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RESUMO

As porfirinas sdo macrociclos tetrapirrolicos estaveis, com forte absor¢do na regido visivel e
alta eficiéncia na geracdo de oxigénio singlete, sendo bem estabelecidas como agentes
fotossensibilizadores na Terapia Fotodindmica (TFD). Seus derivados monocationicos
frequentemente apresentam interagdes com alvos bioldgicos, embora suas interagdes com
albuminas ainda ndo sejam totalmente compreendidas. Neste trabalho foi realizada a completa
caracterizacdo fotofisica de um conjunto de porfirinas monocationica (H:-MPyP) e seus
complexos de Pd (II), Pt (IT) e Ru (II). Para isso, foram empregadas técnicas espectroscopicas,
como UV-vis, Laser Flash-Fotolise e emissdo de fluorescéncia e fosforescéncia de onde foram
obtidos parametros com coeficiente de absor¢do molar, rendimentos quanticos de formagao de
estados tripletos, fluorescéncia e oxigénio singlete. Além disso, foi investigado suas interagdes
com albumina sérica bovina (BSA), como constante de ligacdo e sua foto-oxidacdo, sob
irradiacdo com lampada hal6gena. Comparadas a analogos tetracationicos, as porfirinas
monocationicas foram mais eficientes em povoar o estado triplete e gerar oxigénio singlete.
Entre elas, H-MPyP, PAMPyP e PtMPyP exibiram altos rendimentos quanticos de triplete (Ot
~ 0,85), sendo que H:-MPyP apresentou o maior rendimento de oxigénio singlete (@ = 0,70).
Todos os compostos promoveram foto-oxidacdo da BSA, com a eficiéncia geral seguindo a
ordem PtMPyP > PdAMPyP > H.MPyP > RuMPyP; notavelmente, PtIMPyP apresentou a maior
constante de taxa de fotodegradagdo (kpd = 0,286 min"). O docking molecular localizou todas
as porfirinas no sitio III (subdominio IB), estabilizadas por interagdes hidrofobicas e m—cation.
Nenhum descritor isolado (®a, lipofilicidade ou afinidade) explicou sozinho a reatividade,
apoiando o conceito de uma “janela de exposigao—afinidade”: a foto-oxidagao proteica efetiva
requer ligagdo suficiente para colocalizagcdo com a BSA, mas também exposicdo adequada ao
O: préximo a residuos oxidaveis. Esses achados mostram que a coordenacdo metalica ajusta
finamente tanto a desativacdo do estado excitado quanto a oxidagdo da proteina, oferecendo
diretrizes praticas para projetar fotossensibilizadores de PDT de proxima geracdo com

eficiéncia e seletividade aprimoradas.

Palavras-chave: Porfirinas Mesosubstituidas. Espectroscopia Transiente. Oxidagdo de

Proteinas.



ABSTRACT

Porphyrins are stable tetrapyrrole macrocycles with strong absorption in the visible region and
high singlet oxygen generation efficiency, well established as photosensitizing agents in
Photodynamic Therapy (PDT). Their monocationic derivatives often exhibit interactions with
biological targets, although their interactions with albumins are not yet fully understood. In this
work, a complete photophysical characterization of a set of monocationic porphyrins (H-MPyP)
and their Pd(II), Pt(II), and Ru(Il) complexes was performed. For this purpose, spectroscopic
techniques such as UV-vis, Laser Flash Photolysis, and fluorescence and phosphorescence
emission were employed, from which parameters such as molar absorption coefficient,
quantum yields of triplet state formation, fluorescence, and singlet oxygen were obtained.
Furthermore, their interactions with bovine serum albumin (BSA) were investigated, including
binding constant and its photo-oxidation under irradiation with a halogen lamp. Compared to
tetracationic analogs, the monocationic porphyrins were more efficient in populating the triplet
state and generating singlet oxygen. Among them, H-MPyP, PAMPyP, and PtMPyP exhibited
high triplet quantum yields (@1 = 0.85), with H-[MPyP showing the highest singlet oxygen yield
(®a = 0.70). All compounds promoted BSA photo-oxidation, with the overall efficiency
following the order PtMPyP > PdAMPyP > H.MPyP > RuMPyP; notably, PtIMPyP exhibited the
highest photodegradation rate constant (kpa = 0.286 min™'). Molecular docking localized all
porphyrins in site III (subdomain IB), stabilized by hydrophobic and n—cation interactions. No
single descriptor (®a, lipophilicity, or affinity) alone explained the reactivity, supporting the
concept of an "exposure—affinity window": effective protein photo-oxidation requires sufficient
binding for colocalization with BSA, but also adequate exposure to O: near oxidizable residues.
These findings demonstrate that metal coordination finely tunes both excited state deactivation
and protein oxidation, offering practical guidelines for designing next-generation PDT

photosensitizers with enhanced efficiency and selectivity.

Keywords: Mesosubstituted Porphyrins; Transient Spectroscopy; Protein Oxidation.
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Capitulo 1

Introducao

Este  capitulo  aborda a  Terapia
Fotodindmica, suas definicoes, aplicagoes e
0S avangos recentes na drea, com_foco no uso
de fotossensibilizadores e no tratamento de

doencas como o cancer.
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1 INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD), ou Photodynamic Therapy (PDT), tem se consolidado
como uma modalidade terapéutica promissora ¢ pouco invasiva no tratamento de diversos tipos
de cancer e microrganismos. Ela envolve o uso combinado de trés elementos: uma molécula
organica fotossensibilizadora (FS), a luz visivel e o oxigénio molecular (que normalmente esta
presente nos tecidos e meio reacional). Quando o fotossensibilizador (FS) ¢ ativado pela luz, ele
pode formar espécies reativas que desempenham um papel crucial na indu¢do de danos
oxidativos seletivos as células ou tecidos-alvo, de forma localizada e precisa. Essas espécies
quimicas sdo amplamente estudadas por sua relevancia na terapia fotodinamica (Bakun et al.,
2024; Plaetzer et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas altamente reativas tais como
radicais livres como o anion superoxido (O:z7), o perdéxido de hidrogénio (H20:) e o radical
hidroxila (*OH) (Sies; Jones, 2020). Os EROs desempenham papéis cruciais em processos
bioldgicos, como na sinalizagdo celular e na defesa contra patégenos. No entanto, em niveis
excessivos, podem causar danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, contribuindo para o
desenvolvimento de diversas doencas, incluindo cancer e doencas cardiovasculares (Dhalla;
Temsah; Netticadan, 2000). O equilibrio entre a produgdo e a remog¢ao de EROs ¢ fundamental
para a manutencdo da saude, sendo que antioxidantes, tanto endogenos quanto exdgenos,
desempenham um papel vital na neutralizacdo dessas espécies (Fujii; Homma; Osaki, 2022).

A TFD tem se destacado como uma abordagem inovadora e eficaz em varias aplicagdes
clinicas. Originalmente reconhecida pelo seu wuso na oncologia, utiliza agentes
fotossensibilizadores ativados por luz para destruir células cancerosas de maneira seletiva,
minimizando os danos aos tecidos circundantes (Aebisher et al., 2024). Além do tratamento de
tumores, a TFD tem sido amplamente aplicada na dermatologia, oferecendo solucdes para
condi¢des como acne, rosacea e lesdes precoces de cancer de pele, com resultados positivos e
efeitos colaterais limitados (Kalka et al., 2000). Na oftalmologia, a terapia ¢ utilizada para tratar
doengas como a degeneragdo macular relacionada a idade, contribuindo para a preservacao da
visdo em pacientes, especialmente quando combinada com outras terapias (Su et al., 2018).

Quanto a escolha dos corantes FS para utilizacdo em TFD, deve ser baseada em suas
caracteristicas fisico-quimicas, como alta absor¢ao de luz e geracdo de EROS, baixa toxicidade
no escuro, elevada estabilidade, facil obtencdo e preferencialmente baixo custo (Silva et al.,
2018). As propriedades ideais incluem seletividade e acimulo preferencial em células tumorais,

baixa toxicidade na auséncia de luz, absorcao eficiente da luz na faixa de 600 a 800 nm, carater
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anfifilico, elevada eficiéncia quantica na producao de oxigénio singleto e rapida eliminacao do
organismo do paciente (Przygoda et al., 2023). Dentre os FS que detém essas caracteristicas,
pode-se destacar: moléculas baseadas em nucleos tetrapirrélicos como as porfirinas, clorinas e
bacterioclorinas; derivados de xantenos (Rosa bengala); fenotiazinicos tais como azul de
toluidina e azul de metileno, acridinas; dentre outras.

As porfirinas sdo moléculas organicas fotossensibilizadoras que apresentam
caracteristicas distintas, como geometrias rigidas e planas, elevada estabilidade em condicdes de
temperatura ¢ pH variados, facilidade de oxidac¢do e reducdo, simetria intrinseca, além de
propriedades eletronicas e redox que podem ser facilmente ajustadas (Vinodh et al., 2012).
Fazem parte de um grupo de compostos tetrapirrolicos que apresentam importantes propriedades
quimicas e fisicas. As propriedades fotofisicas sdo fortemente dependentes da presenga de ions
metalicos em seu anel central (Bastos et al., 2012). Possuem heterociclos aromaticos constituidos
por quatro unidades pirrolicas unidas através de pontes meso-metinicas (Figura 1A) e apresentam
bandas de absor¢ao caracteristicas na regido do visivel. Estes compostos possuem, em geral, uma
banda de maior intensidade na regido de 400 nm, denominada banda Soret (Figura 1 B), e outras
de menor intensidade localizadas em maiores comprimentos de onda (500-650 nm - bandas Q)

(Oliveira et al., 2015).

Figura 1- Estrutura geral de uma porfirina (1 A) e exemplo de um espectro de absor¢do de
uma porfirina da regiao do visivel (1 B).
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Fonte: Oliveira et al., 2015.

A eficiéncia a TFD esté associada as suas propriedades fisico-quimicas e fotofisica tais
como sua lipofilicidade e propriedades de estados excitados como produgao de estados tripletos
e producdo de EROS (Tasso et al., 2017).

Os estados tripletos, gerados a partir do estado excitado dos fotossensibilizadores, atuam

como intermediarios que podem interagir com substratos bioldgicos, promovendo reagdes que
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geram radicais livres (Bagnato et al., 2023). Também podem transferir energia ao oxigénio
molecular, originando o oxigénio singlete, principal mediador do dano fotoquimico causado
aos microrganismos por muitos fotossensibilizadores, que pode provocar uma série de reagdes
bioquimicas que levam a morte de células (Ronsein et al., 2006)

A procura pela sintese de novos compostos fotossensibilizadores tem se tornado uma
area em constante evolugdo, com o intuito de desenvolver moléculas mais eficazes e especificas
para a TFD. Pesquisadores tém concentrado esfor¢cos na modificagao das estruturas moleculares
dos FS existentes, visando aprimorar suas propriedades fotofisicas, como a absor¢do em
comprimentos de onda terapéuticos e a eficiéncia na geragdo de radicais livres. Estudos indicam
que compostos com estruturas quimicas otimizadas podem aumentar significativamente a
seletividade em células-alvo, resultando em tratamentos mais eficazes € com menos efeitos
colaterais. Essa abordagem ndo apenas expande o potencial da TFD em aplicagdes clinicas,
como no tratamento de cancer e doencas dermatologicas, mas também abre novas perspectivas
para pesquisas em areas como terapia antimicrobiana e regeneragdo tecidual (Abrahamse e
Hamblin, 2016; Zhou et al., 2020; Lin et al., 2021). A lipofilicidade ¢ um parametro crucial,
pois influencia diretamente o desempenho dos fotossensibilizadores. Ela afeta a capacidade de
permeagdo pelas membranas celulares, a distribuicdo nos tecidos e a interagdo com
componentes lipidicos. Portanto, ajustar a lipofilicidade dentro de uma faixa ideal ¢ essencial
para alcancar um equilibrio entre solubilidade, seletividade, estabilidade e eficécia terapéutica.
(Ethirajan et al., 2011).

As porfirinas podem ser modificadas para se tornarem catidnicas pela adi¢do de
substituintes positivamente carregados nas posicoes periféricas do macrociclo tetrapirrolico,
afetando sua capacidade de interacdo com células microbianas. A hidrofobicidade dessas
moléculas pode ser ajustada pelo nimero de grupos cationicos ou pela introdugdo de cadeias
hidrocarbonadas de diferentes comprimentos nos nitrogénios amino. Porfirinas catidnicas
apresentam potencial para inativar tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas,
sendo que diferentes distribuicdes de carga influenciam diretamente sua eficacia, assim como
a natureza dos grupos meso-substituintes na periferia do macrociclo (Alves et al., 2009). Nesse
contexto, porfirinas que apresentam uma Unica carga positiva (monocationicas) destacam-se
por favorecer a interagdo com membranas celulares carregadas negativamente, especialmente
em células tumorais (Yin et al., 2024). Essas moléculas sdo promissoras em terapias
combinadas, como as imunoterapias, pois sua baixa densidade de carga, aliada a consideravel
lipofilicidade, facilita a penetragdo nas membranas celulares e potencializa a eficacia no

tratamento de células cancerosas (Sharma; Sengupta, 2023).
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A albumina sérica bovina (BSA) ¢ a proteina mais abundante do plasma sanguineo e
uma das principais responsaveis pelo transporte e armazenamento de diversas moléculas
endogenas e exdgenas, como acidos graxos de cadeia longa, bilirrubina e ions metalicos. Além
disso, desempenha papel fundamental na manutencao da pressao coloidal osmotica do sangue
e na regulacdo do equilibrio osmoético plasmatico (Behera et al., 2023).

Trata-se de uma proteina altamente soluvel, estavel e de facil isolamento em grandes
quantidades, o que a torna amplamente utilizada em estudos bioquimicos e farmacologicos. Sua
estrutura secundaria € rica em residuos de cistina, predominantemente organizados em hélices
alfa, caracteristica que contribui para sua robustez estrutural e resisténcia a desnaturagdo
(Bezerra et al., 2024; Chaves et al., 2019).

A BSA ¢ também uma das proteinas mais estudadas devido a sua alta homologia
estrutural com a albumina sérica humana (HSA), o que a torna um modelo experimental
adequado para investigar interagdes entre proteinas e diferentes ligantes, incluindo farmacos e
fotossensibilizadores (Chaves et al., 2019; Belatik et al., 2012).

O estudo da interacao entre albumina e fotossensibilizadores, bem como dos processos
de foto-oxidagao resultantes, ¢ fundamental para compreender a biodisponibilidade,
distribuicdo e eficacia terapéutica desses compostos em sistemas bioldgicos. O estudo desta
interagcdo pode modular a atividade dos fotossensibilizadores por meio de interagdes especificas
que afetam sua localizagdo, estabilidade e capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio
(Samperi et al., 2023; Yu et al., 2022; Simone; Mais; Ascenzi, 2021; Bezerra et al., 2024). Além
disso, a avalia¢do da foto-oxidagdo da albumina fornece um modelo experimental sensivel para
investigar a eficiéncia fotodindmica dos compostos e oferece insights sobre possiveis efeitos
oxidativos colaterais em proteinas circulantes (Cavalcante et al., 2009; Alonso et al., 2016).
Portanto, investigar essas interagdes ¢ essencial para o desenvolvimento racional de
fotossensibilizadores mais seguros e eficazes para a terapia fotodindmica.

O objetivo geral deste trabalho ¢ realizar a caracterizagdo fotofisica de porfirinas
monocationicas de Pd(II), Pt(IT) e Ru(Il) e investigar sua capacidade de interagir e fotooxidar a
BSA, utilizada como proteina modelo. Dessa forma, os resultados aqui apresentados buscam
ampliar a compreensao das relagdes entre estrutura e propriedade em metaloporfirinas
monocationicas, com vistas a orientar o desenvolvimento de fotossensibilizadores altamente

eficientes para PDT e aplicagdes correlatas.
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Capitulo 11

Objetivos

Neste capitulo serdo apresentados os

objetivos gerais e especificos.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo realizar a caracterizagdo fotofisica de porfirinas
monocationicas de Pd(II), Pt(Il) e Ru(Il) e avaliar sua interagdo com albumina sérica bovina.

Destacamos os seguintes objetivos especificos:

I.  Determinacdo dos coeficientes de absor¢do das bandas de absorc¢do das porfirinas via
espectro de UV-Vis;
II.  Determinar os rendimentos quanticos de fluorescéncia;
III.  Analisar os rendimentos quanticos de formagao de estados tripletos, e os rendimentos
quanticos de formagao de oxigénio singlete;
IV.  Avaliar a solubilidade através de ensaio de coeficiente de parti¢ao;
V. Analisar a interagdo destes compostos com biomoléculas (BSA) via técnicas
espectroscopicas, bem como através de calculos de docking molecular;
VI.  Avaliar as propriedades fotodindmicas na degradacao da albumina sérica bovina (BSA)

utilizando lampada halogena.
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Capitulo 111

Fundamentacao Teorica

Este capitulo abordara fundamentos teoricos
da fotofisica e seus fenomenos associados.
Além disso, serdo explorados os principios e
os  aspectos  gerais  das técnicas
espectroscopicas utilizadas no

desenvolvimento deste trabalho.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Diagrama de Jablonski

Em 1933, o fisico polonés Alexander Jablonski introduziu o Diagrama de Jablonski, uma
representacdo grafica que detalha os niveis de energia de uma molécula e os processos que
ocorrem durante a absor¢ao ¢ emissao de luz.

O diagrama de Jablonski, representado na Figura 2, € constituido por estado eletronico
singleto ndo excitado (So), estados eletronicos singleto excitado (Si e S2) e estado eletronico
tripleto excitado (Ti), sendo que cada estado eletronico apresenta niveis vibracionais,
classificados por numeros quanticos: 0, 1, 2, .... As linhas horizontais mais espessas
correspondem a niveis eletronicos, e as linhas menos espessas aos niveis vibracionais; as
transi¢cOes verticais entre os niveis eletronicos estdo associadas as energias dos orbitais
moleculares. Apos absorver um foton, a molécula do FS pode transitar do estado fundamental
(So) para o estado excitado singlete (S1 ou Sz). Esse processo de absor¢do de luz ocorre muito
rapidamente, sendo da ordem de 10°'° segundos. No estado excitado, o FS pode retornar ao
estado fundamental emitindo um foton por meio de processos radiativos (fluorescéncia),
representados pelas setas retas, ou ndo-radiativos (relaxacdo vibracional, conversdo interna
(CI)) ou pode ainda inverter seu spin através do processo de cruzamento intersistemas (CIS)
que sdo representados por setas onduladas e passar do estado S para o estado excitado tripleto
(T1). A relaxacdo vibracional ¢ a transi¢do entre niveis vibracionais de maior para menor
energia dentro do mesmo estado eletronico excitado, enquanto a conversdo interna envolve a
passagem entre estados eletronicos excitados de mesma multiplicidade de spin. Esses processos
ocorrem em tempos da ordem de 107'? segundos — significativamente mais rapidos que a
fluorescéncia, que ocorre tipicamente em torno de 10~® segundos. Como consequéncia, os
processos nao radiativos geralmente precedem a emissao, promovendo a fluorescéncia a partir
do nivel vibracional mais baixo do estado eletronico excitado S: (Lakowicz, 2006; Cugnasca e

Santos, 2021).
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Figura 2- Diagrama de Jablonski mostrando: absor¢do, CI (conversdo interna),
Sfluorescéncia, CIS (cruzamento intersistemas) e fosforescéncia.
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Fonte: Adaptado de Cugnasca e Santos, 2021.

A diferenga entre os estados singleto e tripleto estd relacionada a multiplicidade total
de spin (M), que depende do momento angular total de spin dos elétrons (S). Essa

multiplicidade ¢ determinada pela equacao:
M = 2S+ 1 (Eq.1)

Se os elétrons estiverem em um mesmo nivel de energia eles podem apresentar tantas
orientacdes de spin paralelas quanto antiparalelas. Segundo a Regra de Hund, a configuracao
antiparalela corresponde a de menor energia. No estado singlete, os spins dos elétrons estido
emparelhados em sentidos opostos, o que leva ao cancelamento de seus momentos de spin e
resulta em uma multiplicidade eletronica igual a 1, conforme representado na equagdo 1. Em
contraste, no estado tripleto, os spins se alinham paralelamente, somando seus momentos e
originando uma multiplicidade igual a 3. Do ponto de vista energético, o estado tripleto
apresenta uma energia ligeiramente inferior a do estado singlete. Esse comportamento esta de

acordo com a Regra de Hund e ¢ atribuido a correlacdo de spins. Quando os elétrons possuem
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spins paralelos, como no estado T:, hd uma tendéncia de maior separacao entre eles, o que reduz
a repulsdo eletrostatica. Essa diminuicdo da repulsdo permite uma contragdo da nuvem
eletronica, aumentando a atrag¢ao entre os elétrons e o nucleo. Como consequéncia, ocorre uma
estabilizacao do sistema, com a diminuigao da energia total associada ao estado tripleto (Atkins;
Paula, 2008).

Dada a alta reatividade e a curta meia-vida tanto das espécies reativas de oxigénio
quanto do oxigénio singleto, os efeitos citotoxicos da terapia fotodinamica restringem-se a
estruturas celulares préximas ao local onde essas espécies sao geradas - geralmente em um raio
de até 20 nanometros. Nesse sentido, a correta localizacao do fotossensibilizador no tecido ¢
determinante para a eficacia do tratamento, garantindo uma agao seletiva sobre as células-alvo
(Calixto et al., 2016).

Além de visualizar as interagdes de absor¢do e emissdo de luz, o diagrama também
enfatiza fendmenos como a conversao interna € o cruzamento intersistemas, que sdo cruciais
para entender a dinamica molecular em processos fotofisicos e fotodinamicos. Essa compreensao
¢ particularmente relevante no contexto da terapia fotodinamica, onde a eficiéncia na geragao de
espécies reativas de oxigénio depende da dindmica dos estados excitados e das transi¢des
associadas (Valeur, 2001; Atvars; Martelli, 2002).

No estado tripleto, a molécula pode retornar a Sp por um novo processo de cruzamento
intersistemas seguindo pela relaxacdo vibracional ou pela emissdo de fosforescéncia
(radiativo). Diferente da fluorescéncia, a fosforescéncia ocorre em tempos muito mais longos,
variando de 107 a 10° segundos, e apresenta, em geral, comprimentos de onda maiores. Por ser
uma transi¢ao eletronica proibida, ela pode ocorrer devido ao acoplamento spin-orbita, que ¢é
favorecida em compostos que contém atomos pesados, como bromo ou iodo. Além disso,
condi¢des como baixas temperaturas e solventes com maior viscosidade também favorecem a
ocorréncia da fosforescéncia (Cugnasca e Santos, 2021; Lakowicz, 2006).

As reagdes de fotooxidacdo podem ocorrer através de dois mecanismos que competem
entre si, 0 mecanismo do Tipo I e o mecanismo do Tipo II (Silva et al., 2018). As reagdes
fotoquimicas do Tipo I, envolve transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio de uma
molécula para outra, j4 o mecanismo do Tipo II, envolve transferéncia de energia para o
oxigénio molecular. Deve-se notar que ambos 0os mecanismos podem ocorrer simultaneamente,
mas as proporgoes relativas podem depender da estrutura do PS e do microambiente. No
mecanismo Tipo I, o FS absorve a luz e transfere energia ou elétrons para moléculas proximas,
resultando na geracdo de radicais livres e espécies EROs (Dolmans et al., 2003; Vatansever et

al., 2013). Ao captar um elétron, o oxigénio molecular ¢ convertido no anion-radical superoxido
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(O2¢7). Em meios acidos, ricos em ions H”, esse radical pode ser protonado, originando o radical
hidroperoxila (HOO¢). Quando o oxigénio molecular recebe dois elétrons e dois protons (2H"),
forma-se o peroxido de hidrogénio (H20:); com a adi¢do de trés elétrons e trés protons (3H?), &
gerado o radical hidroxila (*OH) (Dabrowski, 2007; Gutteridge, 1995; Sanchez ¢ Moreno,
2002). Por outro lado, no mecanismo Tipo II, a energia excitada do FS ¢ transferida diretamente
para o oxigénio molecular, gerando oxigénio singlete, uma forma altamente reativa que pode

causar danos celulares, conforme pode ser observado na Figura 3 (Perussi, 2007).

Figura 3- Mecanismos (Tipo 1 e 1) de geragdo de EROs pela combinagdo de luz,
fotossensibilizador e oxigénio no estado fundamental °O>).
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Fonte: Gongalves et al., 2021.

Ambos os mecanismos s30 essenciais para a eficacia da terapia fotodinadmica; no
entanto, a predominancia de um sobre o outro depende das caracteristicas do FS e das condi¢oes
experimentais, como a concentracdo de oxigénio e substratos (Ferreira et al. 2006). A
combinagdo adequada desses elementos ndo apenas potencializa a eficdcia do tratamento, mas
também pode reduzir os efeitos colaterais e aumentar a seguranca dos pacientes. Assim, a
otimizacao das condi¢des de iluminagao e das caracteristicas dos FS € essencial para o sucesso

clinico da TFD.

3.3 Metodologia experimental referente a caracterizacio fotofisica.
3.3.1 Absor¢ao da luz e determinagdo do coeficiente de absortividade molar.
Quando a luz atravessa uma solug@o, moléculas ou ions absorvem parte dessa energia e

sdo excitados a estados mais energéticos. O processo de absorc¢ao da radiacao pode ser descrito

através da lei de Lambert-Beer, que mostra a dependéncia entre a atenuagao do feixe incidente
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na amostra com a concentracdo das moléculas, o coeficiente de absor¢ao molar e a extensao do
caminho sobre o qual ocorre a absor¢cdo prevendo um decaimento exponencial para a
intensidade da luz incidente a medida em que o feixe percorre o caminho 6ptico da amostra
(Canassa; Lamonato; Ribeiro, 2018). A lei de Lambert-Beer € escrita em termos da absorbancia
A()L), que depende do comprimento de onda (1), concentragdo da amostra ¢ € do caminho dptico

[ do meio absorvente como mostrado na equagdo 2 a seguir:
AA) = e.(Ml.c(Eq.2)

Analises na regido do UV/Vis sdo consolidadas por serem rapidas, sensiveis e de baixo
custo, além de apresentarem uma excelente precisdo. Pode ser usada para avaliagdes
qualitativas e quantitativas em uma gama de aplicacdes envolvendo desde matrizes ambientais
a estudos de estabilidade de compostos, cinética e equilibrio de reagdes, assim como na
identificacdo de ligacdes metdlicas (Canassa; Lamonato; Ribeiro, 2018; Borissevitch;

Gongalves; Schaberle, 2015).

3.3.2 Emissdo de fluorescéncia e determinagdo do rendimento qudntico de
fluorescéncia

A fluorescéncia, de modo geral, ¢ o fendmeno de emissdo de luz por determinadas
substdncias quando expostas a radia¢do eletromagnética. Na técnica de espectroscopia de
absorcdo UV/Vis ¢ fornecido informagdes sobre o primeiro passo dos processos fotofisicos, ja
na técnica de espectroscopia de fluorescéncia podemos avaliar os processos de relaxacdo do
estado excitado singleto via emissao radiativa, que dependera da sua estrutura molecular e que
esta quase sempre associada ao sistema eletronico 7. Sendo assim, a fluorescéncia corresponde
ao processo inverso do fendmeno da absor¢ado, pois € produzida a partir da emissdo de energia
do nivel mais baixo do primeiro estado singlete excitado. A maioria das moléculas se encontra
no nivel energético vibracional mais baixo do estado eletronico So (estado fundamental). A
absorcdo de um quantum de luz promove a passagem dos elétrons a niveis superiores de
energia. Quando retornam ao estado fundamental, uma parte da energia absorvida reemitida,
sendo este fendomeno conhecido como luminescéncia. Se a energia ¢ reemitida a partir do
primeiro estado singleto excitado (S1), o fendmeno corresponde a fluorescéncia (Sierra et al.,
1996).

A intensidade de fluorescéncia observada em uma amostra depende nao somente da

absor¢do no comprimento de onda de excitagdo, mas também da geometria de iluminacao da
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amostra e dos caminhos Opticos percorridos pela luz na excitagdo e na emissao (Canassa;
Lamonato; Ribeiro, 2018). A geometria comumente utilizada € a incidéncia de luz na face da
cubeta sob um angulo reto, geometria estd que também serd empregada neste trabalho.

A eficiéncia da emissao fluorescente pode ser obtida pelo rendimento quantico de
fluorescéncia (@r). Este parametro ¢ definido como a razdo entre o nimero de fétons emitidos
pelo nimero de fotons absorvidos por um fluoréforo ou em termos das taxas dos processos que
ocorrem. A expressdo para o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia ¢ dada pela

equagao 3 a seguir:

K

O =—— (Eq.3
K¢+ Kpe ( )

onde Ky ¢ a taxa de emissdo fluorescente do fluordforo e Kur € a taxa de decaimento através de

mecanismos ndo radiativos. No entanto, na pratica ¢ mais facil determinar o rendimento

quantico de uma molécula fluorescente pela comparagdo com padrdes de rendimentos quanticos

conhecidos, conforme a equagdo 4 a seguir (Lakowicz, 2006):

f A, n3

> (Eq.4)

D, = 0, —
f "f. A n3,

Nessa equagao @r ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia, @, ¢ o rendimento quantico
fluorescente de referéncia, f € a area sob a curva da emissao florescente, f; ¢ a area sob a curva
da emissao fluorescente do composto padrao de referéncia, A € o valor a absorbancia da amostra
no comprimento de excitacdo, A,a absor¢io do composto padrio de referéncia, n% ¢ o indice
de refracdo do meio e n% indice de refracdo do meio de referéncia.

Os espectros de emissao de fluorescéncia das porfirinas caracterizam-se pela presenca
de duas bandas de emissdo, usualmente designadas Q (0,0) e Q (0,1), por ordem decrescente de
energia (Gouterman, 1961; Uddin, 2012). Como ¢ caracteristico desses compostos, 0s espectros
registrados mostraram uma banda em comprimentos de onda mais curtos, atribuida a transi¢ao
Q (0,0), seguida por uma banda adjacente correspondente a transicao Q (0,1). Ao comparar a
intensidade relativa dessas bandas em cada espectro, observa-se que, em todos os casos, a
primeira banda € mais intensa que a segunda. A emissdo da primeira banda resulta da transi¢cao
de estados vibronicos superiores ao estado Si, enquanto a segunda banda reflete a emissao de
energia proveniente do proprio estado eletronico (Gouterman, 1978).

A técnica de fluorescéncia € muito importante, pois fornece informagoes preciosas sobre

0 meio em que a molécula se encontra, podendo ser empregada nas formas estatica e temporal.
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Na forma estatica pode-se avaliar o comprimento de onda de emissao ou quantificar a eficiéncia
de emissdo fluorescente, enquanto na forma temporal pode-se obter o tempo de vida do estado

excitado (Silva et al., 2025).

3.4. Métodos espectroscépicos para deteccao de oxigénio singlete
3.4.1 Mecanismos de geracdo de oxigénio Singlete

O oxigénio singlete ('0O2) ¢ uma das formas mais reativas de espécies reativas de
oxigénio e apresenta forte potencial oxidante devido a auséncia da restri¢ao de spin presente no
oxigénio molecular em seu estado fundamental. Essa caracteristica permite que o 'O: interaja
com outras moléculas com muito mais facilidade, tornando-se um agente altamente danoso para
componentes celulares. Sua geragdo pode ocorrer por diferentes mecanismos: (1) em
organismos fotossintéticos, por meio da transferéncia de energia da luz para pigmentos como a
clorofila; (2) em células nao fotossintéticas, através da ativagdo de compostos como flavinas e
porfirinas, que atuam como fotossensibilizadores; e (3) por mecanismos independentes da luz,
como durante processos inflamatorios, em que o peroxido de hidrogénio reage com acido
hipocloroso gerando 'O., principalmente em macrofagos ativados. Diversas substincias
quimicas, como corantes, herbicidas e certos farmacos, também podem desencadear sua
formacao (Vatansever et al., 2013).

Pode apresentar-se em dois estados eletronicos distintos: o singleto (*O2) e o tripleto
(*02). Dentre esses, o estado tripleto corresponde a configuragcdo fundamental da molécula e ¢
amplamente encontrado nas células dos organismos vivos. Nessa forma, o oxigénio apresenta
baixa reatividade quimica. Em contraste, o oxigénio no estado singleto caracteriza-se por sua
elevada reatividade, sendo capaz de interagir intensamente com outras moléculas e liberar
energia durante as reacdes quimicas. Assim, a conversao do oxigénio de seu estado fundamental
para o estado excitado singleto pode induzir danos celulares, uma vez que tal transicdo esta
associada a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Entretanto, essa conversdao ndo ocorre de
forma espontanea apenas na presenga de fotons em um meio contendo oxigénio molecular. Para
que ocorra a transferéncia eficiente de energia e a consequente excitagdo do oxigénio, ¢
necessaria a presenca de substancias fotossensibilizadoras. Essas moléculas atuam como
intermedidrias, sendo capazes de absorver diretamente fotons de energia adequada e,
posteriormente, transferir essa energia ao oxigénio, promovendo sua transi¢ao para o estado
excitado (Ribeiro et al., 2005).

Devido a sua elevada reatividade frente a grupos organicos eletronicos, o 'O ataca
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preferencialmente moléculas essenciais como acidos graxos insaturados, proteinas e DNA.
Diferentemente do oxigénio triplete (estado fundamental), o 'O apresenta uma inversao no spin
dos elétrons da camada externa, o que permite sua redugao direta por dois elétrons, conferindo-
lhe um papel central em processos de oxidagao celular. A teoria do orbital molecular (TOM)
prevé a existéncia de dois estados excitados possiveis para o 'O», diferindo apenas na ocupagio
dos dois orbitais degenerados m*. O oxigénio no estado fundamental possui, no orbital
molecular ocupado de maior energia (HOMO), dois elétrons desemparelhados localizados no
orbital * x e m*xy. Esses orbitais s3o degenerados e seus elétrons t€ém o mesmo spin, de forma
a produzir multiplicidade de spin tripleto. Quando o oxigénio molecular tem excesso de energia,
os dois elétrons desemparelhados no orbital podem emparelhar-se, gerando o oxigénio singleto.
O oxigénio no estado excitado singlete pode apresenta duas formas: o 'Az e 0 'Y ¥, tendo o
primeiro estado energia 22 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média alta (2-4 us em
H,0) e em solvente aquoso de aproximadamente 10, o segundo tendo energia de 37,5 kcal/mol
acima do estado fundamental e vida-média muito menor cerca de (107" s) em meio aquoso,
decaindo rapidamente para o estado 'A,. Consequentemente, em razio da maior estabilidade do
estado 'Ag, essa forma é a de maior relevancia para sistemas biolégicos (Ronsein et al., 2006).

Desse modo ¢ a forma !Ag, que sera denotada por 'O, (Tabela 1).

Tabela 1- Distribui¢do eletronica nos orbitais moleculares (n*) do oxigénio no estado
excitado singlete ('Y.g ¥, 'Ag) e no estado fundamental triplete °Y.g ).

Estado Ocupacio nxmy Energia Tempos de vida(s)

(Kcal/mol)
Fundamental Ve $ %
Primeiro 'Ag $ | 22,5 107

Segundo Y % 37,5 101

Fonte: Adaptado de Ronsein et al., 2006.

O decaimento do 'O> ao estado fundamental gera uma emissio de luz em 1268 nm. Esse
tipo de emissdo ¢ denominado de monomol (Eq. 5). O 'O, pode decair pela colisdo entre duas
moléculas de 'O, resultando no decaimento das duas moléculas com emissdo de luz em 634 e

703 nm. J4 esse processo € conhecido como emissdo dimol (Eq. 6) (Cadenas e Sies, 1984; Khan
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e Kasha, 1963). O tempo de meia-vida do oxigénio singlete depende muito do meio onde se
encontra. Em meio aquoso, sua meia-vida ¢ cerca de 3,5- 4,0 us, pois ele se choca com as
moléculas de H>O transferindo sua energia, desativando-se e retornando a forma de oxigénio
triplete. JA& em D>0O o tempo ¢ de 68 ps. Porém, em meio organico, a meia-vida do oxigénio
singlete ¢ maior, em solventes organicos sua vida util é de até 100 ps e em lipidios ¢ de 50 —
100 ps. O tempo de vida diminui drasticamente para 0,2 ps dentro das células, devido a alta

reatividade com substancias bioldgicas (Ormond e freeman, 2013).

0,(144) - 0,(3%z) + hv(A = 1268 nm) (Eq.5)
0,(14,) + 0,(144) » 20,(3%z) +hv (A = 634 e 703 nm) (Eq. 6)

A formacido do 'Oz pode ser avaliada através do monitoramento das alteragdes nas
bandas de absorbancia ou emissao fluorescente de um sensor quimico, pelo chamado método
de deteccao indireta. Porém, esse método pode propiciar reagdes cruzadas com outras
moléculas presentes no meio, além do fotossensibilizador (Makarska-Bialokoz; Lipke, 2018).
Nesse sentido, a forma de deteccdo de oxigénio singlete mais apropriada consiste no método
direto, a qual avalia a emissao fosforescente do oxigénio.

No método direto o espectrometro (Figura 4) ¢ projetado para captar a fosforescéncia
resultante da transi¢do do oxigénio singlete para seu estado fundamental em triplete (' Ag—>Zg),
utilizando uma fonte de luz laser, um monocromador (MC), um detector (InGasAs), ¢ uma

fonte DSS, a interface do computador ¢ feita por meio do Spectragq.

Figura 4- Representagdo do aparato experimental de detec¢do de 0> pelo método direto.
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Fonte: Gongalves et al., 2021.
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Durante a detec¢io, apds a molécula relaxar, o 'O, emite fosforescéncia na regido do
infravermelho com o méaximo do espectro localizado aproximadamente em 1270 nm ¢ o ®a
(rendimento quantico de oxigénio singlete) pode ser determinado de forma andloga ao

procedimento de obtencao do ®yi, na equagdo 7 conforme a relagdo:

onde Ifos € Ifoso representam as integrais da curva de emissdo da fosforescéncia da amostra e
do padrao, respectivamente; A e Ao, sdo as absorbancias no comprimento de onda de excitagao

e @, corresponde ao rendimento de oxigénio singlete do padrao.

3.5 Espectroscopia de Absorcio Transiente e seu uso para monitoramento de estados
tripletos

A Espectroscopia de Absor¢ao Transiente, modernamente conhecida por Laser Flash-
Fotolise (LFF), baseia-se na excitagdo de uma amostra por um pulso de luz intenso e no
monitoramento de sua absorcao transitoria por meio de um feixe de luz de analise continua, na
qual se obtém uma curva de variagdo de AA em funcdo da energia do laser. O primeiro
parametro fotofisico obtido pela técnica de LFF ¢ o tempo de vida do estado tripleto (). Este

valor se relaciona a estabilidade do FS em seu estado tripleto excitado, que influencia o

[P

processo de transferéncia de energia para molécula de oxigénio e, consequentemente,
formacdo da espécie !0,. O rendimento de formacao de tripleto (dr), por sua vez, refere-se a
eficiéncia com que as espécies no estado tripleto sdo geradas.

A técnica de Flash-fotdlise analisa os mecanismos e etapas das reagcdes fotoquimicas,
investigando como as espécies quimicas interagem e quais caminhos reativos sao seguidos apos
a excitacgdo eletronica. Se tornando fundamental, pois mede diretamente os tempos de vida das
espécies excitadas, oferecendo informagdes valiosas sobre a dindmica das reagdes. Esse
enfoque busca esclarecer como e por que as reacdes ocorrem em determinadas condi¢gdes. O
monitoramento do estado tripleto pela técnica consiste em um sistema de bombeio e prova
(pumb-probe) superpostos ortogonalmente sobre a amostra, na forma de uma excitacdo
transversa (Figura 5a). Sobre a amostra ¢ incidido um intenso pulso de laser que ird produzir
uma significativa populagdo eletronica no estado Si. Apoés o relaxamento, uma fragdo dessa
populagdo eletronica ira sofrer o cruzamento intersistemas (S1 — Ti) produzindo o estado

tripleto T1 (Figura 5b). Durante o processo, uma lampada continua de xenénio monitora o
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decaimento da populacdo de T; durante o relaxamento do estado fundamental em um novo
cruzamento intersistemas (T1 — So). A fun¢do do monocromador (MC) € selecionar o
comprimento de onda da luz de anélise, a qual ¢ detectada por uma fotomultiplicadora (FM). O
sinal ¢ entdo digitalizado por um osciloscopio que envia para um computador para posterior

analise (Figura 6) (Borissevitch; Gongalves; Schaberle, 2015).

Figura 5- a) Representagdo esquematica do aparato experimental da técnica de Flash-
Fotdlise com o sistema de bombeio (Laser Brilliant) e de andlise (Lampada de Xe) ortogonais
entre si; b) Diagramas de niveis de energia dos processos fotofisicos monitorados pela
técnica.
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Fonte: Gongalves et al., 2021.

Figura 6- Fotografia da regido interior do aparato experimental da flash-fotolise que
evidencia a geometria ortogonal entre feixes de bombeio e analise.
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Fonte: Gongalves et al., 2021.
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A técnica de flash-fotolise consiste no estudo da absor¢ao 6ptica do estado excitado em
funcao do tempo de vida do estado tripleto (zr). O valor obtido 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 formagdo da espécie 'O..

O rendimento de formagao de tripleto (¢r), por sua vez, refere-se a eficiéncia com que
as espécies no estado tripleto sdo geradas. De acordo com (Borissevitch et al., 2021) o @1 pode

ser estimado pela relacao:
N

@, = —— (Eq.8)

Naps

Onde nr € o nimero de espécies no estado tripleto, formadas através do pulso de luz de
excitagdo; naps ¢ 0 nimero de moléculas que absorvem os foétons. O nimero de espécies no

estado tripleto ¢ calculado por:
nr = CT NaV (Eq 9)

Sendo que Cr corresponde & concentragdo das espécies no estado tripleto; Naq corresponde a
constante de Avogadro e V € o volume de amostra irradiada pelo pulso de excitagdo. Por outro

lado, o nimero de moléculas absorvedoras ¢ determinado através:

Naps = No(1 — 10%ex) (Eq. 10)
no qual n, € o niimero total de fotons presentes no pulso de excitagdao e Aex ¢ a absorbancia da
amostra no comprimento de onda da excitagao. Por simplificacdao, quando Aex<<1 o nimero de

espécies absorvedoras pode ser expresso por:

Nups = 2,30y Aex (Eq.11)

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

oy =Y (g 12)
T 2,3npAq
A absorbancia observada na amostra ¢ dada pela soma da absorbancia das espécies no
estado singleto (As) e a absorbancia das espécies no estado tripleto (Ar). As absorbancias dessas
espécies sdo dadas pela soma dos produtos de suas respectivas concentragdes (Cs e Cr) e

coeficientes de absortividade molar (&s e €r), conforme as Eq.13 abaixo:

A= AS + AT = SSCS + sTCT (Eq 13)
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Considerando que durante a andlise a soma das concentragdes das espécies nos estados
singleto e tripleto € igual a concentracdo inicial da amostra (Cs+Cr), a Eq.14 pode ser reescrita

como:

A = &(Cy—Cp) + e7Cr = &Cy + (g7 — €5)Cr = Ag + (7 — €5)Cp (Eq. 14)

onde Ao corresponde a absorbancia da solucdo da amostra antes da incidéncia do pulso de
excitacao.
Apos a exposicao da amostra ao pulso de excitagdo ocorre modificagdes na absorcao da

amostra. Essa modifica¢cdo, denominada absor¢do diferencial (AA), ¢ expressa por:

AA = AO —A= (ES — sT)CT (Eq 15)

A absorcao diferencial ¢ consequéncia da variagdo das concentracdes de espécies em
estado tripleto com o tempo; a partir do ajuste temporal de A4 ¢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 = Cr,e™* (Eq. 16)
AA = AAyje Xt (Eq.17)

Deste modo, rearranjando a Eq.17, obtemos que a constante (k) de decaimento do estado

tripleto ¢ dada pela Eq.18 (Borissevitch; Gongalves; Schaberle, 2015):
i (4%
t

K= (Eq.18)

Experimentalmente, a absor¢do diferencial ¢ estimada através das diferencas de
intensidade do sinal antes do pulso de bombeio (/;) e da intensidade transiente apds o pulso (12),
através da equacao:

Al
log (1 - I_> = AA (Eq.19)

1

De acordo com Eq.20 a concentracdo de moléculas no estado tripleto ¢ dada por:

Cr= (Eq.20)

€& — &
E o rendimento de formagao de tripleto e a absorcao diferencial podem ser reescritos da

seguinte maneira:
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_ AAN,V (Eq.21)
T 2 BnoAe(es —ep) © ¥
2.3ngAex (g5 — €
AA = O 0 ex( S T) (Eq.ZZ)

O numero de fotons do pulso de excitagdo (no) pode ser elevado aumentando-se a
energia do pulso, fazendo assim que todas as moléculas saiam do estado singleto (S1) para o
estado tripleto (T1). Neste caso a varia¢ao da absorbéncia € expressa por:

AAI‘I'lc’:lX
Co

E nesta condicdo a absor¢do diferencial (Eq.23) pode ser reformulada de acordo com a

AApmax = (Es - ET)CO (s —er) =

relagdo:

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 absor¢ao

diferencial deste padrao sera dada por:

2.30,A5AAS
AAS = oS ex2Amax
PTTNLVCS

(Eq.24)

Combinando as equagdes 23 e 24 de absorcao diferencial da amostra e do padrao

obtemos que:

BA _ @1 Aok C5 Mimay
AAS (P’?‘ Agx CO AA?nax

(Eq.25)

_ AA0 A?ax CO AAmax

S
=—< T =3 ¢t (Eq.26)
AAY Aex C5 AAS .«

Pr

Onde A4 e AAS sdo as amplitudes das curvas de decaimento do estado tripleto medidas
imediatamente no instante final apds o pulso de excitacdo. Para estas equagdes todos os termos
sdo independentes da energia do pulso, exceto AAS. De acordo com Borissevitch et al. (2021),
se variarmos a energia do pulso obtemos a dependéncia dos valores de absorcao diferencial da

amostra (AAo) em funcio da absor¢do diferencial do padrio (AA3) apds o pulso de excitagdo.
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3.6 Porfirinas

A palavra porfirina tem origem na palavra grega “porphura” que significa “da cor
purpura (Senge; Sergeeva; Hale, 2021). Porfirinas e seus derivados sdo amplamente
encontrados na natureza, desempenhando uma enorme variedade de fungdes nos sistemas
biologicos. Porfirinas sdo compostos intensamente coloridos e apresentam um espectro de
absorcao caracteristico, com uma banda de maior intensidade na regido de 400 nm, denominada
banda Soret (Figura 7), e outras de menor intensidade localizadas em maiores comprimentos
de onda 500-650 nm, denominadas de bandas Q (Gouterman, 1961; Oliveira et al., 2015; Nasri,
2020)

Figura 7- Exemplo de um espectro de absor¢do de uma porfirina da regido do visivel.
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Fonte: Autoria propria.

As porfirinas apresentam um conjunto coeso de espectros em moléculas que sdo
aromaticas, mas com a complexidade adicional dos atomos de nitrogénio. O sistema 7
conjugado de 18 elétrons das porfirinas permite a absor¢do na regido visivel, gerando um
espectro caracteristico de transi¢cdes m — 7*, cuja intensidade e forma dependem da estrutura
molecular e da presenca de metal. Essa caracteristica ¢ responsavel pela intensa coloragao das

porfirinas, que as diferencia dos outros compostos aromaticos, ja que possuem uma intensa
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absor¢ao nas regioes visivel e ultravioleta proxima (Nasri, 2020). Os espectros de absor¢ao sao
importantes para a compreensao das propriedades fotofisicas e fotoquimicas das moléculas.

Diversos estudiosos abordaram a interpretagao dos espectros de absor¢ao das porfirinas.
Contudo, o modelo teodrico introduzido por Gouterman (1961), conhecido como o "modelo dos
quatro orbitais", tem mantido sua prevaléncia até os dias atuais. Ele propde uma explicagdo
para as cinco bandas presentes no espectro de absor¢do ao estabelecer um sistema de
coordenadas cartesianas x e y na estrutura do macrociclo tetrapirrolico.

De acordo com o modelo proposto por Martin Gouterman, as bandas de absor¢do em
sistemas porfirinicos sdo oriundas de transi¢cdes entre dois orbitais HOMO e dois orbitais
LUMO e a energia destas transi¢des ¢ dependente da identidade do metal coordenado ao centro
da porfirina e aos substituintes do anel (Ceulemans et al., 1986).

Todas as porfirinas apresentam no espectro de absor¢do um conjunto de bandas
relativamente estreitas e com intervalos bastante regulares na zona do visivel, denominadas
bandas Q, sendo quatro em porfirinas ndo metélicas e ndo protonadas, enquanto em porfirinas
onde ocorram alteragdes no centro do anel porfirico, e.g. nas porfirinas metalicas e nas nao
metalicas que sofreram protonagdo, esse numero ¢ reduzido normalmente para duas (Nasri,

2020).

3.6.1 Aspectos Estruturais

O anel porfirinico sem nenhum substituinte ¢ chamado de Porfirina. A base estrutural
fundamental de uma porfina é caracterizada pela unido de quatro anéis pirrdlicos por meio de
pontes metenil denominados de posi¢des meso (indicadas pelos numeros 5,10,15,20), os
carbonos 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18 sdo denominados de posi¢des (-pirrdlicas, e os carbonos
restantes 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16 e 19 sdo as posi¢des a-pirrdlicas, como mostrado na Figura 8§,
que lhes proporcionam um conjunto de ligagdes duplas conjugadas que formam um anel
aromatico com dezoito conjugagdes m. O macrociclo possui dois atomos de nitrogénios
iminicos capazes de aceitar protons (22 e 24 dos anéis), e dois nitrogénios aminicos capazes de
ceder protons (21 e 23 dos anéis). E um sistema aromatico com 22 elétrons, que obedece a regra
de Hiickel e apresenta uma geometria “quase” planar (Nasri, 2020; Senge; Sergeeva; Hale,
2021).

A regra de Hiickel ¢ utilizada para identificar compostos aromaticos e foi desenvolvida
por Erich Hiickel em 1931, a partir da teoria dos orbitais moleculares. Segundo essa regra,

sistemas ciclicos, planos e conjugados sdo considerados aromaticos quando possuem um total
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de (4n + 2) elétrons &, sendo » um nimero inteiro. Esse nimero especifico de elétrons permite
que a molécula atinja uma configuragao eletronica estavel, o que justifica sua maior estabilidade

em comparagdo com compostos ndo aromaticos (Caramori; Oliveira, 2009).

Figura 8- Estrutura do anel porfirico.
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2015.

As porfirinas na forma de base livre ndo apresentam atividade catalitica na oxidagdo de
substratos organicos. Isso se deve ao fato de que, na auséncia de um metal ou de outro
componente ativador, essas moléculas ndo conseguem facilitar reagdes quimicas de oxidacao.
Porfirinas sdo compostos ciclicos que, ao se ligarem a metais como ferro ou cobre, formam
complexos comumente ativos como catalisadores (Dolphin; Traylor; Xie, 1997).

Assim, a modificagdo quimica das porfirinas, geralmente através da incorporagdo de
metais como ferro ou cobre, € essencial para que possam desempenhar um papel catalitico ativo.
Portanto, a eficiéncia catalitica das porfirinas ¢ altamente dependente da sua forma quimica,
sendo a presenca de ions metalicos um fator determinante para sua capacidade de atuar como
catalisadores em reagoes de oxidacao.

A este macrociclo podem ser coordenados diferentes ions metélicos pela remogao dos
fons H" dos grupos NH internos, dando origem as metaloporfirinas. As porfirinas meso-
substituidas sdo preferencialmente preparadas a partir de reacdes de condensagdo entre pirrois
e aldeidos (Smith, 2000).

Outro comportamento interessante das porfirinas ¢ que emitem intensamente quando
excitadas em qualquer uma de suas bandas de absorcao (Oliveira et al., 2015). Dessa forma, ¢

possivel se realizar estudos por meio dos espectros de emissao (fluorescéncia e fosforescéncia)



42

e de excitagdo, que pode ser facilmente acompanhado pela variacao do espectro de absor¢ao na
regido do UV- vis. Tais resultados poderdao ser usados para se obter informagdes sobre a
estrutura eletronica e sobre a dindmica dos processos envolvendo os estados excitados singleto

S e tripleto T.

3.6.2 Porfirinas Monocdtionicas

O Photoftrin, conhecido também como fotossensibilizadores de primeira geragdo, foi
desenvolvido na década de 1970 inicio de 1980 (Allison et al., 2004) sendo o primeiro
medicamento aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em terapia
fotodinamica. Subsequentemente, diversos derivados de porfirina foram criados com o objetivo
de aumentar a eficiéncia da terapia (Kolic et al., 2016). A segunda geracdo de
fotossensibilizadores refere-se principalmente a derivados porfirinicos, como clorinas e
ftalocianinas, que comegaram a ser desenvolvidos a partir do final da década de 1980. Por sua
vez, a terceira geragdo envolve a utilizagdo desses fotossensibilizadores ja existentes, mas que
sao modificados ou conjugados com anticorpos ou outras biomoléculas, visando aumentar a
seletividade e a especificidade dos mesmos (Allison et al., 2004).

Para ser ideal, ¢ necessario que o fotossensibilizador possua algumas particularidades
como auséncia de toxicidade, que ndo tenha efeito mutagénico, ndo haja acimulo de material no
tecido alvo, seja viavel a administracao topica, baixo custo, compatibilidade com diferentes tipos
de fontes de luz, apropriado estado tripleto de energia que permita a transferéncia suficiente de
energia ao oxigénio no estado fundamental, alto rendimento quantico e extensa vida util do
estado tripleto e fotoestabilidade (Allison et al., 2004).

Essas moléculas, apresentam propriedades notdveis, como absor¢do na regido da luz
visivel, alto coeficiente de absor¢cao molar, biocompatibilidade e excelente estabilidade frente
a radiacdo UV-Vis, tornando-as promissoras para diversas aplica¢des (Yu et al., 2020; Zhang
et al., 2020).

Porfirinas cationicas sao ideais como fotossensibilizadores porque a presenca de cargas
positivas em sua estrutura busca atuar na membrana de bactérias, permitindo uma forte
interacdo principalmente com bactérias Gram-negativas. Essa ligagdo ¢ crucial, ja que o
oxigénio singlete gerado possui uma distancia de difusdo muito curta e precisa agir diretamente
na célula para ser eficaz. A carga do fotossensibilizador (FS) ¢ um dos principais fatores que

determina a eficacia do processo fotodindmico (Savelyeva et al., 2023; Rapozzi et al., 2014).
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Os FS cationicos sao considerados de grande interesse, pois apresentam a capacidade
de se acumular nas mitocondrias, influenciados pelo potencial da membrana mitocondrial
interna. Devido a sua capacidade de interagir com bases do DNA e induzir lesdes apds
fotoativacdo, os fotosensibilizadores cationicos sao fortes candidatos a causar toxicidade
celular por meio de danos diretos a mitocondria, ao contrario dos fotosensibilizadores
anionicos, cuja agao parece ocorrer principalmente por efeitos vasculares, considerados a causa
primaria da morte celular (Engelman et al., 2007; Morgan e Oseroff, 2001). Porfirinas com
multiplas cargas positivas demonstraram ser eficazes contra ambos os tipos de bactérias,
enquanto algumas com grupos catidnicos adicionais ou padrdes de distribuicdo especificos
mostraram maior eficiéncia. A modulagdo do carater anfifilico das porfirinas, combinando
cargas positivas com grupos lipofilicos, aumenta sua afinidade com as bactérias e sua atividade
fotocitotoxica (Jori et al., 2006; Merchat et al., 1996; Lazzeri et al., 2004).

Apesar do amplo uso dessas moléculas e de seus derivados como fotossensibilizadores
convencionais, eles frequentemente formam agregados em meios aquosos devido as interagdes
7-1 € a sua natureza hidrofobica, o que provoca alteragdes cromoforicas ¢ uma redugdo na
geragao de espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singlete (Park et al., 2021; Sharma;
Kaur; Chaudhary, 2020). Para contornar essas limita¢des, diversas modificagdes na estrutura
da porfirina t€m sido realizadas, visando aprimorar propriedades como agregacao,
biodistribuicdo, estabilidade e toxicidade da molécula (Tasso et al., 2017). Uma delas ¢ a
inser¢do de complexos metalicos em sua estrutura. A coordenacao de metais pode modular a
eficiéncia quantica, a estabilidade térmica e a seletividade biologica dessas moléculas,
ampliando significativamente seu desempenho em aplicacdes terap€uticas e diagnosticas
(Sarbadhikary et al., 2022).

A aplicagdo de compostos de coordenagdo oferece diversas vantagens, como a
diversidade de geometrias possiveis, a capacidade dos complexos de se regenerarem de forma
espontanea, juntamente com suas propriedades redox, cataliticas e fotoquimicas (Lee et al.,
2020; Pinto et al., 2021). Varios ions metalicos podem ser utilizados, mas os complexos de
ruténio (Ru), paladio (Pd) e platina (Pt) t€m sido mais comumente empregados.

Os complexos de ruténio e os ions Pt (II) e Pd (II) tém sido largamente empregados em
fung¢do de sua estabilidade. O ruténio também apresenta propriedades fotoquimicas, e sua
principal area de pesquisa ¢ a sintese de potenciais agentes anticancer (Lee et al., 2020). Os
ions Pt (IT) e Pd (IT) possuem estrutura quadrada, possibilitando a obtengdo de “grades” e “fitas”

supramoleculares (Toma; Araki, 2000).
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O uso de diferentes metais em anéis porfirinicos apresenta diversas vantagens,
principalmente no ajuste das propriedades quimicas, espectroscopicas e eletroquimicas das
moléculas. O metal central influencia a estabilidade do complexo, a reatividade redox e as
transigoes eletronicas, permitindo o controle preciso dessas caracteristicas. Como ilustrado por
eles os metais como platina e paladio tendem a formar complexos mais estaveis, enquanto o
ruténio, com multiplos estados de oxidacdo, ¢ vantajoso para aplicacdes redox dinamicas e
fotossintese artificial, além de melhorar a estabilidade da absor¢do da banda Q, especialmente
em condic¢des acidas (Zhao et al., 2019). Ademais, os metais podem alterar as propriedades
espectroscopicas, como as bandas de Soret e Q, oferecendo opc¢des para otimizar porfirinas para
sensores, catalise e até terapias biomédicas, como o uso de platina em tratamentos
anticancerigenos. Essas vantagens fazem com que a escolha do metal central seja crucial para
diversas aplicagdes em biotecnologia e industrias quimicas.

A inclusdao de complexos periféricos derivados de platina (II) e paladio (II), tem
demonstrado potencial para aumentar a atividade fotodindmica desses compostos (Pinto et al.,
2021). Esse efeito ¢ atribuido ao aumento da taxa de cruzamento intersistémico (ISC),
promovido pela presenga de atomos pesados, que facilita a transi¢cdo para estados excitados
tripletos e, consequentemente, a produg¢do de oxigénio singlete ('O2) devido ao acoplamento
spin-Orbita, que estd intimamente ligada a carga do nucleo atdmico. Para compreender esse
fendmeno, podemos imaginar uma situa¢do em que acompanhamos o elétron em sua trajetoria
orbital. Desse ponto de vista, o nicleo parece girar ao nosso redor — uma analogia semelhante
a antiga concepgao do sistema solar, em que o Sol orbitava a Terra. Nesse cenario, o nticleo em
movimento gera uma corrente circular ao nosso redor. Quanto maior a carga nuclear, mais
intensa sera essa corrente e, portanto, mais forte sera o campo magnético associado que se forma
nesse referencial. Esse campo magnético interage com o momento magnético do spin do
elétron, gerando a interagdo conhecida como acoplamento spin-orbita. Assim, quanto maior for
a carga do nucleo, mais intensa serd essa interacdo. Esse efeito aumenta drasticamente com o
nimero atomico, em elementos leves, como o hidrogénio, o acoplamento ¢ praticamente
desprezivel, resultando em variagdes minimas nos niveis de energia (menores que 0,4 cm™).
No entanto, em atomos mais pesados os efeitos do acoplamento sdo muito mais pronunciados,
causando separagdes energéticas de milhares de cm™ (Atkins; Paula, 2018).

Essas moléculas destacam-se por sua elevada eficiéncia na geracao de espécies reativas
de oxigénio quando submetidas a irradiagdo luminosa adequada (Rossi et al., 2020; Pinto et al.,
2021). Apresentam estabilidade em solugdo composta por DMSO e tampao, ndo exibem

fenomenos de agregagao e mantém sua fotoestabilidade mesmo sob irradiagdo luminosa (Rossi
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et al., 2020; Couto et al., 2020; Deng et al., 2020). Além de possuir uma maior atividade
terapéutica, superando tanto os compostos de base livre quanto outros complexos metalicos.
Complexos de palddio também demonstraram desempenho superior em comparacdo as
porfirinas nao metaladas, refor¢ando a relevancia do efeito do &tomo pesado na fototoxicidade
e eficiéncia dos fotossensibilizadores empregados em PDT (Deng et al., 2020).

Os complexos de ruténio, assim como os de platina e paladio, destacam-se por ampliar
as possibilidades de modulacao eletronica e fotofisica das porfirinas (Toma; Araki, 2000).
Devido a sua extensa conjugagdo ciclica, as porfirinas exibem assinaturas espectroscopicas
ricas na regido UV-Vis, notadamente nas bandas B e Q, atribuidas a caracteristicas estruturais
especificas (Vidal et al., 2021). Essas moléculas também apresentam bandas de fluorescéncia
bem definidas, associadas aos primeiros estados excitados singlete, além de fluorescéncia
quente (Lopes et al., 2019).

Adicionalmente, possuem estados tripletos excitados acessiveis, devido a forte
interagdo spin-orbita, o que favorece a geragdo eficiente de oxigénio singlete — propriedade
essencial para sua aplicagdo como farmacos fotossensiveis na TFD (Lopes et al., 2022). Outra
caracteristica relevante € sua elevada seletividade por células tumorais e baixa toxicidade. Sua
geometria octaédrica favorece interagdes especificas com o DNA por meio de ligagdes nao
covalentes, como intercalagdo e ligacdo em sulcos. Somadas as suas propriedades fotofisicas
favoréveis, essas caracteristicas tornam os complexos de ruténio fotossensibilizadores

altamente promissores (Oliveira et al., 2020).

3.7 O uso da lampada halégenea para avaliar a degradac¢io da seroalbumina.
3.7.1 Seroalbumina

A albumina sérica bovina (BSA) ¢ uma das seroalbuminas mais estudadas e representa
a proteinas mais abundantes no plasma sanguineo e correspondem a 60% do seu total de
proteinas, cuja funcao principal € transportar acidos graxos. Desempenha um papel essencial
na manutencao da pressao osmotica coloidal do sangue e na regulagao do pH sanguineo (Carter;
Ho, 1994; Hu et al., 2006). Possui elevada estabilidade, boa solubilidade em dgua e capacidade
de se ligar a uma ampla variedade de metabolitos, firmacos, corantes € compostos organicos,
funcionando como transportadoras dessas substincias. Uma de suas principais fungdes
bioldgicas € justamente essa aptiddo para transportar tanto medicamentos quanto compostos
endogenos e exogenos. Ela atua na captagdo de substancias nos locais de secre¢ao ou

administracao, promovendo seu transporte para diferentes regides do organismo. Além disso,
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desempenha fungdes adicionais, como o sequestro de radicais livres de oxigénio e a inativagao
de diversos metabdlitos lipofilicos toxicos, a exemplo da bilirrubina. Para exercer essa fungao,
a albumina desenvolveu diversas capacidades de liga¢do a ligantes com propriedades quimicas
variadas (Bujacz, 2012; Tong et al., 2010; Carter; Ho, 1994).

As células do figado humano produzem cerca de 12 g de albumina por dia, com uma
meia-vida que alcanga 19 dias. Durante esse tempo, uma tnica molécula de albumina passa
pelo sistema circulatorio quase 15.000 vezes, transportando diversos ligantes (Bujacz, 2012;
Naveenraj et al., 2013). Seu peso molecular é de aproximadamente 66.462 g/mol, possui cadeia
polipeptidica simples com carga total negativa em pH 7,0 e ponto isoelétrico proximo de pH
4,0 (Peters, 1995). E frequentemente empregada como sistema-modelo para estudos de
interacdo devido a sua semelhanga estrutural com a albumina sérica humana (HSA).

As albuminas possuem uma estrutura formada por hélices a e sdo compostas por trés
dominios estruturalmente semelhantes (I, II e I1I), cada um subdividido em dois subdominios:
A e B. A principal diferenga entre os subdominios esta no nimero de pontes dissulfeto que
estabilizam suas estruturas. Os subdominios do tipo A apresentam seis hélices a estabilizadas
por quatro pontes dissulfeto, exceto o subdominio IA, que possui apenas trés. Por sua vez, os
subdominios do tipo B contém quatro hélices o unidas por duas pontes dissulfeto. A conexao
entre os subdominios ocorre por meio de longos /oops flexiveis, que conferem mobilidade
conformacional a molécula e influenciam diretamente a modulacdo dos sitios de ligacdao
localizados entre os dominios. Os espagos entre dominios e subdominios da albumina formam
sitios de ligag@o para diversos ligantes. A BSA também pode formar dimeros, principalmente
em altas concentragdes ou na forma cristalizada (Bujacz, 2012; Naveenraj; Anandan, 2013). A
Figura 9 apresenta a estrutura da BSA, destacando os dominios I-II e II-III conectados por

longas hélices, com as subdivisdes localizadas no centro de cada unidade estrutural.
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Figura 9- Divisdo dos dominios e subdominios da estrutura da BSA: subdominio I (azul);
subdominio Il (magenta), subdominio III (ciano).

Fonte: Bujacz, 2012.

Sua estrutura ¢ altamente conservada entre diferentes espécies de mamiferos, sendo
observada uma homologia de aproximadamente 76% entre a BSA e a HSA (Mukherjee et al.,
2015). As principais diferengas estdo nas regides estruturais que influenciam a exposicao de
epitopos e a interacao com ligantes. O primeiro grupo de diferencas esta localizado nas quatro
primeiras a-hélices do subdominio IB, abrangendo uma ampla regido antigénica (epitopo), que
pode ser reconhecida imunologicamente e possui alta exposi¢ao a solvatagdo. O segundo grupo
de diferencas, por sua vez, encontra-se na terceira e quarta a-hélices do subdominio IIB, além
de alguns fragmentos dispersos no subdominio IIIA. No entanto, essa regido ndo esta
diretamente exposta na conformag¢ao nativa da proteina. Por fim, o terceiro grupo ¢ composto
por quatro fragmentos de residuos, presentes em diferentes a-hélices do subdominio I1IB, que
estao expostos na superficie da proteina (Majorek et al., 2012).

Do ponto de vista espectroscopico, outra diferenca relevante entre as duas proteinas € o
nimero de residuos de triptofano: enquanto a BSA apresenta dois, a HSA contém apenas um.
Analises da estrutura cristalina demonstraram que a HSA é composta por 585 residuos de
aminodcidos, incluindo 17 residuos de tirosina e um unico triptofano (Trp) localizado na
posi¢ao 214, no subdominio ITA. Em contrapartida, a albumina sérica bovina (BSA) apresenta

583 residuos de aminoacidos, contendo 20 residuos de tirosina e dois de triptofano,
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posicionados nas regides 134 e 212. O Trp-134 localiza-se no primeiro dominio, exposto na
superficie da molécula, enquanto o Trp-212 esta inserido em um bolsdo hidrofobico de ligagao,
no segundo dominio. O microambiente quimico do Trp-212 na BSA mostra-se semelhante ao
do Trp-214 na HSA. A Figura 10 ilustra a estrutura tridimensional da HSA e da BSA, com os
residuos de triptofano destacados em verde. (Bourassa et al., 2011; Naveenraj; Anandan, 2013;

Meti et al., 2014; Bujacz, 2012).

Figura 10- Estrutura tridimensional de albuminas séricas [(a) HSA e (b) BSA], com residuos
de triptofano mostrados na cor verde.

29

Frp-214

Fonte: Bourassa; Hasni; Tajmir-Riahi, 2011.

A BSA foi selecionada como molécula-alvo por apresentar baixo custo, facil obtencao
e destacada capacidade de se ligar a pequenas moléculas. Sua habilidade de interagir com
compostos hidrofilicos, hidrofébicos e anfifilicos, aliada a semelhanga estrutural e de
caracteristicas de ligacdo com a HSA, justifica sua escolha (Santos et al., 2020; Silveira et al.,
2022). As analises referentes a essas interagdes serdo detalhadas na secdo de Materiais e

Métodos.
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Capitulo IV

Metodologia

Neste capitulo serd detalhado o processo de
preparo das amostras e as condigoes
experimentais  gerais empregadas  nas

analises espectroscopicas.



50

4 METODOLOGIA
4.1 Sintese e preparo das solugoes

A porfirina meso -5-(4-piridil)-10,15,20-tri(fenil)porfirina (H2-MPyP) de base livre foi
adquirida da Frontier Scientific. As metaloporfirinas meso -[5-(4-piridil)-10,15,20-
tri(fenil)porfirina]bipiridil-paladio(II) (PdMPyP), meso -[5-(4-piridil)-10,15,20-
tri(fenil)porfirina]bipiridil-platina(Il)  (PtMPyP) e  meso  -[5-(4-piridil)-10,15,20-
tri(fenil)porfirina]bis(bipiridil)-cloro-ruténio(Il) ( RuMPyP ) foram sintetizados de acordo com
o descrito por Deda et al. (2012), sendo essa etapa conduzida pelos pesquisadores responsaveis
pelo projeto, sob supervisdo do Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias.

Para os ensaios fotofisicos, as porfirinas foram inicialmente preparadas em
dimetilsulfoxido (DMSO). Ja para os experimentos com a BSA, aliquotas dessas solucdes
estoque em DMSO foram diluidas em tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4), a fim de minimizar
a concentracao de DMSO no meio reacional.

As concentragdes das solugdes-estoque das amostras foram definidas de acordo com a
lei de Lambert-Beer. Para isso, utilizou-se coeficientes de absortividade molar, que foram
obtidos a partir da literatura ou por meio de medi¢des empiricas, garantindo que as
concentracdes estivessem adequadas para as analises subsequentes.

As estruturas quimicas das porfirinas utilizadas neste estudo estdo apresentadas na
Figura 11, destacando as modifica¢des nos substituintes periféricos e nos complexos metélicos

centrais.



Figura 11- Estruturas quimicas das porfirinas monocationicas utilizadas neste estudo: H-MPyP (a), PtMPyP (b), PAMPyP (c) e RuMPyP (d).

b)

Fonte: Autoria Propria
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4.2 Espectroscopia de Absor¢ao Molecular UV-Vis

As andlises de absorcdo realizadas neste estudo foram conduzidas com um
espectrofotometro  UV-Vis Hitachi™, modelo U2900, disponivel no Laboratério de
Biofotonica do IF-UFG. Para obter os espectros, realizamos varreduras na faixa espectral de
260 a 750 nm, com uma resolucdo de 1 nm. As medi¢des de absorbancia foram feitas em
cubetas de quartzo, com caminhos opticos de 1 ou 0,1 cm, dependendo das caracteristicas das
amostras. Apos a coleta dos dados, utilizamos o software OriginPro 2018®, versdao 9.5
(Originlab Corporation, 2017), para processar ¢ analisar os resultados, permitindo uma

interpretagdo precisa das propriedades opticas das amostras estudadas

4.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

As medigoes de fluorescéncia foram realizadas nos modos de estado estacionario e
resolvido no tempo, ambos a temperatura ambiente. Os espectros de emissdo em estado
estaciondrio foram obtidos em um espectrofluorimetro Hitachi™ FL F-7000 (Laboratorio de
Biofisica, Instituto de Fisica, UFG), e os dados foram tratados no software OriginPro 2018®.
Para evitar efeitos de autoabsorcao (filtro interno), as solu¢des foram diluidas de modo a manter
a absorbancia no comprimento de onda de excitagcdo abaixo de 0,05 (Panigrahi; Mishra, 2019).
Os espectros de emissao foram obtidos com fendas de excitagao e emissao de 5 nm e velocidade
de varredura de 240 nm-min’, utilizando comprimentos de onda apropriados para cada
amostra. Essas condi¢des, juntamente com o uso de solventes que nao absorvam
significativamente no comprimento de onda de excitacdo, garantem a precisao e confiabilidade
das medigdes. Além disso, os dados foram processados com métodos matematicos de correcao,
melhorando a qualidade dos resultados.

Ja os tempos de vida da fluorescéncia (tr) foram determinados em colaboracdo com o
Laboratoério de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (Instituto de Quimica, UFU), sob a
supervisdo do Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias (Silva et al., 2025), empregando o método
de contagem de fotons unicos correlacionados no tempo (TCSPC) em um fluorimetro Horiba
equipado com controlador DeltaHub e fonte NanoLED (Aexc = 441 nm, 1,0 MHz). A andlise

dos decaimentos foi realizada no software DAS6.
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4.4 Coeficiente de particio na mistura n-octanol/agua (Pow)

O coeficiente de particao das porfirinas foi determinado utilizando uma mistura de n-
octanol (3,0 mL) e dgua (3,0 mL), conforme descrito na literatura (Rodrigues et al., 2025). As
medicoes foram realizadas em colaboragdo com o Laboratorio de Fotoquimica e Ciéncia de
Materiais da UFU, sob supervisao do Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias. O coeficiente de
particao foi medido por analise UV- Vis e utilizando a Eq. 27 onde, Aoz € Aaq s30 0s valores
de absorbancia nas fases organica e aquosa, € Vorg e Vaq sdo os volumes finais das fases

organica e aquosa, respectivamente.

Aore V,
LogP = logﬂ . (Eq.27)
aq Vorg

4.5 Determinac¢ao do tempo de vida de tripleto e rendimento de tripleto

Os estados tripletos excitados foram analisados usando a técnica de LFF. O feixe de luz
de analise foi gerado por uma fonte de luz com uma lampada de xendnio de 75 W (XE075), um
colimador de lente plano-convexa de quartzo, ¢ um monocromador Sciencetech Inc (9055)
acoplado a um tubo fotomultiplicador Hamamatsu (R928). A direcao do feixe de luz de anélise,
com raio | = 0,25 mm foi posicionada ortogonalmente ao feixe de bombeamento (Figura 5). As
curvas de decaimento do estado T; foram monitoradas pela absor¢do tripleto-tripleto em 470
nm para as porfirinas. A absor¢do transiente AA foi registrada em Aan= 7nm, onde o espectro
de absorcao optica do estado tripleto (T1) da porfirina € mais intenso.

Para a realizagdo das andlises, as solugdes foram preparadas com concentragdes
ajustadas para apresentar uma absorbancia de 0,2 no comprimento de onda correspondente a
fonte de bombeio. As medi¢des foram realizadas em uma célula espectroscopica de quartzo de
1 cm x 1 cm, contendo 2,5 mL das solugdes de porfirina, sendo cada medida realizada em
triplicata para garantir a reprodutibilidade dos dados. A fonte de excitagdo utilizada foi um laser
Brilliant® da marca Quantel™, operando a 532 nm, com taxa de repeticdo de 10 Hz e largura
de pulso entre 4 e 6 nanossegundos.

Variando-se a energia da fonte de excitagdo entre 0,6 ¢ 30 mJ, foi possivel estimar a
dependéncia da absorcao diferencial. A medi¢ao da energia incidente foi realizada com um
medidor de poténcia da ThorLabs. Para a luz de anélise, utilizou-se uma lampada de xenonio

(Xe). Os sinais da fotomultiplicadora foram coletados e processados em osciloscopio 500 MHz
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da marca Teknotrix® modelo DPO 3052. E todos os dados foram processados no software

OriginPro 2018®, versao 9.5. (Originlab Corporation, 2017).

4.6 Determinacio de rendimento de formacao de oxigénio singlete ( ®,)
4.6.1 Meétodo Direto

Os @, foram determinados através do método direto em um espectrometro IHR320, da
Horiba™. A excitacdo foi realizada com um laser continuo iZI-LaserLine, operando a 532 nm
com poténcia de 66 = 2mW e largura de pico a meia altura de 9 nm. Em ambas as abordagens,
as amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO), empregando uma fonte de laser
verde (532 nm) para excitacao, e a TPP ( &, = 0,52) foi adotada como padrao de referéncia,
conforme mencionado por Silva et al. (2008).

O sistema ¢ composto por uma camara onde a amostra ¢ posicionada, um
monocromador que permite a discrimina¢do da emissdo com base no comprimento de onda, e
um detector de estado sélido refrigerado (InGaAs) que opera na regido do infravermelho. Um
console de controle e processamento de dados (SpectrAcq) completa o equipamento. As
medicdes foram realizadas em temperatura ambiente em uma solucdo saturada de ar
atmosférico, cobrindo uma faixa espectral de 1200 a 1400 nm. Utilizaram-se fendas de abertura
frontal e lateral de 2,0 mm, com um tempo de integracao de 1 segundo, repetindo trés varreduras
para cada amostra. Os espectros obtidos foram entdo processados usando o software OriginPro

2018®, versao 9.5 (Originlab Corporation, 2017).

4.7 Ensaio BSA

4.7.1 Procedimento de encaixe molecular

A estrutura cristalografica da BSA na forma nao ligada foi obtida a partir do Protein
Data Bank (PDB), utilizando o c6digo de acesso 4F5S (Bujacz, 2012). As estruturas quimicas
dos derivados H:.MPyP, PdAMPyP, PtMPyP e RuMPyP foram construidas e otimizadas em
energia por Teoria do Funcional da Densidade (DFT), empregando o programa Spartan'l8
(Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA).

A etapa de modelagem molecular, incluindo a constru¢do das estruturas quimicas,
otimizacao energética e calculos de docking molecular, foi conduzida em colaboragao com o
Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais da UFU. Os célculos de docking foram

realizados utilizando o software GOLD 2023.3 (Cambridge Crystallographic Data Centre,
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Cambridge, Reino Unido), com atomos de hidrogénio adicionados a proteina conforme os
estados tautoméricos e dados de ionizagdo previstos pelo software, considerando pH 7,4. A
BSA apresenta trés principais bolsos de ligagdo — correspondentes aos subdominios IIA, IITA
e IB — que foram avaliados em esferas de 12 A ao redor de cada sitio (Martins et al., 2024;
Paz et al., 2023).

A fungdo de pontuacdo ChemPLP foi adotada devido a melhor correlacdo entre
resultados experimentais e teoricos em estudos prévios envolvendo porfirinas e albumina
(Rodrigues et al., 2025). Para identificar os residuos de aminoacidos participantes das
interagcdes ligante-proteina, foi utilizado o Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP). As
representagdes tridimensionais das melhores poses de acoplamento foram geradas no software
PyMOL Molecular Graphics System (versao 1.0, Delano Scientific LLC, Schrodinger, NY,
EUA).

4.7.2 Degradac¢do da BSA e constante de Sterm-Volmer

A BSA foi adquirida da Sigma-Aldrich e utilizada sem purificagdo adicional. Todas as
solugdes foram preparadas na proporcao de 1:1, mantendo a concentragdo final de DMSO em
5% (v/v) em todas as amostras, os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente (25
°Q).

As porfirinas utilizadas no experimento foram ajustadas a cada medida a uma
concentracao de 100 uM. Para a observagdo da foto-oxidacdo de proteinas, uma aliquota de
BSA eraretirada da geladeira e deixada por 30 minutos em temperatura ambiente para completa
termalizacdo da amostra. Foi pipetado 10 uL de BSA, 100 ul da solucao contendo porfirina e
1890 uL de PBS e colocadas em uma cubeta de quatzo no escuro por 30 minutos para a completa
ligagdo entre as porfirinas e a BSA, esse ensaio se repetiu para todas as porfirinas.

Em seguida foi feita a medida do espectro de fluorescéncia da amostra que ja estava na
cubeta. Apos a analise, foi feita a medida de fluorescéncia da amostra em fungdo do tempo de
irradiagdo por uma lampada haldégena (emitindo de 400-900 nm) nos seguintes intervalos de
tempo: 5, 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60 min. A altura do feixe de luz também foi monitorada,
estabelecemos uma altura de 6 cm de distancia com a presenca de uma pulga magnética e o
agitador magnético. O processo de irradiagdo e degradagdo da proteina foi repetido 3 vezes para

cada porfirina.
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Para o célculo da constante de degradagdao da BSA foi feito um grafico da intensidade
do sinal de fluorescéncia da BSA (340 nm) em fun¢do do tempo de irradiagado e feito um ajuste

exponencial da curva:
I = 1,e7kt (Eq.28)

onde I ¢ a intensidade de fluorescéncia, Iy ¢ a intensidade de fluorescéncia da solugdo no escuro,
t ¢ o tempo e k ¢ a constante de degradagdo da amostra.

A afinidade das moléculas de porfirina pela albumina foi investigada através do estudo
da supressdo de fluorescéncia intrinseca da BSA pelas amostras em estudo, empregado a

equagao de Stern-Volmer:
F
=1 + Ky [Ql (Eq.29)

onde Fy ¢ a intensidade de fluorescéncia de BSA sem porfirina, F ¢ a intensidade de
fluorescéncia para as varias aliquotas de porfirina, [Q] ¢ a concentragao de porfirina na solugao,
Ky ¢ constante de Sterm-Volmer.

O pico de absor¢ao da albumina esta entre 278-279 nm. A BSA possui coeficiente de
absorcao molar (¢) centrada em 280 nm. A fluorescéncia da albumina ¢ dominada pelos seus
residuos de triptofano. Quando excitada apresenta uma fluorescéncia intrinseca com uma banda
bem definida em 340 nm. A medida que os aminoacidos da BSA sdo foto-oxidados sua banda
de fluorescéncia em 340 nm diminui de intensidade (Cavalcante et al., 2009; Belatik et al.,
2012; Behera et al., 2023).

Experimentos adicionais foram realizados com um laser verde (A = 532 nm). As
amostras foram inicialmente incubadas no escuro por 10 minutos, seguidos de 20 minutos
adicionais sob agitacdo magnética, ainda no escuro. Apds esse periodo, iniciou-se a irradiacao,
com registros de fluorescéncia realizados a cada 5 minutos. A distancia entre o laser e a amostra
foi de 24,5 cm. O volume total da solugdo na cubeta foi ajustado para 2,5 mL. Todas as amostras

foram preparadas mantendo-se 5% de DMSO na solugao final.

4.7.3 Propriedades de ligacdo de BSA por andlise de emissdo

A albumina sérica bovina (BSA), livre de 4cidos graxos, foi obtida da Sigma-Aldrich e
empregada sem purificagdo adicional. Preparou-se uma solugao estoque de BSA a 100 uM em
tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4), enquanto as solugdes estoquem das porfirinas (500 uM)
foram preparadas em DMSO.



57

Medi¢des de emissao de fluorescéncia em estado estacionario foram conduzidas na faixa
de 305-500 nm (Aexc = 295 nm) a 298 K. A adigdo de porfirina a solugao de BSA (5,0 uM em
tampao PBS pH 7.4) variou a concentracdo final de 0 a 18 uM. Devido a alta capacidade de
absor¢ao dos derivados de porfirina, ajustes de fluorescéncia em estado estacionario foram
feitos para efeitos de filtro interno, conforme descrito na literatura (Chaves et al., 2019)

Para obter insights quantitativos sobre a afinidade de ligagdo entre BSA e os derivados
de porfirina, varios parametros, como a constante de extingdo de Stern-Volmer (Ksv), a
constante de taxa de extingdo bimolecular (kq), a constante de associagdo de Stern-Volmer
modificada (K.) e os valores de Gibbs de energia livre (AG®) foram determinados usando as
equagoes relevantes da literatura (Acunha et al., 2021).

Espectros de fluorescéncia sincrona (FS), variando de 240 a 340 nm, foram obtidos
utilizando 5,0 pM de BSA em tampao PBS pH 7.4, tanto na auséncia quanto na presenga de
porfirinas, na mesma concentracdo utilizada nas medi¢des de fluorescéncia em estado
estaciondrio. As medigdes foram realizadas em AL = 60 nm e AX = 15 nm para residuos de
triptofano e tirosina, respectivamente.

Decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo de 5,0 uM de BSA em solugdo tampao
PBS pH 7,4 foram medidos na auséncia e na presenga de porfirinas, na concentracdo maxima
de porfirina (18uM) utilizada nas medi¢des de fluorescéncia em estado estacionario. Os
decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo foram analisados usando o mesmo método

na se¢ao fotofisica.
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Capitulo IV

Resultados e discussoes

Neste capitulo serd apresentado os resultados
obtidos durante a caracteriza¢do fotofisica
das porfirinas monocationicas, e sua

interagdo com a albumina sérica bovina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Espectroscopia de absor¢ao eletronica na regiao do UV-vis
5.1.1 Absortividade molar

A primeira etapa do processo fotodinamico ¢ a absor¢ao de luz pelo sensibilizador, que
deve ter alta absor¢do na faixa de emissdo da lampada (sobreposicao entre os espectros de
absor¢do e emissao). Apds isso, ocorre um rapido relaxamento dos estados excitados, que pode
gerar espécies reativas de oxigénio que podem levar a morte celular.

De modo geral, todas as porfirinas apresentam espectros de absor¢cdo compativeis com
0 comportamento tipico de porfirinas de base livre, caracterizados por uma banda Soret intensa
(entre 410-450 nm) e quatro bandas Q (entre 500-650 nm) (Figura 12). Essas bandas de
absorcdo sdo atribuidas as transicdes eletronicas dentro do sistema macrociclico conjugado
(Silva et al., 2025). As medidas foram realizadas em solu¢do de DMSO, com as respectivas

concentracgdes detalhadas na se¢do experimental.

Figura 12- Espectros de absor¢dao UV-vis em DMSO das porfirinas H>MPyP, PAMPyP,
PtMPyP e RuMPyP. O detalhe amplia a regidao das bandas Q entre 450 e 700 nm.
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Fonte: Autoria propria.

Além dessas bandas caracteristicas, a porfirina monocatidénica complexada com ruténio

(Figura 13) apresentou uma banda adicional em aproximadamente 290 nm, atribuida a
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transigdes m—m* nos ligantes bipiridinicos coordenados ao centro metalico, evidenciando a

influéncia da complexagao sobre o perfil espectral do composto (LALLI et al., 2012).

Figura 13- Espectros de absor¢do no UV-Vis da porfirina monocationica RuMPyP,
destacando as bandas caracteristicas (Soret e Q).
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Fonte: Autoria Propria.

Para as porfirinas estudadas, os espectros de absorcdo em diferentes concentragdes
apresentaram comportamento linear, sem desvios significativos no comprimento de onda
maximo da banda Soret. Também nao foram observados alargamentos das bandas ou o
surgimento de novas transi¢des espectrais, o que reforca a auséncia de agregagdo molecular.
Vale mencionar que a formagao de agregados compromete a geragdo de espécies reativas de
oxigénio, prejudicando o desempenho dos fotossensibilizadores.

Esse resultado ¢ atribuido a estabilidade eletronica do sistema m conjugado do anel
porfirinico, que mantém as moléculas bem dispersas, evitando interagdes que levem a
agregacdo. Esse comportamento ¢ considerado favoravel, pois a ndo agregacdo em solugcdo
contribui diretamente para a eficacia das porfirinas como fotossensibilizadores. Embora a
presenca de diferentes metais possa influenciar a distribui¢do eletronica e a estabilidade
estrutural da porfirina, ndo foram observadas variacdes significativas nas bandas de absor¢ao
(Soret e Q) entre os diferentes ions metalicos coordenados, o que indica alta estabilidade dessas

moléculas em DMSO.
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De acordo com a lei de Lambert-Beer, o coeficiente de absor¢ao molar (¢) de um

composto em determinado comprimento de onda pode ser obtido a partir do declive da reta da

absorbancia em func¢do da concentragdo (grafico A x c), dividido pelo caminho 6ptico (1). Em

DMSO, as bandas Q foram observadas em 513 nm (Q y (1-0)), 548 nm (Q y (0-0)), 588 nm (Qx (1-

0)) € 644 nm (Qx (0-0)) (Figura 14), enquanto a banda Soret foi detectada em 4/7 nm (Figura 15).

Figura 14- Espectros de absor¢dao na banda Q das porfirinas em diferentes concentragoes: a)
H:MPyP, b) PAMPyP, c¢) PtMPyP e d) RuMPyP. O detalhe inserido mostra a dependéncia
linear da absorbancia em relagdo a concentragdo. Todas as medicoes foram realizadas
utilizando DMSO como solvente.
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Figura 15- Espectros de absor¢do na banda de Soret das porfirinas em diferentes
concentragoes: a) H:-MPyP, b) PAMPyP, c) PtMPyP e d) RuMPyP. O detalhe inserido mostra
a dependéncia linear da absorbdncia em relagdo a concentragdo. Todas as medigoes foram
realizadas utilizando DMSO como solvente.
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Para caracterizar as diversas familias de compostos sintetizados, ¢ fundamental calcular

a absortividade molar para cada banda do espectro de absor¢ao. Através da aplicacao da lei de

Lambert-Beer e utilizando o declive das retas ajustadas, determinou-se o valor do coeficiente

de absortividade molar (¢) para as bandas Q e Soret. Em DMSO, a lei de Lambert-Beer foi

obedecida para todas as porfirinas. Os valores dos coeficientes de absorcao molar (g) estdo

apresentados na tabela 2.
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Tabela 2- Transigoes eletronicas das porfirinas estudadas por espectroscopia de absor¢do na
regido do UV-Vis, em DMSO.

A=nm (¢ =L mol”' em™)

Porfirinas Soret Qx(0-1) Qy-0) Qyo-1) Qy0-0)
(417 nm) (513 nm) (548 nm) (588 nm) (644 nm)
HMPyP 3,36.10° 1,38. 10* 5,44.10° 4,01.10° 3,05.10°
PdMPyP 3,9.10° 1,37. 10 5,41.10° 4,02.10° 3,11.10°
PtMPyP 3,21.10° 1,3.10* 5,16.10° 3,82.10° 2,95.10°
RuMPyP 2,44.10° 1,39. 10* 6,97. 103 498.10° 3,31.10°

Fonte: Autoria Propria.

Nos espectros obtidos, observa-se que a introdugdo de complexos polipiridilicos
periféricos ndo alterou de forma significativa a posi¢ao dos maximos de absorcdo, sendo os
coeficientes de extingdo molar das porfirinas bastante semelhantes. Em contrapartida, a
RuMPyP apresenta € mais elevados nas bandas Q em relagao aos demais derivados, enquanto
na banda Soret (B) seus valores sdo inferiores. Esse comportamento pode estar associado a
presenca de uma banda de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT), tipica de complexos
de ruténio (II), geralmente observada na regiao de 450-500 nm (Engelmann et al., 2002).

A transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) é um processo fotofisico em complexos
de metais de transi¢cdo, no qual um elétron ¢ promovido do centro metélico para um ligante
aromatico ou diiminico, formando um estado excitado triplete. Esse estado ¢ rapidamente
populado apés excitagdo e pode ser localizado em um ligante ou deslocalizado entre varios,
sendo determinante para as propriedades de luminescéncia, relaxamento e reatividade
fotoquimica do complexo (Wang et al., 2004).

Considerando que a determinagdo de € depende da validade da Lei de Lambert-Beer,
avaliou-se a linearidade da absorbancia em fungdo da concentragdo. Os coeficientes de
correlagdo obtidos foram altamente satisfatorios, e dentro do intervalo de concentracdes
analisado nao foram observados desvios da linearidade, o que indica auséncia de agregagao dos

compostos na faixa investigada.
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5.2 Analise da influéncia do tempo na estabilidade das porfirinas em soluciao

As porfirinas constituem um conjunto de compostos cujas propriedades quimicas e
fisicas sdo significativamente influenciadas pelos grupos substituintes presentes no macrociclo.
Entre as propriedades fisicas afetadas, destacam-se a estabilidade e a solubilidade em solugao.

Com base nos resultados obtidos, os espectros de absor¢do UV-Vis das porfirinas
metaladas com palddio e platina (PAMPyP e PtMPyP), ver figura 16, mantiveram-se
praticamente inalterados ao longo de 13 dias. Essa constancia espectral indica que as estruturas
moleculares dessas porfirinas permaneceram estaveis, sem apresentar sinais de degradagao,
oxida¢do ou agregacdo significativa durante o periodo de observacdo. Tal comportamento esta
associado a rigidez estrutural do anel tetrapirrdlico e a forte coordenacao dos ions metalicos,
que formam complexos com geometria quadrado-planar e alta simetria, conferindo baixa
tendéncia a agregacao e alta resisténcia a degradacdo fotoquimica. Esses fatores sdo essenciais

para a manutenc¢ao das bandas caracteristicas de Soret e Q.

Figura 16 - Espectros de absor¢do para avaliagdo da estabilidade das porfirinas PAMPyP e
PtMPyP em diferentes dias.
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Fonte: Autoria Propria.

Essa estabilidade prolongada refor¢a o potencial dessas porfirinas para aplicacdes em
terapia fotodindmica e dispositivos opticos, onde a integridade espectral ¢ fundamental para a
eficiéncia dos processos. Tal comportamento pode ser atribuido a rigidez estrutural do anel
tetrapirrolico, a presenca de substituintes que dificultam a agrega¢o intermolecular e a repulsao

eletrostatica entre as moléculas.
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A porfirina RuMPyP (Figura 17.a) apresentou fotobranqueamento, um fendémeno
comum em muitas porfirinas quando expostas a luz. Esse processo resulta na diminuicao das
bandas de absor¢ao no espectro de excitagdo da amostra, refletindo uma reducdao na
concentracdo do composto ativo, uma vez que a absorbancia ¢ diretamente proporcional a
concentracao. Ja o composto HoMPyP (Figura 17.b) apresentou um aumento gradual nas bandas
de absor¢ao ao longo dos dias. Considerando que a amostra necessita de um tempo maior para
completa solubilizacdo, esse aumento pode estar relacionado a dissolucdo progressiva da

porfirina na solu¢ao, resultando em maior concentracao efetiva da espécie ativa.

Figura 17- Espectros de absor¢do da RuMPyP (a) e da HxMPyP (b) registrados em
diferentes dias para avaliacdo de sua estabilidade.
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Fonte: Autoria Propria.

5.3 Determinac¢ao do rendimento quantico de fluorescéncia (®r)

A fluorescéncia ¢ a emissdao de fotons que ocorre durante o processo de relaxacao
molecular, sem mudan¢a na multiplicidade de spin, permitindo o retorno do estado excitado
singlete (S1) ao estado fundamental (So). O ®@rrepresenta a probabilidade de que a molécula, ao
ser excitada, retorne ao estado fundamental por meio da emissdo de fluorescéncia, em vez de
se desativar por processos nao radiativos.

A Figura 18.a apresenta os espectros de emissdo de fluorescéncia das porfirinas
estudadas em solu¢ao de DMSO apds excitagdo a 514 nm, ja a Figura 18.b apresenta as curvas
de decaimento da fluorescéncia. Todas as amostras independentes da natureza dos compostos

de coordenacao periférica, exibiram um pico de emissao principal a 649 nm, correspondente a
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transi¢ao eletronica Q (0,0), e um ombro em torno de 715 nm, referente a banda Q (0,1). Essas
bandas mostram um deslocamento para o azul de aproximadamente 4,0 nm em comparacao
com o composto padrao TPP.

Para todos os compostos analisados, a banda Q (0,0) apresentou maior intensidade que
a banda Q (0,1), comportamento tipico de porfirinas em solu¢do monomérica. Além disso, as
moléculas mantiveram sua estrutura eletrénica no estado excitado, sem evidéncias relevantes
de agregacdo. A presenca bem definida das duas bandas indica que a emissao ocorre a partir do

estado singlete excitado (S1), apds uma pequena perda de energia por relaxacdo vibracional.

Figura 18 - (a) Espectros de fluorescéncia normalizados das porfirinas estudadas apos
excitagdo a 514 nm. (b) Curvas de decaimento da fluorescéncia das porfirinas registradas

apos excitagdo a 441 nm.
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Fonte: Silva et al., 2025.

Os espectros de fluorescéncia das porfirinas foram registrados apods diluigao das
solugdes estoque, de forma que a absorbancia em 540 nm fosse proxima de 0,05. Essa condig¢ao
minimiza o efeito de filtro interno, que ocorre quando parte da luz de excitagcdo ¢ absorvida
antes de atingir a amostra (efeito primario) e parte da luz emitida ¢ reabsorvida antes de sair da
célula (efeito secundario). Nessas condigdes, a intensidade de fluorescéncia observada ainda
depende da densidade Optica da amostra nos comprimentos de onda de excitagdo e emissao,
tornando a relagdo entre intensidade e concentragdo do fluoréforo ligeiramente ndo linear
(Kubista et al., 1994).

Os valores das absorbancias dos espectros de absor¢ao do padrdo, no comprimento de
onda de 340 nm, os valores das areas dos espectros de emissao de fluorescéncia corrigidos,

tanto para o padrao TPP (®r = 0,13), como das solugdes preparadas nos meios considerados,
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foram analisados por meio da Eg. 3, determinando-se assim, rendimento quantico de
fluorescéncia (Tabela 3). Complementarmente, os tempos de vida do estado excitado singlete
(ts1) foram obtidos por meio de excitagdao a 441 nm utilizando fonte NanoLED, e se encontram
resumidos na Tabela 3. Parte destes resultados ja foi publicada previamente (Silva et al., 2025),

refor¢ando a consisténcia dos dados apresentados.

Tabela 3- Tempo de vida Si (t51) e rendimentos quanticos de fluorescéncia (Pr).

Porfirinas (00 Tg, (ns)
H.MPYP 0,10 (+0,02) 10,00 (£0,02)
PtMPyP 0,11 (x0,02) 10,45 (£0,02)
PdMPyP 0,11 (+0,02) 9,95 (+0,03)
RuMPyP 0,10 (+0,02) 10,40 (+0,04)

Fonte: Autoria Propria.

A partir dos dados apresentados na tabela, constatou-se que os valores de rendimento
quantico de fluorescéncia das porfirinas foram considerados satisfatérios, pois todos os
complexos apresentaram valores muito semelhantes, na faixa de 0,10 a 0,11. Identificando que
a inser¢do de diferentes ions metdlicos ndo resultou em variacdes significativas no ®r
considerando a margem de erro experimental de + 0,02.

Essa constancia nos valores de ®r pode ser vista como um indicativo de que, apesar da
complexacdo metalica poder alterar propriedades eletronicas da porfirina, essas alteragdes ndo
foram suficientes para impactar significativamente a eficiéncia do ®r. Além disso, a auséncia
de diminuicao expressiva no rendimento de fluorescéncia com a insercao de metais pesados
(como Pt e Pd), que normalmente favorecem processos de ISC e fosforescéncia, pode indicar
que esses processos competem de forma limitada com a fluorescéncia nesses sistemas

especificos, ao menos nas condi¢des experimentais utilizadas .

5.4 Determinacao direta do rendimento de formacao de oxigénio singlete (¢a)

Uma das espécies reativas mais importantes nos mecanismos dos processos
fotodindmicos ¢ o oxigénio singlete ('O2), que ¢ capaz de induzir a morte celular e pode ser
responsavel pela fotoinativagdo de microrganismos. A capacidade das porfirinas em produzir
espécies de 'O, foi monitorada através do método direto. Os @4 correspondem a média das

medidas independentes realizadas em triplicata utilizando a TPP como padrao.
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As porfirinas usadas recebem o nome de FSs de segunda-geragdo por apresentarem
modificacdo nas cadeias laterais do anel macrociclico, que repercutem num aumento
significativo nos seus ®a. Para os espectros de fosforescéncia dos compostos que sdo exibidos
na (Figura 19), podemos observar uma banda com perfil gaussiano, aproximadamente a 1280
nm, revelando a caracteristica da transi¢do 'A; — *Z,, com um pico de maior intensidade para

a porfirina livre de metal.

Figura 19 - Espectros de emissdo fosforescente do 'O> produzido pelas porfirinas.
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Fonte: Autoria Propria.

Os espectros de fosforescéncia apresentaram uma moderada razao sinal-ruido, mas que
permitiu a determinacdo da 4area da banda de emissdo com razoabilidade. Os ®a foram
calculados de acordo com a Egq.7 utilizando a TPP como padrao e estdo elencados na Tabela 4.
Analisando os valores de ®a para as porfirinas desse trabalho, todos os compostos testados
apresentaram rendimentos quanticos de geragdo de oxigénio singleto abaixo do valor da
molécula padrao (®»=0,82), sendo que para a porfirina de base livre o valor de @ foi o maior
em relagdao aos seus derivados (0,70), refletindo assim em uma maior eficiéncia quantica de

transferéncia de energia, seguindo a ordem H,>Pd=Pt>Ru.
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Tabela 4- Comparagdo determinados @4 por este trabalho usando como padrdo a TPP.

Composto (OJN
H>MPyP 0.70 (+£0.06)
PdMPyP 0.52 (+£0.06)
PtMPyP 0.52 (+0.02)
RuMPyP 0.42 (£0.07)

Fonte: Autoria Propria.

O composto contendo complexo de Ru (II) apresentou o menor valor de rendimento
quantico de oxigénio singlete (®a = 0,42). Esse resultado pode estar relacionado a geragao
preferencial de outras espécies reativas de oxigénio, como radicais hidroxila (*OH) e anions
superdxido (O2¢7), conforme observado por Gongalves et al. (2020). Nesse estudo, os autores
investigaram duas porfirinas contendo o grupo tetra-[Ru(bpy)2Cl]", a de base livre apresentou
um valor de @4 ainda menor (0,02) através do método indireto. J& em um estudo realizado por
Acunha et al. 2021, o rendimento quantico de 'O: foi determinado para um corrole também com
derivado de Ru (II), utilizando o método indireto, o valor obtido foi (0,62 £+ 0,50). Em outro
trabalho realizado por Deda et al. 2012 a porfirina monocationica de Ru (II) estudada no
presente trabalho foi caracterizada através do método indireto em diclorometono (CH2Cl),
onde se observou que 0o @ também esta proximo do valor encontrado (0,51). Dessa forma, o
valor encontrado (®a = 0,42) para a porfirina de Ru de base livre se mostra coerente com 0s
dados da literatura, considerando-se a influéncia do centro metalico na modulacao da formagao
de diferentes espécies reativas de oxigénio. Além disso esse valor estd na faixa tipica dos
fotossensibilizadores aprovados para PDT, que apresentam rendimentos quanticos
compreendidos entre 0,3 e 0,6 (Plaetzer et al., 2009).

Para as demais porfirinas de paladio (II) e platina (II) foram observados valores iguais
de geracdo de oxigénio singleto (®a =0,52) para as duas porfirinas, indicando uma eficiéncia
maior que 50%. Estudos encontrados na literatura corroboram com essa alta eficiéncia em
compostos de Pd (II) e Pt (IT). Em um estudo realizado por Tasso et al. (2017) em compostos
de platina tetra-substituidos de base livre o rendimento foi superior a 60% que ¢ um indicativo
de comportamento fotoativo. fons metalicos pesados, como paladio (II) e platina (II), exercem
um papel importante na modificacao do comportamento fotofisico de compostos tetrapirrolicos,
como porfirinas, ftalocianinas e corroles (Cocca et al., 2018). Sua presenca contribui para o

relaxamento das regras de sele¢@o de spin, facilitando transi¢des normalmente proibidas, como
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o cruzamento intersistema. Como consequéncia, o estado excitado singlete dessas moléculas

tende a ser rapidamente desativado.

5.5 Determinagdo do tempo de vida de tripleto e rendimento de tripleto (Pr)

A técnica de LFF (Espectroscopia de Absor¢ao Transiente), baseada na excitagdo da
amostra por pulsos intensos de luz e no monitoramento das espécies transientes geradas
mediante uma fonte continua de deteccao, foi empregada para a determina¢ao do tempo de vida
e do rendimento quantico do estado triplete (D).

Os valores de @1 foram obtidos pelo método de absor¢do transiente em regime de flash
laser, utilizando o TPP como padrao (®r=0,82).

As porfirinas foram preparadas em DMSO, e suas concentragdes ajustadas por medidas
espectrofotométricas, de forma que a absorbancia no comprimento de onda de excitagdo do
laser (A = 532 nm) permanecesse em torno de 0,2. Essa condi¢ao foi adotada para atender aos
requisitos da Eq. 26 e, ao mesmo tempo, evitar efeitos indesejados, como processos bifotonicos
¢ autoabsorcao.

Durante os experimentos cada porfirina foi analisada em diferentes pontos distintos (10
pontos), em cubeta de quartzo com volume de 2,5 mL, e em temperatura ambiente (22°C). Os
espectros de absor¢cdo UV-Vis das amostras foram coletados antes e depois da analise de LFF.
Para garantir a reprodutibilidade, todos os experimentos foram conduzidos em duplicata, e, a
cada ponto de energia, a amostra foi substituida por uma nova solugdo, evitando assim possiveis
alteracoes fotofisicas decorrentes de exposicdes sucessivas ao feixe do laser.

A variagao da energia do pulso do feixe de bombeio do laser (E) resultou em alteragdes
na magnitude da absor¢do transiente diferencial (AA) de todas as porfirinas. A figura 20
apresenta o perfil de decaimento cinético do estado T: da porfirina PAMPyP obtido em
diferentes energias do pulso, além de mostrar a amplitude inicial do decaimento do estado
tripleto (AAo), medida imediatamente apos o término da excitagdo.

Com base nessas medigdes, foi possivel construir o grafico AAo versus E, conforme
mostrado na Figura 21, e, a partir do ajuste exponencial desse grafico, foi possivel determinar
os pardmetros AA%max € AAmax para todas as amostras. Nos insets das curvas (Figura 22.b-e),
sdo apresentadas as variacdes das absor¢des transientes das amostras (AAo) em funcdo da

absorcio transiente do padrdo (AAS)), nas regides da curva de energias mais baixas. Ao proceder
: : . . A AA,
o ajuste linear dessas curvas, o coeficiente angular obtido fornece o parametro AAS da
0

Eq.26.
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Figura 20 - Curvas de Cinética de Decaimento do estado tripleto T1 da PAMPyP, para
diferentes energias de pulso de excitagdo.
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Fonte: Autoria Propria.

Figura 21- AAo em fungdo da energia do pulso de laser para todas as porfirinas estudadas.
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Figura 22- Absor¢do transiente (44) em fungdo da energia do pulso de excita¢do da luz de
bombeio: (a) TPP; (b) H2MPyP, (c) PAMPyP e (d) PtMPyP e e) RuMPyP. Os insets
apresentam a variagdo de AA da amostra com o AAs do padrao.

a) b)
0.12 0.12
TPP
0101 * 0.10
0.08 | 0081
<C, 05l
D 0.06 < 006l
o < 0.04 |
- 0.02}
0.00F @ _ . . A A
1 1 | | | 000 @ 0.01 OAolip 0.03 0.04
0 5 10 15 20 1 . . L )
0 5 10 15 20

Energia (mJ) Energia (mJ)

c) d)
0121 0.12 PtMPyP
0.10} 010+
0.08f 0.08
< L < 0.06]
= 0.08 3
0.04} 0.04}
0.02} 0.02+
0.08 0.00 001 002 0.03 0.04
000 L ® .00 0.01 Z.'(&Zp 0.03 0.04 0.00}F () I I AA'I:, I
: ' ' ' ' 0 5 10 15 20
0 > 10 15 20 Energia (mJ)
Energia (mJ)
e)
0.05
RuMPyP °
0.04
0.03
< 0.012
<] 0.02} é),oos
<]0.004
0.01F
0.000
0.00 + 0.00 0.01 AOA?; 0.03 0.04

0

5 10 15 20
Energia (mJ)

Fonte: Autoria Propria.



73

Tabela 5- Pardmetros fotofisicos das porfirinas estudadas em DMSO: tempo de vida Ti(t11);
tripleto (®r) e conversao interna (®Dic); constantes de taxa de decaimento radiativo (kr),
cruzamento intersistema (kisc) e interconversao (kic).

PORFIRINAS (t;;) @1 Pic (s'l)er 107 (s "I; X107 (s“)kxic107
Vs N S O N YR v 8
PdMPyP ( 1;12) ( 362,;34) ( iof)(,)gz) ( 116(?33) ( f(,)o’g@ ( E(fgz)
PMPyP ( 112122) ( Ef)iggz) ( 26(,)32) ( 116{33) ( jé?g@ ( 263’82)
RuMPyP ( jlg 0 ( 1064,1(())5) ( J_(r)(’)s,(())S) ( 106?89) ( j(fg@ ( i4(’f36)

Fonte: Autoria Propria.

O rendimento quantico e o tempo de vida do estado tripleto das porfirinas HoMPyP,
PdMPyP, PtMPyP e de RuMPyP estao listados na Tabela 5.

A porfirina contendo o grupo colateral Ru (II) apresentou o menor valor de @t em
comparacao com as outras porfirinas estudadas. Esse comportamento pode estar relacionado a
presen¢a de uma banda de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT), tipica de complexos
de ruténio (II), a qual favorece processos de desativagdao ndo radiativa do estado excitado Si.
Além disso, a supressao desse estado pelo complexo de ruténio (II) pode ocorrer também pelo
efeito do a&tomo pesado ou por uma transferéncia parcial de carga entre o substituinte periférico
e o anel porfirinico (Silva et al., 2025).

Em estudo correlato, Gongalves e colaboradores analisaram a porfirina tetracationica de
base livre contendo ruténio (II). Verificaram que o rendimento quantico do estado tripleto do
RuTPyP, bem como o de outras espécies de vida curta geradas sob excitagdo direta por luz,
apresentou-se bastante reduzido.

Além disso, verificaram que o tempo de vida dos estados tripletos associados a grupos
periféricos contendo Ru (II) foi menor do que o geralmente reportado para tripletos de outras
porfirinas, resultado que reforca os baixos valores obtidos neste trabalho para a porfirina
RuMPyP. Segundo os autores, esse comportamento pode estar relacionado a dissipacdo da
energia do estado tripleto da porfirina de Ru (II) por meio da formagdo lenta de espécies
intermedidrias. Esse processo pode decorrer, por exemplo, da interacdo entre moléculas de

RuMPyP em seus estados tripletos e moléculas em estados fundamentais, ou ainda de uma
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transferéncia de carga reversivel intramolecular entre a unidade colateral [Ru(bpy)Cl]* e o
nucleo da porfirina excitado em seu estado tripleto.

Em relacdo a formacgdo de tripletos as porfirinas de H-:MPyP, PAMPyP e PtMPyP
exibem alta formacgao de estados tripletos com valores de @1 de aproximadamente 0,85. Esses
valores elevados de @t contribuem diretamente para a geragdo eficiente de espécies reativas de

oxigénio (ROS), particularmente oxigénio singlete.

5.6 Ensaio de determinagdo do coeficiente de parti¢do (Pow)

Os coeficientes de partigdo na mistura n-octanol/agua ¢ usado para avaliar como um
composto tende a se distribuir entre uma fase organica e uma fase aquosa. Numericamente,
quanto mais negativo for o valor de log P,w, mais hidrofilica ¢ a porfirina.

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores obtidos para as porfirinas analisadas. O log Pow
foi determinado com o objetivo de estimar a afinidade das moléculas pelas membranas

bioldgicas, com base na razio entre suas concentracdes nas fases aquosa e organica.

Tabela 6- Coeficientes de parti¢do na mistura n-octanol/agua (log P,w) das porfirinas
estudadas.

Porfirina log Pow
H>MPyP +3,60
PdMPyP +2,05
PtMPyP +2,10
RuMPyP +2,40

Fonte: Autoria Propria.

A porfirina livre H.MPyP apresentou o maior log Pow, refletindo sua maior
lipofilicidade devido a auséncia de grupos metélicos. Nos derivados metéalicos, PAMPyP,
PtMPyP e RuMPyP, os valores de log P,, foram menores, indicando que os complexos
metalicos aumentam ligeiramente a polaridade e as interagdes soluto-solvente, confirmando
que a carga ¢ diretamente responsavel por sua maior solubilidade em meio aquoso. Esses
valores estdo de acordo com a literatura, em um trabalho realizado por Engelmann et al. (2007),
observou-se que, em porfirinas monocationicas, os substituintes periféricos tém efeito
relativamente pequeno sobre o log P,w, sendo o principal determinante o termo de cavitagdao do

solvente, relacionado ao volume e a hidrofobicidade da molécula.
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5.7 Ensaios de ligacao de BSA
5.7.1 Andlise de docking molecular para BSA: H2MPyP, PtMPyP, PAMPyP e RuMPyP.

Existem trés principais sitios de ligagdo eminentes para moléculas pequenas: sitio |
(localizado no subdominio IIA) onde podem ser encontrados os residuos Trp-212, sitio II
(localizado no subdominio I1IA), ambos situados em bolsos hidrofobicos, e sitio III (localizado
no subdominio IB) situado em um bolso externo onde o residuo Trp-134 pode ser encontrado
(PAZ et al., 2023).

Visando elucidar em nivel atomico a capacidade de ligagcdo de cada porfirina & BSA,
colaboradores realizaram célculos do docking molecular (Silva et al., 2025). Os resultados estiao
resumidos na Tabela 7, que apresenta as pontuacdes de docking (adimensionais) para as
interacdes BSA:porfirinas nos sitios I, II e III, correspondentes aos subdominios IIA, IITA e IB,
respectivamente.

Os valores de docking score foram positivos em todos os bolsos da proteina analisada,
indicando potencial de interacao; entretanto, a diferenga significativa observada para o sitio III,
que apresentou a maior pontuagdo, corrobora com o nimero experimental de sitios de ligacao
(n ~ 1,0) e sugere que o subdominio IB, exposto ao meio aquoso, seja o principal local de
ligagdo para H-.MPyP, PAMPyP, PtMPyP e RuMPyP.

Essa preferéncia pode ser explicada pelo alto volume estérico das moléculas, que
dificulta sua incorporacdo em bolsos mais internos da proteina, tornando regides mais
acessiveis mais favoraveis a interag¢do (Santos et al., 2020).

Na literatura, alguns derivados de porfirina apresentaram a mesma tendéncia observada,
sendo relatado por diferentes autores que o principal sitio de ligagdo dessas moléculas na BSA
corresponde ao sitio III. Chaves et al. (2019), ao investigarem a meso-tetra(4-piridil)porfirina
complexada com ruténio (II), verificaram que a interacdo predominante ocorria no subdominio
IB da albumina. De maneira semelhante, Santos et al. (2020) demonstraram que complexos de
Pd(I)-bpy, ligados perifericamente nas posicdes meta e para (3-PdTPyP e 4-PdTPyP),
apresentaram preferéncia pelo sitio III. Mais recentemente, Tisoco et al. (2022) confirmaram
esse mesmo padrao ao estudarem meso-tetra (tienil) porfirinas contendo complexos periféricos
de Pt (II) e Pd (II). Esses achados refor¢am que, independentemente das variagdes estruturais
dos derivados de porfirinas analisados, o sitio III se mantém como o local de ligagdo mais

favoravel.
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Tabela 7- Valores de pontuagdo de encaixe molecular (adimensional) para a intera¢do BSA:
H>MPyP / PAMPyP / PtMPyP / RuMPyP.

Porfirinas Sitio I Sitio 1T Sitio I1I
H, MPyP 55,9 554 62,5
PdMPyP 59,4 66,5 68,0
PtMPyP 48,3 60,3 67,2
RuMPyP 18,2 47,5 66,7

Fonte: Autoria Propria.

A Figura 23 ilustra a superposicao da melhor posicao de encaixe das porfirinas nos trés
principais sitios de ligagdo, com a representacdo ampliada correspondente indicando os
principais residuos de aminoacidos que interagem com os tetramacrociclos dentro do
subdominio IB. Neste caso, interagdes hidrofobicas foram sugeridas como as principais forgas
intermoleculares responsaveis pela estabilizagdo do complexo albumina:porfirina. No entanto,
também foi sugerida a interacdo do cation m entre o residuo Lys-413 com as porfirinas
estudadas, dentro da distancia correspondente de 3,41, 4,80 e 1,34 A, respectivamente. Nessa
representacdo, os residuos que interagem com cada porfirina estdo exibidos em bastdo, nas
seguintes cores: HoMPyPor (ciano), PdAMPyPor (rosa), PtMPyPor (laranja), RuMPyPor
(amarelo) e MPor (bege). Os elementos quimicos foram coloridos conforme a convengao:
oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul-escuro), cloro (verde-escuro), Pd (II) (verde-claro), Pt
(IT) (cinza) e Ru (II) (verde), sendo que, para facilitar a visualizagdo, os atomos de hidrogénio
foram omitidos. As interacdes hidrofobicas e de cation—n estdo indicadas por pontos pretos e

laranja, respectivamente.



Figura 23- Superposi¢cdo da melhor pose de encaixe para interagdo entre (A) BSA:
H>MPyPor, (B) BSA: PAMPyPor, (C) BSA: PtMPyPor e (D) BSA: RuMPyPor nos
subdominios 114, 1114 e IB.
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Fonte: Silva et al., 2025.
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5.7.2 Andlise de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario.

Os espectros de fluorescéncia com e sem adigcdes sucessivas dos compostos

selecionados (variando de 0 a 18 uM) a 298 K, obtidos a partir de ensaios de competi¢ao para

a ligacao das porfirinas HMPyP, PAMPyP, PtMPyP ¢ RuMPyP com a BSA, sdo mostrados na

Figura 24.

Figura 24- Espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estaciondrio para a intera¢do
entre o composto BSA e as porfirinas de (a) H2-MPyP, (b) PAMPyP, (c) PtMPyP e
(d)RuMPyP, a 298 K em uma solugdo de mistura DMSO (5%)/PBS (pH 7,4). Os insets
mostram os diagramas de Stern-Volmer para as interagées com BSA. A concentragdo dos
compostos variou de 0 a 18 uM, e a BSA apresentou concentragaoes fixas em 5,0 uM.
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A BSA apresentou um pico méximo de emissdo de fluorescéncia proximo a 338 nm,

devido aos dois residuos de triptofano, a excitacdo ocorreu em 295 nm. Os parametros
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competitivos — extingdo de Stern-Volmer, taxa de extingdo bimolecular e pardmetros de

ligacdo ( Ksv, kq , Kb, respectivamente) — para interacdes BSA:porfirinas sdo detalhados na

Tabela 8.

Tabela 8- Parametros de liga¢do da BSA das porfirinas estudadas: supressdo (0%),
constante de supressao de Stern-Volmer (Ksy), constante de taxa de supressdo de Stern-
Volmer bimolecular (ky), constante de associagdo de Stern-Volmer modificada (K,), numero
de fluoroforos (f) e energia livre de Gibbs (AG°).

Porfirina P Ksv kq Ka fe AG®
(%) (M-HPx10°  (M~'s-1) x102 (M -') x10* (keal mol - 1)f
6,25
2,65 4,30 3,73 1,66 ’
H:MPyP 555 (+0,05)
(+0,08) (+0,16) (+0,01) (+0,01)
7,60
25,9 42,1 36,7 1,70 ’
PAMPYP g5 5 (+0,05)
(+0,10) (+0,20) (+0,25) (+0,02)
5,90
7,67 12,5 2,08 0,84 ’
PtMPyP 60,0 (40,05)
(+0,03) (+0,06) (+0,03) (+0,03)
RuMPyP 20.0 1,37 2,22 5,28 0,40 -6,45
' (+0,04) ( +0,08) (+0,02) (+0,02) (+0,05)

2 Supressio (%) = (Fo— F) / Fo x 100; ® Constante de supressdo de Stern -Volmer; © Constante da taxa de supressio
biomolecular de Stern-Volmer, usando tempo de vida de BSA (1 = 6,15 ns) (Rodrigues et al. 2025); ¢ Constante
de associacio de Stern-Volmer modificada; ¢ Numero de fluoréforos; fEnergia livre de Gibbis, usando R = 1,9875
calmol 'K e T=298,15 K.

Fonte: Silva et al., 2025.

Os maiores valores de Ksv (10° M) e kq (10> M! s7!) foram observados para a
porfirina PAMPyP, sugerindo um possivel mecanismo de extin¢do de fluorescéncia estatica para
BSA: PAMPyP. Os valores de kq observados sdo trés vezes maiores que a constante de extingao
de colisdo difusional (kair= 7,40 x 10° M!'s7!, de acordo com a teoria de Smoluchowski -
Stokes-Einstein a 298 K) (Lakowicz et al., 2006) corroborando com a discussdo de mecanismos
de extingdo estatica (associagdo estado fundamental, com base nos valores de kq (Tabela 8).

Os valores de K, para cada porfirina indicam moderada capacidade de interagio (~10*
M 1), com destaque para o derivado PAMPyP, que apresentou o maior valor de K, (Tabela 8).
A auséncia ou inclusdo dos compostos de coordenagdo na posi¢do periférica da porfirina
resultou em variagdes nos parametros de ligacdo com a BSA, ressaltando a significancia desses
complexos metalicos na interacdo com a biomolécula. De acordo com os valores de f obtidos,
foi possivel notar que os derivados HMPyP e PAMPyP tendem a interagir com até dois residuos

de triptofano, enquanto os derivados PtMPyP e RuMPyP tendem a interagir com apenas um
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deles (Tabela 8). Também foram observados valores negativos para as energias livres de Gibbs

(AG®) para todos os derivados de porfirina, destacando a espontaneidade dessa interagao.

5.7.3 Andlise de fluorescéncia sincrona

Para avaliar o ambiente molecular ao redor dos residuos de aminodacidos tirosina (Tyr) e
triptofano (Trp) na auséncia e na presenca das porfirinas estudadas, foi realizada a andlise de
SF. Dessa forma, a SF ¢ considerada uma técnica mais sensivel do que a fluorescéncia em
estado estacionario para detectar perturbacdes no microambiente ao redor dos residuos de Tyr
(AL =15 nm) e Trp (AA = 60 nm).

A introdugao de porfirinas de base livre, com ou sem fragdo complexa periférica, resultou
em uma diminui¢ao na intensidade de emissao de fluorescéncia sem desvios significativos para
azul ou vermelho no pico méximo de emissao de fluorescéncia. Isso sugere que essas porfirinas
se ligam a BSA sem perturbar o microambiente ao redor dos residuos de Tyr ou Trp, alinhando-
se com os resultados de analises anteriores de fluorescéncia em estado estacionario (Silva et al.,

2025).

5.7.4 Andlise de fluorescéncia resolvida no tempo

A espectroscopia de fluorescéncia com resolucdo temporal ¢ um método util para
identificar o principal mecanismo de extin¢ao da fluorescéncia. A ndo variancia dos valores de
tempo de vida da albumina (t) na presenca de cada derivado de porfirina provavelmente indica
um mecanismo de extingao da fluorescéncia estatica, enquanto reducdes significativas nos
valores de tempo de vida revelam a ocorréncia de um processo de extingao dindmica (Bolivar
et al., 2016).

Os decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo estdo representados na Figura 25 e
seus parametros correspondentes para a interacdo BSA:derivados de porfirina HoMPyP,
PdMPyP, PtMPyP e RuMPyP (Aexc = 295 nm) foram representados na Tabela 4. A BSA
apresentou dois valores de tempos de vida de fluorescéncia, sendo o segundo o percentual mais
relativo (84,3%). Comportamento distinto pode ser notado apenas para a porfirina PAMPyP,
onde uma grande variagdo no valor de 12 ¢ observada em relacdo a BSA livre, seguida pelo
derivado PtMPyP (Tabela 4). Os outros derivados H-MPyP e RuMPyP nao afetam diretamente
a dinamica de interagdo com a BSA, levando a crenca de que o mecanismo de supressdo dos

derivados Pd (IT) e Pt (II) pode ser uma mistura de porgdes estaticas e dindmicas.



Figura 25- Graficos de decaimento de fluorescéncia normalizados entre a BSA e as
porfirinas estudadas, em solu¢ao de DMSO (5%) / tampdo PBS (pH 7,4), com excitagdo em A

= 284 nm (fonte NanoLED).
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Fonte: Silva et al., 2025.
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Tabela 9- Pardametros resolvidos no tempo de BSA com porfirinas em DMSO (5%) /PBS (pH
7,4). [BSA] = 5,0 uM; [porfirinas] = 18 uM; A exc = 284 nm (NanoLED).

T1(ns) % T2(ns) % X
relativa relativa
BSA 2,49 (£0,02) 15,7 5,65 (£0,01) 84,3 1.093
BSA:H:MPyP 1,95 (£0,02) 12.4 5,67 (£0,01) 87,6 1.014
BSA:PdMPyP 0,98 (+£0,02) 38,4 3,02 (£0,07) 61,6 1.055
BSA:PtMPyP 1,53 ( £0,05) 18,6 4,93 (+0,01) 81,4 1.077
BSA:RuMPyP 2,46 ( £0,05) 8.9 5,54 (£0,01) 91,1 0,987

Fonte: Silva et al., 2025.

5.8 Oxidagdo fotodindmica de BSA e constante de Sterm-Volmer.

A BSA ¢ suscetivel a processos foto-oxidativos principalmente devido a ROS,

como espécies radicais de oxigénio singlete (!0,), hidroxila (*OH), superéxido (027) e

hidroperoxila (*OOH) (Santos et al., 2020). Isso ocorre porque a oxidagdo de proteinas por

macrociclos tetrapirrélicos ¢ mediada pela fotodegradagdo de residuos de aminoécidos, o que

pode levar a alteracdes conformacionais na estrutura da proteina, perda de fungdo e,
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potencialmente, a sua agregacdo. Aminoacidos como cisteina, histidina, metionina, triptofano
e tirosina podem sofrer degradacdo durante o processo de foto-oxidacdo. As albuminas, que
apresentam absor¢ao maxima em 280 nm e fluorescéncia em torno de 340 nm, t€ém sua emissao
extinta por ligantes como as porfirinas. A foto-oxidacao da BSA ocorre principalmente em dois
sitios: o residuo Cys-34, que gera um radical tiil (RS-), e os residuos Trp-134 e/ou Trp-214,
cuja oxidacdo leva a formagao de radicais terciarios e a ruptura do anel indélico, reconhecidos
como pontos altamente susceptiveis a oxidagdo em proteinas (Santos et al., 2020; Bonacorso et
al., 2019; Silvester et al., 1998).

Os ensaios de fotooxidacdo de BSA na presenca de porfirinas foram avaliados
monitorando as alteracdes no pico de emissao de fluorescéncia de BSA durante a fotooxidagao
sob irradiacdo com lampada haloégena. A irradiag¢do foi conduzida com uma taxa de fluéncia de
240 mW cm™2 por 60 minutos, sob concentragdo fixa dos reagentes, totalizando uma dose de
luz de 864 J cm™2.

Levando em consideragdo os espectros de fluorescéncia (Figura 26), podemos observar
que para todos os compostos testados, ocorreu uma reducao da intensidade da fluorescéncia da
proteina ao longo das consecutivas irradiagdes de luz. Isso ¢ um indicativo significativo de uma

interagdo dos compostos com a proteina.
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Figura 26 - Ensaios de fotooxidagdao de BSA em solugdo de DMSO/PBS (1:1) na presenga de
porfirinas usando um comprimento de onda de excitagdo de 290 nm.
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O ajuste desses graficos foi usado para determinar a constante da taxa de fotodegradacao

(kpa), mostrada na Tabela 10.

Tabela 10— Constantes da taxa de fotodegradagado (kpa) obtidas a partir de ensaios de

fotooxidagdo BSA.
Porfirina Kpa (min )
H,MPyP 0,059
PdMPyP 0,075
P{MPyP 0,286
RuMPyP 0,046

Fonte: Autoria Propria.
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A Figura 27 mostra a intensidade de fluorescéncia normalizada de BSA em funcao do
tempo de irradiacao. Os resultados sugerem que sob iluminagdo, a porfirina de PtMPyP exibe
uma constante de fotodegradagcdo mais alta (kpq) se compararmos com as outras porfirinas

seguindo a ordem: Pt > Pd >H» >Ru (Tabela 10).

Figura 27- Intensidade de fluorescéncia normalizada da BSA a 340 nm (Aexe = 295 nm) em
Sfungdo do tempo de irradiagdo.
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Fonte: Autoria Propria.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho esclarece como a metalagdo e a ligacdo proteica governam conjuntamente
a fotooxidagdo da albumina sérica bovina (BSA) por porfirinas monocatidnicas sob irradiagao
com lampada halégena. Todos os derivados exibiram os perfis de absor¢do esperados;
notavelmente, o RuMPyP apresentou caracteristicas intensificadas da banda Q, consistentes
com contribuicdes MLCT, enquanto as propriedades de emissdo permaneceram comparaveis
na série. Em relacdo aos andlogos tetracationicos, as porfirinas monocationicas foram mais
eficientes em povoar o estado triplete e gerar oxigénio singlete, reforcando seu potencial para
aplicagdes fotodinamicas. Entre elas, o H-[MPyP alcangou o maior rendimento quantico de
oxigénio singlete (®a = 0,70). Apesar de PtMPyP e PAMPyP exibirem ®x semelhante em
solucdo (=0,52), o PtMPyP proporcionou a fotooxidagdo proteica mais eficiente, indicando que
fatores além do ® determinam o desempenho na interface proteica. Nossos resultados mostram
que todas as porfirinas se ligam espontaneamente a BSA e preferencialmente se localizam no
sitio III (subdominio IB), estabilizadas por intera¢des hidrofobicas e m-cationicas (ex.: Lys-
413). Os dados sustentam uma janela de exposi¢ao-afinidade: uma fotooxidacdo produtiva
requer uma ligacao suficiente para colocalizar o fotossensibilizador com a BSA, porém ndo tao
forte — nem tao profundamente enterrada — que o acesso do O: ao estado triplete seja
prejudicado ou que vias de desativacao mediadas pela proteina predominem. Neste contexto,
os rendimentos de triplete e oxigénio singlete comparativamente mais baixos observados para
o RuMPyP sdo consistentes com a desativagao ndo radiativa assistida por efeito de atomo
pesado/transferéncia de carga, enquanto o desempenho superior do PtMPyP em relacdo ao
PdMPyP — apesar de ®p semelhante — destaca o papel da topologia de ligacdo, da
disponibilidade microambiental de oxigénio e do possivel quenching assistido pela proteina na
determinac¢do da formagao efetiva de EROs proximo a residuos suscetiveis.

Em conjunto, estas descobertas demonstram que a coordenagdo metélica ajusta
finamente tanto a fotofisica quanto os resultados de oxidagdao biomolecular. Elas fornecem
diretrizes praticas de projeto para fotossensibilizadores de préxima geragdo: (i) priorizar
estruturas monocationicas com altos rendimentos de triplete; (ii) modular a hidrofobicidade e a
forca de ligagdo para manter a acessibilidade do O: na interface proteica; e (iii) selecionar
metais/campos de ligantes que evitem perdas nao radiativas por MLCT. Estes principios tragam
um caminho claro para o desenvolvimento de fotossensibilizadores com eficiéncia e

seletividade terapéuticas aprimoradas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, foi possivel observar que as
porfirinas monocatidnicas exibem propriedades fotofisicas promissoras, destacando-se como
potenciais candidatos a agentes fotossensibilizadores para aplicagdo em terapia fotodinamica.
Em particular, os rendimentos quanticos de estado triplete e de oxigénio singlete dessas
moléculas foram superiores aos observados para porfirinas tetracationicas similares, conforme
dados disponiveis na literatura, reforcando seu potencial fotobioldgico.

Entretanto, algumas limitagdes importantes foram identificadas, principalmente
relacionadas a baixa solubilidade dessas porfirinas, atribuida ao seu carater hidrofobico. Esse
fator pode comprometer a eficiéncia em aplicagdes biologicas, dificultando a administracao e a
disponibilidade do fotossensibilizador nos sistemas-alvo.

Dessa forma, como perspectiva futura, torna-se necessaria a busca e o desenvolvimento
de veiculos de entrega que contornem essas limitacdes, promovendo maior solubilidade,
estabilidade e eficiéncia das porfirinas monocationicas em aplicagdes de terapia fotodinamica.
A otimizacdo dessas formula¢des poderd ampliar significativamente o potencial de aplicacao

dessas moléculas.
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