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Processos fotofisicos em moléculas

Varios livros descrevem com maior ou menor profundidade os processos
fotofisicos em moléculas (Turro N, 2009, Lakowicz, 1983). Aqui, nos basearemos
principalmente no livro “Molecular fluorescence” (Valeur 2001) para introduzir
alguns conceitos de absorcdo e fluorescéncia. A luz tem natureza dual, onda-
particula, e no seu comportamento como particula (féton) a energia E do f6ton ¢

dada pela expressao de Planck:
— vy =hc
E=hv="he/, 2.1)

onde / ¢ a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz, A o comprimento de onda ¢
v a frequéncia. Quando uma onda eletromagnética interage com uma molécula,
ela pode ser espalhada (sua dire¢do de propagacdo muda) ou pode ser absorvida
(sua energia ¢ transferida a molécula). A probabilidade relativa da ocorréncia de
cada processo ¢ uma propriedade especifica da molécula encontrada. Se a energia
eletromagnética da luz é absorvida, a molécula passa a um estado excitado. Uma
molécula ou parte de uma molécula que pode ser excitada por absor¢do ¢ chamada
de cromoforo.

Muitos dos processos fisico-quimicos que acontecem no mundo
microscopico das moléculas s6 sdo explicados com base na mecanica quantica.
Ela nos d4 informacdes sobre os estados de energia que uma molécula pode
ocupar ¢ 0os mecanismos pelos quais uma molécula pode mudar de um estado de
energia a outro. O estado de uma molécula ou sistema quantico ¢ descrito por
meio de uma func¢do de onda y que ¢, em geral, funcdo das coordenadas espaciais
e dos spins dos elétrons e nucleos, e dos campos externos. Esta relacionada com a
probabilidade de encontrar o sistema numa posicao, spin, etc. Esta fun¢do de onda

nos da uma distribui¢ao de probabilidade ( | v | % ¢ a densidade de probabilidade).
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A mecanica quantica mostra que uma molécula sé pode ter energias num conjunto
discreto de valores. Estas quantidades s3o chamadas niveis de energia da
molécula. Os niveis de energia principais sdo determinados pelas possiveis
distribuicdes espaciais dos elétrons e sdo chamados niveis eletronicos de energia
(Fig. 2.1); esses niveis sao desdobrados em niveis vibracionais, que indicam os
varios modos de vibra¢do da molécula. Ha ainda subdivisdes menores chamadas
de niveis rotacionais. O nivel de mais baixa energia ¢ chamado de estado
fundamental e nele as energias eletronica e dos movimentos internos tém seus
valores minimos. Os outros estados de energia da molécula sdo chamados de

estados excitados.

Primeiro
Estado Excitado
Niveis
Vibracionais

Energia

' Estado Fundamental

Figura 2.1. Diagrama de niveis de energia mostrando o estado fundamental e o primeiro estado
excitado. Os niveis vibracionais sdo mostrados como linhas horizontais mais finas

(www.chemkeys.com).

Geralmente as moléculas se encontram em seu estado fundamental e, ao
serem irradiadas, podem ser excitadas até outro nivel energético quando a energia
da radiacdo incidente corresponde exatamente a diferenga de energia entre os dois
niveis. Podemos excitar a molécula submetendo-a, por exemplo ,a um campo
externo o campo elétrico da radia¢do incidente, que interage com as particulas
carregadas da molécula. O potencial elétrico externo é capaz de ocasionar uma
probabilidade de transi¢ao entre os estados da molécula. Esta pode ser descrita em
fungdo do operador dipolo elétrico da molécula (que descreve a distribuicao de
carga de uma molécula) e da amplitude do campo elétrico oscilante da luz. A
probabilidade de transi¢do € proporcional ao momento de dipolo de transicdo,
descrevendo a habilidade da luz em distorcer uma molécula obrigando-a a fazer

uma transi¢ao para outro estado.
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2.2

Absorgao optica UV-Visivel (eletrénica)

A absor¢ao de fotons com frequéncias na faixa do ultravioleta e visivel por
moléculas ¢ tradicionalmente denominada absor¢do eletronica, pois provoca
transicdes eletronicas, consistindo na promogao de um elétron desde um orbital no
estado fundamental até um orbital excitado ndo ocupado. Existem varios tipos de
orbitais moleculares. O orbital tipo ¢ pode ser formado por combinacdes de
orbitais atomicos tipo s, ou de um orbital atdbmico s ¢ um p tendo um eixo colinear
de simetria. A ligacdo formada por esta via ¢ chamada ligacdo tipo 6. Um orbital
n ¢ formado por dois orbitais atdbmicos p sobrepostos lateralmente.

Uma molécula pode também ter elétrons ndo ligantes localizados em
heterodtomos tais como oxigénio ou nitrogénio. Os orbitais moleculares
correspondentes sdo chamados orbitais n. A promog¢do de um elétron ndo ligante a
um orbital antiligante é possivel e ¢ denotada de transi¢do n— 7 *. A energia
destas transig¢des eletronicas esta geralmente na seguinte ordem:

no>r* ( nor* ( nH>o* ( oc—->p* ( oc->o*.

Podemos ver, como exemplo, na Figura 2.2 os niveis de energia e as

transigdes possiveis.

A
e =
* LUMO : 4
n(p) —H4—Homo 4 t 4
r *r
n —H— = H- |
o —H— ¢ H H T
ground c>c* n—>o* w1 n—>

Figura 2.2. Niveis de energia dos orbitais moleculares (HOMO: Highest Occupied Molecular

Orbitals; LUMO: Lowest Unoccupied Molecular orbitals) e possiveis transi¢coes eletronicas.

Em espectroscopia de absorcao e fluorescéncia, consideram-se dois tipos de
orbitais: HOMO (Highest Occupied Molecular Orbitals) e o LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular orbitals). Ambos referem-se ao estado fundamental da
molécula. Na Figura 2.2, o HOMO esta no orbital n e o LUMO no orbital zw*.
Quando um dos dois elétrons de spins opostos (que pertencem a um orbital

molecular de uma molécula no estado fundamental) ¢ promovido a um orbital
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molecular de maior energia, seu spin estd, em principio, inalterado, pelo que o
numero quantico total de spin (S = Zs,. com s;{=+1/2 ou -1/2 ) permanece igual a
zero. Devido a que a multiplicidade dos estados fundamental e excitado

(M=2S+1) sdo iguais a 1, sdo chamados estado singleto (designado como Sy o

estado fundamental e S;, S,, ... para os estados excitados) como ¢ mostrado na

Figura 2.3
E A
S,
-
T,
S — T-1*
E n-* T,
T n-n*
S —_—
4 | A ‘
- : ' 1T 17
ground singlet triplet
state excited excited singlet triplet
state state states states

Figura 2.3. Estado fundamental e excitado singleto e tripleto.

A transicdo correspondente ¢ chamada de transi¢do singleto-singleto. Uma
molécula no estado excitado singleto pode sofrer conversdes dentro de um estado
onde o elétron promovido tem seu spin trocado. Devido a que tem dois elétrons
com spins paralelos, o nimero quantico total de spin ¢ 1 e a multiplicidade ¢é 3.
Tal estado ¢ chamado de tripleto porque corresponde a trés estados de igual
energia. De acordo com a regra de Hund, o estado tripleto tem mais baixa energia

que o estado singleto da mesma configuragdo.
2.2.1 Lei de Beer- Lambert

A eficiéncia de absor¢@o de luz de um comprimento de onda A por um meio
¢ caracterizado pela absorbancia A(A) e a transmitancia T(A) definida como:

A(A) = logj—g =—logT(A) (2.2)

p

Onde 7] e I,sdo a intensidade de luz do campo entrante e saliente no meio

absorvente, respectivamente. Em alguns casos, a absorbancia da amostra segue a

Lei de Beer-Lambert:

AA) = logj—;') = e()le (2.3)

p
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r : ~ -1 -1 ~
onde &(A)¢é o coeficiente de absor¢cdo molar (L mol™ c¢cm '), ¢ a concentracao

(mol L") da espécie absorvente ¢ I é a distancia que a luz atravessa pelo meio
absorvente (cm).

Quando nao existe dependéncia linear da absor¢ao com a concentragao, isto
pode ser devido a formacao de agregados em altas concentragdes ou devido a
presenca de outras espécies absorventes.

O coeficiente de absor¢do molar, (A1), expressa a habilidade da molécula

para absorver luz num solvente dado. Na teoria classica, a absor¢ao molecular de
luz pode ser descrita considerando a molécula como um dipolo oscilante, o qual
permite introduzir a quantidade chamada forga de oscilador, a qual ¢ direitamente

relacionada a integral da banda de absor¢do da seguinte maneira:

432x107°

2303 dv = d 2.4
f= NM%I() [e@)dv (2.4)

Onde m ¢ e s3o a massa do elétron e a carga elementar, respectivamente, ¢
¢ a velocidade da luz, n o indice de refragio e ¥ é o numero de onda (cm ). A
probabilidade de transi¢do para uma dada absor¢do pode estar relacionada a
intensidade de absorcdo através do forca de oscilador /. Em outras palabras, a
forga de oscilador pode ser tomada como sendo uma medida da probabilidade de
transi¢ao.

Para a transicdo n — 7 *, os valores de € estdo na ordem de poucas centenas
ou menos e os valores de /' ndo sio maiores que 10~°. Para a transicio 7 — 7 *,
os valores de € e f s30, em principio, bem maiores (exceto para transi¢des
proibidas e simétricas): € proximo a 1 para alguns compostos, o0 que corresponde

a valores de ¢ da ordem de 10°.

2.3

Processos de desexcitagao

Quando o fotossensibilizante absorve um foton de luz, a molécula ¢
promovida do estado eletronico fundamental a um estado eletronico excitado e
logo retorna para seu estado fundamental mediante varios mecanismos, descritos

na Fig. 2.4, a seguir (Valeur, 2001; Gilbert et al., 1991):
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Figura 2.4. Diagrama de Perrin-Jablonski e ilustragédo das posicdes relativas dos espectros de

absorcgao, fluorescéncia e fosforescéncia.

Processos nao radiativos

As moléculas no estado excitado entregam o excesso de energia como calor
por dois tipos diferentes de processos:

Conversao Interna (IC)

O processo de conversdo interna ¢ uma transi¢do ndo radiativa entre dois
estados eletronicos da mesma multiplicidade de spin. Em solucdo, este processo ¢é
seguido por relaxagdo vibracional até o nivel vibracional mais baixo do estado
eletronico final. O excesso de energia vibracional pode ser de fato transferido ao
solvente durante colisdes das moléculas excitadas com as moléculas do solvente.

Cruzamento intersistemas (ISC)

O cruzamento intersistemas ¢ uma transi¢ao nao radiativa entre dois niveis
vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos de diferentes
multiplicidades.

O cruzamento entre sistemas de diferentes multiplicidades é proibido, em
principio, mas o acoplamento spin-orbita pode ser grande o suficiente para fazer
isto possivel. A probabilidade de cruzamento intersistemas depende dos estados

singleto e tripleto envolvidos. Se a transi¢do S, — S, ¢ do tipo n — 7 *, por

exemplo, o cruzamento intersistemas ¢ frequentemente eficiente.
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Processos radiativos

As moléculas em estado excitado podem entregar seu excesso de energia
como radiagao eletromagnética em dois tipos de processos:

Fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ a emissdao de fotons acompanhados pela relaxagao

S, > S,. A emissdo de fluorescéncia ocorre desde S; e, por tanto suas

caracteristicas (exceto polarizagao) nao dependem do comprimento de onda de
excitacdo (desde que, € claro, s6 exista uma espécie no estado fundamental).

A transicdo 0-0 ¢ usualmente a mesma da absor¢do e fluorescéncia.
Contudo, o espectro de fluorescéncia ¢ localizado em comprimentos de onda mais
altos (menor energia) que o espectro de absorcdo, devido a perda de energia em
estados excitados pela relaxacdo vibracional (Figura 2.5).

Em acordo com a regra de Stokes, o comprimento de onda de uma emissao
fluorescente deve ser sempre maior que a de absor¢do. De qualquer maneira, na
maioria dos casos, o espectro de absorcao se sobrepde parcialmente ao espectro de
fluorescéncia, devido a que uma fragdo de luz ¢ emitida em comprimento de onda
mais curto que a luz absorbida. Tal observagdo parece, a primeira vista, estar em
contradi¢do com o principio de conservacao de energia. Contudo, tal ‘defeito de
energia’ ¢ compensado pelo fato de que, a temperatura ambiente, uma pequena
fracdo de moléculas estd num nivel vibracional mais alto que o nivel 0
(distribui¢ao entre os niveis de energia cumprindo a lei de Bolzmann), tanto no
estado fundamental como no estado excitado. A baixa temperatura, este
afastamento da lei de Stokes deve desaparecer.

Em geral, as diferencas entre os niveis vibracionais sdo similares no estado
fundamental e no estado excitado, de modo que o espectro de fluorescéncia muitas
vezes se assemelha a primeira banda de absorcdo, espelhada (regra da “imagem
espelho”) (Fig. 2.5). O gap (expresso em nimero de onda) entre 0 maximo da
primeira banda de absor¢do e o maximo da fluorescéncia ¢ o chamado

deslocamento de Stokes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812276/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812276/CA

24

Estado

i r s
eletronico 5 - |
excitado g T :f“_ —
: |
Estado 4 %: ::::;:. '
eletronico = s
g D bt bt—t—ar ¥
1 h 4

fundamental ; <44ty

Figura 2.5. A imagem especular dos espectros de absorgao e de fluorescéncia e as respectivas

transi¢cdes (www.chemkey.com).

Fosforescéncia
Em solugdo, a temperatura ambiente, a desexcitacdo nao radiativa do estado
tripleto T, € predominante sobre a desexcitagdo radiativa chamada fosforescéncia.

De fato, a transicdo 7, - S, ¢ proibida (mas pode ser observada pelo

acoplamento spin-orbita), e a taxa radiativa ¢ muito baixa. Durante um processo
tdo lento, o numero de colisdes com as moléculas do solvente favorecem o
cruzamento intersistema e a relaxagdo vibracional em Sy. Pelo contrario, a baixas
temperaturas e/ou num meio rigido, a fosforescéncia pode ser observada. O tempo
de vida do estado tripleto pode, sob estas condigdes, ser longo o suficiente para se
observar fosforescéncia numa escala de tempo de segundos, ou até minutos.

O espectro de fosforescéncia ¢ localizado em comprimentos de onda mais
altos que o espectro de fluorescéncia (Fig.2.4) porque a energia do nivel

vibracional mais baixo do estado tripleto T; é mais baixa que a do singleto S;.

2.4

Interagoes intermoleculares e formagao de agregados

Um agregado pode ser considerado como um aglomerado de algumas
particulas ou moléculas, que se juntam sem ligacdes quimicas. E caracterizado
pela sua estrutura espacial (posi¢do relativa de particulas dentro do agregado) e

pelo nimero de agregacao (nimero médio de particulas no agregado). O tamanho
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destes sistemas complexos pode variar de poucos nandometros (micelas) a varios
micrometros ou mais (filmes finos, membranas). O mecanismo de formacdo de
agregados moleculares baseia-se na acdo de forcas intermoleculares tais como
eletrostaticas, interagdo m-m, pontes de hidrogénio, for¢as de van der Waals e o
efeito hidrofobico. Estas interagdes sdo relativamente fracas quando comparadas
as ligacdes covalentes. Entretanto, a modulagao dessas intera¢des pode, de alguma
maneira, influenciar as caracteristicas do agregado, modificando seu niimero de
agregacdo e/ou sua estrutura espacial (Borissevich et al., 1998).

A formacdo de agregado ¢ um processo comum para 0S compostos com
sistema de conjugacdo m. Considerando os efeitos que exercem influéncia na
formagdo de agregado temos (Lang et al., 2004):

Interacio eletrostatica: os ions moleculares carregados sofrem uma
repulsdo, cuja energia ¢ a energia coulombiana

2
w2 2.5)
Q dre r

onde Q ¢ a carga do mondmero, & ¢ a constante dielétrica do meio e r € a
distancia entre os mondmeros.

Quando os mondmeros possuem momentos de dipolo permanentes, a forca
entre eles depende da sua orientacgdo relativa. Para dipolos livres, com distribuigao
de Boltzmann para orientagdes, a for¢a resultante ¢ atrativa. A energia dessa

interagdo (energia de Keesom) ¢ dada por:

4
Wy = ~ SR (2.6)
3(4rey) kT r

onde pu ¢ o momento de dipolo do mondmero, & € a constante de Boltzmann e 7T ¢é
a temperatura em Kelvin.

Existe ainda outra for¢a atrativa entre moléculas ou atomos conhecida como
“forca de London” ou “forca de dispersdo de van der Waals”. A origem dessa
forca ¢ a interagdo entre dipolo flutuante e dipolo induzido, que cada particula

induz na outra. A energia dessa interacao ¢ dada por:

3 hva?
W =-———>— 2.7
4 (4regy)r

onde / ¢ a constante de Planck, v ¢ a frequéncia de absor¢do eletronica ¢ o é a

polarizabilidade elétrica da molécula.
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A interacdo eletrostatica repulsiva ¢ de longo alcance (1/r%), as outras duas
forgas atrativas (1/1°), sio mais eficientes em distincias curtas. Para distancias
muito curtas entre as moléculas, mais uma interacdo repulsiva se destaca, a
repulsdo eletrostatica causada pela superposi¢do de orbitais eletronicos das
moléculas. Essa interagdo repulsiva é proporcional a (1/r'?). A energia potencial
de interacdo total pode, entdo, ser representada pelo potencial de Lennard-Jones
mais a energia de repulsdo eletrostatica, no caso de moléculas carregadas, que ¢ de
longo alcance. Logo, para se associar e atingir o minimo da energia potencial, as
moléculas carregadas devem ultrapassar uma barreira de potencial, que existe
devido a essa repulsdo eletrostatica.

Ligacao de hidrogénio: essa liga¢do se forma entre dtomos eletronegativos
de uma molécula e o 4&tomo de hidrogénio de outra. Para se formar, os mondmeros
devem se aproximar para que as nuvens eletronicas dos dtomos que participam
dessa ligagdo se sobreponham. Esta interagdo ¢ eficiente em distancias curtas e
pode produzir um pogo de potencial mais profundo, favorecendo a estabilizagao
do agregado.

Interacao hidroféobica: quando moléculas hidrofébicas, que interagem
fracamente com moléculas de dgua, sdo introduzidas numa solucdo aquosa, elas
quebram as pontes de hidrogénio entre as moléculas de agua, alterando a sua
estrutura. Esse processo ¢ acompanhado pelo aumento da energia livre da solugdo.
A tendéncia das moléculas hidrofobicas é, entdo, promover a associacdo das
regides nao polares de duas moléculas, fazendo com que o numero de pontes de
hidrogénio quebradas diminua e, consequentemente, o aumento da energia livre se
torne relativamente menor.

Essa interagdo atrativa tem seu papel na formac¢do de membranas biologicas,
micelas, vesiculas, etc. Dependendo do tamanho e da hidrofobicidade das
moléculas, essa interagdo pode ser considerada tanto de longo quanto de curto
alcance.

Formacio de complexos n-m: as moléculas com sistemas de conjugagdo n
sdo capazes de formar complexos através da sobreposi¢do de suas nuvens de
elétrons 7. Esse tipo de ligacdo ¢ eficiente somente em distancias curtas como no

caso das pontes de hidrogénio.
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2.5

Efeito da interacao entre cromoéforos na absorgao
2.5.1 Formacao de dimeros

Além dos efeitos da microvizinhanga nos cromoéforos (efeitos do solvente,
pH, presenca de surfactantes) existe a interagdo eletronica entre cromoéforos
quando se encontram suficientemente juntos (Cantor e Schimmel, 1998). Para
tomar em conta este ultimo fenomeno, considera-se um dimero contendo dois
cromoéforos idénticos. Supde-se que os cromoforos monoméricos tém s6 dois
estados eletronicos (0 € @) e uma unica banda de absor¢ao da transi¢do desde 0

até a. A intensidade de absor¢ao do mondmero ¢ dada pelo momento de dipolo de

transicao ‘<¢0 | ,u| P, >‘2 .

Examinando um dimero com dois croméforos monomeéricos, observam-se
duas bandas de absor¢do, uma deslocada a uma frequéncia Av acima da banda do
mondmero e a outra deslocada da mesma frequéncia abaixo (Fig.2.6). A
intensidade das duas bandas ndo ¢ necessariamente igual. Esta observacdo sera
explicada nas se¢des seguintes.

Cantor e Schimmel (1998) fazem consideracdes sobre a fun¢do de onda de
dimeros formados por mondémeros que ndo interagem e concluem que o espectro
de absor¢do tem a mesma frequéncia e intensidade que a de mondmeros livres.

Agora vamos descrever fisicamente a interacdo de dois mondmeros
formando um dimero (Cantor e Schimmel, 1998). Vamos supor que os
mondmeros estdo suficientemente juntos para interagir eletronicamente tipo 7-m.
Mas a interagao ¢ suficientemente fraca para que cada monomero retenha sua
identidade, ou seja, os elétrons ainda sdo localizados em um ou outro monomero,

mas cada mondmero ¢ perturbado pelo campo elétrico do outro.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812276/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812276/CA

28

(a) Mondmero Dimero
a x AV
R —
Niveis de
Energia
e e
Absorgao o .
v <
A A—>
a
() fundamental ® W,
X X x
—_——— 0
estados,
nao perturbado x . R )
excitado @, W, .
-_0 0 X X 0
o1 Mondmero 2 Mondmero 1 Monémero 2

Figura 2.6. Niveis de energia, estados e espectro de absorgdo de um Gnico monémero e um
dimero de dois cromoforos idénticos. (a) O estado excitado do monémero esta desdobrado em
dois estados por interagdes eletrénicas. A intensidade de absorgéo da transigdo dos dois estados
geralmente ndo sdo as mesmas. (b) Estados e fungdes de onda esperados para 0 mondmero e

para o dimero no qual ndo existe interagdo mondémero-mondmero. (Cantor e Schimmel, 1998)
Devido a que os monomeros ndo t€m carga, a Unica interagdo elétrica que
eles sofrem ¢ a interacdo dipolo-dipolo. Desta maneira o Hamiltoniano do dimero
sera:
H=H +H,+V (2.8)
onde H, e H, sdo os operadores Hamiltonianos do mondmeros 1 e 2,

respectivamente, € V' é o operador que descreve a interagdo dipolo- dipolo:

V=( 1) Ry =34 Rip) (Riy - 1) Ry (2.9)
onde y4 e u,sdo os operadores dipolo do mondmero 1 e 2 respectivamente. e
R, € a distancia entre os dois mondmeros. Para encontrar as energias dos estados
eletronicos para os dimeros, deve-se resolver a equacdo de Schrodinger usando a
Hamiltoniana da Equacdo 2.9. Seguindo os critérios da mecanica quantica apenas
duas fungdes de onda satisfazem a equacdo. Desta maneira, as frequéncias de
absorc¢ao podem ser descritas como:

v, =V, +Va/h (2.10)
v_=Vy, Vo /h

onde v,, ¢ a frequéncia de absor¢cdo dos mondmeros (Fig. 2.6 a) e V1, € a energia

potencial de interagdo entre os monomeros 1 ¢ 2 e /4 ¢ a constante de Planck.
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As intensidades das duas transicoes em v; e v_ sdo avaliadas usando o
momento de dipolo de transi¢ao:

D .=D,, tD,, cos@ (2.11)

04

=./D,, , onde 0 ¢ o angulo entre os momentos

com ‘<¢10 |gl|¢1a> <¢2o |/L:2|¢2a>

de dipolo de transi¢ao envolvidos nas absorgdes eletronicas individuais do
mondmero 1 e mondomero 2. A Eq. 2.11 mostra que a intensidade relativa das duas
bandas de absor¢do depende da geometria do dimero. Na Tabela 2.1, analisa-se o

espectro do dimero com base das equagoes 2.10 ¢ 2.11.

Tabela 1. Energia de interagdo do mondémero, potenciais de interagdo monémero-
mondmero, espectro esquematico para seis possiveis geometrias da piridina.
(Modificado de Cantor e Schimmel, 1998)

Angulo entre momentos Magnitude do (V12) Estrutura Espectro
de dipolo de transi¢cao dipolo do dimero
(6) (Doa)
0° _ < 0 (atrativa) -
Poe =2Pu o IR S~
T “Hoa ! 2 Q ve
N SN
0° D =0 > 0 (repulsiva) K/,\
04* D. / R3 »Jﬂ
0a 12 Kﬂ\ o
~ e,
0 f —
180 Do,q* =0 >0 (repulsuv}a) /ﬁ,«,
2D, / Ry, Gd -
AR SN
180° _ <0 (atrativa) — -
D, =2D,, Bt =Y I
0a ' 42 e/ v
N SN
90° (empilhado) _ = 0 Espectro A~ *-
DOAi =Dy, identico a =N\ I
mondmero o
Voe
@o—v
A—>
90° (mesmo plano) _ < 0 (atrativa)
Por =D op IR 7 :
-, 0a 12 | ; _-T‘_
LA T
Lo F SR
A—>

2.5.2 Hipocromismo

Se os cromodforos estdo proximos uns dos outros, ocorrem fortes interagdes

seja entre suas nuvens eletronicas ou entre suas cargas ou grupos polares. Esta
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interagdo resulta na redistribuicdo da densidade eletronica e é observada no
espectro de absorcdo, na alteragdo da sua intensidade (forca de oscilador) onde a
intensidade de uma banda decresce e de outra aumenta ou, em alguns casos, novas
bandas aparecem (Cantor e Schimmel, 1998). A forca de oscilador total deve ser
conservada. Quando a energia de interacdo ¢ suficientemente alta (maior que 40
kJ mol™), as interagdes moleculares podem conduzir a um hipocromismo e
distor¢ao do espectro de absor¢do. Contudo, no caso de interagdes ‘fracas’ (4 kJ
mol™' ou menos) o espectro UV-visivel ndo muda significativamente (Vekshin,
2002).

O hipocromismo ¢ definido como algum decréscimo no coeficiente de
absorc¢do em relacdo ao espectro da solugdo original de cromdéforos. Isto € um uso
especifico do termo e ¢ diferente do decréscimo na absorbancia vista como uma
diminui¢do proporcional a concentragdo do cromdforo (Lei de Bier-Lambert). O
efeito hipocromico em biomoléculas cromoforas, como a clorofila e o DNA, ¢
bem conhecido (Vekshin, 1989). O hipocromismo ¢ observado numa ampla
diversidade de sistemas: corantes agregados, microcristais, polimeros, proteinas,
acidos nucléicos, cloroplastos, etc. (Weissbluth, 1971).

Observagdes iniciais do efeito hipocromico de biomoléculas surgiram na
década de 1950 e 1960, sendo tratado como um comportamento da densidade
optica devido ao empilhamento de polinucleotideos (Tinoco, 1960).

Weissbluth (1971) fez um review dos estudos realizados em relagdo a teoria
do hipocromismo e juntou-os nas seguintes categorias: (a) teoria cldssica ou
semiclassica, (b) teoria de perturbagdo independente do tempo ou modelo de
éxciton e, finalmente, (c) a teoria de perturbagdo dependente do tempo incluindo a
funcdo resposta, susceptibilidade generalizada e métodos de teoria de campos.
Para descrever cada categoria, Weissbluth considera um dimero que consiste de
duas moléculas fracamente acopladas e s3ao iluminadas por luz contendo
componentes espectrais com suas bandas de absor¢do. Cada molécula ¢ sujeita a
um campo que consiste de dois componentes: um produzido pela luz incidente e
outro pelas moléculas vizinhas. Assim o campo local com o qual cada molécula
interage pode diferir e, desta maneira, o espectro de absor¢ao do dimero tem que
diferir do espectro de moléculas que ndo interagem.

Daremos uma breve descricdo do modelo classico, ja que este ¢ equivalente

em suas caracteristicas essenciais aos tratamentos da mecanica quantica ¢ chega
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aos mesmos resultados. Considera-se um dimero constituido por dois monoémeros,
num arranjo face-face ou face-cauda . O objetivo desta aproximagdo ¢é calcular a
polarizabilidade do dimero em termos de polarizabilidade dos mondmeros
individuais. Relaciona-se a forca do oscilador no dimero a for¢a do oscilador dos
mondémeros. Um modelo de duas bandas, com frequéncias ®; e ®,, para o
mondmero ¢ capaz de explicar o hipocromismo de uma delas e hipercromismo da
outra, quando o dimero ¢ formado. Considerando-se que as duas bandas t€ém a

mesma forga do oscilador /', as forcas de oscilador do dimero sdo dadas por:

fiu=2f I_M

2 2
2]

fra=2f I—K—L&/m S Vap

2 2
o —

(2.13)

onde e ¢ a carga elementar, V,;, ¢ a energia de interacdo de dois dipolos situados
nas posi¢oes a € b e com dire¢des paralelas entre si, m € a massa do elétron. Se ®;
<y e Vy € positivo (como num arranjo face a face), a forga de oscilador f;; da
frequéncia menor ¢ reduzida e a forca de oscilador da frequéncia maior f5,
incrementa. Conclui-se que existe um hipocromismo na banda @,* do dimero e
como compensa¢io, um hipercromismo em ®,°. Encontrou-se também que a
banda de baixa frequéncia do dimero cold permanece da ordem de ®; € ®,, mas a
de alta frequéncia, que sofre hipercromismo, pode se deslocar muito e sair da

faixa de detecgdo.

2.6

Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (PDT, da sigla em inglés) ¢ uma modalidade de
tratamento contra alguns tipos de cancer baseada na administracdo de um
fotossensibilizante, o qual ¢ preferencialmente absorvido e retido pelo tecido
tumoral, seguida por irradiagdo local da lesdo com luz visivel em um apropriado
comprimento de onda. A combinacdo destes dois elementos, na presenga de
oxigeénio, gera espécies citotoxicas tais como oxigénio singleto, permitindo a
destruicdo do tecido tratado. Comparada com tratamentos padrdo, tais como
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a PDT oferece vantagens como destrui¢cao

eficiente e seletiva do tecido tumoral sem afetar o tecido saudavel. A aplicacao da
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PDT ¢ muito ampla e se estende para varios tipos de cancer. Segundo a British
Association of Dermatologists (Morton, 2002), a terapia fotodinamica topica €
eficaz nos tratamentos de varios tipos de cancer de pele e esta sob avaliagdo em
outras dermatoses. Também ¢ usada numa variedade de tratamentos de doencas
cardiovasculares, dermatologicas, oftalmicas e infecciosas (Levy et al., 1996;

Dougherty et al., 2002; Fayter et al., 2010)

2.6.1 Mecanismo de agcao

Quando a droga fotossensivel e a luz sdo combinadas em concentragdo e
dose apropriadas, a PDT apresenta trés fases: excitacdo das moléculas da droga,

geracdo do oxigénio toxico e morte celular (Fig.2.7).

w
“\ local ,

- Estagios da PDT
celulas . 1* 1 ipllcaglao
c:anc:emsag A lélﬁ‘( ;.- I Acumulagdo

lj ﬁ',‘ '}% W11 Ativagio
-\ *' | v Apoptose
/ A | S 1 S

slstemmo

Figura 2.7. Principais estagios da terapia fotodinamica. O fotossensibilizante (na seringa ou tubo) é
aplicado localmente ou sistemicamente (estagio 1), acumula-se nos tumores (estagio Il) e € entao

ativado por iluminagéo externa (estagio Ill). Isso induz o dano ou a morte celular.

As moléculas em estado excitado podem sofrer reagdes fotofisicas ou
fotoquimicas. A fotosensibilizagdo ¢ o processo mediante o qual uma alteracao
fotofisica ou fotoquimica acontece em uma molécula (A) como resultado de uma
absorcdo inicial de radiacdo por parte de outra molécula denominada
fotossensibilizante (PS) (Braslavsky et al. 1996). Isto pode ser representada

esquematicamente assim:

Fotoexcitago: PS+hy — PS”

Processo fotoquimico: PS*+A4—PS +B

Processo fotofisico: PS*+A—>PS +4°
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Quando moléculas de oxigénio estdo envolvidas na fotossensibilizagdo, tais
processos sdo chamados de “acdo fotodindmica” e dois diferentes mecanismos sao
possiveis:

Mecanismo tipo I

O fotossensibilizante, no seu estado excitado singleto ou tripleto, reage com
um substrato via (a) transferéncia de elétrons ou (b) subtragdo de hidrogénio para
produzir radicais livres, que reagirdo com oxigénio para formar radicais peroxidos

(Fig. 2.8) e, desta maneira, comecar uma reagdo em cadeia.

PS+hy —» PS”
(a) PS"+R—PS" +R™ () PS"+RH — PSH® +R°
PS*+°0, > PS+ 05" R*+’0, - ROO*
R+0; — R"+°0, ROO" + RH — ROOH + R"

Substancias com estruturas facilmente oxidaveis (como fendis e aminas) ou
redutiveis (como quinonas), em meios polares e anaerdbicos, favorecem o
mecanismo tipo I (Bonnet, 1995). Este mecanismo também ¢ favorecido pelo uso
de fotossensibilizantes, que absorvem na regido espectral do ultravioleta, devido a
estados tripletos apresentarem energias relativamente altas, facilitando as reacdes
de tranferéncia de hidrogénio e por consequéncia a formacdo de radicais livres
(Braun, 1991). Os processos de transferéncia de elétrons sdo claramente
aumentados, quando fotossensibilizantes sdo excitados a estados singleto/tripleto
de altas energias, em razdo do aumento do cardter doador de elétrons do
fotossensibilizante (Oschner, 1997).

Mecanismo tipo 11

Neste processo, o fotossensibilizante em seu estado excitado, comumente
estado tripleto, transfere energia ao oxigénio molecular no estado fundamental

(Fig. 2.8), permitindo que o fotossensibilizante retorne ao seu estado fundamental
¢ obtendo a espécie reativa, o oxigénio singleto ('0,), que ira interagir com

substratos ricos em elétrons tais como alquenos, anéis aromaticos, aminas e

tioéteres (Foote et al., 1995).
PS+hy — PS”
PS*+°0, — PS+'0,
O mecanismo de transferéncia de energia aparenta ser mais eficiente

(constantes cinéticas por volta de 2x10'° M's™") quando comparado s reagdes de
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transferéncia de carga (mecanismo tipo I), com constantes de velocidade
usualmente abaixo de 10’ M™'s™' (Foote, 1976). Esta transferéncia de energia dos
estados tripletos de ftalocianinas para o oxigénio, em solu¢des aquosas, ¢ muito
rapida (entre 2x10° a 6x10° M's™"). Consequentemente é esperado que a
transferéncia de energia para outros compostos, que possam competir com o
oxigénio, seja menos importante e, entdo, o mecanismo dominante ¢ o tipo II

(Bonnet R. 1995).

Biomoléculas fotoproductos

’iﬂ

.
C.

e
Tipo Il 44—
& Y ]
Fonte
de o) PS Biomoléculas  fotoproductos
luz \J
-I—Ipol $ ’; ul._ + mﬂ
5 H
B —
J— ig,
% D

X* +PS* Biomoléculas

Figura 2.8. Mecanismos de geragédo de ROS por combinagédo de luz, fotosencibilizante e oxigénio
molecular. O estado fundamental do fotosencibilizante (So) é irradiado com luz visivel excitando-o
(S1). S1 pode passar para um estado excitado do fotosencibilizante (T1), gerando radicais

(mecanismo tipo 1) e/ ou oxigénio singleto (mecanismo tipo Il)

O tempo de vida das espécies de oxigénio singleto ¢ menor que 3.5 ps, que
podem difundir-se apenas cerca de 0,01 a 0,02 um durante este periodo. Desta
maneira, a acdo inicial do dano ¢ limitada ao sitio de concentracdo da droga

(Thompson et al., 2001).

2.6.2 Oxigénio singleto

Apesar de ter sido descoberto no ano de 1924, o oxigénio singleto molecular
s6 veio a ser alvo de estudo depois do ano de 1963 quando Khan e Kasha

interpretaram a quimioluminiscéncia da reagao do peroxido de hipoclorito causada
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pela liberagao do oxigénio singleto. Desde entdo, as propriedades fisicas, quimicas
e biologicas da forma energeticamente rica do oxigénio singleto tem ganhado
aten¢do. Em particular, a producdo de oxigénio singleto tem aplicacio numa
ampla gama de areas desde fotoxidacdo, danos em DNA, PDT até ciéncia de
polimeros (DeRosa, 2002).

Os trés estados eletronicamente excitados imediatamente superiores ao
oxigénio molecular no estado fundamental sdo de oxigénio singleto. Segundo a
teoria de orbital molecular, a configuragdo eletronica do oxigénio no estado
fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais moleculares
degenerados 7 n*y (Fig. 2.9 a). Estes elétrons tendem a possuir 0 mesmo spin de
forma a produzir multiplicidade méxima e, desta maneira, um estado de mais
baixa energia. Esta ¢ uma razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio ¢ um

estado tripleto.
.. y 1o s . 1 1 . ~
Os estados que possuem energia intermédiaria (‘A e A, Fig. 2.9 b) s@o os
responsaveis pela reatividade quimica do oxigénio singleto. A simetria dessas
moléculas, diferente do estado fundamental, confere-lhes um consideravel tempo

de vida quando comparado com a forma de mais alta energia (' > ) (Fig. 2.9b),
g

. . . 1 1 ~
que possui a mesma simetria do estado fundamental. Os estados "A e A séo

degenerados (Fig. 2.9 a) e possuem uma distribuicdo eletronica onde os elétrons

. . oqe *
que ocupam um dos orbitais antiligantes m se encontram em um dos planos

mutuamente perpendiculares. Por serem degenerados, os estados 'A_e'A  sdo,
por conveniéncia, representados como sendo o estado ' A . (DeRosa et al., 2002).

O orbital molecular vazio no estado 'A . garante ao oxigénio singleto um

carater eletrofilico, favorecendo sua participacdo em reagdes quimicas,
principalmente, no caso em eu os substratos possuem sitios ricos em elétrons

(Machado, 2000).
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Estado Orbital Molecular Antiligante
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Figura 2.9. (a) Representacéo dos estados singleto e tripleto do oxigénio molecular (Machado,
2000) (b) Curvas da energia potencial dos trés estados eletrbnicos mais baixos do oxigénio
molecular (DeRosa et al., 2002).

A diferenga de simetria entre os estados fundamental e excitados afeta o

tempo de via dessas moléculas. O 'Z * possui tempos de vida muito menores
g

que o apresentado pelas formas 'A ¢» devido a que tem a mesma simetria da
molécula no estado fundamental, que, na fase gasosa, sdo de 7-12 s e 45 min,
respectivamente (Arnold et al., 1968), ¢ em solucdo sio de 107''- 10 ¢ de 107°-

107 para o 'Z te'A o » tespectivamente (Merkel et al., 1972). Tendo isso em
g

vista, o estado 'A . € quem apresenta maior importéncia em reagdes quimicas e €

para esse estado que se aplica o termo “oxigénio singleto” e a designacio “'0,”.
A desativagio do 'O, na maioria dos solventes ¢ ocasionada por processos

colisionais, onde ha conversio de energia eletronica do 'O, em energia vibracional

da molécula do solvente, devido ao acoplamento dos modos vibracionais dos

ligantes terminais das moléculas dos solventes com as transi¢des eletronicas e
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vibronicas do 'O, . O tempo de vida do 'O, em 4gua é cerca de 2- 3us (Machado,
2000). Nos sistemas bioldgicos o 'O, apresenta tempo de vida extremamente
baixo, inferior a 250 ns, difundindo-se menos do que 0,1um no meio celular.
Como o diametro das células humanas varia entre 10 a 100 pum, o local primario
de geragdo do 'O, na célula determina que estrutura subcelular pode sofrer a acio

do oxigénio singleto (Machado, 2000; Oschse, 1997) .

2.7

Fotossensibilizantes

2.71

Historico

A observagao de tecido fotossensibilizado fotoquimicamente foi feita por
Raab em 1900, que notou que a exposicdo de paramécios a eosina (corante
fluorescente) numa regido muito iluminada provocava sua morte. Nos anos 60, os
médicos da Clinica Mayo notaram que a administragdo de hematoporfirina, HP, a
pacientes com cancer provocava pontos fluorescentes nos tumores toracicos
quando iluminados com luz ultravioleta. No mesmo ano Lipson et al. (1961)
sintetizaram derivados de hematoporfirina (HPD, Photofrin I) e nos anos 70
conseguiu-se desenvolver o entendimento do mecanismo citotoxico do PDT.
Hoje, o Photofrin I, um HPD purificado, ¢ o fotossensibilizante aprovado pela
Food and Drug Administration, FDA, para tratamento do cincer de rim, no
Canadd, e de estados iniciais de cancer de pulmio e avancados de es6fago na
Holanda e no Japao. Hoje em dia tém sido feitos estudos de PDT em inumeros
paises, incluindo o Brasil.

Os fotossensibilizantes chamados de primeira geragdo mostraram varios
problemas. Estes problemas incentivaram a investigacdo de novas moléculas
chamadas de segunda geracdo tais como porfirinas derivadas, ftalocianinas,
naftalocianinas e clorinas (Banzo, 1990).

As propriedades fisico-quimicas dos fotossensibilizantes sdo muito
importantes para a eficiéncia da sensibilizagdo. A pureza quimica, capacidade de
localizagdo especifica, curto intervalo de tempo entre a administragdo ¢ a

acumulacdo méxima no tecido tumoral, rapido clearance do tecido normal,
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ativacdo em comprimento de onda com oOtima penetragdo no tecido (650 a
800 nm), alta eficiéncia quantica para gerar oxigénio singleto e baixa toxicidade.

O grafico da Fig. 2.10 apresenta a janela otica de penetragdo da luz em tecidos.

s| Janela
10 St ’
Terapéutica Colageno

Proteina

lelanina

N

Hb

Coeficiente Absorcao p [cm']

0.1 0.3 850 nr

A [pm] |
Figura 2.10. Absorgao optica de varios componentes de tecidos, melanina, hemoglobina, agua,
colageno, em fungdo do comprimento de onda. Nota-se que entre 650 e 1300 nm tem-se a janela
Optica.

Devido a que na maioria dos casos a administra¢ao do fotossensibilizante no
organismo ¢ feita sistemicamente € que o0 sangue possui como maior constituinte a
agua, os fotossensibilizantes aquo-soluveis seriam bons candidatos. Entretanto, o
fotossensibilizante deve possuir afinidade aos meios hidrofobicos, a fim de ser
capaz de penetrar na célula apos atravessar a membrana lipidica. Portanto,
moléculas anfifilicas, cuja polaridade possa ser alterada pela adicdo de cadeias
laterais, sdo candidatos ideais para aplicagdo em PDT. Uma destas estratégias ¢ a
incorporagao do fotossensibilizante no interior de sistemas micelares para serem
transportados até o tecido prejudicado e logo ser liberado dentro da membrana
celular.

Atualmente, s3o wusados agentes precursores endogenos de
fotossensibilizantes, como o acido d-aminolevulinico ALA, precursor metabodlico
da Protoporfirina IX (PpIX). A PpIX, pelo fato de ser um composto enddgeno,
apresenta menor grau de toxicidade para o organismo e tem alta afinidade por
células tumorais (Thompson et al., 2001; Blume et al., 2007; Harth et al., 1998;

Itin et al.,, 2004). Também estdo em estudo uma ampla gama de porfirinas,
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ftalocianinas e clorinas como a HzTMPyP4+, H2TPPS4', ZnPc, AlPc, entre outros,

obtendo-se resultados promissores.

2.7.2

Ftalocianinas

As ftalocianinas sdo complexos macrociclicos conjugados, simétricos e
aromaticos com um sistema de 18 elétrons n (Stillman, 1993). O macrociclo
central das ftalocianinas ¢ constituido por uma unidade ciclica tetrapirrolica onde
suas subunidades pirrélicas sdo unidas por atomos de nitrogénio. A conjugacao do
macrociclo ¢ estendida por anéis benzénicos sobre quatro unidades pirrolicas,
resultando em uma forte banda de absor¢do na regido do vermelho do espectro
visivel. As ftalocianinas tém elevada massa molecular e podem conter no interior
de seu macrociclo diferentes metais, principalmente, diamagnéticos. Os metais,
ainda podem conter grupos ligantes (Rodrigues et al., 2008). As ftalocianinas nao
metalicas (Fig. 2.11 B) sdo planares e exibem uma simetria D;h enquanto que as
metaloftalocianinas exibem simetria Dsh. As ftalocianinas sdo de natureza similar
as porfirinas (Fig. 2.11 A), mas t€ém conjugagdo estendida gerada pelos anéis

benzénicos, portanto, t€ém maior estabilidade quimica e térmica (Sehlotho, 2007).

A . B
N—& =N
| N !
2
NH HN
3
| N
7 N 4
Porfirina

Ftalocianina

Figura 2.11. Estrutura das moléculas de (A) porfirina e (B) ftalocianina.

O interesse no emprego de metaloftalocianinas em PDT deve-se a que
algumas dessas ftalocianinas sdo eficientes fotossensibilizantes. Isso acontece

porque absorvem luz na regido entre 650 ¢ 700 nm (janela fototerapéutica),

apresentando um coeficiente de absortividade molar alto &4 ~ 10°M lem™ . A
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caracteristica mais importante ¢ que as ftalocianinas sdo estaveis, ndo-toxicas,
apresentam elevada seletividade e boa penetrabilidade nas membranas celulares
tendendo a se localizar na regido interna do tumor (Marques, 2002), além de baixa
toxicidade in vitro (Gomer, 1991).

As propriedades fotofisicas das ftalocianinas (Rodrigues, 2008) sao
fortemente dependentes do ion metélico central. A complexacao das ftalocianinas
com ions metalicos diamagnéticos, tais como Zn2+, A13+, Ga’" da origem a
compostos com alto rendimento quantico do estado excitado tripleto (Or > 0.4) e
com tempos de vida longos (Idowu et al., 2007; Idowu et al., 2008). Entre as
ftalocianinas, as de zinco e cloro-aluminio s3o as que apresentam as propriedades
fotofisicas mais favoraveis para aplicagdes em PDT. Por exemplo, os estados
singletos com tempo de vida relativamente longo (3-8 ns) e os estados tripletos

sdo produzidos com alto rendimento quantico (Nunes et al., 2004)

Moléculas de ftalocianinas sofrem auto-oxidagdo via ataque de 102 gerado

por elas mesmas. Esse efeito tem sido reportado principalmente para ftalocianinas
contendo anéis piridinicos ligados ao macrociclo (Jonesa et al., 1994). Tem-se
observado que moléculas de metaloftalocianinas contendo grupos derivados de
moléculas bioldgicas nas posicdes periféricas sdo mais facilmente degradadas,
comparadas com outros complexos de metaloporfirinas octosubstituidas (Hamblin
et al., 1994).

As propriedades das ftalocianinas podem ser modificadas por substituintes
(Stillman, 1989; Seotsanyana-Mokhosi et al., 2001). Por exemplo, a anfifilicidade
(de la Torre et al., 1999) pode ser obtida por substituicdes no anel com grupos
hidrofilicos e hidrofoébicos onde estas substituicdes eliminam agregagdo entre
ftalocianinas (Maree et al., 2002). Substitui¢des axiais € no anel criam
impedimento estérico, portanto quanto mais volumosos os ligantes, mais
pronunciado o efeito. As substituicdes abrem caminho para construir estruturas
complexas tais como conjugados porfirina-ftalocianina (Zhao et al., 2005).
Substituintes podem também ligar-se a dimero tipo sanduiche, polimeros ou
longas cadeias de ftalocianinas. A simetria das ftalocianinas pode ser alterada por

substitui¢des devido a perturbacdes geométricas (Day et al., 1998).
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Caracterizagao espectroscopica das ftalocianinas

As ftalocianinas mostram solu¢des com cor forte, dependendo dos

solventes, metal central e substituinte no anel. Como tinhamos comentado, as
ftalocianinas exibem forte absor¢do no vermelho (&g7 ~10°M 'em™) e a

posicao dos picos varia dependendo da natureza da ftalocianina. O principal pico
de absorcdo ¢ ao redor dos 670 nm (banda Q) e ¢ produzido pelas transi¢des n-*
(Figura 2.12). Desdobramentos vibracionais sao observados na banda Q, devido a
transicdes vibracionais. Tém-se também transi¢cdes m-m* na regido do azul,
aumentando a banda B (Ough et al., 1994). Uma banda B ¢ observada ao redor de
350 nm devido a superposicao das bandas B; e B,. Observa-se também uma banda
ao redor dos 500 nm para alguns metais de transicdo; sendo atribuida a
transferéncia de carga do metal até o ligante, ou do ligante até¢ o metal (Fan et al.,
1979). Sao observadas bandas adicionais (N e L) com maior energia que a banda
B. Isto ¢ observado em solventes transparentes tais como diclorometano

(Nyokong et al., 1987).

Q B1 B2

Figura 2.12. Orbitais Moleculares envolvidos nas principais transi¢cdes por absorgéo. (Modificado
de Ough et al., 1994).

Os metais e a substituicdo no anel alteram as posi¢des dos niveis de energia
do mais alto orbital molecular ocupado (HOMO) ou mais baixo orbital molecular
desocupado (LUMO) resultando em diferentes cores e posi¢cdes dos picos de
absorcao (Kasuga et al., 2002; Kumar et al., 2001). Ftalocianinas sem metal
exibem uma banda Q dividida, enquanto que metalo ftalocianinas t€ém um so6 pico
(Figura 2.13). Isto acontece devido ao fato que o nivel de energia (LUMO) de
ftalocianinas sem metal é nao degenerado (Stillman et al., 2002). O metal faz com

que o nivel de energia e, seja degenerado, desta maneira acontece uma Unica
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transicao eletronica desde o nivel n (HOMO), (Gouterman et al., 1961), resultando

num aumento de simetria de Dy, para Day,.

2
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Figura 2.13. Espectro de absorgao de (A) ftalocianina sem metal e (B) metalo ftalocianina

Tem sido reportado o deslocamento da banda Q para o vermelho quando se
coloca o metal no meio do anel (Ogunsipe et al., 2004). Os substituintes no anel
(Zhao et al., 2005) ou axiais (Maree et al., 2001) modificam a energia do gap
HOMO-LUMO e causam deslocamentos batocromicos ou hipsocromicos.
Substituigdes ndo periféricas resultam num grande deslocamento ao vermelho da
banda Q comparado com a substituicao periférica (Cook, 2002).

A protonagdo dos nitrogénios que unem os grupos isoindol para formar a
ftalocianina tem sido reportada por Ogunsipe et al. (2004), resultando em perda da
simetria. Um numero impar de protonagao resulta em simetria D»y, portanto, uma
banda Q dividida. Um numero par de protonagdo exibe uma simetria Dyy, por
tanto uma sé banda Q. Quando unicamente dois nitrogénios sdo protonados, se
obtém uma simetria D4y, no caso em que os atomos de hidrogénio adotam a
configuracdo cis (grupos similares do mesmo lado da molécula). Se a protonagao
¢ ndo simétrica, ou seja, trans (grupos similares em lados opostos), a simetria é
Cs4y (molécula ndo planar), portanto a banda Q ¢ dividida. Na verdade, a falta de
simetria desloca a banda Q para comprimentos de onda mais longos (Beeby et al.,
2001).

A natureza do solvente afeta o espectro UV/Vis das ftalocianinas (Law et
al., 1997). Os solventes conjugados e aromaticos provocam um deslocamento da
banda Q ao vermelho (Kobayashi et al., 1999). Solventes tais como cloroférmio

oxidam o anel das ftalocianinas conduzindo a uma diminuic¢ao da intensidade da
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banda Q, um aparecimento de um pico largo de transferéncia de carga ao redor
dos 500 nm e a mudanga de cor para roxo (Ough et al., 1991). A decomposi¢ao de
solventes como DMSO (Fronczek et al., 2001) forma vérios ligantes ao interagir
com a ftalocianina, os quais produzem multiplas bandas Q. Devido ao aumento da
polaridade do solvente, os picos associados as transigdes n-n* das ftalocianinas
sofrem deslocamento ao azul, enquanto os associados a transi¢des n-n* deslocam-
se ao vermelho (Calvert et al., 1966). Além disso, os solventes com alto indice de
refracdo, como I-cloronaftaleno, reduzem o gap de energia que existe entre
HOMO e LUMO, causando, portanto, um deslocamento ao vermelho (Ogunsipe
et al., 2003).

2.8

Sistema de transporte de drogas

Devido a natureza hidrofobica de alguns fotossensibilizantes, ¢
indispensavel encontrar sistemas de entrega do fotossensibilizante ao alvo. O
sistema ideal de transporte de drogas tem que ser capaz de produzir acimulo
seletivo do fotossensibilizante no tecido neoplasico e de liberar as concentragdes
adequadas no sitio alvo, com pouca ou nenhuma absor¢do pelo tecido ndo
tumoral. O transportador tem que ser capaz de proteger e incorporar o
fotossensibilizante de natureza hidrofobica sem perda ou alteracdo da sua
atividade no meio aquoso, conservando sua forma monomérica, sendo este um
fator deterministico que pode impedir a eficicia da droga in vivo, diminuir sua
biodisponibilidade e limitar sua capacidade de absorver a luz. O sistema tem que

ser capaz de biodegradar-se e ter pouca imunogenicidade.

2.8.1

Classificagao dos transportadores de droga

Konan et al. (2002) classificam o processo de distribui¢do de drogas em
ativo ou passivo, de acordo com a presenga ou auséncia de alvo molecular na sua
superficie. O processo ativo usa receptores do tecido alvo ou antigenos para
entregar especificamente o fotossensibilizante ao tecido tumoral. O processo

passivo implica na aplicagdo parenteral e distribui¢do passiva, como através de
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lipossomas, dispersdes de 6leos ou micelas, particulas poliméricas e conjugados

hidrofilicos de polimero-fotossensibilizante.

Sistemas de distribuicao ativa

Para proporcionar liberagao seletiva do fotossensibilizante no tecido tumoral
estudam-se associacdes fotossensibilizantes-alvo, incluindo conjugados que
contém fotossensibilizantes e um segmento especifico do receptor-alvo.
Vantagens desta aproximagao: alta afinidade do segmento especifico pelo receptor
ou antigeno na superficie celular do alvo, aumento da eficiéncia e seletividade por
sua localizacdo especifica, e baixa dose efetiva dos fotossensibilizantes. O
conjugado ¢ biodegradavel e, portanto, n3o ¢ tOXico nem provoca
imunogenicidade. Nesse caso estdo as lipoproteinas € os anticorpos associados a

sistemas passivos (Figura 2.14).

Figura 2.14. Estrutura das lipoproteinas: ApoA, ApoB, ApoC, ApoE (apolipoproteinas); T
triacylglicerol, um tipo de lipidio, formado por uma molécula de glicerol, que tem trés acidos graxos
esterificados, saturados ou insaturados; C (colesterol); verde (fosfolipidios).

Veiculos de distribui¢cao passiva

Lipossomas, oleos dispersores ou micelas, particulas poliméricas e
conjugados hidrofilicos de polimeros-fotossensibilizantes sdo considerados
transportadores passivos porque seguem um modelo de distribuicdo natural
(difusdo passiva e processos de fagocitose). A acumulagdo seletiva no tecido alvo

¢ devida ao efeito de retengao do tecido tumoral.
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Lipossomas

Sao vesiculas de fosfolipidios e colesterol unilamelares ou multilamelares,
as quais permitem incorporar drogas hidrofilicas e hidrofébicas em sua matriz. A
Figura 2.15 mostra um esquema da estrutura de um lipossoma unilamelar que

pode ser utilizado para transporte de diversos farmacos e biomoléculas.
DNA

Camada protectora

!___ Droga soluble

Droga cristalizada 3
em bicamada

em fluido aquoso
Bicamada lipida

Figura 2.15. Lipossomas e transporte de farmacos.

Um dos objetivos de incorporar fotossensibilizantes aos lipossomas ¢
manter o estado monomérico das moléculas, para se ter um aumento do consumo
de oxigénio, j4 que as espécies monoméricas sdo eficientemente mais
fotossensibilizadas que as agregadas.

Derycke e de Witte (2004), fizeram um review sob as diferentes estratégias
que tém sido desenvolvidas para transportar fotossensibilizante ao alvo mediante
lipossomas. Eles concluem que estes veiculos possibilitam a melhora substancial
da eficiéncia da PDT e permitem maior seguranca na utilizagdo dos
fotossensibilizantes. Canete et al. (1998) mostraram que a encapsula¢do da meso-
tetrafenilporfirina em lipossoma permitiu a monomerizagao do fotossensibilizante
o qual foi capaz de gerar oxigénio singleto e provocar a fotoxidacao de células de
carcinoma humano da linhagem HeLa. Sadzuka et al. (2006) mostraram que existe
um aumento na retencdo tumoral do Photofrin® encapsulado em lipossomas
Stealth®, além de um aumento no rendimento quantico de oxigénio singleto.
Virios trabalhos (Nunes et al. 2004; Garcia et al., 2011) estudaram a ZnPc

encapsulada em lipossomas e sugeriram que pode ser administrada para PDT.
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Detergentes ou surfactantes e micelas

Detergentes sdo moléculas anfifilicas com regides hidrofobicas e
hidrofilicas que podem autoassociar-se formando uma variedade de estruturas, tais
como micelas esféricas ou cilindricas, vesiculas, lipossomas, microtiubulos,
microemulsdes, etc. O tamanho dessas varia de 0,1 nm a 1 um. A associagdo das
moléculas de surfactantes ocorre por interagcdo de natureza entropica, denominada
interagdo hidrofobica.

Alguns compostos anfifilicos sdo chamados de surfactantes porque alteram
as propriedades superficiais do solvente. A formagao das micelas, micelizagao,
comeca a partir de uma concentragdo minima chamada concentragdo micelar

critica, CMC (Fig. 2.16).

TR

Tensao superficial

CMC Concentragao  (109,, €

Figura 2.16. Distribuicdo do surfatante numa solugéo aquosa, efeito na tensdo superficial e

formagéo de micelas.

Conjugados hidrofilicos polimero-fotossensibilizante

Possibilidades interessantes foram abertas com o aumento da hidrofilicidade
dos fotossensibilizantes por meio da coordenagdo de polimeros apropriados
cationicos, anidnicos e neutros, HPMA, poli-L-lisina, polietileno glicol (PEG) e
poli (vinil alcool) (PVAL).

Alguns fotossensibilizantes tém sido encapsulados em micelas poliméricas
as quais se diferenciam das micelas convencionais por sua baixa concentracao
micelar critica (em torno de 10’ mol/L) comparada as micelas convencionais (em
torno de 10~ a 10™* mol/L) (Sibata 2004, Nishiyama et al., 2009). Sibata et al.
(2004) mostraram que as propriedades fotofisicas da ZnPc ndo foram modificadas
quando o farmaco foi encapsulado em micelas de longa duragio LTCM (PEG-

5000-estearoil fosfatidil-etanolamina DSPE) sugerindo que o fotossensibilizante
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pode ser administrado por este sistema carreador. Vior et al. (2011) comprovaram
que o uso de nanoemulsdes de isopropyl myristate e Tween 80® , no transporte de
tetrakis-(1-adamantilsulfanil) ftalocianinato de =zinco (II), uma ftalocianina
lipofilica, permite uma alta eficiéncia quantica de oxigénio singleto. Nishiyama et
al. (2006) encapsularam dendrimeros anionicos de meso-tetrafenilporfirina de
zinco (sendo as unidades dendriticas constituidas por polibenzil éter e grupos
carboxilicos periféricos) em micelas poliméricas cationicas de PEG-Poli(L-lisina)
e mostraram que a eficiéncia fotodinamica do fotossensibilizante sobre células de
carcinoma de pulmdo aumentaram em 280 vezes, devido a geracdo do oxigénio
singleto dentro das micelas poliméricas ¢ a auséncia de agregados dendriticos.
Embora os resultados acima sejam interessantes, estudos in vivo mostraram que
micelas poliméricas causaram uma pequena regressdo tumoral, e aumentaram o

acumulo de farmacos em tecidos saudaveis (Taillefer et al., 2001).

Particulas poliméricas e n&o poliméricas (nanoparticulas)

Chatterjee et al. (2008) trocaram a classificagdo estrutural dos
transportadores de drogas de Konan et al. por uma classificagio funcional.
Funcionalmente, as nanoparticulas dividem-se em ativas e passivas, estas ultimas
participando da excita¢ao do fotossensibilizante.

As portadoras ativas sdo classificadas pelo seu mecanismo de ativagdo.
Exemplos sdo os quantum dots, nanoparticulas fotossensibilizantes, que
transferem energia diretamente ao oxigénio ao redor dela; e particulas que
absorvem luz de baixa energia e geram emissdes de alta energia por processos de
dois fotons, ativando os fotossensibilizantes associados.

As portadoras passivas podem subdividir-se pela composicao do material:
Nanoparticulas biodegradaveis poliméricas (alternativa dos lipossomas). A
principal vantagem ¢ a alta quantidade de droga que se pode colocar dentro das
particulas. Permitem a distribuicdo especifica mediante a incorporagdo, nos
polimeros, de uma regido sitio-especifica. A modificagdo da superficie com certos
polimeros (PEG, PLGA ou PEO) pode aumentar o tempo de circulagdo no corpo.
Alguns fotossensibilizantes encapsulados em nanoesferas poliméricas vém
mostrando excelentes resultados em PDT. A meso-tetrahidroxifenilporfirina
encapsulada em nanoparticulas do polimero do 4cido latico-co-glicolico (PLGA)

foi mais eficiente em reduzir a viabilidade de células cancerigenas da linhagem
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EMT6 (Konan et al., 2003). Pesquisas in vivo realizadas por Vargas et al. (2004)
em modelos de membranas corioalantdides de embrides de aves mostraram que a
meso-tetrahidroxifenilporfirina, quando encapsulada em nanoparticulas de PLGA,
foi mais eficiente em causar um efeito toxico.

Nanoparticulas nio-poliméricas como cerdmicas e metais. Elas ndo sdo
biodegradaveis e por isso ndo sdo usadas tradicionalmente em distribui¢do de
drogas. Mas como em PDT os fotossensibilizantes também nao sdo destruidos,
sendo toxicos somente quando irradiados, ¢ possivel usar particulas nao
biodegradaveis em sua distribuicdo. Numa interessante aplicacdo, uma particula
de ceramica com um nucleo magnético foi seletivamente colocada num tecido
tumoral. Exposicdo a um campo DC resultou em magnetocitolise (rompimento da
célula). Os autores sugeriram combinar a fototoxicidade do fotossensibilizador,
distribuido na capa ceramica, com a propriedade de magnetocitélise (Roy et al.,
2003). Nanoparticulas de ouro contendo em sua superficie moléculas de ZnPc
ligadas ao mercaptoalquil éter apresentaram elevado rendimento quantico de
oxigénio singleto em razdo da sua associagdo com o agente de transferéncia de
fase que apresenta em sua estrutura um atomo de bromo (efeito do atomo pesado)
(Hone et al., 2002).

Num review feito por Ji et al. (2010), sobre aplicacdo de nanotubos de
carbono em diagnoéstico e tratamento de cancer, indicam-se multiplas aplica¢des
que se tém feito com estes materiais. Entre estas, a funcionalizagdo ¢ 0 uso como
sistemas de entrega de farmacos sdo analisados e¢ ¢ feita uma comparagdo com
técnicas tradicionais concluindo-se que a eficiéncia dos tratamentos melhora com

a utilizacdo dos nanotubos.

2.9

Interacao de surfactantes com fotossensibilizantes

A associacdo de fotossensibilizantes com surfactantes tem sido amplamente
estudada. A incorporagdo do fotossensibilizante em estruturas formadas por
surfactantes, tais como o cationico SDS, o anionico CTAB, e os nao i6nicos como
Tween® 20 ¢ Tween® 80; influenciam drasticamente seu estado de agregacdo e
suas caracteristicas espectroscopicas. Tem-se mostrado que os mecanismos de

interacdo dependem de contribuigdes eletrostaticas e hidrofobicas (Maiti et al.,
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1998; Gandini et al., 1999), sendo que estas intera¢des dependem da cabega polar
do surfactante e do pH do meio (Santiago et al., 2008), assim como da carga
elétrica e da hidrofobicidade de grupos do fotossensibilizante. A estrutura de
agregados fotossensibilizantes-surfactantes depende da concentracdo do
surfactante. Mesmo em baixas concentragdes, surfactantes i0nicos podem formar
agregados premicelares com fotossensibilizantes. Acima da CMC, as micelas sao
usualmente consideradas como um meio para solubilizar os agregados
premicelares. Gandini et al. (1999) utilizaram surfactantes para fazer um estudo da
natureza da interagdo de alguns fotossensibilizantes com membranas, utilizando
para isto absor¢do otica e fluorescéncia.

Tem-se mostrado que alguns polimeros podem melhorar as propriedades
terapéuticas de diferentes fotossensibilizantes (Rhyner et al., 2008; Solovieva et
al., 2009). Algumas substancias usadas como transportadoras de drogas, como
polimeros anfifilicos, servem para solubilizar fotossensibilizantes por
complexagdo, além de mudar sua distribuigdo no tecido e aumentar sua
biodisponibilidade. A adi¢ao de anticorpos aos polimeros resulta na acumulagao
seletiva da droga nas células tumorais. Uma grande quantidade de polimeros
biologicamente compativeis, como a grande familia de poli (6xidos de
alquilenos), ¢ de particular importancia devido a grande variedade de propriedades
destes polimeros, e sua simples disponibilidade e sintese. Os blocos poliméricos
de 6xido de etileno, EO, e 6xido de propileno, PO, (Pluronics® ou Poloxamers®™)
estdo sendo usados em farmécia e medicina como imunoadjuvantes e em
emulsdes biologicamente compativeis. Tem sido mostrado que os Pluronics
favorecem o transporte de farmaco através de membranas para dentro das células
tumorais. E evidente que a penetragio do fotossensibilizante através das
membranas aumenta a eficiéncia da geracdo do oxigénio singleto nas células.

Os Pluronics (PEO-PPO-PEO) sd3o caracterizados pela sua estrutura
anfifilica e sdo capazes de se agregar em solu¢do aquosa e formar micelas; nesse
caso, o centro hidrofébico da micela estd composto de unidades de PO e a
superficie hidrofilica inclui as duas cadeias de unidades de EO (Figura 2.17).

CH;,
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Figura 2.17. Estrutura dos Pluronics
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Os pluronic diferem nas suas propriedades hidrofilicas devido a relacdo
entre os blocos do o6xido de etileno ¢ o 6xido de propileno. Os nomes dos
Pluronics consistem de uma letra definindo a aparéncia do polimero puro (F—
flocos, P—pasta ou L—Iliquido) e dois ou trés digitos. O primeiro ou os dois
primeiros digitos correspondem ao grau de polimerizacdo do bloco hidrofobico
PPO dividido por cinco, e o ultimo digito corresponde a um décimo da
porcentagem em peso de EO no copolimero (Solovieva A. B. et all, 2009). Por
exemplo, PF--68 vem em flocos, tem 30 unidades de PO (6xido de propileno) e
80% em peso de EO (6xido de etileno). Devido a sua baixa concentragdo micelar
critica, CMC, e sua toxicidade relativamente baixa, os Pluronics sdo candidatos
adequados como nanocontéineres micelares para entrega controlada de droga.

Tem-se mostrado que os Pluronics solubilizam eficientemente porfirinas
insoliveis na agua, derivados da protoporfirina IX (Solovieva et al., 2006),
porfirinas hidrofilicas (Zhientaev et al., 2009) e hidrofobicas (figura 2.18), as
quais sdo eficientes fotossensibilizantes na geragdo de oxigénio singleto. O
complexo porfirina-pluronic produz foto-oxidagdo do triptofano, através da
geracdo de oxigénio singleto, sendo esta reagdo usada para estimar a eficiéncia do
fotossensibilizante na geragdo do oxigénio singleto na fase aquosa (Solovieva et
al., 2006). O grau de solubilizacdo da porfirina pelo polimero anfifilico foi
determinado pelos espectros de absor¢do UV-VIS da porfirina fotossensibilizante
em solugcdo aquosa das micelas de Pluronic. A eficiéncia da porfirina como
fotossensibilizante foi determinada seguindo a foto-oxidagdo de triptofano. A
cinética do processo pode ser observada pelo decrescimento do espectro de
absorcdo UV do triptofano (Solovieva et al., 2006), ou por sua fluorescéncia
(Zhientaev et al., 2009) (Aups—=280nm, Ag=360nm).
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Figura 2.18. Micelas de Pluronic com a localizagédo de porfirinas (Zhientaev T. M. et all, 2009): (a)
Porfirina insoltvel em agua localizada no centro hidrofébico micelar. (b) Porfirina hidrofilica

localiza-se na superficie hidrofilica micelar.
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