovannetti (2012) “os agregados | sio formados a partir do
agrupamento de moléculas monoméricas dispostas em uma dimensdo, de modo que o
momento de dipolo da interagdo e da transigio eletronica entre mondmeros seja paralelo;
ademais, o dngulo entre os momentos de dipolo e de transicdo eletronica com os eixos da
interagdo que une os centros moleculares é zero. Deste modo, o forte acoplamento entre os
monomeros resulta em wuma excitagio coerente, apresentando um deslocamento
batocromico em relagio a banda monomérica. Os agregados H, por sua vez, sido também
um arranjo unidimensional de mondmeros fortemente acoplados, mas os momentos de
dipolo e de transigio eletronica dos mondmeros sio perpendiculares (caso ideal) ao eixo de
interagdo que se situa no centro das moléculas. [...] Neste caso, o acoplamento dipolar
entre monomeros leva, normalmente, a um deslocamento hipsocromico da banda de

absor¢io”.

Os agregados do tipo ], devido ao seu forte acoplamento eletronico, tém
atraido bastante interesse por apresentarem altas respostas de efeitos de dptica
nao-linear (BISWAS et al., 2012), possibilitando suas aplicagoes em fotonica e
células solares (MCHALE, 2012) e em quimica supramolecular, dado a
potencialidade e diversidade de formacao de supraestruturas (SHORT et al.,
2013), por exemplo. Uma das maneiras mais eficientes de favorecer a formacao
dos agregados | se da pelo aumento da forca idnica do meio, através da adigao
NaCl, uma solugao da TPSS: na forma biprotonada em pH = 4 (Aggarwal;

Baptista; Borissevitch, 2007).

Nesta secao avaliaremos o efeito da protonacdo e da agregagao da
porfirina TPPSs no rendimento de formagao de oxigénio singlete (®,). Para
preparagao das amostras a porfirina TPPSs foi solubilizada em dgua ultrapura
(pH =7) e uma aliquota foi acidificada adicionando-se solu¢ao de HCI 1 mol.L!
até a reducao do pH para 4; o agregado | foi obtido adicionando-se NaCl a
solugao em pH = 4, em quantidade suficiente para saturacao dos picos de

absorcao do agregado (490 e 710 nm), conforme apresentado na Figura 39. No



118

espectros de absor¢ao vemos as bandas caracteristicas de cada espécie. Nas
espécies biprotonada (pH = 4) e do agregado | foi utilizado uma cubeta de menor
caminho éptico (I =2 mm) em virtude de suas elevadas absortividades molares,

em relagdo molécula nao-protonada.

Figura 39 - Espectros de absorgdo das formas ndo-protonada e biprotonada da TPPS4 e
do agregado do tipo |, em dgua ultrapura.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de PARRA et al. (2021) com a permissao de Elsevier.
© 2021.

Os espectros de fosforescéncia do oxigénio singlete (Figura 40) foram
medidos utilizando uma fonte de luz laser vermelha iZi — LASERLine, com
emissao centrada em 661 nm e poténcia de 100 mW. Foi observada uma redugao
dréstica da producao de oxigénio singlete da forma biprotonada (¥, = 0,28 +
0,03) e do agregado | (P, = 0,06 * 0,02) em relagao a forma monomeérica nao-
protonada (P, = 0,62), que foi utilizada como padrao para aplicacao da Eq.11.

Além disso, paralelamente, n6s provamos através da técnica de Varredura Z com
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Luz Branca Continua (VZLBC) que a razao qu/ d)Tentre os rendimentos de

oxigénio singlete e de tripleto para a forma monomérica, biprotonada e agregado
] é praticamente constante, indicando que o processo de agregacao nao interfere
no processo de transferéncia de energia entre as espécies tripleto e as moléculas

de oxigénio (PARRA et al. 2021).

Figura 40 - Espectros de fosforescéncia do 1O: gerado pelas espécies ndo-protonada e
biprotonada da TPSS4 e do agregado |, em dgua ultrapura.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de PARRA et al. (2021) com a permissao de Elsevier.
© 2021.

Além disso, embora a o ®, dos agregados ] seja considerado baixo, a sua
intensa absorcao em 707 nm (&£7°7™" = 5,6x10* mol~'Lcm™!) é de maior
magnitude da observada para demais FSs porfirinicos; este pico de absorcao
encontra-se dentro da janela terapéutica da TFD (650-850 nm), regiao na qual a
penetrabilidade da luz em tecidos bioldgicos € mais profunda, tornando assim o

uso do agregado | extremamente favoravel em TFD. Vale a pena salientar
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também que seu alto rendimento de conversao interna, ®;.= 0,92
(GONCALVES et al,, 2012), demonstra sua capacidade de converter a luz
absorvida em calor, tornando também essa espécie candidata promissora para

aplicagao em terapias fototérmicas.

74 Comparacao dos P, obtidos pelos métodos indireto e direto de
complexos de paladio derivados da meso-tetrapiridil porfirina:

Nesta secao serao estudada os ®, de compostos derivados da porfirina
contendo a 5,10,15,20-meso-(4-piridil)porfirina (32), TPyP, contendo como grupos
periféricos 4 complexos de Pd II contendo grupos difenilfosfina. Estes complexos
possuem propriedades dependentes do tipo de coordenagao do metal, deste
modo, foram selecionados os seguintes ligantes como blocos construtores: 1,3-
bis(difenilfosfino)propano (33, dppp), 1,4-bis(difenilfosfino)butano (15, dppb),
1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno (34, dppf)

Figura 41 - Estruturas moleculares da porfirina TPyP e dos ligantes dppp, dppb e dppf.
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Fonte: Autoria Prépria.
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Os complexos TPyP[Pd(dppp)] (35), TPyP[Pd(dppb)]l (36),
TPyP[Pd(dppf)] (37), tiveram sua sintese, caracterizagao estrutural e fotofisica
realizada por Alves et al. (2021). Os espectros de absor¢ao dos complexos sao
apresentados na Figura 42 e quando comparados com a porfirina TPyP nao sao
evidenciadas alteragdes muito drésticas resultantes da inser¢ao dos grupos

periféricos.

Figura 42 — Estruturas moleculares dos complexos TPyP[Pd(dppp)l, TPyP[Pd(dppb)] e
TPyP[Pd(dppf)].

(35) (36)

Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 43 - Espectros de absorcio dos compostos TPyP[Pd(dppp)], TPyP[Pd(dppb)] e
TPyP[Pd(dppf)], em DMSO.
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Fonte: Autoria Prépria.

Os ¢, foram determinados através do método direto neste trabalho e na
Figura 44 é apresentada uma fotografia do equipamento de fosforescéncia
instalado no Grupo de Biofotonica, e utilizado em todas as medidas apresentadas
neste capitulo. Os valores obtidos foram comparados com os resultados obtidos
pelo método indireto por Alves (2020), através da degradacao do sensor acido
arico. Em ambos o0s métodos, as amostras foram solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSO), sendo utilizada uma fonte de excitagao laser verde
(532 nm) e adotou-se a TPP (¥, = 0,52 ) como padrao de referéncia (SILVAetal.,
2008).
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Figura 44 - Fotografia do espectrometro de fosforescéncia para deteccio direta do 'O.,
instalado no Grupo de Biofotonica.
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Fonte: Fotografia retirada por Andrew Gabriel Boaventura Franca (2023).

Os espectros de fosforescéncia do 'O: apresentaram baixissima resolugao
e alta razao sinal/ruido, o que nao era esperado visto que pelo método indireto
0os ¥, se encontraram na faixa 0,03-0,4, aproximadamente, o que refor¢a a
hipdtese de falha metodoldgica. Neste sentido, tentou-se realizar ajustes no

alinhamento do feixe e aumento da concentracao das solugdes, mas sem €éxito.
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Figura 45 - Espectros de fosforescéncia do 1O: gerado pelos compostos TPyP[Pd(dppp)],
TPyP[Pd(dppb)] e TPyP[Pd(dppf)], em DMSO.
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Fonte: Autoria Propria.

Uma alternativa postulada foi enriquecer a solugao com gas Oz, usando
por analogia o mesmo raciocinio empregado na otimizagao das medidas da
técnica de LFF. Assim como o oxigénio dissolvido suprime a detecgao dos
estados tripletos, para a deteccao do 'Oz se faz necessdria a presenca de moléculas
de O: disponiveis para a sua formacao. Deste modo, utilizou-se o sistema de
aeracao/deaerecao descrito na secao 5.3.3, contudo foi feita a inser¢ao do gas Os.
Foi realizado um estudo em fungao do tempo de oxigenagao (0-30 min) com a

solucao de TPP em DMSO, conforme apresentado na Figura 46.
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Figura 46 - Efeito do tempo de oxigenagio da solugio da TPP em DMSO no aumento da
fosforescéncia do 10:s.
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Fonte: Autoria Propria.

Conforme podemos observar ha um aumento de cerca de 20 vezes no
sinal da transi¢ao 'Ag— *X;” com 30 minutos de tempo de aeracgao. Paralelamente,
fizemos o mesmo estudo para a amostra TMPyP (vide Anexos) em PBS e
observamos a saturacao do sinal com apenas 10 min de oxigenagao, e com um
incremento de apenas 22 %. Esse resultado esta associado ao fato de a
solubilidade do O: em &4gua, em CNTP, ser 1,22 mmol.L' (XING et al., 2014)
enquanto que a sua solubilidade em DMSO ¢ 0,33 mmol.L! (Franco; Olmsted III,
1990).

Na Figura 47 sao apresentados os espectros de emissao fosforescente do
102 dos complexos, obtidos apds 30 minutos de oxigenacgao. Neles percebemos
uma excelente diferenciacdo de intensidade e melhoria de resolucao entre
amostras. Na Tabela 6 sao apresentados os ®, pelo método indireto e direto

calculados através das equagdes 10 e 11, respectivamente.
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Figura 47 — Espectros de fosforescéncia do 'O2 gerado pelos compostos TPyP[Pd(dppp)],
TPyP[Pd(dppb)] e TPyP[Pd(dppf)], em DMSO, apéds 30 min. de oxigenacio de suas

solugoes.
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Fonte: Autoria Propria.

Tabela 6 - Rendimentos de formagdo de oxigénio singlete dos complexos obtidos pelo
método indireto (@ MY ¢ direto (DMeE Py o1y DMSO.

Amostra (bg’let. Ind. q)glet. Dir.
TPP 0,52 0,52
TPyP[Pd(dppb)] 0,22 0,65 + 0,03
TPyP[Pd(dppf)] 0,028 0,35+ 0,03
TPyP[Pd(dppp)] 0,39 0,65+ 0,03

Fonte: @pet " (ALVES et al., 2021); ®p¢% P": Autoria Propria.

Ao comparamos os ®, obtidos pelo método indireto com o método
direto verificamos que os primeiros foram extremamente subestimados, sendo
que para o caso do complexo TPyP[Pd(dppf)] verifica-se uma variacao de 92%.
Isso se da pela falta de seletividade do método indireto, no qual o sensor pode

degradar-se ao interagir com outras EROs formadas, que nao sejam
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propriamente o 'Oz, ou até mesmo se decompor através de outras reagdes

fotoquimicas (BREGNH@J, 2019; FISCHER et al., 1998).

Através do método direto constatamos que os ®, dos complexos
TPyP[Pd(dppb)] e TPyP[Pd(dppp)] sdao iguais. Isso se deve a similaridade
estrutural de ambos, que diferem apenas com a presenca de um atomo de
carbono a mais na cadeia organica que interliga os grupos difenilfosfina. Ja no
complexo TPyP[Pd(dppf)] o menor @, observado se deve ao fato de os grupos
difenilfosfinas serem conectados pelo complexo ferroceno, que propicia a
moléculacomo um todo novos caminhos para a relaxa¢ao dos estados excitados,
devido ao seu alto volume estérico, podendo impactar na formacao dos estados

tripletos.

74  Conclusao:

O método direto de deteccao do 'O: é incontestavelmente mais preciso e
seletivo quando comparado com o método indireto. Neste capitulo, foram
determinados os ®, de porfirinas conhecidas e os resultados foram comparaveis
aos descritos na literatura, demonstrando que o sistema instalado e a
metodologia empregada estao adequados. Além disso, foi possivel determinagao
do @, em sistemas complexos, na qual a utilizacao do método indireto € inviavel,
como foi no caso da porfirina TPPS em pH 4acido e de seu agregado

supramolecular.

Além disso, constatamos que para realizacao de medidas com amostras
em solventes organicos, que apresentam baixa solubilidade do gas O, se faz
necessaria oxigenagao da solugao, o que resultou num incremento de 20 vezes do
sinal da emissao fosforescente. Para as medidas de amostras dissolvidas em meio
aquoso, a oxigenacgao da solugdo leva a um aumento de 22% do sinal, o que

eventualmente pode ser util para amostras que apresentam baixos ®,.
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Capitulo VIII

ESTUDO DA FOTOFISICA DE INTERACAO
ENTRE PORFIRINAS E SEUS COMPLEXOS
DE ZINCO II E A ALBUMINA DE SORO
BOVINO (BSA)

Neste capitulo serd apresentada a completa
caracterizagdo fotofisica da interacdo de porfirinas
cationicas, anidnicas e seus complexos de zinco
com albumina de soro bovino. Através deste
estudo foi possivel analisar o efeito da interacio
nas propriedades fotofisicos e correlacionar estes
efeitos com a localizagdo do sitio de interagdo
envolvido e da presenca de oxigénio.
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8 Estudo da fotofisica de interacao entre porfirinas e seus

complexos de zinco II e a albumina de soro bovino (BSA)

8.1 Introducao:

Um dos gargalos na aplicacao clinica da Terapia Fotodinamica se da pela
reducdo da eficiéncia da resposta fotodinamica do FS em meios bioldgicos e
organismos vivos. Esta redugao pode estar relacionada a baixa solubilidade de
algumas porfirinas em meio aquoso, que reduz a biodisponibilidade e a
biodistribui¢ao da molécula, podendo levar a sua agregacao afetando em suas

propriedades fotofisicas.

Deste modo, ¢ de fundamental importancia que se tenha conhecimento
como o FSird se comportar em sistemas biologicos. O estudo de interagao de FSs
com albumina sérica é um dos estdgios iniciais para a compreensao deste
comportamento, uma vez que ela é a biomolécula mais abundante no plasma de
mamiferos e desempenha a fungao de transporte e entrega de nutrientes as

células (MAJOREK et al., 2012).

Conforme descrito no Cap.1, a interacao de porfirinas com as albuminas
interfere nos processos de excitacdo e relaxacdo energética, modificando os
parametros fotofisicos (CHATTERJEE; SRIVASTAVA, 2000; SHI et al., 2016).
Além disso, a albumina sérica bovina (BSA) é frequentemente utilizada como
sistema-modelo de estudo de interacao em virtude de sua similitude estrutural

com a albumina sérica humana (HSA).

BUJACZ (2012) realizou um estudo cristalografico comparativo de
albuminas séricas de diferentes espécies de mamiferos (bovina, equina, leporina)
com a HSA. Foi demonstrado que todas essas albuminas possuem estruturas
helicoidais e sao constituidas por trés dominios (I, II e IIT), de conformag¢des muito

similares que se subdividem, cada um, em dois subdominios (A e B). Os
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subdominios diferenciam-se entre si pelo numero pontes de dissulfetos
existentes, que conferem rigidez a estrutura proteica; o subdominio do tipo A é
constituido por 6 a-hélices conectadas por 4 pontes de dissulfeto, com excec¢ao
do subdominio 1A que possui apenas trés pontes de dissulfeto; ja o subdominio
B é composto por 4 a-hélices enrijecidas por duas pontes de dissulfeto; a conexao
entre os subdominios € realizada por longos loops flexiveis, que conferem

mobilidade a estrutura.

Na Figura 48 estd representada a estrutura da BSA destacando-se os
dominios I-II e II-III, que se conectam entre si através de longas hélices e a suas

subdivisdes encontra-se exatamente ao centro de cada subunidade estrutural.

Figura 48 - Divisdo dos dominios e subdominios da estrutura da BSA: subdominio 1
(azul); subdominio II (magenta); subdominio III (ciano).

Fonte: Reproduzido de BUJACZ (2012) com a permissao de International Union of
Crystallography. © 2012.
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Estruturalmente a BSA e a HSA possuem 75,8% de similitude entre seus
sitios, contudo, apenas alguns dos residuos nao-similares se localizam expostos
na superficie externa e estao disponiveis para interagao. O primeiro conjunto de
diferencas encontram-se nas quatro primeiras a-hélices do subdominio IB que
compreendem uma extensa regido antigénica (epitopo) qualificavel ao
reconhecimento imunoldgico e com alta exposicao para solvatacdao. O segundo
conjunto de diferencas, por sua vez, localizam-se na terceira e quarta a-hélices
do subdominio IIB e também em alguns fragmentos pontuais do subdominio
IIIA; entretanto, esse conjunto nao se encontra diretamente exposto na
conformagao nativa da proteina. Por altimo, o terceiro conjunto € constituido por
quatro fragmentos de residuos presentes em diferentes a-hélices do subdominio
IIIB e localizam-se expostos na superficie da proteina (MAJOREK et al., 2012).
Outra diferenca marcante da BSA, em relacao as demais albuminas, € a presenca
de um aminodcido triptofano fluorescente adicional (Trp134) no sitio IB, cujo o
monitoramento de sua emissao é comumente realizado em estudos de interagao
com moléculas bioativas (BHATTACHARYA et al., 2000; BUJACZ, 2012). Além
disso, esta presente em sua estrutura um outro residuo opticamente ativo
(Trp212), equivalente ao marcador fluorescente observado na HSA (Trip214),
sendo ambos localizados em seus respectivos subdominios IIA, conforme

demonstrado na Figura 49 (BELATIK et al., 2012).
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Figura 49 - Estruturas tridimensionais da HSA e BSA, contendo os residuos triptofano
opticamente ativos destacados em verde.

Fonte: Reproduzido de BELATIK et al. (2012)com a autorizagao de Plos One ©
Creative Commons Atribution 4.0 Unported License. 2012.

Quando comparados os diferentes dominios da BSA entre si, observa-se
que os dominios I e II possuem alta similitude entre si. J4 o dominio III difere-se
muito do dominio I na sequéncia de aminodcidos; em relagao ao dominio II, por
sua vez, o subdominio IIl se difere majoritariamente em sua natureza

estrutural/conformacional (BUJACZ, 2012; MAJOREK et al., 2012).

Dada a sua variedade de sitios a BSA ¢ capaz de interagir com
substancias hidrofilicas, hidrofébicas e anfifilicas (SANNIKOVA et al., 2020).
Deste modo, serdao apresentados neste capitulo o estudo da interacdo entre
porfirinas catidnicas (TMPyP e ZnTMPyP) e anionica (TPPSs) com a BSA,
avaliando seu impacto nos tempos de vida dos estados tripleto (tr) e nos

rendimentos de formagdo de tripleto (®1) e de oxigénio singlete (®,).

Estudos anteriores demostraram que na presenca de BSA as porfirinas
TPPS: e TMPyP podem se rearranjar da seguinte forma, em solucao: i)
mondmeros (moléculas individuais) interagindo com o solvente; ii) agregados

moleculares porfirinicos ligados a BSA; iii) moléculas individuais de porfirinas
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ligados a uma tinica molécula de BSA e iv) moléculas individuais de porfirinas

dentro de agregados de BSA (BORISSEVITCH et al., 1996a, 1997) .

A dinamica de agregacao molecular dos FSs e da proteina ¢ altamente
dependente de sua razao molar, entdo, para garantir que haja a presenca de

apenas espécies individuais em solugao, o estudo de interacao foi conduzido a

[BSA]

partir da mistura das solugdes estoque na razdo molar ———— =
[Porfirina]

(BORISSEVITCH et al., 1996a), afim de se evitar a agregacao dos componentes.

Um dos outros fatores que conduzem a formacdo de agregados nas
porfirinas é o equilibrio dcido-base dos hidrogénios ligados aos nitrogénios
piridinicos. Os pKas da TPPSs sao 4,8 e 5,7 (OKUMURA et al., 1996) sendo que em
pH < 4,6 ela se encontra na forma biprotonada (Hf*TPPS37) e acima do pH
neutro ela se encontra na sua forma nao-protonada ou base livre (H, TPPS3").
Sabe-se que a espécie biprotonada pode levar a formagao de diferentes tipos de
agregados (] e H), porém, a espécie nao-protonada nao é habil para formacao

destes (AGGARWAL,; BORISSEVITCH, 2006).

A TMPyP por sua vez apresenta valores de pKa iguais a 1,4 e 12,8
(TOMINAGA et al., 2004) sendo que para pH < 2 ela se encontra na forma nao-
protonada (H,TMPyP**) e em pH > 13 ela se encontra na forma desprotonada

(TMPyP?2%) (YUSHMANOV et al., 1996).

Deste modo, no pH =7,2 é de se esperar que as porfirinas estejam nao-
protonadas e preferencialmente adotem a conformagao monomérica. Ja a
porfirina ZnTMPyP ja possui os seus hidrogénios pirrolicos desprotonados e por

isso nao tem tendéncia a agregagao. (CHERNIA; GILL, 1999).
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8.2 Materiais e Métodos:

Para o estudo da interagdo com a molécula de BSA as porfirinas foram
preparadas em tampao PBS solugdes com absor¢ao em 532 nm iguais a 0,2. A
albumina de soro bovino Sigma-Aldrich foi solubilizada em tampao PBS, a
aproximadamente 39 °C, resultando em uma solucao estoque de concentracao de
2 mmol.L! que permaneceu permanentemente sob refrigeracao em geladeira.
Para execugao dos experimentos uma aliquota desta solucao estoque era retirada
e mantida na temperatura ambiente para equilibrio térmico e reestruturacao para
a forma nativa da proteina. Vale a pena salientar que a solucao estoque de BSA
foi utilizada por um prazo de no maximo duas semanas, a qual ap0s esse periodo
ela se torna turva.

Em seguida, foram adicionadas aliquotas da solucao estoque de BSA de
modo que a concentragao de BSA na amostra fosse o dobro da de porfirina e apds
a adicao a mistura permaneceu sob incubag¢ao na temperatura ambiente por 30
min. Essas amostras foram caracterizadas pelas espectroscopias de absor¢ao UV-
Vis, de fluorescéncia estaciondria e estatica.

As medidas de tp e @ foram obtidas em solucao saturada de ar
atmosférico, ou seja, com a quantidade de oxigénio presente na solugao assim
quanto preparadas, e também na auséncia de oxigénio dissolvido, conforme
otimizacao de protocolo descrito na secao 5.3.3. As medidas de ®,, por sua vez,
ja foram realizadas conforme metodologia otimizada descrita na segao 7.4, na
qual as solugdes foram enriquecidas com Oz com borbulhamento por 30 min. Em
todas as andlises a degradacao das amostras foi monitorada medindo-se os
espectros de absor¢ao antes e apds as andlises, sendo descartadas as andlises nas

quais houveram degradagoes das porfirinas superiores 5%.
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8.3 Resultados e Discussoes:

Na Figura 50 sao apresentados os espectros de UV-Vis das porfirinas na
auséncia e na presenca de BSA, na regiao das chamadas bandas Q (460-700nm).
Asbandas de absorc¢ao de todas as porfirinas demonstram que estas estdao em sua
forma monomérica e que nao ocorreu agregacao molecular da albumina
(BORISSEVITCH etal., 1996b). Para as porfirinas cationicas (TMPyP e ZnTMPyP)
nao foram observadas mudancgas dos espectros de absorgao da forma nao-ligada
em relacao a forma ligada. Para a porfirina anionica (TPPS) foi observado um
leve deslocamento batocromico das bandas de absor¢ao das espécies ligadas a
BSA e um sutil aumento de absorvancia, nas bandas em 516 e 553 nm, da TPPS4
na presenca de BSA. Este padrdo espectral ja demonstra que as porfirinas
cationicas interagem com a BSA de modo diferente que as porfirinas anionicas.
E para a porfirinas TPPS: as mudangas espectrais estao provavelmente
associadas as transformacgOes na estrutura eletronica das porfirinas induzidas
pela atracao eletrostatica com a BSA (GONCALVES et al., 2019).

Os espectros de fluorescéncia (Figura 51) foram realizados apds uma
diluigao das solugoes estoque em uma razao de 1:4, afim de que A, —s32nm <
0,05 evitando assim a fendmeno de auto-absor¢ao devido a alta-concentracao —
Efeito de Filtro Interno (KUBISTA et al., 1994). Para o cdlculo do rendimento
quantico de fluorescéncia das porfirinas na presenca de BSA, pela Eg.5, adotou-

se como rendimento padrao (Po) o valor de suas respectivas porfirinas isoladas.
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Figura 50 - Espectros UV-Vis, em PBS, das porfirinas: (a) TPPS4 (43 umol. L) e
TPPS4 (43 pmol.L) + BSA (86 umol.L*); (b) TMPyP(25 umol.L"" ) e TMPyP (25
pumol.L") + BSA (50 umol.L7); (c) ZnTMPyP(59 umol.L'" ) e ZnTMPyP (59 umol.L?)

+ BSA (118 pmol.L1).
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Fonte: Autoria Prépria

A interacdo com a BSA leva a pequenas alteragdes nos espectros de
emissao das porfirinas. Na porfirina anidnica, assim como nos espectros de
absor¢ao, verificou-se um leve descolamento batocromico das bandas de
emissao; ademais, foi observado um pequeno estreitamento de suas bandas de
fluorescéncia. Nas porfirinas cationicas, conforme ja reportado por
(BORISSEVITCH et al., 1996b), o espectro de fluorescéncia permanece
praticamente inalterado, observando-se apenas na TMPyP um alargamento das
bandas de emissao. As varia¢Oes na largura espectral podem, supostamente, se
relacionar as mudancgas conformacionais e estruturais nas porfirinas, e até mesmo
na proteina, devido ao processo de interacao e diferenca de localizagao nos sitios

da proteina.
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Figura 51 - Espectros de fluorescéncia, em PBS, das porfirinas: (a) TPPS4 (11 umol.L-1
) e TPPS4 (11 pumol.L-1) + BSA ( umol.L-1); (b) TMPyP(7 umol.L-1 ) e TMPyP (7
umol.L-1) + BSA (14 umol.L-1); e (c) ZnTMPyP(15 umol.L" ) e ZnTMPyP (15
pumol.L'1) + BSA (30 pmol.L1).
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Fonte: Autoria Prépria

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia, por sua vez, sofreram pouca
variagao na presenga de albumina, indicando que a formagao da interagao pouco
interfere na populagao do estado Si. Na Tabela 7 estao enumerados todos os
parametros fotofisicos obtidos nesse trabalho (®y;, @5, @7 e Tr) para as porfirinas
cationicas e anionicas em sua forma livre na presenca de BSA, comparando-os
com alguns dados ja disponiveis na literatura.

Através da técnica de LFF (Espectroscopia de Absor¢ao Transiente)
foram estimados o rendimento (P7) e o tempo de vida do estado tripleto (77). Os
valores de 77 foram calculados através do ajuste monoexponencial (Eq.24) da

curva de decaimento do tempo de vida de tripleto e observou-se que tanto as
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porfirinas catidnicas, quanto a anidnica, apresentaram aumento significativo de
seus Tr na presenca de BSA (Tabela 7).

Os @7 foram determinados pelo método validado no Cap.5, através da
Eg. 36, ao qual varia-se a energia do pulso do feixe de bombeio, o laser, que causa
uma variagao na magnitude da absorcao transiente diferencial (AA). Todos os
parametros da Eq.36 foram determinados para os FSs na presenca e auséncia de
BSA, sendo os espectros de absor¢ao UV-Vis determinados antes e apds os
experimentos de LFF. Na Figura 52 sdo apresentadas as curvas obtidas para

TMPyP e a Tabela 7 apresenta todos os parametros fotofisicos dos FSs estudados.
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Figura 52 —a) Curva de AA da TMPyPna presenca e auséncia de BSA; b) curva de AA

em fungdo da energia do laser da TMPyP na presenca e auséncia de BSA; c)

dependéncia de AA da TMPyP na presenca e auséncia de BSA na mesma energia do

laser; d) espectro de absor¢ido da TMPyP antes e depois do experimento de LFF; e)

espectro de absorc¢io da TMPyP+BSA antes e depois do experimento de LFF. Amostras

solubilizadas em PBS.
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Tabela 7 - Pardmetros fotofisicos de rendimento qudntico de fluorescéncia (®y), rendimento de formagao tripleto na solucio saturada em ar (®r),

rendimento de formacdo tripleto na solugio com auséncia de oxigénio @ (N2), tempo de vida de tripleto na auséncia (tTr) e presenca de
oxigénioty (N:2) e rendimento de formagdo de oxigénio singlete das @, porfirinas livres e na presenca de BSA, em PBS, contendo a comparagio
com alguns dados disponiveis na literatura.

Amostra D P, ®r (N2) Tr 7 (N2) @, @literatura
TPPS: 01782 0,778 (56.7052) (zi’é 5‘15) 121 ps 0,628 0,62 ¢
TPPS: + BSA 0,11 (iOE)ng) (f6’7062) (1;333 1,9 ms (io(lng) 0,66 ¢
TMPyP 0,055" (io(,ng) (i,(?, %);) f!z%j 112 ps (10(3,7013) 0,74
TMPyP +BSA 0,05 (10(’)2,332) (26,7022) 3(?26,538 20 ps (iotl)ilgz) N
ZnTMPyP 0,029 § < 0,908 (1()6,9(5)3) é’é 5‘65) 133 s (10532) 0,88
ZnTMPyP + BSA 0,025 (io’(fg " (fd,gozz) (1;185’*; 108 ps (io(’fgz) -

SValor utilizado como rendimento padrao; *(GONCALVES et al., 2006) ;>(DE PAOLI et al., 2002); (GONCALVES et al., 2013);
4WILKINSON et al., 1993); ¢(DAVILA; HARRIMAN, 1990); f{(PRASEUTH et al., 1986);
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Os valores de ®,, enumerados na Tabela 7 correspondem ao valor médio
de trés medidas independentes, sendo o erro o desvio padrao entre as medidas.
Os resultados de ®,, obtidos na presenca de BSA, foram obtidos pela aluna
Ariane Gornates Arantes, fazendo parte de seu trabalho de conclusao de curso
em Fisica Médica, e aqui foram apresentados para possibilitar uma descri¢ao
completa dos processos fotofisicos envolvidos na interacdo das porfirinas em
estudo com a BSA. O espectro de emissao do 'O: para a porfirina TMPyP (Figura
53) apresenta a banda de emissao proxima a 1280 nm associada a transi¢ao 'Ag—

SZg_.

Figura 53 - Espectro de emissio fosforescente do'O: gerado pela TMPyP e pela TMPyP

ligada a BSA, em PBS.
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Fonte: Autoria Prépria

Com a adicdao da BSA na solugao observamos uma reducao na
intensidade da banda fosforescente, sendo este um indicativo de reducao da
formacao do oxigénio singlete pela porfirina ligada; vale a pena salientar que o
mesmo comportamento também foi observado para as demais porfirinas,
conforme apresentado na Tabela 7.

Os valores finais de ®;, por sua vez, enumerados na Tabela 7

correspondem a média de duas medidas independentes, em que o erro
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experimental é dado pelo desvio padrao entre as medidas. Os rendimentos de
tripleto das porfirinas na presenca de BSA foram calculados utilizando como
referéncia os rendimentos das porfirinas livres.

Ao analisarmos em conjunto os parametros fotofisicos (®p, Pr, 77)
constante na Tabela 7, observamos que tais parametros sao afetados tanto pela
presenca de zinco, no anel pirrolico, quanto a de BSA.

Quando comparamos entre si as porfirinas cationicas, a de base livre e o
seu respectivo complexo de zinco, em tampao PBS, os rendimentos &1 e ®,
aumentam em devido a um fendmeno conhecido como “Efeito do dtomo pesado”.
Quando o atomo de zinco se liga ao anel porfirinico, ocorre uma quebra de
simetria na molécula, que deixa de ser do grupo pontual D2 e passa pertencer
ao grupo Dun; nesta condi¢do, o acoplamento spin-drbita apresenta uma maior
magnitude, condigao esta que favorece o cruzamento intersistemas, aumentando
a populagio no estado tripleto e, consequentemente, aumentando os
rendimentos de oxigénio singlete (GOUTERMAN, 1978; HARRIMAN, 1981).

Considerando as solugdes saturadas em ar atmosférico a presencga de
BSA influenciou no estado tripleto (T1), com aumento do seu tempo de vida 77,
seguido da reducdo da geracao de 'Oz. Contudo, considerando as diferencas e
similaridades estruturais entre os FSs, a diversidade de sitios de ligagao da
albumina, é pouco provavel que os comportamentos observados sejam
governados pelos mesmos mecanismos de relaxacao.

Neste sentido, verificamos que na presenca de BSA o aumento do 77 €
muito mais pronunciado para a porfirina anionica (TPPS4) do que o observado
para as porfirinas cationicas (TMPyP e ZnTMPyP).

Quando comparamos as propriedades fotofisicas das porfirinas TPPSs e
TMPyP ligadas a BSA, observamos claramente o efeito da localizagao dos sitios
envolvidos na interacao.

Diferentes trabalhos, através de calculos de docking molecular,

experimentos de supressao de fluorescéncia e ressonancia paramagnética
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eletronica, demonstraram que o sitio preferencial de interacio da TMPyP ¢ o
subdominio IB da BSA (CHAVES et al., 2020; SANNIKOVA et al., 2020; YURINA
et al., 2021). Este sitio possui natureza interacao hidrofdbica, no qual o anel
macrociclico da porfirina interage com o residuo fluoréforo Tryp134, a uma
distancia de 9 A, e os nitrogénios piridinicos interagem a uma distancia média de
3,4 A, através de fracas ligagdes de hidrogénio com os residuos Glu100 e Lys159
(YURINA et al., 2021).

A TPPS:s se liga a HSA, por sua vez, em uma regiao do subdominio ITA
rica em residuos aromaticos (ANDRADE; COSTA, 2002), a aproximadamente 12
A do residuo fluoréforo Tryp214. Os grupos sulfénicos (SO3) se direcionam a
este residuo, originando um mecanismo de supressao estatica da fluorescéncia e
a interacao com a estrutura proteica leva a uma deformacao do anel porfirinico
(ROZINEK et al., 2016). Considerando que os sitios IIA da HSA e BSA sao
extremamente semelhantes (BUJACZ, 2012), tudo nos leva a crer que a TPPSs
também se liga na BSA no sitio IIA (LEBEDEVA et al., 2017), proximo ao
respectivo seu residuo fluoroforo homologo, o Tryp212; ademais, o ligeiro
deslocamento batocromico e a sutil variacao de intensidades nas bandas de
absorc¢ao no UV-VIS (Figura 17.a) sao um indicativo da distor¢ao de geometria do
anel pirrolico, em consequéncia de sua interacdo com a BSA (ROZINEK et al.,
2016).

Ao compararmos os ®r da TMPyP e TPPS,, apds adicao de BSA,
constatamos que este rendimento praticamente nao se altera, contudo o tr
aumenta da TPPSs aumenta na ordem de 1000 vezes e a TMPyP apenas 10 vezes,
aproximadamente, em relacao as respectivas porfirinas isoladas.

Quando observamos a influéncia da remogao do oxigénio dissolvido em
solucao, que suprime os estados tripletos formados, somente foi observado um
prolongamento do 77(N,), conforme ja esperado e descrito na se¢dao 5.3.3.
Contudo, a tendéncia de variacdo entre as diferentes porfirinas manteve-se a

mesma.
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Ao analisarmos os efeitos da interacdo da BSA na geracdao de 'O:
percebemos que as porfirinas catidonicas TMPyP e ZnTMPyP tiveram uma
reducdo mais significativa nos ®, de 31% e 53%, respectivamente; enquanto a
porfirina anionica TPPS4 apresentou uma reducao de apenas 12% no seu ®,.

Estes resultados estao em concordancia ao mecanismo de interagao
proposto por KOLLAR e colaboradores (2020), em que FSs com grupos anidnicos
tém uma tendéncia de se ligarem a BSA em regioes mais blindadas e os FSs
cationicos, preferencialmente, irdo se ligar a sitios mais expostos, na superficie
externa da proteina. Considerando essa preferéncia de interagao, os FSs anionicos
tendem a apresentar 7 mais longos e baixos ®,, uma vez que o alto impedimento
estérico impede o acesso das moléculas de oxigénio para a transferéncia de
energia com as moléculas do FS no estado tripleto. Enquanto isso, por sua vez,
os FSs catidnicos tém 7; mais curtos por preferencialmente ligarem-se a
superficie estando mais susceptiveis a processos de colisbes com outras
moléculas, a processos de relaxagao vibracional e também maior acessibilidade
as moléculas Oz para formagao de 'O..

Além disso, KORINEK e colaboradores (2006) através de medidas do
tempo de vida do 'Oz, na interagao entre a TPPSs e HSA, demostraram que o
aumento desse impedimento estérico dificulta a difusdo do 'O: formado em
solucao, favorecendo reagoes de fotoxidagdao nos residuos proximos do sitio de
interacao, diminuindo, assim, o ®,.

A adicao do atomo de zinco as porfirinas nao leva a alteragdes de seus
sitios de ligacao (CHAVES et al., 2020), isto ¢, TMPyP e ZnTMPyP provavelmente

se ligam preferencialmente no sitio IB.
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8.4 Conclusio

A completa elucidagaio do mecanismo de interagao entre FS e
biomoléculas exige um criterioso estudo suportado por diferentes técnicas
espectroscopicas e computacionais, como o docking molecular. Neste capitulo,
estudamos por técnicas espectroscopicas a interagao da BSA com a TMPyP,
TPPSs e ZnNTMPyP.

Verificamos pela técnica de UV-Vis que somente a TPPSa sofre alteragao
espectral; jA na espectroscopia de fluorescéncia foi observado um pequeno
deslocamento batocromico para emissao da TPPSs e um alargamento das bandas
de emissao da TMPyP e ZnTMPyP, com pouquissima varia¢ao no rendimento
de fluorescéncia.

Pela técnica de LFF percebemos que os complexos catidnicos
(TMPyP+BSA e ZnTMPyP+BSA) apresentaram menor influéncia da interagao
da proteina nos seus 7 do que o complexo anidnico (TPPS«++BSA); a democgao
do oxigénio dissolvido na solu¢ao aumentou numericamente os zr (N2), contudo,
nao alterou a ordem de magnitude observada. Além disso, os valores observados
de ®; e ®; (N2) demonstraram que a interagdo com a proteina ndo afeta a
formacao de estados tripletos pelos FS estudados.

Através do método direto de determinacao do ®, observamos que a
formacao do complexo FS-BSA diminui notavelmente, fazendo com que os
complexos cationicos (TMPyP+BSA e ZnTMPyP+BSA) possuam uma redugao
mais significativa nos seus ®, do que a observada para o complexo anionico
(TPPS++BSA).

Todo esse comportamento evidencia a formagao de diferentes tipos de
interacao dos FS com a BSA, onde a porfirina anidnica tende a se ligar em
localidades internas e estericamente blindadas da proteina (subdominio IIA) e
os compostos cationicos preferencialmente se ligam a superficie externa da

proteina, em locais estericamente desblindados (subdominio IB).
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Ademais, até onde vai 0 nosso conhecimento, ndo foram reportados na
literatura os rendimentos de tripleto e de formacao de oxigénio singlete para as

porfirinas TMPyP e ZnTMPyP na presenca de BSA.
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Capitulo IX

INFLUENCIA DA INTERACAO ENTRE
PORFIRINAS CATIONICAS E
FERROFLUIDOS ANIONICOS DE
NANOPARTICULAS DE FERRITA DE
MANGANES (FeMn20s) NOS SEUS
RENDIMENTOS DE FORMACAO DE
OXIGENIO SINGLETE @,

Neste capitulo serd apresentado um estudo
interagdo entre porfirinas cationicas com
ferrofluidos anionicos de ferrofluidos de
nanoparticulas de ferrita de manganés. A
interacdo suprime a fluorescéncia das porfirinas e
também a geracdo de oxigénio singlete, sendo esta
supressio consequéncia do acoplamento e
interagdo com as moléculas da superficie. Além
disso, foi demonstrada a possibilidade de
desligamento das porfirinas na superficie das
nanoparticulas por acdo fototérmica, restaurando
suas propriedades fotofisicas.

Os resultados deste capitulo foram integralmente publicados no artigo: SILVEIRA-ALVES, E.; BEZERRA,
F.C,; GUERRA, R. A,; ZUFELATO, N.; MARTINS, C. S.; DESORD], J. C.; CAIRES, A.R. L.; BAKUZIS, A. F,;
GONCALVES, P. J. Coupling of cationic porphyrins on manganese ferrite nanoparticles: A potential

multifunctional nanostructure for theranostics applications. Journal of Photochemistry and Photobiology
A: Chemistry, v. 438, 1 abr. 2023
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9 Influéncia da interacao entre porfirinas catidnicas e
ferrofluidos anionicas de nanoparticulas de ferrita de
manganés (FeMn204) nos seus rendimentos de formacao
de oxigenio singlete (®,)

9.1Introducao:

Um dos grandes desafios na aplicacgao clinica da terapia fotodinamica se
d4d no direcionamento e na biodisponibilidade do FS no alvo terapéutico,
principalmente quando se tratam de alvos presentes em érgaos mais internos,
que também necessitam de aparatos de irradiagdo mais sofisticados para
disponibilizacao da luz (DABROWSKIL ARNAUT, 2015).

Dentre os exemplos citados as nanoparticulas magnéticas (NPs) a base
de o0xidos metdlicos, principalmente as ferritas, se destacam como sistemas de
drug-delivery pela facilidade de modificagao de sua superficie para maximizagao
da interacdo com o fadrmaco de interesse (AHMAD et al., 2022), e por suas
propriedades magnéticas que permitem o direcionamento a locais especificos e
também por poderem ser empregadas em Terapia de Hipertermia Magnética
(THM). A THM se baseia na aplicagao de um campo magnético externo alternado
a fim de promover um aumento da temperatura local e resultar na morte celular
(RODRIGUES et al., 2020). Deste modo, o desenvolvimento de sistemas de drug-
delivery baseados na interagao entre NPs e moléculas FSs pode ser uma estratégia
bastante util para obten¢ao de nanoplataformas multifuncionais terandsticas.
Neste caso, tais sistemas poderiam ser empregadas tanto para imageamento,
quanto para outras terapias biomédicas. Além disso, tais nanoplataformas
podem combinar a capacidade de drug-delivery e terapéuticas das nanoparticulas,
e na presenca do FS tem potencial aplicacao teranodsticas devido a sua
fluorescéncia e acao fotodinamica (SRIVATSAN et al., 2015).

Para obtencao de dispersdes coloidais estaveis (ferrofluidos) de

nanoparticulas, se faz necessario o recobrimento ou funcionaliza¢ao da superficie
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com moléculas que, em geral, apresentam propriedades surfactante (TEJA; KOH,
2009). Devido a sua alta biocompatibilidade os anions citrato (38), AC
(FAGUNDES et al., 2020), dimercaptosuccinato (39), DMSA (SILVA et al., 2016) e
tripolifosfato (40), TPF (MAJEED et al., 2015), vem sendo amplamente utilizados
como moléculas de recobrimento em ferrofluidos de interesse biologico. Essas
moléculas previnem a aglomeracao das nanoparticulas e permitem a formagao
de dispersdes coloidais altamente estdveis e biocompativeis, em condigOes
bioldgicas (AUFFAN et al., 2006; HAJDU et al., 2008, 2009; RUIZ et al., 2016). As
dispersoes resultantes terao sua interagao avaliada com as 5,10,15,20-Tetrakis(1-
metill-4-piridinio)-21H,23H-porfirina (11), TMPyP, e a 5,10,15,20-Tetrakis(1-
metill-4-piridinio)-21H,23H-porfirina de zinco II (14), ZnTMPyP, representadas

na Figura 54.

Figura 54 - Estruturas moleculares das porfirinas TMPyP (a), ZnTMPyP (b) e dos
surfactantes anionicos citrato (c), dimercaptosuccinato (d) e tripolifosfato (e).

(38)

Fonte: Autoria Prépria
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As nanoparticulas de ferrita mais frequentemente utilizadas sao a
magnetita (FesOs) e a maghemita (y-Fe20s) em virtude de sua pronunciada
biocompatibilidade, contudo, outras ferritas também sao empregadas em
aplicagcoes biomédicas. Ademais, a ferrita de manganés (MnFe:0s) vem
ganhando interesse da comunidade cientifica devido as suas propriedades
magnéticas superiores das outras ferritas e as suas excelentes propriedades
magnéticas cuja aplicagdes abrangem o uso de agentes de contraste em
ressonancia magnética, marcadores magnéticos para biosusceptometria de
corrente alternada, hipertermia magnética de baixo campo, bem como

nanocarreadores para administracdo de medicamentos (CAPISTRANO et al.,
2020a; ISLAM et al., 2020; MIN et al., 2012; SOUSA-JUNIOR et al., 2020; ZUFELATO
etal., 2022).

A combinagao de técnicas espectroscdpicas como a absor¢ao UV/Vis e
emissao de fluorescéncia sao abordagens cruciais e adequadas para avaliar a
interacdo de moléculas organicas com nanoestruturas. Usando essas técnicas,
BORISSEVITCH e colaboradores foram capazes de avaliar processos de
transferéncia de energia, de cargas e prdtons entre porfirinas e nanoestruturas
(BORISSEVITCH et al., 2019; PARRA et al., 2018, PAVANELLI et al., 2021).
Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, avaliamos a interagao de porfirinas
anionicas (TPPS4) com ferrofluidos cationicos biocompativeis de maghemita. Foi
possivel verificar que a interagao era governada pelas interagOes eletrostaticas e
ainda estimar o nimero de FSs que se ligaram em cada nanoparticula (MAGNO
et al., 2017). Também foi discutido a possibilidade de seu uso como agentes
terandsticos.

Na sequéncia, GUERRA (2015) avaliou a interacao da porfirina cationica
TMPyP e seu complexo ZnTMPyP com ferrofluidos anionicos de ferrita de
manganés. A presenca de interacdo foi claramente observada pelas técnicas
espectroscopicas de absorcao e emissdao fluorescente, mas nao foi possivel

elucidar com detalhes o mecanismo desta interagao. No presente capitulo, estes
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dados foram novamente avaliados, os resultados refinados e o mecanismo de
interacao foi devidamente elucidado. Ademais, foram realizados novos
experimentos das propriedades fotofisicas e wuma prova-conceitual que
demonstrou a possibilidade de liberagao da porfirina por agao térmica,
comprovando que o sistema em estudo € um agente potencial as aplicagdes

teranosticas, em magneto-hipertemia e terapia fotodinamica.

9.2 Materiais e Métodos:

As solugdes das porfirinas foram preparadas solubilizando-as em
tampao fosfato (PBS), com pH = 7,2 e forga i6nica de 7,5 mmol. L1. A
concentragdes foram ajustadas a partir dos valores de coeficiente de
absortividade molar ¢(A) determinados neste trabalho (vide Anexos): TMPyP,
eM)s18nm= 1,93x10* L.mol'lcm?; ZnTMPyP, €(A)s¢3nm = 1,74x10* L.mol'cm™
(TELES etal., 2018).

As nanoparticulas foram caracterizadas estruturalmente pelas técnicas
de Difracao de Raios X (DRX), pelo método do po, em um difratdmetro Shimadzu
XRD-6000 com 20° > 20 > 80°, sendo o pico mais intenso centrado em 20 = 35,3°
foi utilizado para a estimativo do didametro de cristalitos (Dprx) pelo método de
Debye-Scherrer (PATTERSON, 1939) e o parametro de rede a calculado pelo
software Unitcell®(HOLLAND; REDFERN, 1997).

Foram coletadas imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao

(MET) e usadas para investigar as caracteristicas morfoldgicas, distribuicao de

tamanho, o indice de polidispersao (PDi) de NPs. Essas imagens de microscopia

foram obtidas em um microscopio Jeol JEM 2100 TEM para determinagao do

tamanho (Dwmer) foi avaliada por tratamento de micrografias no software
Image]®, versaol,49 t.

A andlise termogravimétrica (TG) foi empregada para quantificar a

quantidade de moléculas de surfactantes adsorvidas na superficie das
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nanoparticulas e calcular o coeficiente de recobrimento (£) de acordo com VIALI
et al. (2010), que estao correlacionados com estabilidade coloidal de MNPs. Os
termogramas foram coletados no analisador térmico Shimadzu DTG-60H, em
um cadinho de platina usando ar sintético como atmosfera controlada em uma
faixa de temperatura de 25 a 900 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C.min". Os
eventos de perda de massa foram atribuidos a decomposigao do surfactante e a
massa residual foi considerada como puramente nanoparticulas de ferrita de
manganes.

Os parametros de estabilidade coloidal de MNPs foram estudados pela
técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) para determinar o diametro
hidrodinamico (Dbis)e o potencial de carga superficial — potencial zeta — (C). O
Dbois é determinado medindo-se a quantidade de luz espalhada pela amostra com
o auxilio da equacgao de Stokes- Einsten (ANDRADE et al., 2013; MALVERN, 2007).
As medidas foram realizadas usando um equipamento Malvern Zeta, modelo ZS
ZEN 3600. O sistema titulador MPT-2, disponivel no mesmo equipamento da
Malvern, foi utilizado para o estudo de dependéncia do potencial { com o pH
utilizando uma solugao de NaOH a 0,5 mol.L"! para elevacao do pH para proximo
de 10, entdao, em seguida, foi adicionada uma solugao de HCl 0,5 mol.L! para
reducao do pH =10 ao pH =2, em intervalos de 0,5.

O efeito da interagao com as nanoparticulas nas propriedades fotofisicas
das porfirinas foram avaliadas utilizando as técnicas de absor¢ao molecular no
UV-Vis e espectroscopia de fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo. Os
espectros de absor¢ao foram coletados num espectrofotometro Hitachi U-2900,
com caminho optico (I) 0,2 cm, utilizando como branco solug¢des contendo
nanoparticulas.

Os espectros de fluorescéncia estdtica foram medidos em
espectrofluorimetro Horiba Jobin-Yvon Fluorolog FL3-221, avaliando a janela
espectral compreendida entre 550-850 nm, monitorando a excitagao em 532 nm.

A fim de se desconsiderar a atenuagao da intensidade de fluorescéncia por
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fendmenos de auto-absorcao e espalhamento, foi aplicada nos espectros as
correcdoes de filtro interno primdria e secunddria (KUBISTA et al., 1994,
LAKOWICZ, Joseph R, 2006) obtendo-se a fluorescéncia corrigida (Feorr) através da

relacao:

(Aexc""Aem)
Feorr = E10 2 (Eq 37)
onde, Fu € a intensidade de fluorescéncia medida experimentalmente; os fatores

Aexc Aem \ A s .
1002 e 10 2z correspondem as absorvancias nos comprimentos de onda de

excitagao (Aec) e emissao (Aem). Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (®n)
foram calculados atraves da Equagio 5, utilizando a TMPyP (@7, = 0,05) como

padrao.

Os tempos de vida (t) de fluorescéncia foram estimados pela técnica de
contagem de um unico féton correlacionado no tempo (time-correlated single-
photon counting method - TCSPC). Como fonte de excitacao utilizou-se um sistema
laser titanio-safira Tsunami 3950, bombeado por um laser Millena XS, ambos da
marca Spectra Physics, com pulsos de largura a meia altura de 5 ps. O
comprimento de onda de emissao foi ajustado por um monocromador e
posteriormente detectado numa fotomultiplicadora Hamamatsu modelo R3809U
(RODRIGUES et al., 2015); para a TMPyP foi analisada a emissao em 665 nm e

para ZnTMPyP 630 nm, sendo ambas excitadas em 430 nm.

Os rendimentos de formacdo de oxigénio singlete(®,) foram
determinados pelo método direto (secao 4.5.2), monitorando-se a banda de
emissao fosforescente, associada a transicao 1Ag - 3Zg‘ em 1280 nm. Para isso, foi
utilizado um espectrometro IHR320, da Horiba™, e como fonte de excitagao laser

continuo iZI-LaserLine (532 nm, 50mW, largura pico AAi2 =9 nm).
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9.3 Resultados e discussoes:

O estado da arte da obtengao de ferrofluidos biocompativeis concentra-
se no controle do tamanho médio das nanoparticulas e na estabilidade das
dispersoes. A determinacdao do didmetro médio das nanoparticulas é obtida
através das técnicas de DRX e TEM, a estabilidade coloidal, por sua vez, é
dependente do coeficiente de recobrimento, estimado por TG, do raio
hidrodinamico e da distribuigao de cargas na superficie determinado por DLS.

Na Figura 55.a sao apresentados os difratogramas de Raios X que
apresentam padrao de difragao tipico da estrutura cubica (JCPDS 89-2807), do
tipo espinélio invertido caracteristica da ferrita de manganés. As NPs
apresentaram elevada cristalinidade, com parametro de rede préximo a MnFe20x
bulk (8,4500 A) e com didmetro médio, obtido pela Equagao Scherrer, na faixa
média de 14 nm. Além disso, as nanoparticulas apresentaram morfologia
irregular quasi-esférica e diametro efetivo proximo a 14 nm; a morfologia
irregular estd associada as condig¢des experimentais da metodologia empregada
(co-precipitagao) que propicia um meio turbulento para nucleagao e crescimento

das nanoparticulas (SUGIMOTO, 2001).

Figura 55 - a) Difratogramas de Raios X das NPs e Microscopias de Transmissdo de
Alta Resolucio das NPs recorbertas com: (b) CA (b), DMSA (c) e (d) TPP.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.
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O coeficiente de recobrimento (), também chamado de grafting, é uma
grandeza que expressa o numero de moléculas de surfactante por unidade de
area de superficie das NPs (Tabela 8); esta grandeza, se relaciona diretamente com
a estabilidade das dispersoes coloidais resultantes. Para os surfactantes em
estudo, os valores £ apresentaram-se de acordo com o esperado para surfactantes
anionicos e perfil de decomposicao da camada de cobertura em multiestagios
revelam que o recobrimento é do tipo multicamada (SHEN et al., 1999). Foi
observado que o DMSA ¢é mais eficiente a se ligar a superficie da ferrita de
manganés que o CA e TPF ( {ppysa > Eac > Erpr) € vale a pena salientar que
baixos valores de & repercutem na redugao da estabilidade coloidal dos

ferrofluidos.

Tabela 8 - Pardmetros de caracterizagio estrutural das nanoparticulas e de estabilidade
coloidal dos ferrofluidos.

a Dprx Dwmer . ¢ Dpbris Cpu7
NPs (PDi)
(A) (nm) (nm) (molec.nm™) (nm) (mV)
8.442 139 15.6 0.24 29.4
AC 0.7 -31
2 (x0.1) (x0.4) (x0.02) (97%)
58.8
8.443 14.0 15.1 0.20 0
TPF 0.2 (96%) -20
7 (#0.1)  (x0.3) (0.02) 4801
(4%)
DMS 8462 14.1 14.6 0.19 37.8
24 -41
A 1 (#0.1) (x0.2) (0.01) (100%)

Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.

Além disso, a estabilidade coloidal dos fluidos ¢ dada pelo equilibrio de

cargas na superficie que é quantificado pelo potencial zeta (C). Este equilibrio é
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afetado por uma série de condigdes experimentais, sendo a de maior influéncia o
pH; para fins de aplica¢does biomédicas o potencial zeta em pH fisioldgico (pH =
7) é o de interesse e, portanto, o utilizado para as discussoes neste trabalho. Como
esperado, baixos valores de £ implicam em maiores valores de (, resultando em

baixa estabilidade coloidal dos ferrofluidos em pH fisiologico (Tabela §8).

O diametro dos agregados e a distribuicao de tamanho das NPs (Figura
56) nas dispersoes coloidais foram determinados pela técnica de espalhamento
dinamico de luz (DLS), que sofreram influéncia da capacidade de recobrimento
de cada surfactante. DMSA que apresentou maior & e menor (pH-7 apresentou
distribui¢ao de tamanho monomodal e diametro hidrodindmico (Dbots) proximo
a 38,7 nm. As dispersdes com baixos indices de & e altos (pr-7 apresentaram uma
distribui¢ao de tamanho bimodal, onde a maioria dos agregados possui menor
diametro (60 nm) e uma menor quantidade apresenta elevados didametros (>2000
nm). Quando comparamos os Dtem e Dors podemos afirmar que as dispersoes
com AC e DMSA sao constituidas de agregados de duas nanoparticulas, e a

dispersao com TPF, em média, consiste na agregagao de quatro nanoparticulas.
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Figura 56 - Histogramas de distribuicdo dos raios hidrodindmicos dos ferrofluidos.
Inset: variagio do potencial C com pH.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.

A variagdo do potencial zeta com o pH ¢é apresentado na Figura 56
apresentou comportamento sigmoidal, no qual em intervalos de pH basico o C <
0, e em regides de pH acido C > 0. Em pH fisioldgico, as nanoparticulas
apresentaram C(pu— iguais a -30, -40 e -20 para as camadas de cobertura AC,
DMSA e TPF, respectivamente. Estes valores podem ser explicados de acordo
com a capacidade de ionizagao de cada surfactante. Podemos considerar que
neste pH que o AC apresenta todos os seus trés hidrogénios dacidos
desprotonados (pKi = 3.12; pKz = 4.76; pKs = 6.39) (SKOOG et al., 2014) e o DMSA
dois (pKi = 2.9; pKz2 =4.5) (FAROOQ et al., 2020). O ferrofluido TPF, por sua vez,
de seus cinco hidrogénios acidos apenas quatro estao ionizados (pKi =1.0; pKz =
2.2, pKs = 2.3; pKs = 5.7, pKs = 8.5) (FAROOQ et al., 2020). Deste modo, a
desprotonagdao do surfactante torna a superficie das nanoparticulas
negativamente carregadas e ricas em densidade eletronica no pH fisioldgico,
favorecendo o mecanismo de repulsao conferindo, assim, a estabilizacdo da

dispersao coloidal.



158

Na superficie da ferrita de manganés, ocorre um equilibrio dcido-base
com os sitios =Me-OH (Me = Fe*, Mn**) e os grupos hidroxila do meio que podem
estar protonadas ou desprotonadas, de acordo com o pH da suspensao. Baseado
neste equilibrio de cargas, o ponto isoelétrico, ou ponto de carga zero (PZC), da
ferrita de manganés é igual a 7,6; deste modo, em intervalos de pH < PZC a
dispersao coloidal das nanoparticulas é totalmente instavel. Deste modo, quando
avaliamos o efeito da funcionalizacao com os surfactantes escolhidos, todas as
dispersoes apresentaram uma reducao do PZC em relacao ao da ferrita de

manganés pura.

O potencial C das nanoparticulas vem exclusivamente de espécies
desprotonadas do surfactante e que nao estdo adsorvidas a superficie das
nanoparticulas. A variagao desses valores ao comparar as diferentes amostras
entre si € indicativa que o tipo de recobrimento (monocamada ou multicamada)
e do tipo de interacdo (monodentada e bidentada) entre a superficie das
nanoparticulas e as moléculas de surfactante. De acordo com MAJEED et al.
(2015) dispersoes coloidais de nanoparticulas com C < -30 mV sao menos habeis

para interagir com a hemoglobina e consequentemente mais biocompativeis.

A interagao entre as porfirinas e as NPs foram avaliados em funcao da
concentracdo. Na Figura 57.a-b é apresentado o efeito da adi¢do das NPs
funcionalizadas com AC nas absor¢des das solu¢des das porfirinas. Verificou-se
um ligeiro aumento nas absorvancias das bandas Q (460-700 nm), este
comportamento estd associado apenas a fenomenos de espalhamento de luz
causados pelas nanoparticulas. Entretanto, nos espectros de emissao € constatada
a supressao de fluorescéncia com o aumento da concentra¢ao de nanoparticulas
(Figura 57.c-d), sem alteracao dos t (Tabela 9). O mesmo comportamento foi
observado para as nanoparticulas recobertas com TPF e DMSA, resultados estes

nao apresentados.
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Figura 57 — Efeito da adigio de NPs funcionalizadas com citrato nos espectros de

absorgdo da TMPyP (a) e ZnTMPyP (b), cujos insets destacam mudancas nas bandas Q

e nos espectros de emissio da TMPyP (c) e ZnTMPyP (d), cujos insets apresentam a

variagio do rendimento quantico de fluorescéncia.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.

O método de Stern-Volmer é uma ferramenta que mensura a magnitude

de interacao entre um fluoroforo e seu agente supressor de fluorescéncia. Neste

caso, a dependéncia da intensidade de emissao fluorescente, com a concentragao

do agente supressor, ¢ de comportamento linear e descrito pela Equagio 38

(LAKOWICZ, Joseph R, 2006):

Fo

=1+ Ksw[Q] (Eq.38)
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Onde, F, e F sao as intensidades de fluorescéncia, corrigidas pela Eq.36, na
auséncia do agente supressor; [Q] é a concentragao do agente supressor; Ky € a

constante de Stern-Volner.

O processo de supressao de fluorescéncia pode ocorrer através de dois
mecanismos: supressao estatica e supressao dinamica (LAKOWICZ, Joseph R,
2006). No sistema em estudo, o mecanismo de supressao que ocorre € o estatico
ou associativo, em virtude dos tempos de vida do fluoréforo nao variarem com
a adicao de fluorédforo (Tabela 9). Nesta condicdo, o supressor ndo interfere nas
propriedades eletronicas do estado excitado e a reducao da intensidade de
emissao € devida a formagao de um complexo entre o supressor e fluoroforo
opticamente inativo. Neste caso, a constante Ksv passa a ser denominada or
constante de ligacdo fluorescente (Kv) e fornece a magnitude da interagao entre o
fluordforo e o agente supressor. Na Figura 58 sao apresentadas as curvas de

variacao da supressao de fluorescéncia dos sistemas em estudo.

Figura 58 — Grificos da variacagio da supressio de fluorescéncia da TMPyP (a) e da
ZnTMPyP (b) na presenca das NPs (AC, DMSA, TPF)
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.
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Tabela 9 - Pardmetros de interagio entre as porfirinas e as NPs: constante de ligagio
fluorescente (Kv) e tempo de vida de fluorescéncia ().

Porfirina Surfactante NPs K» T
10°M™ 10°s
- - 4.5 (£0.1)
CA 485 4.4 (0.1)
TMESE TPP 43.8 4.3 (£0.1)
DMSA 23.5 4.5 (0.1)
- - 1.3 (£0.1)
+
ZnTMPyP CA 53.1 1.3 (+0.1)
TPP 40.2 1.3 (£0.1)
DMSA 35.4 1.3 (£0.1)

Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.

Os valores de Kb, listados na Tabela 9 indicam que ambas as porfirinas
cationicas se ligam a superficie das NPs. Contudo, observa-se que o K» nao se
correlaciona diretamente com o potencial zeta (Cpr7), apresentado na Tabela 9. Por
exemplo, quando consideramos as NPs recobertas com DMSA, que a
apresentaram potencial zeta mais negativo (Cpriz =-40 mV), possuiram a interagao
mais fraca entre todos os surfactantes para as duas porfirinas cationicas. Este
comportamento sugere que as interagoes eletrostaticas nao desempenham papel

central para descrever as interagoes envolvidas.

Os maiores valores de K» foram observados para as NPs funcionalizadas
com TPF e AC (Ku™ < Ki€), que por sua vez apresentaram os menores indices
de recobrimento (£ =0,2 e 0,7, respectivamente). Neste caso, o baixo recobrimento
da superficie implica a existéncia de sitios metdlicos (Fe*/Mn?") nao
funcionalizados, os quais sdo capazes de interagir com os nitrogénios pirrolicos

do anel macrociclo porfirinico. Esta interacdo é extremamente favorecida
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energicamente devido a estabilizagdo advinda da coordenagao (efeito quelato)
(HUHEEY et al., 1993) e ja foi descrito na formacao dos complexos FeTMPyP e
MnTMPyP (OVCHENKOVA et al., 2018; WILLIAMS; KNAPPENBERGER, 2017).
Adicionalmente, os atomos de oxigénio dos grupos fosfato e carboxilato podem
interagir com os grupos N-H do anel porfirinicos via interagdes de ligacao de
hidrogénio. Além disso, estes mesmos atomos de oxigénio negativamente
carregados interagem com os nitrogénios piridinicos, que estao positivamente

carregados.

Por outro lado, para a ZnTMPyP os grupos pirrdlicos nao estao
disponiveis para interagir com os sitios Fe*'/Mn?* livres na superficie das NPs. No
entanto, as constantes de ligacao apresentam a mesma ordem de magnitude do
sistema TMPyP/NPs. Este comportamento sugere que possa ocorrer a
coordenacao dos atomos de zinco pelos grupos fosfato ou carboxilato, que
podem realizar interagOes fortes e estaveis com este metal (BARAKAT et al., 2019;
FRANCESCONI et al., 2015). Além disso, vale a pena salientar que para a molécula
DMSA apresenta os grupos tidis que também podem interagir com o atomo de

zinco.

A Figura 59 esquematiza algumas das possiveis interacdes entre as
camadas de recobrimento, e as porfirinas TMPyP e ZnTMPy, enfatizando:
interagOes iOnicas entre os grupos piridinicos e as cargas negativas dos
surfactantes; coordenacdo dos sitios Fe**/Mn?*" livres da superficie pelos atomos
de nitrogénio dos grupos pirrolicos; coordenagao dos atomos de zinco da
metaloporfirina por grupos (fosfato e carboxilato) desprotonados dos
surfactantes. Nesta representacao, as linhas pontilhadas vermelhas representam
as interagOes iOnicas e as curvilineas azuis representam as interagoes
coordenantes. As interagoes do tipo ligacao de hidrogénio foram omitidas para

simplificagao e melhor compreensao do esquema.



163

Figura 59 - Representagdo esquemdtica da interagdes: TMPyP com NPs com CA (a),
DMSA (b) e TPF (c); ZnTMPyP com NPs com CA (d), DMSA (e) e TPF (f).

Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.
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Os resultados até aqui demonstram que enquanto as porfirinas
permanecem ligadas as NPs, suas emissoes fluorescentes sao suprimidas devido
ao mecanismo de supressao estatica, o que provavelmente afetaria a producao de
espécies reativas de oxigénio. Para que as propriedades fotofisicas se tornem
disponiveis seria necessaria a viabilizacdo de uma estratégia de entrega e
liberagao especifica no alvo biologico em questao. Neste sentido, diferentes
estratégias podem ser empregadas para monitorar o alvo, como por exemplo a
biosusceptometria de corrente alternada (QUINI et al., 2017), e uma vez neste alvo
a porfirina é desligada da superficie através do aquecimento por incidéncia de
radiagdao na regiao do infravermelho préximo (fototermia - PTT) (CAPISTRANO
et al., 2020b) ou através de magnetohipertemia através da aplicagao de campo
magnético alternado (MHT) (ISLAM etal., 2020). Ademais, o calor além de liberar
as porfirinas da superficie das NPs, também ird aumentar a disponibilidade
intracelular do FS, como ja observado para quimioterdpicos, aumentando o

potencial da acdo fotodinamica.

Para avaliar a liberacdo da porfirina, um procedimento de terapia
fototérmica foi executado para o complexo TMPyP/AC-NPs, visto que este
sistema apresentou maior valor de Kv. Uma vez que ja foi descrito que
nanoparticulas a base de 6xido de ferro podem gerar calor através de excitagao
na regiao do infravermelho (CAPISTRANO et al., 2020b) , um experimento do tipo
prova-conceitual foi desenvolvido para investigar a liberagao da porfirina por
inducao de calor. Para isso, foi preparada uma amostra do complexo
TMPyP/AC-NPs, que apresentou maior kv, ao qual foi adicionado NPs até a
completa supressao da fluorescéncia da TMPyP. Esta dispersao foi excitada na
regiao de 808 nm com uma fonte laser de poténcia de 750 mW. A temperatura da
amostra foi monitorada com uma camera de infravermelho FLIR modelo SC620
com taxa de captura de imagens de 60 imagens por segundo. A regido de

interesse (RI) foi definida como o ponto de incidéncia do laser e a temperatura
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deste ponto foi determinada. Na Figura 60.a apresentam as termofotografias em
diferentes intervalos de tempo de aquecimento, enquanto a Figura 60.b mostra o
perfil de aquecimento na RI. Logo em seguida ao aquecimento a amostra foi
submetida a separacao magnética e o sobrenadante, isento de nanoparticulas, foi

analisado a fim de verificar-se a liberacao da TMPyP da superficie das NPs.

Figura 60 - a) Termofotografias do complexo TMPyP/AC-NPs em diferentes tempos de
irradiagdo (808nmy); b) curva de variagio de temperatura da amostra no decorrer do
experimento de fototermia; c) espectros de fluerescéncia e d) espectros de fosforescéncia do
oxigénio singlete gerado antes e apds o experimento de fototermia.
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Fonte: Autoria Propria e adaptado de SILVEIRA-ALVES et al. (2023) com a permissao
de Elsevier. © 2022.

A Figura 60.c apresenta a fluorescéncia da TMPyP com excitagao em 532
nm para todas as amostras investigadas. O controle, TMPyP em PBS, é mostrado

em vermelho, enquanto o complexo TMPyP/AC-NPs é representado em azul.
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Como comentado anteriormente a ligagao da porfirina a superficie leva a total
supressao da fluorescéncia TMPyP. Contudo, apds o aquecimento por fototermia
(PTT) e a separagao magnética foi possivel observar a fluorescéncia das
moléculas de TMPyP liberadas em solugao, representada pela linha tracejado em
preto na Figura 60.c. Vale a pena salientar que a intensidade de fluorescéncia é
similar a observada previamente antes da formagao do complexo, indicando que

o processo fototermia induz a liberagao de quase todas as moléculas de FS.

Do mesmo modo, foi analisada o efeito da interacdo com as
nanoparticulas na producao de oxigénio singlete da TMPyP (Figura 60.d). Foi
possivel observar que na condicao em que a TMPyP interage com a superficie
das nanoparticulas, a producdo de oxigénio singlete é praticamente nula.
Contudo, apds ao tratamento fototérmico e a respectiva indugao da liberagao da

porfirina, a capacidade de producao de oxigénio singlete foi recuperada.

Com base nisso, é possivel afirmar que o sistema em estudo apresenta
um potencial multifuncional para aplicagdes terandsticas combinando
propriedades fotofisicas de porfirinas (usadas para aplicagoes fotodinamicas), a
capacidade das nanoparticulas magnéticas serem utilizadas como plataforma
para liberagao de drogas, além de atuarem como agentes de contraste por
diferentes técnicas e para terapias fototérmicas (PTT) ou de hipertermia
magnética (MHT) (HEALY et al., 2022; VINICIUS-ARAUJO et al., 2021). Além
disso, vale ressaltar a possibilidade de utilizacado em terapia combinada
envolvendo terapias fotodinamicas, fototérmicas e/ou de hipertermia magnética,
uma vez que pode ser observado um efeito sinérgico ao utilizar este sistema em

aplicagoes clinicas.



167

9.4 Conclusoes

Neste trabalho é descrito o acoplamento de porfirinas cationicas (TMPyP
e ZnTMPyP) a superficie de nanoparticulas de ferrita de manganes recobertas
com anions citrato, tripolifosfato e dimercaptosuccinato. O acoplamento das
nanoparticulas ocorre através da formagao de intera¢des entre os anions de
surfactantes, ancorados a superficie, assim como interacdo com sitios
metalicos disponiveis e ndo funcionalizados na superficie das nanoparticulas.
Os sitios Fe**/Mn?" nao funcionalizados podem interagir com os nitrogénios
pirrdlicos e os anions oxigénio dos surfactantes podem interagir com os
hidrogénios dos grupos amino do anel porfirinico, por liga¢cdes de hidrogénio.
No caso da metaloporfirina ZnTMPyP adicionalmente podem ocorrer a
coordenagao do atomo de zinco pelos grupos fosfato, carboxilato e tiol dos
surfactantes.

Além disso, foi observado que a formacdao desta interacdao leva a
supressao da fluorescéncia e anula a capacidade dos FSs gerarem oxigénio
singlete. Contudo, foi provado que através do aquecimento fototérmico do
sistema FS/NP ¢é possivel ao desacoplar o FS da superficie da nanoparticula,
restituindo-lhe as propriedades fluorescentes e a capacidade de geracao de
oxigeénio singlete.

Deste modo, o sistema obtido através do acoplamento de porfirinas
cationicas as nanoparticulas revestidas de surfactantes anionicos combina as
propriedades fotofisicas das porfirinas, com as propriedades magnéticas das
nanoparticulas, resultando em uma potencial nanoestrutura multifuncional

luminescente com aplicagdes teranosticas.
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10 Consideracoes Finais e perspectivas futuras

A presente tese marca a implantagao de técnicas espectroscdpicas de laser
flash-fotolise e medidas da fosforescéncia do oxigénio singlete no Grupo de
Biofotonica do Instituto de Fisica da UFG. Tais técnicas, aliadas as
espectroscopias de absor¢cao UV/Vis e emissao fluorescente previamente
instaladas no nosso grupo, permitem a completa caracterizagao fotofisica de
moléculas organicas e inorganicas, visando diversas aplica¢des tanto na drea de
ciéncia de materiais, quanto para o nosso principal foco: a fotomedicina.

Com base nos resultados aqui apresentados, podemos afirmar que as
técnicas foram implantadas com éxito e estdo em plena operagao. As
metodologias aqui desenvolvidas permitiram a obtencao dos parametros
fotofisicos de diversas porfirinas de acordo com dados ja reportados na literatura.
Cabe destacar que tais técnicas apresentam um grande potencial de exploragao
cientifica tanto na Universidade Federal de Goias, como fornecendo
oportunidade de colaboracao com outros grupos de pesquisa do pais e do
mundo.

Como perspectivas futuras, acreditamos que a geometria das medidas de
oxigeénio singlete possa ser aprimorada no sentindo de incremento de ganho de
sinal, que serd imprescindivel para o estudo de sistemas com baixos rendimentos
de 'Oz (P, < 20%). Na geometria a qual o espectrometro vem de fabrica (Figura
61.a) apos a excitacao das amostras pelo feixe laser, a fosforescéncia, é emitida em
todas as dire¢des e muitos desses fétons acabam nao chegando a entrada do
monocromador. Assim, serd elaborado um sistema contendo um conjunto de
lentes para colimar o sinal de entrada no monocromador, conforme ilustrado na
Figura 61.b. Um espelho refletor serd posicionado do lado oposto para a captura
do sinal da emissdo. Além disso, poderao serem avaliados: o uso de fontes

continuas ou pulsadas, altera¢gdes na taxa de repeticao do laser, variagdes na
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poténcia do feixe laser de excitacdo, alteragdes na concentragao das amostras,

dentre outros.

Figura 61 - Diagrama esquemdtico ilustrando a optimizagdo da coleta do sinal do O::
(a) configuracdo de fabrica e (b) arranjo para otimizar coleta do sinal.
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11 ANEXOS

Figura 62 - Determinacio do ¢ das bandas Q da TMPyP em dgua ultrapura.
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Figura 63 - Determinacdo do ¢ das bandas Q da TMPyP em PBS
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Figura 64 - Determinagio do ¢ das bandas Q da TPPS+ em dgua ultrapura.
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Figura 65 - Determinagio do ¢ das bandas Q da TPPS+ em PBS
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Figura 66 - Determinagio do ¢ da banda de Soret da TPP em DMSO.
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Figura 67 - Determinacdo do ¢ das bandas Q da TPP em DMSO.
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Figura 68 - Efeito do tempo de oxigenacdo na geragio de 'Oz da TMPyP em dgua.
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13 Projetos desenvolvidos e relacao de publica¢bes no
periodo do doutorado (2018-2023)

13.1 Propriedades Opticas lineares e nao-lineares de bromo-chalconas
e acetamido-chalconas.

Inicialmente, o projeto previsto a ser desenvolvido neste doutorado consistia na
sintese de chalconas variando-se os grupos substituintes com foco no estudo das
propriedades dpticas ndo-lineares e de suas atividades antiangiogénicas. O projeto, co-
orientado pelo Prof. Guilherme Roberto de Oliveira, foi executado no periodo de 02/2018
a 03/2020 onde foram sintetizadas 10 estruturas de bromo-chalconas e 10 estruturas de
acetamido-chalconas (Tabela 12) sendo realizada toda a caracterizacao quimica estrutural
(IV, HRMS, RMN 'H e 3C) e a fotofisica basica (UV-Vis e determinagao de & — Figura 69
e 70).

As técnicas de Optica nao-linear a serem empregadas, Varredura Z e
Espalhamento Hyper-Rayleigh tiveram sua implantacdo iniciada com a vinda do Prof.
Dr. Sérgio C. Zilio como professor visitante ao IF-UFG; entretanto, ao inicio do processo
das medidas com as amostras sintetizadas foi decretada a emergéncia sanitdria da
pandemia de Covid19 que inviabilizou totalmente o prosseguimento deste projeto.

Mesmo assim, as amostras foram encaminhadas ao Grupo de Fotonica da USP
de Sao Carlos e a caracterizagao de Optica nao-linear do grupo das acetamido-chalconas
resultou em uma publicagdo (PELOSI et al., 2023), sendo ainda prospectadas novas
publicagdes futuras decorrentes de novos estudos.

Em adi¢do, amostras também foram enviadas para Laboratory of Cancer
Resistence (LCDR) da UFPR. Neste laboratorio estao sendo testados aspectos bioldgicos
quanto a capacidade destes compostos de atuar como inibidores de proteinas ABC,
principais responsaveis pela resisténcia oncoldgica a quimioterapia. Os experimentos
preliminares demonstraram interessante atividade de uma das aceto-amidochalconas,

trazendo grande possibilidade do surgimento de publicagao decorrente deste estudo.
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Tabela 10 - Lista das bromochalconas e acetamido-chalconas sintetizadas.

Amax &
Estrutura Cad. f
(nm)  (mollL.cm?)

C¢H3BrO
Molecular Weight: 301,18

F

(o}

A2 328 18304 0,361

o) Cy6H;3BrO,
Molecular Weight: 317,18

F

A4 350 30252 0,462

o C,7H,4BrNO
Molecular Weight: 330,23

A6 275 16223 0,245
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C,5H,,BrFO
Molecular Weight: 305,15

F

o]

A7 317 23866 0,467

Br F

o) CysHoBr,O

Molecular Weight: 366,05

7 A9 320 31839 0,593

Br Br

O  Chemical Formula: C;;H;5NO,
Molecular Weight: 265,31

0 F

/U\ B1 330 27716 0,538

N
H

O Chemical Formula: C;oH;9NO,
Molecular Weight: 293,37
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O Chemical Formula: C|gH;oNOj3
Molecular Weight: 309,37

/I‘L O B5 348 34960 0,607
N OCH,CHs
O  Chemical Formula: C;¢H,(N,O, 313 16331 0.306
Molecular Weight: 308,38 !
0 F
/L %
s - 422 35169 0,467
0 Chemical Formula: C;;H;4,FNO,
Molecular Weight: 283,30
/
/B’\ O B7 330 30233 0,535
h F
O Chemical Formula: C;;H;4,CINO,
Molecular Weight: 299,75
/
/IL O BS 332 35612 0,610
N cl
o Chemical Formula: C;;H;4BrNO,
Molecular Weight: 344,21
/L O 7 BY 333 34136 0,582
H Br
O Chemical Formula: C;;H,4N,0,4
Molecular Weight: 310,31
/l‘l’\ O B10 339 28055 0,659

NO,

Fonte: Autoria propria; Forca de oscilador (f) foi calculada através da relagao:

_ 439.107°
- n

f e()dv

Onde, n é o indice de refracao do solvente e o segundo termo corresponde a drea
da curva de variacdo do ¢ em fungao da frequéncia, expressa em cm™.
(LAKOWICZ, Joseph R., 2006) O valor de indice de refragdo utilizado para o
DMSO foi de 1,4793. (MACDONALD et al., 2006)
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Figura 69 - Espectros de absorcio linear das bromochalconas.
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Figura 70 -Espectros de absorcdo linear das aceto-amido chalconas.
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13.2 Acao fotodinamica de alquil porfirinas catidnicas para o controle
do carrapato Rhipicephalus microplus (Acari:Ixodidaae)

O carrapato bovino é um ectoparasita e vetor importante na transmissao
de agentes infecciosos em bovinos, sendo responsavel por causar problemas
econdmicos e grandes prejuizos no setor pecudrio. Atualmente, seu controle é
feito com o uso de acaricidas quimicos que estao tornando-se cada vez mais
ineficientes e gerando populagdes resistentes aos produtos disponiveis no
mercado. No momento presente, existe a necessidade de se desenvolver métodos
novos e alternativas eficazes contra o parasito. Este trabalho tem como objetivo
avaliar novas moléculas fotossensibilizadoras para serem utilizadas no controle
do vetor, empregando a inativagdo fotodinamica (IFD) como ferramenta
integrada de controle.

Neste projeto, coordenado pelo Prof. Guilherme Lino (Projeto Cod.
P105642-2021 SIGAA) foi avaliada a interagao dos FSs com a quitina advinda do
camarao, que é a biomolécula mais abundante na cuticula dos carrapatos. As
solugdes dos FSs foram adicionadas aproximadamente 100 mg do polimero. A
suspensao foi incubada a temperatura ambiente sob agitacao constante por uma
hora para incorporagao das porfirinas. Apos este periodo as suspensoes foram
tiltradas, isolando a quitina impregnada com os FSs e submetidas as medidas de
UV-Vis dos sobrenadantes resultantes a fim de estimar a quantidade de FSs
adsorvidas no polimero. O surgimento das bandas de absor¢ao nas regioes
associadas ao estiramento da ligacdo C=N do anel porfirinico no espectro do
infravermelho indicam a intensidade de FSs adsorvidos a quitina.

Além disso, o estudo de fluorescéncia estatica e temporal demonstraram
que a interagao com a quitina leva a deslocamentos e alargamentos espectrais das
bandas de emissao e alteragdes nos tempos de vida de estado excitado

Os resultados foram publicados na forma de um artigo intitulado

“Daylight Photodynamic Inactivation of cattle tick Rhipicephalus microplus by
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porphyrins: an alternative for the ectoparasite control” no Journal of Photochemistry

& Photobiology, B: Biology.

13.3 Avaliacao de diferentes técnicas de clareamento dentario ativado
por led violeta: estudo in vitro

Atualmente, o uso do LED (Light Emitting Diodes) violeta (A = 405— 410
nm) é considerado como promissor no clareamento dental associado ou nao aos
géis clareadores. Esse comprimento de onda coincide com o pico de absorcao das
moléculas de pigmento, interagindo seletivamente com os mesmos e causando
uma quebra em particulas ainda menores. Ou seja, a luz é um agente fotolitico,
que quebra as moléculas de pigmento maiores em menores sem a necessidade do
gel. Este projeto avaliou diferentes técnicas de clareamento dentdrio ativado por
LED violeta e tratou-se de uma cooperacao entre a Faculdade de Odontologia
(FO) e 0 Grupo de Biofotonica, sob a coordenagao da Profa. Dra. Francine Moreira
(Projeto P105476-2021 SIGAA). Foram realizadas as medidas de absorcao de
varios agentes clareadores disponiveis no mercado brasileiro, com a finalidade
de definir parametros de irradiagao e ativacao por luz mais especificos, e regioes
de maximo de absorc¢ao. Os testes in vitro estao em andamento onde serao
testadas diferentes técnicas de clareamento dentario, por meio da alteracao e
estabilidade de cor nos periodos de 24 horas, 15 dias e 6 meses. O clareamento
serd realizado em dentes bovinos, previamente pigmentados. A amostra incluira
90 espécimes de dentes bovinos, que serao divididos em 6 grupos experimentais
(n = 15), denominados da seguinte forma: SC — sem clareamento; LV — LED
violeta sozinha; N35 — perdxido de hidrogénio a 35%; N6 — peroxido de
hidrogénio a 6%; LV-N35 — peroxido de hidrogénio a 35% ativado com LED

violeta; LV-N6 — peroxido de hidrogénio a 6% ativado por LED violeta.
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13.4 Rede de Laboratdrios Integrados em Fotonica - LIFéton
O Sistema Nacional de Laboratorios de Fotonica (Sisféton-MCTI),

instituido por meio da Portaria GABMI N* 4.530, de 5 de Marco de 2021, é
constituido por um conjunto de laboratdrios ou redes de laboratérios de carater
multiusudrios, de acesso aberto a usudrios publicos e privados, e direcionados a
pesquisa, ao desenvolvimento e a prestacdo de servigos tecnoldgicos, ao
empreendedorismo e a inovagao em Fotdnica.

O Sisfoton-MCTI tem por objetivos:

e promover o avango cientifico, tecnologico, inovador e empreendedor da
area de Fotonica no Pais, alinhado com os desafios nacionais para a
Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (CT&I);

e fortalecer e ampliar a pesquisa orientada por missao em Fotodnica,
expandindo as competéncias técnico-cientificas necessarias para explorar
as oportunidades e auxiliar no desenvolvimento dos setores e tecnologias
elencadas no art. 3° da Portaria;

e estimular parcerias entre as Institui¢coes Cientificas, Tecnologicas e de
Inovagao (ICT) e o setor privado, visando o desenvolvimento tecnologico,
a inovacgao, o empreendedorismo, o adensamento das cadeias produtivas
e o aumento da competitividade nacional na drea de Fotonica;

e contribuir para a universaliza¢ao do acesso a infraestrutura avancada na
area de FotOnica, em especial para as comunidades cientifica, tecnologica
e empreendedora e para o setor privado do Pais;

e racionalizar e ampliar a criagito de novas infraestruturas
cientificotecnoldgicas na drea de Fotonica, visando sua harmonizacao com
as infraestruturas preexistentes, as necessidades do setor produtivo e com
os ambientes promotores da inovagao;

e estimular a internacionalizagao dos programas e das iniciativas nacionais
na area de FotOnica, a fim de acelerar o desenvolvimento nacional e

posicionar o Brasil entre os paises mais desenvolvidos em Fotonica; e
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e promover a formacao, capacitagao, atracao e fixagao de recursos humanos
especializados na 4rea de Fotdnica, bem como a difusao e

popularizagaodos principais temas da Fotonica para a sociedade.

Os laboratdrios deverao disponibilizar, no minimo, 30% (trinta por cento)
do tempo de uso, em horas, da sua estrutura laboratorial, de seus
equipamentos ou de sua expertise a usudrios externos, tanto publicos quanto

privados.

Neste contexto a UFG integra o SISFoton através da rede de labotodrios
LIF6ton, constituida pelo Grupo de Fisica de Materiais, Grupo de Biofotonica,

Grupo de Fotdnica e Grupo de Optica Quantica do IF-UFG.
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