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RESUMO

Porfirinas sdo moléculas muito valiosas na area da fotomedicina, atuando como bons agentes
diagnosticos e terapéuticos ativados por luz. Sua estrutura molecular Ihes garante a capacidade
de absorver e emitir luz com boa eficiéncia, além de permitir sua transicao entre estados singleto
e tripleto de multiplicidade, o que possibilita a geracdo de oxigénio altamente reativo no meio
celular, tornando-as alvos promissores de estudo. No entanto, antes de aplicar esses
fotossensibilizadores, é preciso fazer um estudo fotofisico prévio, a fim de compreender como
funcionam os mecanismos de absorcao e liberacdo de energia dessas moléculas. Esse tipo de
estudo permite direcionar cada molécula para sua melhor aplicagdo, além de elucidar quais sdo
as vantagens e limitacfes de sua utilizacdo. Nesse sentido, o presente trabalho visa fazer um
estudo fotofisico de um grupo de moléculas da classe das tetrafenilporfirinas, a fim de obter
seus parametros fotofisicos em solucdo e relacionar os mesmo com sua estrutura molecular. As
amostras estudadas incluem duas porfirinas base livre neutras e duas porfirinas base livre que,
em solucdo, sdo catibnicas. Sdo estudadas suas propriedades estacionarias de absortividade
molar e de rendimento quéantico de fluorescéncia, a fim de compreender a eficiéncia de seus
processos de absor¢do e emissdo de luz. Além disso, é feito um estudo no regime temporal, a
fim de obter a velocidade de relaxamento de seus estados excitados, pela obtencéo do tempo de
vida de fluorescéncia. Por fim, é obtida a eficiéncia quantica de cruzamento intersistemas dessas
moléculas, permitindo avaliar seu potencial de atuacdo na terapia fotodinamica. Utilizando
todas essas caracteristicas, é possivel descrever as taxas de decaimento do estado excitado em
um regime de nanossegundos e associar esses processos a estrutura molecular do composto e
as caracteristicas distintas entre elas. E observado que o grupo ligante neutro nio influencia
significativamente nas propriedades das moléculas, enquanto a presenca de um grupo carregado
favorece o processo de decaimento ndo radiativo. Além disso, é atestado que o atomo pesado
de iodo é responsavel por aumentar o processo de cruzamento intersistemas. Por fim, os valores
de eficiéncia de formacdo de tripleto encontrados sdo comparaveis aos valores de
fotossensibilizadores comuns na terapia fotodindmica, indicando potencial de aplicacdo das
moléculas analisadas. Seu artigo de sintese havia reportado que as porfirinas catibnicas sao
capazes de produzir oxigénio singleto e induzir morte celular de bactérias. Esses resultados
foram corroborados pela quantificacdo do processo de cruzamento intersistemas, mas foi
observado que a quantidade de espécies tripleto ndo é necessariamente proporcional a formagéo
de oxigénio singleto.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

Moléculas fotoresponsivas tém sido amplamente utilizadas em aplicagfes médicas nos
ultimos anos. Desde 1900, quando foi descrito o uso desta classe de compostos para a
eliminacdo de protozoarios, diversos compostos foram desenvolvidos para aplicacdes clinicas,
tanto para diagnéstico quanto para terapias. (1) Os fotossensibilizadores, como sdo chamados,
sdo compostos capazes de absorver luz e apresentar respostas diversas a isto, variando sua
aplicacdo de acordo com o tipo de resposta que apresentam. Na area de diagnostico, sdo
utilizadas moléculas capazes de emitir sinais luminosos, auxiliando na formacéo de imagens
médicas por fluorescéncia na avaliagdo de tumores ou observacdo de populacdes de
microrganismos. (2) Como vantagem adicional, muitos desses fotossensibilizadores se
acumulam naturalmente em tecido oncoldgico e alteram suas propriedades luminescentes
guando em contato com 0s mesmos, permitindo sua aplicagdo como sensores altamente
especificos. Na area da terapia, um dos mecanismos caracteristicos de muitos
fotossensibilizadores é a sua possibilidade de aplicacdo em terapia fotodinamica, um
procedimento minimamente invasivo para o tratamento de tumores. Essa terapia consiste na
aplicacdo do fotossensibilizador e sua excitacdo para induzir a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, que causam morte celular localizada na érea irradiada, sendo menos invasivo que o
método tradicional de cirurgia enquanto apresenta resultados semelhantes ou até melhores que
este. (3-4) O mesmo mecanismo fotodindmico também permite o tratamento de infeccGes
bacterianas sem a necessidade do uso de antibidticos tradicionais. A vantagem neste caso é que,
diferente dos antibioticos comuns, a terapia fotodindmica antimicrobiana ndo induz o aumento
da resisténcia das cepas de bactérias ao longo de suas geracdes. (5) Esse tipo de aplicacdo vem
ganhando destaque na ultima década frente a possibilidade cada vez maior de uma crise de
superbactérias. (6) Dessa forma, € evidente que a aplicacdo de moléculas fotossensibilizadoras
¢ bastante ampla, mas para determinar qual a melhor aplicagdo de um determinado
fotossensibilizador é preciso fazer um estudo de suas propriedades fotofisicas, através de
medidas de espetroscopia éptica.

Para ter potencial de aplicacdo como fotossensibilizador em terapia fotodindmica, uma

molécula deve apresentar propriedades adequadas. Mais especificamente, moléculas capazes



de passar por cruzamento intersistemas (passando de um estado quantico singleto para um
estado tripleto) sdo capazes de uma grande formacdo de oxigénio reativo. Isso porque a
molécula de oxigénio ocorre naturalmente em estado tripleto, de forma que a interacgdo tripleto-
tripleto entre fotossensibilizador e molécula permite a formacao de oxigénio singleto, altamente
reativo. Sendo assim, a busca por fotossensibilizadores em terapia fotodindmica tem como base
a busca por moléculas com alta taxa de cruzamento intersistemas. No entanto, como a transicao
entre singleto e tripleto ndo emite sinal visivel, a quantificagdo do processo de cruzamento
intersistemas ndo é trivial. Para a correta quantificacdo da dindmica de cruzamento
intersistemas, € preciso conhecer os tempos envolvidos nos processos de excitacdo e relaxacdo
da molécula estudada. O presente projeto utiliza uma técnica que, conhecendo as taxas de
transicdo entre diferentes estados energéticos, relaciona as informacbes do sinal de
fluorescéncia as populacdes eletrnicas do estado singleto e tripleto ao longo do tempo. Assim,
é possivel determinar quantitativamente a eficiéncia quantica de formacdao de tripleto e a taxa

de cruzamento intersistemas.

1.2 BASE TEORICA

Para que as analises de espectroscopia Optica realizadas neste trabalho possam ser
interpretadas, é necessario ter claros os processos de interacdo da luz com a matéria, nesse caso
moléculas organicas. Toda molécula organica possui uma configuracdo espacial estavel de
minima energia, chamada de estado fundamental eletronico, no qual a posicdo de seus nucleos
e a distribuicdo de seus elétrons é tal que as forcas que existem no sistema atingem equilibrio.
Ao adicionar energia a essas moléculas é possivel fazer a transi¢do para niveis eletrénicos de
energia superiores, 0s niveis excitados. Uma vez num nivel excitado, a molécula deve retornar
ao nivel fundamental liberando energia por diversos caminhos, seja de forma radiativa,
emitindo luz por processo de fluorescéncia, ou de forma ndo radiativa, transferindo energia por
colisdo ou interacOes eletrostaticas. Como as energias dos estados eletronicos sdo discretas, a
transicédo entre os estados ocorre pela liberagdo ou absorcdo de quantidades bem definidas de
energia. Além disso, cada nivel eletrénico possui subniveis vibracionais de energia, associados
aos modos normais de oscilacdo das ligacGes covalentes das moléculas. Os niveis vibracionais,
assim como os niveis eletrénicos, tendem a se estabilizar e apresentam separagdes energéticas

discretas. O principio de Franck-Condon diz que as transi¢des eletrdnicas, dadas pela variacdo



da distribuicao dos elétrons, ocorrem de maneira tdo rapida que os nucleos, muito mais pesados,
podem ser tratados como imoveis nesse intervalo. Dessa forma, uma transicao sera permitida
se a energia perdida ou concedida possibilitar a transicdo dos elétrons entre diferentes orbitais
moleculares. Os orbitais moleculares envolvidos em uma transi¢cdo usualmente sdo o estado
ocupado de mais alta energia (HOMO) e o estado desocupado de mais baixa energia (LUMO),
também conhecidos como orbitais de fronteira, j& que a diferenca de energia entre esses é a
menor para gerar uma transigao.

Embora os conceitos referentes aos estados de energia e transic@es eletrénicas sejam
validos para todas as moléculas organicas, as porfirinas tem propriedades estruturais que lhe
concedem caracteristicas particulares. A estrutura das porfirinas tem como base um anel
tetrapirrolico, formando uma estrutura com ressonancia de 18 elétrons 7 e dois eixos de simetria
no plano da molécula. Esses dois eixos de simetria, distintos apenas pela presenca de um par de
hidrogénios, no caso das porfirinas de base livre, levam a existéncia de dois orbitais HOMO e
dois LUMO quasi-degenerados, o que implica a possibilidade de quatro transicdes eletronicas
permitidas entre eles para o processo de absor¢do. As transi¢des para o estado LUMO mais
energético sao atribuidos as bandas B’s, enquanto a transi¢do para o estado LUMO menos
energeético caracterizam as bandas Q’s de absor¢do. As bandas Q’s podem ainda ser separadas
em duas cada, devido a possibilidade de participacdo de niveis vibracionais distintos. (7) No
caso do processo de emisséo por fluorescéncia, as porfirinas obedecem a regra de Kasha, que
diz que a emissédo ocorre de forma significativa apenas do nivel mais baixo de energia do estado
excitado, dessa forma, apenas uma banda de emissdo deve ser observada. (8) Por fim, a alta
ressonancia que existe no anel tetrapirrolico das porfirinas, garante um alta interacédo entre o
spin magnético dos elétrons e seu momento angular orbital, de forma que essas duas
propriedades séo acopladas e podem se influenciar fortemente. Esse processo de acoplamento
spin-drbita permite que a molécula de porfirina seja capaz de transitar entre diferentes estados
guanticos de spin. Naturalmente a molécula de porfirina se encontra em estado fundamental
singleto, com spin resultante S = 0, e seus estados excitados acessados durante uma transi¢do
por absorcao tambeém séo estados singleto, ou seja, ndo ha mudanca de spin resultante durante
a transicdo. No entanto, uma vez em um estado singleto excitado, € possivel que a molécula
passe por um processo de cruzamento intersistemas, no qual transitara de seu estado singleto
para um tripleto, com spin resultante S = 1. (7) A Figura 1 ilustra a distribui¢éo dos orbitais de
fronteira previstos pelo modelo de Gouterman para porfirinas, o qual descreve os quatro orbitais

envolvidos nas transicdes eletrdnicas. A mesma Figura também apresenta o diagrama de
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Jablonski simplificado, o qual descreve os niveis energéticos e transi¢des eletrdnicas permitidas

para estas moléculas.

(a) (b) LUMO+1
LUMO
Qx|Qy| Bx|By
LUMO LUMO+1 HOMO
HOMO-1
()
E
=== §5
_T
Wos <r§ Knr o
S : 2
HOMO-1 HOMO

Figura 1 - (a) Orbitais de fronteira previstos pelo modelo de Gouterman para porfirinas. (b) Transi¢oes
eletrdnicas induzidas por absorcao para 0 modelo de quatro orbitais. (c) Diagrama de Jablonski
simplificado, ilustrando os caminhos de absorcao e liberacdo de energia.

Fonte: Adaptada de GOUTERMAN (7)

Além da anélise dos niveis de energia e suas transi¢cdes permitidas, é possivel analisar a
variacdo das populacdes de moléculas nos diferentes estados de energia. (9) Considerando uma
populacdo de moléculas, a variagdo do seu nimero no primeiro estado singleto excitado S; em

funcéo do tempo e decaindo naturalmente é dada pelo seguinte Conjunto de Equacdes:

Ns,(t) = Ns,(0) exp(—Ks,t) 1)
Nsy(©) = Ny @ exp (- )

A taxa de decaimento de estado singleto (K, ) € tradicionalmente representada pelo tempo de
vida de estado singleto (), seu inverso. Como ilustrado na Figura 1, o decaimento espontaneo
do estado excitado pode ser dividido em suas componentes radiativa (k,.), ndo-radiativa (k,,,)
e de cruzamento instersistemas (k;,.), tais que T—ls =k, + k. + kis.. As taxas k descrevem a
velocidade com que cada processo contribui para esvaziar o estado excitado S;. Dessa forma, a
razao entre a taxa k de um processo e a taxa total Kg, de decaimento do estado singleto, fornece
o rendimento quantico (¢) desse processo, como descrito pelo seguinte Conjunto de Equacdes:

krts = @f; knrTs = nr 5 KiscTs = ¢r )
Eficiéncias quanticas de fluorescéncia (¢y), de decaimento ndo radiativo (¢,,) e de

formacdo de espécies tripleto (¢) também podem ser obtidas considerando a razédo entre o

numero de moléculas que passa por um determinado processo e o numero de moléculas
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inicialmente disponiveis no estado excitado. Para o caso da fluorescéncia isso é simples de ser
avaliado, ja que cada molécula excitada (e, portanto, disponivel no estado excitado)
corresponde a um féton absorvido, enquanto cada decaimento por fluorescéncia equivale a um
foton emitido. Assim, a razdo entre o numero de fotons emitidos e absorvidos fornece ¢¢. O
numero de fétons absorvidos é proporcional a atenuacao da luz incidente, o que é simples de se
obter: a absorbancia de uma amostra é definida pela relagdo entre a intensidade luz incidente
nesta e a quantidade de luz transmitida por ela. A lei de Beer-Lambert diz que a absorbéncia de
uma solucdo homogénea depende do caminho percorrido pela luz na solugdo (1), de sua
concentracdo (c) e do coeficiente de absortividade molar (g) caracteristico desta solugéo,

resultando na Equacéo (3).
I
A= —logo—; A=¢ecl 3)
IO

O numero de fétons emitidos por fluorescéncia, da mesma forma, serd proporcional a
intensidade de luz emitida, porém, como a fluorescéncia ndo é direcionada, os fétons serdo
emitidos espacialmente em uma esfera centrada na regido de excitacdo. Dessa forma, para

1
f

determinar a intensidade de fluorescéncia (I¢) e conseguir calcular a eficiéncia (d)f = ﬁ)
-

seria necessario captar toda a luz emitida por ela em uma area esférica ao redor da amostra, o
que exigiria um equipamento altamente especifico para tal. Sera visto na secdo de métodos
experimentais que o método de Brouwer € capaz de determinar ¢ de forma indireta utilizando
um fluorimetro simples.

O comportamento da emissdo de fluorescéncia apds uma excitacdo obedecera ao
processo de decaimento estabelecido pelo Conjunto de Equacdes (1). Dessa forma, a
intensidade de fluorescéncia sera proporcional a contribuicdo do decaimento radiativo (k,) no
processo de esvaziamento do estado excitado (—Kg, Ns, ).

dNs,
dt

I:(t) < ¢ ; e (t) o ¢fK51NS1(O) exp(—KSlt) 4)

Aqui, é facil ver que a curva de intensidade de fluorescéncia (I (t)) possui perfil de decaimento
exponencial com tempo caracteristico 7. O fato de I¢(t) ser descrita pelo tempo de vida de

estado singleto, faz com que esse tempo também seja conhecido como tempo de vida de

fluorescéncia (zr), sendo esta a nomenclatura mais utilizada na literatura. A fim de preservar a

coesdo do texto, esse valor continuard sendo denominado tempo de vida de estado singleto.

Assim, como ambos ¢ e 7, sdo observaveis, a taxa k, pode ser determinada matematicamente.

Para finalizar a descri¢éo das taxas através da Equacéo (2) basta obter ¢+, 0 que permite definir
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k;sc €, consequentemente, k,,,-. O processo de determinacdo de ¢ ndo € simples, visto que o
estado tripleto das moléculas estudadas ndo emite sinal. Dessa forma, a correta quantificacdo
do fendmeno de cruzamento intersistemas depende da utilizagdo de um aparato experimental
adequado capaz de atuar em um regime de tempo conveniente. Para este projeto a determinacéo
de ¢ sera feita através da técnica de fluorescéncia induzida por duplo pulso, relatada em

detalhe na secdo de Materiais e métodos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Seréo estudadas 4 porfirinas, ainda néo caracterizadas, do grupo das tetrafenilporfirinas,
que séo diferenciaveis por seus ligantes laterais. As moléculas estudadas vém em pares, com
um par possuindo um grupo lateral de diéster de pirrolina e 0 outro par possuindo grupo lateral
de diéster de pirrolidina. Cada par possui uma molécula neutra e uma molécula com sal de iodo.
A molécula com sal se torna catibnica uma vez que dissocia em solucéo, liberando um &nion
de iodo e permanecendo com um cation de amonio (N H,"). A estrutura molecular das amostras

pode ser vista na Figura 2.

COaMe _COsMe oL COaMe = G0 Me
e ey COM [N Fa - TN e
—N — Y N
Ph T co,Me o T "come jh T cogMe Ph 7 "o
TR boNH N=( Ynm N=( YoNH N=
Ph—, 4P Ph—, S Ph—d J—Ph ph—{:L P
P HN SN RN SN HN SN N
& "I*'“‘f:r’k"" P & 'LT;J 2 Ly & ;ﬂf_:_&_ P
Ph Ph Ph Ph
PLP POP PLP+ POP+

Figura 2 - Estrutura molecular das amostras de Tetrafenilporfirina diéster de pirrolina neutra (PLP) e
catidnica (PLP+) e Tetrafenilpofirina diester de pirrolidina neutra (PDP) e catidnica (PDP+).
Fonte: Elaborada pelo autor

2.1 ESPECTROSCOPIA OPTICA ESTACIONARIA

A primeira parte da caracterizacao consiste no preparo das solucfes padréo a partir das
massas de soluto e do conhecimento das massas moleculares dos compostos, determinados no
artigo de sintese dos quais se originam. (10) E escolhido o solvente organico Dimetilsulfoxido
(DMSO), visto que este é amplamente utilizado para aplicacdo de fotossensibilizadores em uso
clinico, devido a sua baixa toxicidade e alta miscibilidade com a agua. Além disso, o solvente
ndo apresenta absorcdo ou emissao na faixa da luz visivel, o que garante que os sinais obtidos
serdo atribuidos puramente ao soluto. Solucdes estoque sdo preparadas em DMSO com
concentragéo de cerca de 100uM, utilizando uma balanca de preciséo e uma micropipeta para
a determinacdo das massas de soluto e volume de solvente. As solugdes padrdo sdo

caracterizadas utilizando uma cubeta de quartzo de 2mm em um espectrometro comercial. O



14

espectrdmetro incide luz monocromatica na amostra através da associa¢do de uma lampada e
uma rede de difracdo. A relacdo entre a luz incidente (I,) e a luz transmitida (I) na amostra
fornece a absorgédo (A) da solugdo. Considerando que a solucdo obedece ao regime de Beer-
Lambert, que estipula solugdes de baixa concentracdo, é possivel obter a absorbancia da solugdo
e por consequéncia a absortividade molar (&) da amostra dissolvida em DMSO.

Para determinar o espectro de fluorescéncia da solugdo é utilizado um fluorimetro
comercial modelo Hitachi-8000. O equipamento excita a amostra com luz monocromatica e
coleta a luz emitida perpendicularmente a fonte de emissdo. O sinal € coletado por excitacdo
com dois comprimentos de onda distintos, para garantir que ha constancia nos comprimentos
de onda de emissdo. Isso é feito para eliminar possiveis sinais de espalhamento, dependentes
do comprimento de excitacdo, e considerar apenas sinais de fluorescéncia, independentes dos
comprimentos de absorcdo de acordo com a regra de Kasha. Além do perfil do espectro de
fluorescéncia, é feita a determinacdo da eficiéncia quantica de fluorescéncia (¢5), pelo método
comparativo descrito por Brouwer. (11) Para isso € utilizada uma amostra de referéncia que
possua ¢, definido na literatura, neste caso sera utilizada a Tetrafenilporfirina dissolvida em

Tolueno, com gb]fef = 11% (12) Dessa forma, considerando que as condi¢des geométricas do

experimento permanecam inalteradas entre as medidas, é possivel dizer que a integral do sinal
de fluorescéncia captado pelo detector (Ir = [ $(1)d2) tera intensidade proporcional & ¢r do
emissor e sua absorbancia no comprimento de onda de excitacdo. Além disso, considerando
que a luz ira refratar quando passar da solucdo para o ar, antes de chegar ao detector, a

intensidade medida sera inversamente proporcional ao indice de refracdo do solvente (n).

$rA(AEX)
n

Assim, I « , 0 que permite obter a Equacdo (5), que descreve a comparacao entre

amostra de referéncia e a amostra a ser determinada.

_ If ) n .A(AEx)ref ref
¢f - I;ef nref A(Agx) f )

As varidveis acompanhadas por sobrescrito ref sdo pertencentes a amostra de

referéncia, enquanto aquelas sem sobrescrito sdo pertencentes a amostra analisada.



15

2.2 FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO

Agora, para introduzir a analise das transicdes eletronicas em funcao do tempo, é preciso
revisitar as ordens de grandeza do processo relaxativo e utilizar um aparato que permita
resolucdo temporal suficiente para sua observacdo. Para tanto, é utilizado um osciloscépio
eletrénico associado a um fotodetector, o que permitird acompanhar a evolucédo da intensidade
de emissdo de fluorescéncia da amostra em solu¢do com uma resolucdo temporal de 50ps. Além
disso, visando observar o decaimento de fluorescéncia apds a excitagdo, mas ndo durante a
mesma, utiliza-se um laser pulsado ultra curto, configurado para uma largura de pulso de 1 ps.
Como a largura do pulso € muito menor que o tempo caracteristico do decaimento do estado
singleto (da ordem de ns), e também do que a resolucdo temporal do osciloscopio, € possivel
considerar que a excitacao gerada pelo pulso é instantanea. Assim, a partir do momento de

excitacdo é possivel acompanhar o decaimento de florescéncia, observado uma curva que

t . . A - , .
obedece I = I,exp (— T—), sendo I, a intensidade de fluorescéncia maxima observada no

N

instante logo apds a excitagdo. E possivel recuperar valor de 7, aplicando o logaritmo

t - . . -
Inl =Inl, — —, Visto que coeficiente angular da curva In I x t correponde ao valor de 7; 1.
N

Apesar de ja ser possivel obter o valor da curva dessa forma, dada a natureza da instrumentagdo
utilizada existe uma resposta eletrdnica inerente ao equipamento, a qual polui o sinal adquirido
e pode gerar alteraces na quantificacdo de t,. Assim, o sinal medido (I) é na verdade um
convolugdo entre o sinal real de fluorescéncia (Ir) e um sinal de resposta caracteristico do
equipamento (IRF).
I(t) = (I * IRF)(t). (6)

Para obter o sinal verdadeiro I¢(t) é possivel deconvoluir a curva, conhecendo as fung@es I(t)
e IRF(t). A funcdo IRF (t) do equipamento pode ser obtida fazendo uma medida com a mesma
instrumentacao, mas utilizando como amostra um vidro opaco. O material ird espalhar a luz do

pulso curto e todo sinal medido correspondera puramente & funcéo IRF (t).
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2.3 TECNICA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA POR DUPLO PULSO

A técnica de fluorescéncia induzida por duplo pulso permite abusar das ordens de
grandeza dos processos de absorcdo e emissdo das porfirinas a fim de determinar a taxa de
cruzamento intersistemas (k;s.) e a eficiéncia quantica de formacéo de tripleto (¢r). Assim
como foi feito para a determinacdo do tempo de vida, sabe-se que um pulso com largura
temporal muito menor que nanossegundos induz um processo de excitagdo que pode ser
considerado instantaneo. Agora, além desse fato, pode ser considerado que o tempo de duracao
do estado tripleto, da ordem de microssegundos, € infinito em uma escala de tempo de poucos
nanossegundos. Sendo assim, seré feita a excitacdo por duplo pulso de uma mesma populacéo

de moléculas, de forma que o segundo pulso atinja a amostra em um tempo AT apds o primeiro.

A magnitude da taxa de transi¢do populacional causada pela absorcédo sera Wy, = EG(A()A) 1(t),
ph

onde o () € asecdo de choque de absorcao do absorvedor, I(t) a intensidade do pulso e E,, (1)
a energia do foton absorvido. O decaimento do estado excitado ocorre conforme descrito no
Conjunto de Equacdes (1). Nessa condicao, as equacgdes de taxa que descrevem as populacdes

do estado S, S; e Ty, serdo:

dny (1—-¢r)
9t ~Woing + T—Snf
dn; nd
7 = WOlTlg — T_S (7)
dnr  ¢r o
= —nj
dt T

A forma mais simples de resolver as equacdes na condicao temporal analisada € dividir
a situacdo em 3 momentos: (i) o instante apos a primeira excitacao, (ii) o instante antes da
segunda excitacao e (iii) o instante ap0s a segunda excitacao. (i) e (iii) serdo equacdes apenas
com o termo associado a excitacdo, enquanto (ii) tera apenas o termo associado ao decaimento.
Inicialmente, considera-se que todas as moléculas estio no estado fundamental, logo n3(0) =
1. Como os pulsos sdo trabalhados independentemente, é definido o termo de variacdo
populacional 6, diferente para cada pulso (p=1 ou p=2). A magnitude da variagdo € dada por

6,=1—exp (%SDF,,), sendo F, a fluéncia do pulso, ou seja, F, = ffooo L,(t)dt. Portanto a

situacdo (i) se resolve:
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ng=1—6=1- (1 — exp <_;;(//1) F1>)

(8)
ni =6,
nl =0
Para a situacdo (ii), ou seja, apds o tempo AT e logo antes do segundo pulso, se resolve:
ng=0-8)+ 68 (1 — exp <—_>) (1—¢7)
AT
n; = §,exp (— —) 9)
Ts
ni = & (1 — exp (— _)) br
Por fim, para a situag&o (iii), no instante ap0os o terceiro pulso, se resolve:
< AT
n$ =[-8+ 8 (1-ew(-=)) A -] 1 -6
S
AT
nd = &, exp (— —)
TS
(10)

+ [(1 _ 8D+ 6, (1 _ exp (— AT—T>) 1- ¢T)] 5,

ni =8 (1 — €exp (— E)) ér

Aqui, conhecendo 7, AT e &, ja e possivel determinar ¢ sabendo que a intensidade de
fluorescéncia é proporcional a populagéo n;. A maior fonte de incerteza da equagio vem do E,
presente em &, ja que ird depender fortemente do conhecimento sobre o perfil de intensidade

do laser em cada um dos pulsos, o qual pode conter instabilidades. Para contornar esse
problema, € possivel trabalhar em um regime de alto F,, de forma que &,, — 1. Nessa condigéo,

no instante logo apos o segundo pulso, as populacdes seréo

n$ (ii) = exp (— A—T)
1 p T

n3 (iii) = exp (— i—T) + [(1 — exp (— AT—T>) 1-¢7) (12)

N S
Sreis S/ AT
niGiit) = niG) (1= exo (=) 1 = ¢
N
S
Como a intensidade de fluorescéncia é tal que I(t) « %, e a taxa de decaimento esta

. ~ dn$ s . . .
relacionada a populacdo como %: % a diferenca entre as intensidades dos pulsos
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CHIMG)
;o
(iiid)
Iy

Aplicando isso a Equacdo (11), obtém-se a relacdo entre as intensidades de fluorescéncia e a

corresponde a uma diferenca igual entre as populacdes = nj (iii) — ni (@) = ry.

eficiéncia quéntica de tripleto em um regime saturado de excitagéo.

T
¢r=1- !

1—exp (%) (12)

A montagem instrumental que permitird atingir as condi¢cGes necessérias para a
aplicacdo da Equacéo (12) e determinacdo da eficiéncia de formacao de tripleto pode ser vista
na Figura 3. A montagem se inicia com a utilizacéo do laser pulsado modelo PHAROS atuando
em seu segundo harmdnico em 515nm, desta vez configurado para a emissdao de dois pulsos
consecutivos com espacamento temporal de 15ns, largura temporal de 1ps e taxa de repeticao
de 10Hz. Antes da realizacdo da medida, é caracterizada a energia do duplo pulso, utilizando
um medidor de poténcia e sabendo a taxa de repeti¢do do laser. Entretanto, para determinar a
energia de cada pulso individualmente, é feita uma medida do espalhamento de luz de ambos
0s pulsos com uso de uma amostra de vidro opaco. Com isso € possivel observar a intensidade
espalhada relativa entre os pulsos. Dada a boa estabilidade do laser, a relacdo entre os pulsos
geralmente se mantém proxima de 1:1, o que é ideal para a medida. Variaces nessa relacdo
nédo influenciam desde que se atinja o regime de saturagé@o e a energia do segundo pulso ndo

seja muito mais baixa que a do primeiro.

Close Open L
Amostra .ﬁ |i| il
A
1 F D o PHAROS

Filtro = Lente Shutter
PMT ?
N
Osciloscopio DAQ

Figura 3 - Aparato experimental para a medida de florescéncia induzida por duplo pulso, que inclui laser
pulsado modelo PHAROS, medidor de poténcia, obturador de feixe (shutter), sistema de lentes,
filtro colorido, fotomultiplicadora e sistema de aquisicdo de dados (DAQ).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Foram preparadas inicialmente as solugfes para estudo, partindo da dissolugéo de

aproximadamente 1mg de soluto em 5mL de Dimetilsulféxido (DMSQO), resultando em

solugdes estoque com concentracdo da ordem de 2 - 107*M. As solugdes foram mantidas a

baixa temperatura e ao abrigo da luz a todo momento no qual ndo estavam sendo analisadas.

Antes de qualquer medida as solugdes eram postas em temperatura ambiente até atingir

estabilidade térmica. Apenas a medida de absortividade molar foi realizada com a concentracao

original da solucdo, as medidas subsequentes ocorrerem com dilui¢do da solucdo estoque, a fim

de atingir concentragdes adequadas a cada tipo de medida. A medida de determinacdo da

absortividade molar foi realizada utilizando as solug¢des estoque colocadas em uma cubeta de

caminho éptico de 2 mm. A partir desta curva, e aplicando a lei de Beer-Lambert exposta na

Equacao (3), foi determinada os espectros de absortividade molar para todas as amostras, o que

pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 - Espectros de absortividade molar em funcdo do comprimento de onda para as amostras (a)

PLP, (b) PDP, () PLP+ e (d) PDP+.

Fonte: Elaborada pelo autor



20

Os méximos observados correspondem as bandas de Soret, proximo a 420nm, e as
bandas Q’s, no intervalo de 500 a 650nm. E possivel notar que para as bandas de Soret, a
transicdo mais energética é predominante e define o formato e regido do pico, enquanto uma
segunda transi¢cdo mais fraca faz surgir um “ombro” na curva. As bandas Q’s surgem como
esperado, com 4 transi¢fes no total, sendo duas provenientes da degenerescéncia gerada pelos
eixos de simetria e duas provenientes dos niveis vibracionais envolvidos. Para comprimentos
de onda mais curtos que 300nm o solvente comeca a absorver luz, inviabilizando a medida.

Em seguida, foram obtidos os espectros de emissdo de fluorescéncia e os valores de ¢
das amostras por comparacdo com amostra de referéncia (Tetrafenilporfirina dissolvida em
Tolueno). A cada medida as amostras foram colocadas em uma cubeta de caminho éptico de
lcm, e com concentracdo diluida a ponto de obter uma absorbéncia total de 0.15 no
comprimento de onda de excitagdo. Foram feitas aquisi¢ces de curvas de emisséo entre 600 e
800nm utilizando dois comprimentos de onda de excitagdo. A determinacdo do valor de
eficiéncia quantica de fluorescéncia foi feita a partir da relacdo do método de Brouwer, dada na
Equagdo (5). A Figura 5 ilustra as curvas de emissdo para as amostras em ambos o0s

comprimentos de onda. O valor de ¢ calculado sdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 5 - Curvas de emissdo normalizada de fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda para as
amostras (a) PLP, (b) PDP, (c) PLP+ e (d) PDP+.
Fonte: Elaborada pelo autor
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A determinagdo do tempo de vida de fluorescéncia foi feita a partir da observacdo da
intensidade de fluorescéncia I(t) apds a incidéncia de um pulso curto de luz (pulso laser em
515nm). A amostra foi excitada em uma cubeta de 2mm de caminho Optico e a luz emitida foi
captada na direcdo perpendicular a excitacéo, passando por um filtro que atenuava a luz do laser
proveniente do espalhamento. A medida foi realizada a taxa de repeticdo de laser de 10Hz ao
longo de 10 segundos, totalizando 100 aquisi¢des, das quais foi realizada a média e o desvio
padrdo. Também foi feita a aquisicdo da fungdo resposta IRF (t), por medida de espalhamento
de um vidro opéco, para aplicacdo do método de convolugdo e obtencdo da curva de
fluorescéncia I(t) sem influéncia eletronica. A Figura 6 mostra o decaimento logaritmico das
intensidades de fluorescéncia apés aplicacdo da deconvolucdo para a amostra neutra PDP. Os

valores referentes as demais amostras sdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 6 - Curva de decaimento do sinal de fluorescéncia em funcdo do tempo, depois da deconvolugdo,
para a amostra PLP.
Fonte: Elaborada pelo autor

O valor de ¢ foi determinado conforme o método de fluorescéncia induzida por duplo
pulso, detalhado na secdo anterior. Primeiramente foi feita a calibragcdo das energias, fazendo a
medida da poténcia do duplo pulso para diferentes configuracdes de atenuacdo do laser. Uma
vez finalizada a calibracdo, foi feita a medida da fluorescéncia induzida por duplo pulso,
colocando as amostras em uma cubeta de 2mm e captando a emissdo de fluorescéncia através
de uma fibra Otica perpendicular & direcdo de excitacdo. A medida foi feita para poténcias
crescentes do laser, até se atingir um regime de saturacdo da fluorescéncia, 0 que permite a

aplicacdo da Equacéo (12) para a determinacéo de ¢ .
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Tabela 1 - Valores de eficiéncia quantica, tempo de vida de estado singleto e taxas de transicdo para as amostras
PLP, PDP, PLP+ e PDP+ dissolvidas em DMSO.

PLP PDP PLP+ PDP+
¢r (%) 10,4+0,9 10,3+0,5 1,0+0,1 7,910,6
) 2943 31+3 2042 1842
Pur (%) 61+4 59+4 7942 7443
T; (ns) 9,41+0,1 10,7+0,1 1,940,1 7,210,1
k, (us™) 11+1 9,64+0,5 5+1 11,140,9
ki (us™) 3143 29+3 110420 2543
k,, (us™Y) 64+5 5545 420+70 103+6

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 7 ilustra o comportamento da intensidade de fluorescéncia da amostra neutra
PDP conforme varia-se energia. As demais amostras apresentaram comportamentos
semelhantes a esta, atingindo a saturacdo para pulsos de cerca de 35u/. Apds essa medida,

conhecendo agora ¢y, T € ¢r, € possivel descrever todas as taxas de transicdo das amostras no

regime de nanossegundos, utilizando a Equacéo (2), sintetizando os resultados na Tabela 1.
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Figura7 - (a) Evolugdo da intensidade de fluorescéncia do primeiro pulso em fun¢do do aumento de
energia do pulso. (b) Evolugdo do sinal de fluorescéncia induzido pelo primeiro e segundo
pulso em fun¢do do tempo e da energia do pulso.

Fonte: Elaborada pelo autor

Primeiramente nota-se a semelhanca entre as taxas de transi¢cdo das porfirinas neutras,
PLP e PDP, a qual também existe em seus espectros de absor¢édo e fluorescéncia, como foi
observado nas Figuras 4 e 5. Esse comportamento é esperado, visto que as moléculas diferem
apenas em uma ligacdo m em seu grupo lateral. Observando as moléculas catidnicas PLP+ e
PDP+, no entanto, observam-se mais alteracdes interessantes. Primeiramente, as taxas ndo-
radiativas das moléculas catibnicas sdo maiores que as de suas analogas neutras, sendo essa
diferenca por um fator de 7 na primeira e 2 na segunda. O aumento no valor dessa taxa € algo
esperado devido a presenca das cargas de iodo e nitrogénio. O ion de iodo permanece livre em

solucéo e é capaz de interagir com moléculas de porfirina no meio, gerando um novo canal ndo
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radiativo de liberacdo de energia, que ira competir com os outros, levando a um aumento do
canal ndo-radiativo k... Esse processo é chamado de extincdo dindmica de fluorescéncia, ja
que extingue o sinal de fluorescéncia ao diminuir o valor de . (13) Além disso, a presenga do
cation de amodnio garante a possibilidade de uma interacdo ion-dipolo entre o solvente e 0 grupo
lateral da porfirina. Essa interacdo fornece um caminho de liberacéo de energia entre a molécula
em estado excitado e o solvente em nivel de energia mais baixo, novamente gerando aumento
da taxa k,,,-.

Quando se observa a taxa de cruzamento intersistemas da molécula catidnica PLP+,
percebe-se que esta € maior que a da molécula neutra correspondente. Novamente, o atomo de
iodo pode ter influéncia nessa alteracdo devido ao efeito do &tomo pesado. O efeito do atomo
pesado, que deriva das regras de selecdo para transicdes eletrénicas, indica que a probabilidade
de ocorréncia de uma transicdo tripleto aumenta com a presenca de &tomos de nimero atdmico
mais alto, isto é, &tomos mais pesados que carbono, nitrogénio e oxigénio. O efeito € mais
comumente reportado para moléculas que possuem atomos pesados em sua estrutura interna,
mas o efeito do atomo pesado gerado por moléculas externas a estrutura também é previsto pela
teoria e suportado por dados experimentais. (14,15) Dessa forma, é possivel que o atomo de
iodo, com massa atbmica 9 vezes maior que a do oxigénio, esteja favorecendo a transicdo de
singleto para tripleto. A presenca do atomo pesado também costuma diminuir k,., algo que
também ¢ observado na molécula PLP+. E provavel que a configuracio eletronica do ligante
de PDP+, que possui dois hidrogénios ligados a mais no ciclo do ligante lateral, tenha maior
repulsdo ao &tomo de iodo, enquanto a molécula PLP+ possui interacdo mais significativa pela
auséncia desses atomos. Assim, a diminuicdo de k,. e aumento de k;,., causados pelo efeito do
atomo pesado, sdo observaveis apenas na molécula de ligante pirrolina. Isso também justifica
0 aumento de k,,,- ser mais brando na molécula de PDP+, uma vez que esta é capaz de repelir o
atomo extintor e diminuir sua influéncia.

Relacionando os dados obtidos com os presentes na literatura, a eficiéncia quantica de
formacao de tripleto se mostrou significativa tanto para as moléculas neutras (¢+~30%) quanto
para as cationicas (¢~20%), sendo proxima da Indocianina verde (¢ =17%) (16), um
fotossensibilizador consolidado em terapia fotodindmica. Além disso, foi reportado no artigo
de sintese dessas porfirinas que as espécies catidnicas sdo capazes de induzir morte celular de
bactérias E. coli in vitro, eliminando cerca de 90% da popula¢do em 90 minutos de irradiacdo
por luz. Também foi reportado no mesmo artigo sua capacidade de geracdo de oxigénio
singleto, sendo a porfirina PDP+ quase duas vezes mais eficiente neste processo que a PLP+.

(10) Isso confirma que a producdo de espécies tripleto dessas moléculas é suficiente para
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formacéo de oxigénio singleto e geracdo de efeito fotodindmico, mas também mostra que essa
producdo ndo é necessariamente proporcional ao valor de ¢+. Além disso, é possivel que outros
efeitos estejam envolvidos na morte celular, como 0 aumento da temperatura local causado por

decaimento ndo radiativo, ja que este € o processo predominante nestas moléculas.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho visou realizar um estudo de espectroscopia Optica em um grupo de
moléculas de porfirina recentemente sintetizadas, buscando catalogar suas propriedades
fotofisicas de absorcéo, fluorescéncia e formacdo de tripleto, a fim de determinar as taxas de
transicdo da molécula em um regime de nanossegundos. Essa analise busca viabilizar futuros
estudos e aplicag¢Oes para estas moléculas ao fornecer dados sobre suas caracteristicas opticas
bésicas.

Foram preparadas amostras de 4 compostos porfirinicos em solvente Dimetilsulféxido
e determinada a absortividade molar dessas solugfes. A andlise foi capaz de observar as bandas
de absorcdo previstas para esta classe de molécula, tendo como base a teoria presente na
literatura sobre estruturas tetrapirrdlicas. Apos isso, foi feita uma andlise estacionaria do
comportamento de emissdo por fluorescéncia dessas amostras, onde foi possivel observar um
pico predominante de emissdo. Atraves desta mesma andlise também foi determinada a
eficiéncia quantica de fluorescéncia das amostras estudadas, por comparagcdo com uma amostra
de referéncia e aplicacdo do método de Brouwer. Finalmente, foi feita a determinacdo da
eficiéncia quéantica de formacdo de tripleto, através da técnica de fluorescéncia induzida por
duplo pulso, que utilizou do tempo de vida longo do estado tripleto para determinar a fragcdo da
populagdo que passou por cruzamento intersistemas durante o intervalo de tempo entre dois
pulsos de excitacdo. Através dessas medidas, foi possivel determinar as taxas de decaimento
radiativo, ndo-radiativo e taxa de cruzamento intersistemas para todas as moléculas estudadas.

Observando as taxas de decaimento obtidos, foi observado que as moléculas neutras ndo
apresentam diferencas muito significativas em suas propriedades, visto que a estrutura
eletronica difere apenas pela presenca ou auséncia de ligacdo  no grupo lateral. Apesar disso,
as porfirinas catidnicas apresentaram mudancas significativas no seu comportamento. Foi
atestado que o anion de iodo possui papel fundamental nas propriedades das porfirinas,
diminuindo significativamente o decaimento radiativo e aumentando as taxas néo radiativa e de
cruzamento intersistemas, devido a efeitos de extin¢do dinamica de fluorescéncia e efeito do
atomo pesado. Esses efeitos foram mais significativos na molécula PLP+, indicando que os dois
hidrogénios ligantes adicionais na molécula de PDP+ devem ajudar a repelir o anion de lodo,
diminuindo sua influéncia na molécula.

As moleculas apresentaram taxa de cruzamento intersistemas significativa,

concordando com estudos prévios que haviam reportado sua capacidade formacéo de oxigénio
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singleto e inducéo de morte celular. Apesar dessa confirmagéo, foi observado que quantidade
de formacéo de tripleto e a capacidade geracdo de oxigénio singleto ndo séo proporcionais, 0
que indica que ndo deve ser possivel quantificar uma propriedade a partir da outra. Dessa forma,
as porfirinas estudadas apresentaram potencial de aplicacdo em terapia fotodindmica, com
eficiéncias de formacdo de tripleto comparaveis a fotossensibilizadores estabelecidos nesta
area. Estudos futuros visam observar como as interagdes entre os fotossensibilizadores e 0s
meios bioldgicos influenciam nas propriedades observadas em solucao, a fim de compreender

melhor o processo que leva a morte celular.
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