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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) é um tratamento medicinal que apresenta alta
seletividade terapéutica, e consequentemente vem apresentando excelentes resultados clinicos
no tratamento de certos tipos de cancer. Este tratamento consiste em eliminar o tecido
cancerigeno através dos produtos fototoxicos (espécies reativas de oxigénio) gerados por um
fotossensibilizador ao interagir com a luz. O fotossensibilizador € uma molécula organica com
capacidade de absorver luz em faixas especificas do espectro eletromagnético na regido do
visivel, tal como as Hidroxido Ftalocianina de Aluminio (AIOHPc) estudada neste trabalho, a
qual tem duas faixas de absorcédo, sendo estas entre 300-400 nm e entre 600-750 nm. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar as propriedades fotofisicas da AIOHPc e verificar o
comportamento destas em diferentes meios, os quais foram: em diferentes solventes (etanol e
sulféxido de dimetilo (DMSO)), em diferentes concentracdes (0,04-363,63 pmol L), em
diferentes proporcdes volumétricas de etanol/agua destilada (v/v) e quando encapsulada em
nanoesferas de 4acido polilactico (PLA). Neste estudo foram utilizadas as técnicas de
caracterizacdo de absorcdo Optica, de fluorescéncia estacionaria, de fluorescéncia resolvida no
tempo e de espalhamento de luz ressonante, e foram calculados os valores de eficiéncia
quéntica de fluorescéncia, da constante de Stern-Volmer e do coeficiente de absorcdo molar
da AIOHPc. A compreensdo das propriedades fotofisicas da AIOHPc em diferentes meios

busca aprimorar a utilizacdo desta molécula como fotossensibilizador no tratamento por TFD.

Palavras chaves: Hidroxido ftalocianina de aluminio, fotossensibilizador, propriedades

fotofisicas, nanoesfera polimérica



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a medical treatment that exhibits high therapeutic
selectivity and consequently has shown excellent clinical results in treating of certain types of
cancer. This treatment consists in removing the cancerous tissue through of phototoxic
products (reactive oxygen species) generated by a photosensitizer to interact with the light.
The photosensitizer is an organic molecule with capacity of absorbing light at specific bands
of the electromagnetic spectrum in the visible region, such as Aluminum Hydroxide
Phthalocyanine (AIOHPc) studied this work, which exhibits two main absorption bands, the
so called Soret band (300-400 nm) and the Q band (600-750 nm). This study evaluated the
photophysical properties behavior of AIOHPc at different solvents (ethanol and dimethyl
sulfoxide (DMSO)), different concentrations (0,04-363,63 umol L), different volumetric
ratios of ethanol/distilled water (v/v) and encapsulated in nanospheres of polyacid lactic
(PLA). The AIOHPc in solution were characterized by optical absorption, stationary
fluorescence, time resolved fluorescence and by resonant light scattering (RLS). The
fluorescence quantum efficiency, the Stern-Volmer constant and the molar absorption
coefficient for AIOHPc were obtained. The studying of the photophysical properties of
AIOHPc in different environments are relevant to understanding the behavior and use of
Aluminum Hydroxide Phthalocyanine as a photosensitizer for clinical application in
photodynamic therapy (PDT) treatment.

Key words: Aluminum hydroxide phthalocyanine, photosensitizer, photophysical properties,

polymeric nanosphere
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PREFACIO

A Terapia Fotodindmica (TFD) é um tratamento utilizado no combate de doencas
oncologicas, dermatologicas e oftalmicas, com resultados cientificos promissores desde 0s
anos 80. Essa terapia baseia-se nas reagdes fotofisicas originadas a partir da acdo da luz no
fotossensibilizador localizadas no tecido afetado. Ap6s a ativagdo (excitacdo) destes
fotossensibilizadores, espécies reativas de oxigénio (EROs) como o oxigénio singleto (:0,), 0
superdxido (02), o hidroperoxila (HOy), o hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H,0,),
sdo geradas e induzem a apoptose e/ou necrose das células tumorais. No entanto, a escolha do
fotossensibilizador € um fator de grande importancia no tratamento por TFD, pois devido as
propriedades fotofisicas deste a taxa de formacdo de EROs no tecido cancerigeno pode ser
elevada, acarretando consequentemente em um elevada eficiéncia de tratamento.

Este trabalho consistiu em estudar as propriedades fotofisicas da Hidrdxido
Ftalocianina de Aluminio (AIOHPc), a qual tem sido estudada como possivel
fotossensibilizador no tratamento por TFD. Para realizacdo deste trabalho foi proposto estudar
a AIOHPc em diferentes meios, buscando compreender como suas propriedades eletronicas
nestes meios.

Inicialmente foi utilizada a técnica de absorcdo Optica, como o intuido de averiguar a
regido no espectro de luz visivel que a molécula absorve. A compreensdo da regido de
absorcdo da AIOHPc é de grande importancia na TFD, pois a partir da interacdo com a luz e
excitacdo do fotossensibilizador, desencadeiam-se os processos fisico-quimicos no tecido
cancerigeno, classificados como reacdes do tipo | e do tipo Il na TFD, nas quais ocorrem a
formacdo dos EROs. Também foi utilizada a espectroscopia de fluorescéncia estacionéria, a
qual permitiu verificar a regido e a intensidade relativa de fluorescéncia da AIOHPc, e
calcular a eficiéncia quantica de fluorescéncia da AIOHPc. Conhecer o comprimento de onda
de maxima absorcdo e a regido de emissdo do fotossensibilizador permite inferir sobre a
eficiéncia do tratamento.

Outra técnica utilizada foi a espectroscopia de espalhamento de luz ressonante, a qual
permitiu verificar a formacao de agregados moleculares. Detectar a formacédo de agregados do
fotossensibilizador é relevante, pois a agregacdo molecular geralmente ocasiona a alteracdo
nas propriedades fotofisicas, quando comparadas com as propriedades da molécula em forma

monomolecular. E a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo, a qual além de informar os
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valores do tempo de permanéncia da AIOHPc no estado excitado, permitiu detectar a
ocorréncia de agregados moleculares devido ao meio. O tempo de permanéncia no estado
excitado singleto é uma variavel importante na terapia fotodinamica, pois quanto mais longo
esse tempo mais eficiente a formacéo do estado tripleto e consequentemente mais provavel a
formacdo de espécies reativas de oxigénio.

A caracterizacdo Optica em diferentes meios é importante devido as interagdes fisico-
quimicas da molécula com o solvente. Sendo entdo realizada a caracterizacdo da AIOHPc
solubilizada nos solventes etanol e DMSO e verificando se ocorreu alteracdo nestas
propriedades devido a interacdo da AIOHPc com o solvente (interacdo soluto-solvente). A
interacdo entre as moléculas de AIOHPc (interacdo soluto-soluto) é de grande importéncia,
por poder ocasionar alteracbes nas propriedades fotofisicas. Sendo assim, também foi
realizada a caracterizacdo da AIOHPc em funcdo da concentragdo (0,04-363,63 umol L™
averiguando os processos fotofisicos intramolecular e bimoleculares (ou intramoleculares).

Também realizou-se o estudo da AIOHPc em diferentes proporcdes volumétricas de
etanol/agua destilada (v/v). Devido as ftalocianinas serem moléculas hidrofébicas e a
utilizacdo desta molécula como fotossensibilizadores ser em meio aquoso (sangue), necessita-
se a compreensao das propriedades fotofisicas da AIOHPc em funcéo da proporcdo de agua.

E por fim neste trabalho foi realizado a caracterizacdo da AIOHPc encapsulada em
nanoesferas de &cido polilactico, utilizada para garantir a solubilidade da AIOHPc em
presenca de dgua. No entanto, o encapsulamento pode ocasionar alteracfes das propriedades
monomoleculares do fotossensibilizador, portanto foi verificada e relacionada as propriedades

fotofisicas da AIOHPc encapsulada, com os resultados obtidos nos meios anteriores.



1 FUNDAMENTOS TEORICOS EM FOTOFISICA MOLECULAR

Este capitulo aborda os processos fotofisicos intramolecular e os processos fotofisicos
bimoleculares que pode ocorrer ap6s as moléculas organicas interagirem com a radiacao
eletromagnética na regido do UV-Vis. Também descreve sobre o efeito do solvente nas
propriedades Opticas da molécula e os tipos de agregac6es moleculares.

As propriedades fotofisicas de uma molécula organica (cromo6foro) como a eficiéncia
quantica, o coeficiente de absor¢do molar e o tempo de permanéncia no estado excitado, sdo
determinadas pela natureza e pela energia de seus estados eletronicamente excitados. No
entanto, devido ao meio a molécula pode ter alteracbes na estrutura quimica inicial. A
compreensdo e a caracterizacdo das energias relativas dos estados eletronicos dessas
moléculas é o objetivo da fotofisica molecular.™?

Apds a molécula organica absorver radiacdo eletromagnética, os elétrons no estado de
menor energia (estado fundamental Sp) séo excitados para estados de maior energia (estados
excitados, Sy), apresentando transi¢Oes eletronicas caracteristicas. No estado excitado a
molécula tende a retornar ao estado fundamento por processos radiativos (com emissdo de

foton) e ndo radiativos (sem emisséo de foton).

1.1 PROCESSOS FOTOFISICOS INTRAMOLECULAR

Os processos intramolecular radiativos e ndo radiativos séo representados no diagrama
de Jablonski da Figura 1. A relaxacdo da molécula excitada por processos intramolecular ndo
radiativos pode ser: i) conversdo interna (Cl), que ocorre entre dois estados eletrénicos de
mesma multiplicidade de spin, no qual a molécula no estado excitado mais energético perde
energia decaindo para um estado excitado de menor energia, e podera continuar a dissipar
energia por Cl até o retorno do elétron ao estado fundamental Sp; ii) relaxamento
vibracional (RV), onde o elétron no estado vibracional do nivel energético perde energia
decaindo para o nivel vibracional zero do nivel energéetico (fundo de banda); e iii)

cruzamento intersistema (CIS), é uma transi¢do néo radiativa entre dois niveis vibracionais
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de mesma energia (isoenergético) pertencente a estados eletrdnicos de diferentes
multiplicidade.’

No caso da desativacdo por processos radiativos a molécula excitada retorna para o
estado fundamental emitindo um foton, esse processo é chamado de fotoluminescéncia. No
entanto, a fotoluminescéncia é dividida em duas categorias: i) a fluorescéncia (S;—So)
(fendémeno investigado neste trabalho) na qual o elétron no estado excitado singleto preserva a
multiplicidade de spin que tinha no estado fundamental (Figura 2(b)), isso permite que o seu
retorno ao estado fundamental ocorra de forma mais rapida com emissdo na ordem de 10™°—
107 s; e ii) a fosforescéncia (T:—So), a emissdo do féton ocorre a partir de um estado
excitado tripleto (Figura 2(c)), no qual o elétron excitado apresenta a mesma multiplicidade
de spin do elétron no estado fundamental. O retorno do elétron ao estado fundamental a partir
do estado excitado tripleto € considerado uma transicao proibida, tornando a emisséo lenta, da
ordem de 10°%-10°s.2

i ‘\ 2 Conversao
Sz Interna
:J_ (a
;. -
Cruzamento 1}—
Intersistema
_F ; (CES)
.j_ S1 ‘\ """""""" >
Relaxamento i
© Vibracional D) -+
o = (RV) Y
E T+
2 o
< 3
Fosforescéncia
\ d
b S i

Figura 1 — Diagrama de Jablonski representando os processos monomoleculares que podem ocorrer apés
interacdo da molécula com a luz. Sy € o estado fundamental, S; e S, é 0 primeiro e o segundo estados excitados
singletos, respectivamente. T, e T, é o primeiro e segundo estados excitados tripletos. Absorcéo de radiacdo
eletromagnética (setas em vermelho). Processos radiativos por fluorescéncia ou fosforescéncia (setas em azul) e
por processos ndo radiativos (setas ondulada e tracejada)
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(2) (b) (c)

Energia

RigiERi

Figura 2 — Representacdo da orientacdo do spin no processo de excitagdo. (a) Spins com diferente multiplicidade
e mesma energia, caracterizando o estado fundamental. (b) Spins com diferente multiplicidade e com energias
diferentes, caracterizando o estado excitado singleto. (c) Spins com multiplicidade iguais e com energias
diferentes, caracterizando o estado excitado tripleto

De forma geral, as diferencas entre os niveis vibracionais do estado fundamental e do
estado excitado singleto sdo semelhantes, de modo que o espectro de fluorescéncia muitas
vezes se assemelha a primeira banda de absorcdo (imagem especular), isto devido a emissdo
de um féton ser tdo rapido como a absorcdo do féton (= 10™ s), porém a molécula excitada
permanece no estado excitado durante um determinado tempo, sendo entre 10™*? s até 10 s
(dependendo do tipo de molécula e do meio) antes de emitir um féton ou submeter-se a
processos fotofisicos. Durante a permanéncia da molécula no estado excitado, esta tende a
perder parte da energia absorvida devido as conversdes internas e ao rearranjo eletrénico dos
orbitais moleculares, causando um deslocamento do espectro de fluorescéncia para
comprimentos de onda de menor energia em relacdo ao espectro de absorcdo. A diferenca
entre 0 maximo da primeira banda de absorcdo e 0 maximo de fluorescéncia é chamado o
deslocamento de Stokes (A2).°

Este parametro pode fornecer informagdes importantes sobre os estados excitados da
molécula, como por exemplo, se 0 momento de dipolo de uma molécula fluorescente é maior
no estado excitado do que no estado fundamental Sy. O deslocamento de Stokes aumenta com

0 aumento da polaridade do solvente.

1.2 PROCESSOS FOTOFISICOS BIMOLECULARES

Além dos processos intramolecular descritos anteriormente, a molécula no estado
excitado pode retornar ao estado fundamental por processos bimoleculares (ou

intermoleculares), no qual ocorre interacdo entre duas ou mais moléculas similares ou
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distintas. Estas interagdes bimoleculares podem desencadear processo de transferéncia de
energia radiativa e ndo radiativa, transferéncia da carga, dissociacdo quimica e formacdo de
complexos.

O caso da transferéncia de energia radiativa (ou transferéncia de energia trivial)
consiste em duas etapas ocorrendo consecutivamente, sendo a emissdo de radiagdo por parte
da molécula doadora no estado excitado (M*) e a posterior reabsorcdo desta radiagdo por

parte da molécula receptora (Q), como representado abaixo:

M*— M + hv
Q +hv— Q*

A eficiéncia da transferéncia de energia radiativa depende de fatores como: a
sobreposicao espectral entre a emissdo do doador e absorcdo do receptor, do coeficiente de
absorcdo molar do receptor, da concentracdo do receptor e da eficiéncia quantica de
fluorescéncia do doador (dp).*

Birks prop6s um simples modelo cinético para estudar o caso da transferéncia
radiativa entre moléculas idénticas, as quais apresentam tempo de permanéncia no estado
excitado mais longo devido as sucessivas reabsor¢des e reemissdes. O modelo de Birks
baseia-se na suposi¢cdo da probabilidade média de um Unico féton emitido ser reabsorvido (@)

e é expresso pela seguinte equagdo:®

, (1)

sendo, o tempo de permanéncia da molécula no estado excitado (t) mais longo que o tempo
de permanéncia da molécula no estado excitado na auséncia de transferéncia radiativa (7).

O modelo de Birks também pode ser utilizado para analisar 0 comportamento da
eficiéncia quéntica de fluorescéncia da molécula (®g), a qual tente a ser menor que a
eficiéncia quantica de fluorescéncia da molécula na auséncia de transferéncia radiativas (®g).
Essa diminuicdo da eficiéncia quéntica € causada pelo aumento da probabilidade do foton

emitido ser reabsorvido e é calculada pela seguinte equagao:’

by = 2—2 (2)
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A utilizacdo deste modelo permitiu explicar quantitativamente as alteragdes das
propriedades fotofisicas da AIOHPc em funcédo da concentragéo.

A transferéncia de energia ndo radiativa consiste basicamente em envolver
simultaneamente o decaimento da molécula doadora no estado excitado (M*) causando a

excitacdo da molécula receptora (Q), sendo:

M* +Q — M + Q*

A transferéncia de energia ndo radiativa causada pela presenca do receptor influéncia a
eficiéncia de emissdo do doador,* mas nio altera a forma do espectro de fluorescéncia e néo
causa alteracdo no tempo de permanéncia do doador no estado excitado (no caso de moléculas
do mesmo tipo).>° Dois casos bem conhecidos de transferéncia de energia ndo radiativa sdo:

i) Teoria de Forster, que consiste da molécula doadora no estado excitado (M¥*)
transferir energia ndo radiativa ou ressonante para a molécula receptora (Q) via interagdes do
tipo dipolo-dipolo de longo alcance, ndo envolvendo colisdo entre as moléculas, reabsorcédo
ou transferéncia de elétrons (Figura 3).° No entanto, para que ocorra a transferéncia de energia
€ necessaria uma condicdo ressonante entre as oscilacdes dos campos elétricos do estado
excitado do doador e do estado fundamental do receptor, além da sobreposicdo entre o
espectro de emissdo do doador e o espectro de absorcdo do receptor e também da orientacdo

espacial entre os dipolos elétricos dos dois estados diretamente envolvidos.

M* + Q M + Q*
1
_:._ — 2
| T —-
‘5 | 1
-0 -@-O- -0-0- -0—

Transferéncia de energia
Figura 3 — Teorema de Fdster, representagdo da transferéncia de energia ressonante mostrando que os elétrons 1

(verde) e 2 (amarelo) permanecem no doador e no receptor, respectivamente, mesmo apés a transferéncia de
energia. Fonte

i) Teoria de Dexter, este modelo se aplica especialmente a sistemas onde a

distancia de transferéncia intermolecular é muito curta, sendo da ordem entre 8-12 A para
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haver interacdo entre as nuvens eletronicas (interpenetracdo orbital). Como representado na
Figura 4, a transferéncia na radiativa ocorre com a molécula doadora no estado excitado (M¥*)
transferindo um elétron da banda de conducdo para a banda de conducdo da molécula
receptora (Q), e simultaneamente o receptor transfere um elétron da banda de valéncia para a
banda de valéncia do doador (M) (recirculagdo de elétrons ou multipla-troca). Devido a troca
de elétrons esse tipo de transferéncia ¢ confundido com transferéncia de carga, no entanto,
neste caso ndo ha formacdo de radicais livres e as cargas da molécula se conservam. Essa
transferéncia de energia nao radiativa requer sobreposicao direta entre os orbitais envolvidos e

a restricéo de spin deve ser obedecida para a conservagéo global de spin.*’

M* + Q M + Q*
, -
=N — 1
. —is
N2 2
£ -e-0- -9-0- -0—

Figura 4 — Representacdo do teorema de Dexter. Mdltipla troca no processo de transferéncia de energia de
Dexter, os elétrons 1 (verde) e 2 (amarelo) trocam de molécula. Fonte’

1.2.1 Processos de supressado de fluorescéncia

A interacdo de uma molécula (M) ou molécula excitada (M*) com uma molécula
supressora (Q, do inglés quencher) pode resultar na diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da molécula. Algumas destas interacbes podem ocorrer por colisdes
moleculares, formagéo de complexos ndo fluorescentes, rearranjo molecular, transferéncia de
energia ou transferéncia de elétrons.>® A supressdo de fluorescéncia molecular ocasionada
devido a presenca de um supressor, pode ser atribuida a processos de supressdo dinamica (ou
colisional), a processos de supressdo estatica ou ocorréncia de ambos 0s processos ocorrendo
simultaneamente.

No caso da supressdo dinamica a molécula excitada colide com o supressor,
retornando ao estado fundamental sem emitir féton. A supressdo dinamica pode ser
determinada através da relagdo entre intensidade de fluorescéncia da molécula na auséncia do

supressor (Fo) pela intensidade de fluorescéncia da amostra na presenga do supressor (F), ou

10
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da eficiéncia quantica de fluorescéncia da molécula na auséncia do supressor (dg) pela
eficiéncia quantica de fluorescéncia da amostra na presenca do supressor (®), ou do tempo de
permanéncia da molécula no estado excitado na auséncia do supressor (to) pelo tempo de
permanéncia da molécula no estado excitado na presenca do supressor (t), na qual se a

relacdo for linear obtém-se a constante de Stern-Volmer (Ksy), dada por:

Fo _ @ To

F—¢F=7:1+KSV[Q]:1+quO[Q] (3)

onde, [Q] é a concentracdo molar do agente supressor e ky € constante de supresséo
bimolecular. Na supressao dindmica o tempo de permanéncia da molécula no estado excitado
é alterado pela presenca do supressor.’

A supressdo estatica pode ocorrer de duas formas distintas: i) no primeiro caso
conhecido como esfera de supressdo efetiva, define-se ao redor da molécula excitada um
volume esférico, na qual se a molécula supressora encontra-se dentro deste volume a emissdo
da molécula excitada ndo ocorre (Figura 5(a)). ii) O segundo caso é chamado de formacao de
complexos nédo fluorescentes, que ocorre devido a interacdo da molécula com o supressor
ainda no estado fundamental gerando um complexo nédo fluorescente (Figura 5(b)). Em ambos
0s casos o0 tempo de permanéncia da molécula no estado excitado ndo é alterado pela presenca
do supressor.’

(a) Esfera de supressdo efetiva
O T Raio da esfera
Supressao 7 de supressdo
Estatica @ - @
PP I © L7 0
i Sem emissdo Supressao da
/ Fluorescéncia
hv | i
\ (b) Complexos ndo fluorescentes
v \
M+Q @ M+Q = MQ
Sem emissdo : @
Sem emissdo @ @ @

Figura 5 — Representagéo dos processos de supressao estatica. Fonte®, imagem alterada
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1 Fundamentos tedricos em fotofisica molecular

Na supressdo estatica, a curva de Stern-Volmer pode apresentar relagdo linear e ndo
linear. No caso de formacdo de complexos ndo luminescentes observa-se uma relacéo linear,
sendo obtida a partir da intensidade de fluorescéncia da molécula ou eficiéncia quéantica, dada

por:

Fo

(130_
= =9 = 1+ks[Ql, (4)

sendo, ks a constante de associa¢do. No caso de esfera de supresséo efetiva a relacdo é ndo

linear, e dada por:

2 = exp(VyNa[Q1), (5)

onde, Vg € 0 volume esférico da molécula e N € a constante de Avogadro.
Para 0 caso onde ocorrer a supressao dinamica e estatica simultaneamente, observa-se

o desvio da linearidade da curva de Stern-Volmer.®

1.3 EFICIENCIA QUANTICA DE FLUORESCENCIA

A eficiéncia quantica de fluorescéncia (®g) € a razdo entre os fétons emitidos e os
fotons absorvidos, ou seja, informa a eficiéncia da desativacdo do estado excitado singleto por
emissdo de fotons.

O método de calculo de eficiéncia quantica de fluorescéncia utilizado nesse trabalho é

um método comparativo e é calculado pela seguinte equacéo:

2 ,
n F Absref
Op = Dy

T

. (6)
ef F T'ef AbS

onde, @ € a eficiéncia quantica de fluorescéncia da referéncia, n e nes Sd0 0s indice de
refracdo da amostra e da referéncia, respectivamente. A F~ e F ¢ S80 as areas sob o espectro
de fluorescéncia da amostra e da referéncia, respectivamente. E Abs e Abs, Sd0 0s valores de

absorbancia da amostra e da referéncia no mesmo comprimento de onda da irradiac&o.*
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1.4 EFEITO DO SOLVENTE

No estudo fotofisico de moléculas em solucdo a escolha do solvente utilizado é de
grande importancia, pois devido a propriedades do solvente como: polaridade, grupo
funcional, viscosidade entre outras, o solvente ird interagir de diferentes formas com a
molécula em solucdo. Essa interacdo entre moléculas do soluto e do solvente é conhecida
como solvatagéo.

O valor da polaridade do solvente, a qual é determinada pelo momento dipolar (u) das
moléculas do solvente, ocasiona o deslocamento espectral da banda caracteristica de absor¢do
ou emissdo das moléculas do soluto, chamando de deslocamento solvatocrémico. Ou seja, a
utilizacdo de solventes com alta polaridade tende a causar o deslocamento do pico de
absorcéo ou de emissdo do espectro caracteristico das moléculas do soluto para comprimentos
de onda de menor energia (deslocamento batocrémico), isto devido a polaridade causar o
rearranjo na orientacdo das moléculas do soluto e consequentemente a diminui¢cdo entre os
niveis de energia, como representado na Figura 6. Quando ocorre o deslocamento para
comprimentos de onda de maior energia o efeito é chamado de deslocamento

hipsocromico.**

s ) ®
'(__.z"g = A‘F“'\x“ @ @ '?.j'
, DD
[Tegtl Abs F F
CZ‘Y?g D
G'Q’j ]

Figura 6 — Comparagdo do processo de dissipacdo radiativa por fluorescéncia: em F moléculas diluidas em
solvente com baixo momento dipolar (w), em F° mesma moléculas diluidas em solvente com alto momento
dipolar (u*). Fonte®

1.5 AGREGACAO

Os agregados moleculares sdo formados por ligagdes ou interacdes quimicas entre as
moléculas, podendo ser caracterizado pela sua estrutura espacial (posicdo relativa de

particulas no agregado) e pelo nimero de agregacdo n (nimero médio de particulas no
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1 Fundamentos tedricos em fotofisica molecular

agregado). O tamanho destes sistemas complexos pode variar entre nanémetros (micelas) a
micrometros (filmes finos, membranas).

O estudo da agregacdo € de grande importancia, pois em certos casos 0s agregados
resultantes possuem propriedades diferentes da molécula isolada. No caso das clorofilas, a
associagdo destas moléculas na membrana da tilacoide é responsavel pela captura da luz solar
e pelo processo de fotossintese.*? A formacéo da membrana celular é outro caso de agregacéo,
na qual os fosfolipidios agregados tem a fungdo de separar o interior da célula do meio
exterior.*® Devido as diferentes propriedades dos agregados, o estudo e aplicacdo destes
abrangem diferentes areas como a Quimica, a Fisica, a Engenharia e a Medicina.

H& muitos aspectos experimentais e tedricos ainda ndo compreendidos relacionados a
formacdo dos agregados como, por exemplo, a dindmica de formacdo de tais sistemas. No

trabalho de Aggarwal,**

sdo descritos alguns dos mecanismos que favorecem a formacéao de
agregados, sendo:

i) Interacdo eletrostatica: sdo resultantes da interacdo de cargas opostas entre dipolo-
dipolo ou dipolo-ions, cuja magnitude é diretamente dependente da constante dielétrica do
meio e da distancia entre as cargas;

i) Formacao de pontes de hidrogénio: ¢ a interacdo entre o atomo de hidrogénio de uma
molécula com o aomo altamente eletronegativo de outra molécula. Para que ocorra esta
formagdo os mondmeros devem apresentar boa aproximacdo para que as nuvens eletronicas
dos atomos que formam essa ligacdo se sobreponham. Esta interacdo é eficiente para
distancias curtas e apresentam boa estabilidade no agregado formado;

iii) Empilhamento 7z (do inglés, 7 stacking): ocorre a uma atracdo ndo covalente entre
anéis aromaticos, empilhando-os. S&o atribuidas as interagdes bimoleculares;

iv) Interacdo hidrofobica: esta interagdo acontece ao adicionar moléculas hidrofobicas em
solucdo aquosa. As moléculas hidrofébicas (apolares) interagem entre si, minimizando o
contato com as moléculas polares.

Entre os agregados moleculares existem trés importantes tipos de agregado que
possuem arranjo molecular altamente ordenado, sendo estes arranjos conhecidos como:
agregado tipo J, agregado tipo H e agregado tipo HJ. No caso do agregado tipo H (Figura
7(a)) as moléculas sdo dispostas face-a-face e devido a maior area de contato este agregado
apresenta maior estabilidade, quando comparado ao agregado tipo J (Figura 7(b)), o qual
possui arranjo molecular lado-a-lado. A formacdo do agregado misto tipo HJ é de dificil

observacdo, e o0 arranjo das moléculas com contato face-a-face ndo é completo (Figura 7(c)).
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(a) (b) (c)

————
| I |
—— [ [ 10 | [ 1 [ ]
L 1
Agregados tipo H Agregados tipo J

Agregados tipo HJ

Figura 7 — Representacdo da geometria dos tipos de agregados: (a) agregado H, (b) agregado J e (c) agregado HJ

Estes tipos de agregados apresentam diferentes propriedades eletronicas e Opticas
quando comparadas com as propriedades da molécula na forma monomolecular. No caso dos
agregados tipo J observa-se o deslocamento da banda de absor¢édo para comprimentos de onda
de menor energia, e os agregados do tipo H apresentam deslocamento da banda de absor¢édo
para comprimentos de onda de maior energia. Basicamente este efeito pode ser explicado da
seguinte forma: os agregados do tipo J tem o angulo entre 0 momento de transicdo e a linha
que une o centro dos mondmeros sendo zero, e 0s dipolos induzidos orientam-se de tal forma
que o polo positivo de um deles fica proximo do polo negativo do outro, consequentemente
diminuindo a energia de transicdo e deslocando a banda de absorcdo para comprimentos de
onda de menor energia (Figura 8(a)). Nos agregados tipo H, 0 momento de transi¢do do
mondmero é perpendicular & linha que os une, desta forma a onda eletromagnética induz a
formacéo de dois dipolos, onde cargas semelhantes se aproximam aumentando a energia de
transicdo e deslocando a banda de absorcdo para comprimentos de onda de maior energia
(Figura 8(b))."

mondémero dimero mondémero dimero

(a) (®)

Figura 8 — Diagrama de energia para dimeros com diferentes arranjos geométricos dos dipolos de transicao: (a)
agregados tipo J; (b) agregados tipo H. A seta continua representam a transi¢cdo de maior probabilidade e as setas

pontilhadas a de menor probabilidade. E representa o dipolos induzido da molécula
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICAS

Neste capitulo sdo apresentados algumas informacGes sobre as ftalocianinas e suas
aplicagdes, em especial na utilizacdo como fotossensibilizador no tratamento por terapia
fotodindmica (TFD). Também ¢é abordada a importancia do encapsulamento do

fotossensibilizadores para a utilizagdo na TFD.

2.1 FTALOCIANINAS

As ftalocianinas foram descobertas acidentalmente em 1907 por Braun e Tchernic na
South Metropolitan Gas Company em Londres, ap0s sintetizarem a o-cianobenzamida com a
ftalamida e o anidrido acético e observar a formacdo de um composto escuro e insoltivel em
agua, o qual viria a ser classificado como ftalocianina e ter sua estrutura quimica
compreendida somente em 1930 pelo Prof. Reginald P. Linstead.™ O nome ftalocianina, do
inglés phthalocyanine foi concebido como a combinacdo do prefixo phthal, originalmente do
grego naphta (6leo de rocha), para enfatizar a associacdo com seus VArios percussores
derivados do 4cido ftalico e da palavra grega cyanine (azul escuro).'®

A estrutura quimica das ftalocianinas é formada por quatro unidades de indol (Figura
9(a)) que sdo unidos por atomos de nitrogénio (Figura 9(b)). O indol é um composto organico
aromatico heterociclico. As ftalocianinas sdo moléculas de origem sintética e planares. O
macrociclo é formado por 18 elétrons © conjugados, que conferem a aromaticidade por
obedecem a regra de Huckel. A ftalocianina de base livre (sem elemento metélico) é
constituida por 32 4&tomos de carbono, 8 &tomos de nitrogénio e 18 &tomos de hidrogénio.*’

O el

Figura 9 — Representacdo da estrutura quimica da: (a) indol e (b) da ftalocianina de base livre
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A regido central da molécula de ftalocianina pode ser ocupada por um elemento
metalico (metaloftalocianina) gerando algumas alteracBes nas caracteristicas especificas do
composto original. A Figura 10 mostra 0s espectros de absorcao caracteristicos da ftalocianina
de base livre (sem elemento metalico) e da ftalocianina com elemento metélico
(metaloftalocianina), observa-se que as ftalocianinas possuem duas bandas de absorcdo. A
banda Soret (ou banda B), a qual ocorre entre 300-400 nm, com um largo pico de absorcdo e é
caracterizada por transferéncia eletronica entre os orbitais moleculares dos grupos indol. As
transi¢Oes eletronicas (axu(w) — ey(n*)) originadas na banda Soret causa a redistribuicdo e o
aumento da densidade eletrbnica ao redor dos atomos de nitrogénio que ligam o0s grupos
indol. A banda Q é originada por transferéncias eletrénicas entre os orbitais moleculares dos
grupos indol e os anéis benzénicos (aiu(m) = ey(n*)). As variagdes de densidade eletronica
devido as transicdes da banda Q ndo induzem a uma carga pontual, mas ao invés disso se
espalha por toda a molécula. Na banda Q se observa a formacéo de trés picos de absorcdo na
regido entre 600-750 nm. O pico de maior intensidade de absorcdo tem o valor do coeficiente
de absorcdo molar (g) caracteristico da ordem de 10° L mol™ cm™ e os outros dois picos de
menor intensidade correspondem a transi¢cdes vibracionais. A banda Soret e a banda Q séo
atribuidas as transicdes eletronicas dos orbitais = (Homo) para o orbita n* (Lumo) do

macrociclo.1%181°

--- Ftalocianina sem metal Band
--- Ftalocianina com metal andas Q
0,8
<
S
> 06+
k]
c
‘g Bandas B
]
2 04+
<
0,2+
0,0 4— . Y ; - ; s v 0 —
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda i (nm)

Figura 10 — Espectro de absorcdo caracteristico da ftalocianina sem metal central (linha preta) e da ftalocianina
com metal central (linha vermelha)

Inicialmente as ftalocianinas eram utilizadas como corantes na inddstria téxtil.?° No

entanto, devido a melhor compreensdo das propriedades das ftalocianinas como: alta
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transferéncia de elétrons, moléculas ndo toxicas, hidrofobicidade, alta estabilidade fisica e
quimica, entre outras, elas tem sido estudadas e aplicadas em diversas areas. Braik e
colaboradores®® tem utilizado derivados da ftalocianina de cobalto (Co(l)Pc) no
desenvolvimento de filmes finos aplicados como sensores de perclorato. No desenvolvimento
de células solares, Yuen e colaboradores % tem utilizado diferentes metaloftalocianinas com
fulereno buscando o desenvolvimento de células solares com elevadas taxas de eficiéncia de
conversdo de energia. As ftalocianinas também tém sido aplicadas no desenvolvimento de
cristais liquidos.>%* E dentre outras areas, verifica-se muitos estudos sendo realizados
utilizando as ftalocianinas como fotossensibilizadores no tratamento medicinal por terapia

fotodindmica (TFD),'"? aplicacdo est4 que é de interesse neste trabalho.

2.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodindmica (TFD) € um tratamento utilizado no combate a doencas
oncolégicas,?® dermatolégicas,?’ oftalmoldgicas® e também pode ser utilizado na eliminago
de microrganismos tais como bactérias, fungo e virus.® O termo fotodindmica comecou a ser
utilizado pelo von Tappeiner em 1904, para descrever as reagdes quimica que consumiam
oxigénio induzidas pela fotossensibilizacdo. ApoOs estudos, von Tappeiner publicou que o
tratamento por TFD consistia basicamente da utilizagdo de um fotossensibilizador, de
oxigénio e de luz na regido do visivel, no entanto, devido aos equipamentos e conhecimentos
fisico-quimico da época, o tratamento por TFD sO passou a apresentar resultados mais
promissores a partir dos anos 80.%

Para iniciar o processo de fotossensibilizacdo e tratamento por TFD o
fotossensibilizador deve ser adicionado na regido desejada ou acumular-se no tecido
cancerigeno apos ser injetado na corrente sanguinea. A regido entdo é irradiada com fonte de
luz, de preferencia no comprimento de onda de maior absor¢do do fotossensibilizador,
iniciando as reacdes fotofisicas e fotoquimicas desejadas.®*** Estas reacdes geram produtos
fototoxicos danosos ao tecido cancerigeno ocasionando a morte das células alvo (células
neopléasticas). Como vantagem da utilizacdo da TFD tem-se alta taxa de seletividade de
destruicdo do tecido cancerigeno e baixos efeitos colaterais quando comparados com 0s
efeitos da quimioterapia, da radioterapia ou da cirurgia.?®
Para uma boa eficiéncia da TFD, além da escolha do fotossensibilizador com as

propriedades ideais para o tratamento, a escolha do comprimento de onda de irradiacdo (ou
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faixa de comprimento) é de grande importancia. Estudos mostram que a irradiacdo com
comprimentos na regido do vermelho e do infravermelho (600-1200 nm) apresentam maior
profundidade de penetragdo no tecido celular, como representado na Figura 11.3*%* No
entanto, para comprimentos de onda maiores que 800 nm a energia da irradiacdo € baixa,
resultando em baixa taxa de oxigénios singletos (*O,) formado durante os processos
fotofisicos da TFD.%

Feixe de Luz
Ay Reflexdao
50-150 ym
\\/‘\/ b H
1mm
‘ \  ; ‘L w/' o
e ~——* Espalhamento 2mm
Absorcdo
g 10 mm
§ s #é // =

/)

—

Figura 11 — Representagdo da profundidade de penetracdo da radiacdo eletromagnética na regido do visivel na
pele humana. Fonte®, imagem modificada

Os processos fotofisicos necessarios para a terapia fotodindmica consistem
inicialmente da irradiacdo do fotossensibilizador ocasionando a excitacdo deste para um
estado excitado singleto. Neste estado excitado singleto ocorre & transi¢cdo por cruzamento
intersistema do fotossensibilizador excitado para o primeiro estado excitado tripleto, o qual
pode desencadear dois tipos de reacdes, com representado na Figura 12.3” Na reacéo do tipo I,
o fotossensibilizador ja no estado tripleto transfere elétrons para as moléculas vizinhas
formando radicais livres ou ions radicais, 0s quais ao reagirem com o oxigénio molecular (O2)

levam a producédo de espécies de oxigénio reativos como: anions superoxidos (03 ), peroxido
de hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxilas (OH ), que sdo capazes de oxidar varias moléculas

causando danos irreparaveis ao tecido cancerigeno.*®*® Na reagdo do tipo Il ocorre
transferéncia direta da energia néo radiativa para o oxigénio que encontra-se naturalmente no

estado tripleto (30,),** levando a formacdo de oxigénio singleto (*O,) que é altamente
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citotoxico e capaz de matar diretamente células neopléasticas através da indugdo de apoptose

e/ou necrose.**#

\ Fotossensibilizador
excitado

I\ 81 ’ Y 2 Cruzamento intersistema
| ~ o
) - __» Reagao Tipo |
e T A = (transferéncia de elétron)
(1] o] g 1 -7
‘80 W | g S 9% r—)
= E‘ Q g o5 \ | 02 (Estado singleto)
Q o (7] @ =3 \
s w | ¢ a o3 | Fosforescéncia
wJ o] o o\ w5 |
[ g s | [~ 1270 nm
< =S e © 7 /\ |
> o & 5 ~1eV
[ =
A X
So 302 (Estado tripleto)
Fotossintetizador no estado fundamental Oxigénio

Figura 12 — Representacdo do diagrama de Jablonski apos excitacdo do fotossensibilizador (Sy — S;), com
cruzamento intersistemas entre o estado excitado singleto para o estado excitado tripleto do fotossensibilizador
(S; — T,). Reag#o do tipo | e representacdo da formacéo de oxigénio singleto (*O,) na reacéo tipo 1. Fonte®,
imagem modificada

2.2.1 Fotossensibilizadores: Ftalocianinas

Os fotossensibilizadores sdo moléculas capazes de absorver radiacdo eletromagnética
e transferir esta energia por transferéncia de energia ou de elétrons para outras moléculas, este
processo € a base do tratamento por terapia fotodindmica (TFD). Ap06s 0s
fotossensibilizadores serem injetados na corrente sanguinea, eles sdo transportados por
afinidade com a lipoproteina do plasma sanguineo® e tende a se concentrar no tecido
cancerigeno.*”® Para que ocorra boa eficiéncia do tratamento por TFD o fotossensibilizador
deve apresentar: baixa toxidade no escuro, fotossensibilidade ndo prolongada, réapida
eliminacdo pelo corpo, alta seletividade e penetracdo no tecido cancerigeno, formacdo do
estado tripleto excitado com alta taxa de transferéncia de energia para 0s oxigénios tripletos,
baixa agregacdo em meio aquoso e alto coeficiente de absor¢cdo molar para absorgédo na regido
entre 600-750 nm.***

No entanto, devido as propriedades necessarias para utilizacdo de moléculas como
fotossensibilizador na TFD, estes acabaram sendo classificados em primeira e segunda
geracdo de fotossensibilizadores. Na primeira geracdo, sdo encontrados 0s
fotossensibilizadores derivados da Hematoporfirina (HpD), molécula esta encontrada nos
glébulos vermelhos e pertencente ao grupo das porfirinas.*®*’ Este fotossensibilizador foi
aprovado para uso clinico no tratamento de cancer de bexiga por terapia fotodindmica em
1993 no Canadd com o nome de Photofrin® (Axcan Pharma, Inc),*® porém apesar de

20



2 Revisdo bibliogréaficas

apresentar resultados positivos nos tratamentos, este fotossensibilizador apresentava
limitacbes, como: baixa intensidade de absorcdo na regido entre 600-750 nm, longa
permanéncia na pele deixando o paciente sensivel a luz por semanas e baixo acumulo do

tecido  cancerigeno.*"*°

Limitacdes semelhantes foram identificadas em outros
fotossensibilizadores desenvolvidos utilizando moléculas pertencentes ao grupo das
porfirinas.'’

Devido a estes limitantes outras moléculas como as ftalocianinas comecaram a ser
estudadas como fotossensibilizadores, pertencendo entdo a segunda geracdo. Algumas
ftalocianinas apresentarem propriedades dpticas ideais para a aplicacdo no tratamento médico
por TFD, como elevado coeficiente de absor¢do molar na regido de 600-750 nm, regido que
corresponde a uma janela terapéutica ideal para o tratamento.>® De acordo com de Oliveira e
colaboradores'’ o primeiro composto fotossensibilizador a base de ftalocianina e com
permissdo para tratamento médico em tumores de coroide, olhos, palpebras e bexiga é o
Photosens®, e tém apresentado bons resultados.®® Outros compostos a base de ftalocianina ja

foram desenvolvidos, no entanto ainda estdo em fase de testes clinicos.

2.3 ENCAPSULAMENTO / NANOESFERA

Apesar das vantagens e bons resultados que a terapia fotodinamica tem apresentado, a
hidrofobicidade da maioria dos fotossensibilizadores tem sido uma das maiores dificuldades
neste tratamento por causar a agregacdo do fotossensibilizador devido o meio aquoso
(sangue), alterando suas propriedades fotofisicas. Sendo assim, uma alternativa que tem sido
pesquisada é o encapsulamento do fotossensibilizador.

O encapsulamento de fotossensibilizador permite a liberacdo deste em tecidos
preferenciais, buscando proporcionar vantagens e contornando limitacdes de: propriedades
fisico-quimicas (solubilidade), farmacodindmicas (potencializacdo do efeito terapéutico),
farmacocinéticas (controle da absorcao e distribuicdo tecidual), além de possibilitar reducéo
da toxicidade local e sistémica.® Exemplos de tipos de encapsulamento utilizados no
transporte de fotossensibilizador sdo as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, as
nanoemulsdes, os lipossomos, as nanoparticulas magnéticas, as nanoparticulas lipidicas, os
dendrimetros, entre outros.>®

As nanoparticulas poliméricas, sdo sistemas carreadores de fotossensibilizador que

apresentam didmetro inferior a 1 pm. >* As nanoparticulas s&o divididas em nanoesferas e em
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nanocapsulas, por apresentarem diferente composicdo e organizagdo estrutural. As
nanocépsulas (Figura 13(a) e (b)) sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o fotossensibilizador estar disperso neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas (Figura 13(c) e (d)), que nédo
apresentam Oleo em sua composi¢cdo, sdao formadas por uma matriz polimérica, onde o

fotossensibilizador pode ficar retido ou adsorvido.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede — pdf” " ', 9 B d3 - ) o - Matriz
polimérica ff = = O s N = a)q} @ 506 & ¢y Ppolimérica
O 0 . A oo _ | )
Nicleo—Sp O(J o y 2 (8 g: o) o o
oleoso /}Y > o ° 2 L %

Fotossensibilizador a) b) c) d) Fotossensibilizador

Figura 13 — Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: (a) fotossensibilizador
dissolvido no nucleo oleoso da nanocapsula; (b) fotossensibilizador adsorvido & parede polimérica da
nanocapsula; (c) fotossensibilizador retido na matriz polimérica da nanoesfera; (d) fotossensibilizador adsorvido
ou disperso na matriz polimeérica da nanoesfera. FonteErro! Indicador ndo definido., imagem alterada

A utilizacdo de polimeros no encapsulamento de fotossensibilizador tem-se mostrado
uma alternativa positiva para aumentar a biocompatibilidade e a dispersdo de compostos que
sdo insollveis em agua, garantindo assim a disperséo do fotossensibilizador em meio aquoso.
Alguns dos polimeros mais estudados sdo: o &cido polilactico (PLA), o acido poliglicélico
(PGA) e os copolimeros acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA). Esses polimeros apresentam
baixa toxicidade e consisti de materiais biocompativeis, 0s quais sdo degradados in vivo em
fragmentos menores e facilmente excretados.>

Alguns resultados sobre a utilizacdo de polimeros no encapsulamento de
fotossensibilizadores ja tem sido publicados, como por exemplo, o apresentado por Ricci-
Junior e colaboradores®, no qual se realizou o encapsulamento da ftalocianina de zinco
(ZnPc) utilizando o polimero PLGA e obtendo um sistema hidrofilico de tamanho apropriado
para acumular-se na regido tumoral e sem alteracdo significativa das propriedades do
fotossensibilizador.

No entanto, o encapsulamento do fotossensibilizador pode trazer algumas
desvantagens como prolongar a fotossensibilizacdo do tecido e causar alteragbes nas
propriedades fotofisicas caracteristicas do fotossensibilizador, quando em forma

monomolecular.®’
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3 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo realizar a caracterizacdo das propriedades fotofisicas
da AIOHPc em diferentes meios, utilizando as técnicas de absor¢do Optica, de fluorescéncia
estacionaria, de fluorescéncia resolvida no tempo e de espalhamento de luz ressonante. E
também calcular os valores de eficiéncia quantica de fluorescéncia, da constante de Stern-
Volmer e do coeficiente de absor¢do molar. Para isto:

- Investigou-se as propriedades fotofisicas da AIOHPc nos solventes etanol e
sulfoxido de dimetilo (DMSO) comparando-as, e em seguida analisando o comportamento
destas propriedades em funcdo da concentracdo. Este estudo buscou compreender o0s
processos fotofisicos monomoleculares e bimoleculares, como as interagdes soluto-solvente e
soluto-soluto, que podem ocorrer nestes meios ap6s a interacao da AIOHPc com a luz;

- Realizou-se a caracterizacdo da AIOHPc em diferentes proporgdes
volumeétricas de etanol/agua (v/v). Sabe-se que a AIOHPc é uma molécula hidrofébica e em
presenca de agua ela tende a agregar-se, entdo este estudo consiste em verificar se ocorre
alteracdo das propriedades fotofisicas da AIOHPc em funcdo do aumento da proporcdo de
agua nas solucoes;

- Foi realizado o encapsulamento da AIOHPc em nanoesferas de PLA. Nesta
parte buscou-se verificar se as propriedades fotofisicas da AIOHPc como forma

monomolecular seriam mantidas.
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4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO OPTICA

As técnicas de caracterizacdo Optica utilizadas neste trabalho foram: espectroscopia
de absorcao optica (UV-Vis), espectroscopia de fluorescéncia estacionaria, espalhamento de

luz ressonante e espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo.

4.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO OPTICA

A espectroscopia de absorcdo dptica permite a caracterizacdo de moléculas e materiais
em geral, através da investigacdo das transicdes eletronicas.”®® Durante este trabalho foi
utilizado dois modelos de espectrofotbmetros para a caracterizacdo das transicdes eletronicas
da AIOHPc.

O espectrofotometro da Hitachi modelo Double Beam U-2900 (Figura 14(a)) com
comprimento de onda variavel e feixe duplo, alocado no Grupo de Polimeros “Prof. Bernhard
Gross” no Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo, o qual foi utilizado
no estudo do efeito da concentracdo e do solvente puro sobre as propriedades Opticas da
AIOHPc. Este equipamento € constituido por: fonte de radiacdo (lampada de
deutério/tungsténio) permitindo a caracterizar do material entre a regido de 190 nm até 1100
nm, espelhos, monocromador e detectores, conforme representado na Figura 14(b). Durante a
medida a radiacdo produzida pela fonte é selecionada pelo monocromador, essa luz
monocromatica incide na amostra onde € absorvida e/ou transmitida. O detector coleta a luz
transmitida e compara com a intensidade do feixe de referéncia (ndo passa pela amostra). A
diferenca entre as intensidades representa a absorcdo ou absorbancia da amostra para aquele
comprimento de onda. O mesmo procedimento € repetido automaticamente para cada
comprimento de onda presente no espectro da lampada (fonte), resultando no espectro de

absorcdo 6ptico do material.
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4 Técnicas de caracterizagdo optica
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Figura 14 — (a) Espectrofotdmetro da Hitachi modelo Double Beam U-2900, localizado no Grupo de Polimeros
“Prof. Bernhard Gross” no Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo. (b) Representagéo do
arranjo instrumental do espectrofotometro da Hitachi modelo Double Beam U-2900. Fonte®, imagem
modificada

O espectrofotbmetro modular da Ocean Optics modelo Red Tide USB650 com
comprimento de onda variavel e feixe Unico, localizado no Laboratério de Fotofisica
Molecular no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto (Figura 15(a)),
foi usado para o estudo da AIOHPc em diferentes propor¢des volumétricas de etanol/agua
(v/v) e em nanoesferas poliméricas contendo a AIOHPc. Como representado na Figura 15(b)
este equipamento é constituido por: uma fonte de luz (lAmpada de tungsténio) permitindo a
caracterizar do material entre a regido de 300 nm até 1000 nm, entrada do feixe de luz (1),
regulador do slit de entrada de luz (2), filtro de radiacdo dptica (3), espelhos para colimagdo
do feixe de luz (4 e 6), rede de difracdo (5), detectores da intensidade da luz transmitida (7, 8,
9 e 10). O espectro de absorcdo Optico da amostra neste equipamento € obtido inicialmente
registrando o espectro caracteristico da fonte de radiacdo (IAmpada) no software SpectraSuite,
seguido do espectro caracteristico na auséncia da radiacdo, obtido através do bloqueio do
caminho &ptico (espectro escuro). Em seguida a amostra € inserida no porta cubeta e o
software automaticamente calcula a diferenca da intensidade do espectro da lampada e do
espectro escuro pela intensidade da luz transmitida da amostra, gerando assim o espectro de

absorcéo da amostra.
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4 Técnicas de caracterizacao optica

Figura 15 — (a) Espectrofotdmetro modular da Ocean Optics modelo Red Tide USB650, localizado no
Laboratério de Fotofisica Molecular no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto. (b)
Representaco do sistema de detecgdo do espectrofotdmetro modular Ocean Optics Red Tide USB650. Fonte®

A intensidade de absorcdo do material (absorbéncia, A) depende do numero de
moléculas que possuem iguais capacidades de absorcao e estdo situados no caminho Gptico do

feixe de radiacdo eletromagnética. A absorbancia pode ser obtida pela equacéo:

A=—log(%)=81X, (7)

onde, |y € a intensidade de luz monocromatica incidente, It é a intensidade de luz transmitida,
(L) é o coeficiente de absorcdo molar [L mol™ cm™], | é o caminho 6ptico [cm] e X é a
concentracdo molar da amostra [mol L™]. Essa teoria é conhecida como lei de Beer-
Lambert,>*2

AlIOHPc.

e a partir dela foi possivel estimar o valor do coeficiente de absor¢do molar da

4.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ESTACIONARIA

O uso da espectroscopia de fluorescéncia estacionaria permitiu obter os espectro de
fluorescéncia da AIOHPc em solucdo. O espectro de fluorescéncia estacionaria foi obtido a
partir de uma fonte de radiacdo eletromagnética (lampada de xendnio), a qual é limitada a
uma luz monocromética usando um monocromador para a excitagdo da amostra. Essa luz
monocromatica incide na amostra sendo absorvida e consequentemente causando a
fluorescéncia, cuja passa por outro monocromador posicionado a 90° do feixe incidente,
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4 Técnicas de caracterizagdo dptica

permitindo registrar no detector a intensidade de fluorescéncia em fungéo do comprimento de
onda.

Para o estudo da fluorescéncia da AIOHPc foram utilizados dois espectrofluorimetros
da Shimadzu modelo RF-5301PC (Figura 16). Um dos espectrofluorimetros utilizado esta
localizado no Laboratério de Fotofisica Molecular no Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Ouro Preto, neste equipamento foram realizados as medidas de
fluorescéncia da AIOHPc em diferentes propor¢des volumétricas de etanol/agua (v/v) e da
nanoesfera polimérica contendo AIOHPc. O outro espectrofluorimetro encontra-se no Grupo
de Polimeros “Prof. Bernhard Gross” no Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de
S&o Paulo e neste equipamento foram realizados as medidas de fluorescéncia da AIOHPc em
diferentes solventes e da AIOHPc em diferentes concentracdes.

Estes espectrofluorimetro sdo compostos por: fonte de radiacdo eletromagnética
posicionado a 90° do detector, dois monocromadores sendo um para selecionar o
comprimento de onda de emissdo da amostra e 0 outro para o comprimento de onda da
excitacdo. Com a possibilidade de baixa intensidade do sinal de emissdo, o0s
espectrofluorimetros operam com tubos fotomultiplicadores para amplificacdo do sinal. A

configuracdo tipica dos espectrofluorimetros é representada na Figura 17.°%%®

Figura 16 — Espectrofluorimetro da Shimadzu modelo RF-5301PC, localizado no Laboratério de Fotofisica
Molecular no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto
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Figura 17 — Representa¢do do espectrofluorimetro

A intensidade de fluorescéncia (Ig) de uma molécula florescente é proporcional a

concentracéo, e esta relacdo pode ser estimada pela seguinte equacéo®:

Ir(Aexc) Aemi) = kF (Aemi)lo(Aexc){1 — exp[—2,3e(M)lc]} (8)
ou pode ser dada em funcdo do valor da absorbancia do composto®:

Ir(Aexcs Aemi) = kF (emi)lo(Aex){1 — 10741 exe)} (9)

sendo, Aexc € 0 comprimento de onda excitagdo, Aemi € 0 comprimento de onda de emissdo,
lo(Aexc) € a intensidade do feixe incidente sobre a amostra, (1) é o coeficiente de absorcdo
molar no comprimento de onda, A(lexc) € a absorbancia no comprimento de onda de
excitacdo, F(Aexc) € a variacdo da intensidade de fluorescéncia por comprimento de onda com
condicdo normalizada (meF(AF)d/lF = CDF) e k é um fator instrumental relacionados aos

parametros do equipamento.

Entdo com base nas Equacdes 8 e 9 a intensidade de fluorescéncia de uma molécula
fluorescente ira apresentar trés comportamentos. No primeiro comportamento ocorre 0
aumento linear da intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentracdo, ou em fungéo da
absorbancia (para valores menores que 0,05 u.a.). No segundo, o comportamento da
intensidade de fluorescéncia aumenta de forma ndo linear em funcdo da concentracdo (ou
absorbéancia), e no terceiro comportamento a intensidade de fluorescéncia tende a saturacéo

em funcéo da concentracéo (ou absorbancia).’
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4 Técnicas de caracterizacao optica

No entanto, fatores como a transferéncia de energia radiativa entre moléculas da
mesma espécie (item 1.2) e efeito de filtro interno podem causar a diminui¢do da intensidade
de fluorescéncia esperada. O efeito de filtro interno ocorre devido a solugdo apresentar um
alto numero de moléculas (alta concentracdo), ocasionando a atenuacdo do feixe de radiagédo
incidente, ou seja, o feixe de radiagdo néo irradia proporcionalmente a mesma quantidade de

moléculas.®

4.3 ESPALHAMENTO DE LUZ RESSONANTE

As medidas de espelhamento de luz ressonante foram realizadas utilizando o
espectrofluorimetro da Shimadzu modelo RF-5301PC, localizado no Laboratério de
Fotofisica Molecular no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto. O
espalhamento de luz ressonante foi utilizada no estudo da AIOHPc em diferentes proporcoes
volumétricas de etanol/agua destilada (v/v).

A técnica de espalhamento de luz ressonante (do inglés, Resonant Light Scattering —
RLS) consiste da interacdo das moléculas com a radiacéo eletromagnética. Essa técnica tem se
mostrado extremamente Gtil devido a sua alta sensibilidade e seletividade na verificacdo da
existéncia de agregados (dimeros, trimeros, entre outros). De acordo com Pasternack e

colaboradores, %+

0 aumento do sinal de espalhamento na regido espectral de absorc¢éo indica
a formacdo de espécies de moléculas agregadas. O espectro experimental de RLS das
moléculas monomoleculares é diferenciado do espectro de moléculas agregadas por
apresentar um minimo local devido & “perda de fotons” via absorg¢do superpondo-Se a
qualquer sinal de espalhamento, ou seja, o aumento da intensidade da luz espalhada no
comprimento de onda indica espécies de agregados com transi¢do eletronica.

Os espectros de RLS foram obtidos realizando inicialmente a medida da solucéo pura
(sem AIOHPc) e depois das solugdes contendo AIOHPc. Os espectros foram registrados com
o0 detector do equipamento posicionado a 90° da fonte de radiacdo eletromagnética, durante a
varredura simultanea dos monocromadores de excitacdo e de emissdo, ou seja, ambos
ajustados inicialmente com mesmo comprimento de onda (AA=0) varrendo automaticamente a
regido entre 300 até 900 nm.

A técnica de RSL consiste em analisar a extensdo com que a particula/agregado
absorve ou espalha luz dependendo do seu tamanho, da forma e do indice de refracdo do

meio. No entanto, o espalhamento causando por pequenas particulas esféricas muito menores
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4 Técnicas de caracterizagdo dptica

do que o comprimento de onda da radiacdo incidente é conhecido como espalhamento de
Rayleigh. Desta forma, podemos prever a intensidade de luz espalhada da solugdo na

auséncia de absorcao dptica pela lei de Rayleigh, ou espectro de Rayleigh (R), dada por:

R~ (10)

A utilizacdo da lei de Rayleigh se faz necesséaria na correcdo da intensidade do
espectro de RLS da solugdo pura (sem particula ou agregado) por ndo absorver na regido
espectral da amostra e também devido a dependéncia da sensibilidade do espectrofluorimetro
com o comprimento de onda (). Logo, com o espalhamento real da solugéo pura e utilizando

a lei de Rayleigh, pode-se calcular a funcéo sensibilidade do espectrofluorimetro (K) por:

_Isp
K = Ry’ (11)
onde Ry é o espectro de Rayleigh normalizado, Isp é 0 espectro de espalhamento da solugéo
pura.
Finalmente, utilizando o espectro de espalhamento de luz da amostra (Imedidgo) €
dividindo pela funcdo sensibilidade do espectrofluorimetro, obtém-se a curva de

espalhamento de luz corrigido (Icorigido),” OU Seja,

_ Imedido
Icorrigido - Kk (12)

4.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO

A espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo é a técnica utilizada para
determinar o tempo de permanéncia da molécula no estado excitado singleto, que a seguir seréa
chamado por tempo de vida (1), e que fornece informacdes como: a existéncia de agregados, a
ocorréncia de processos de transferéncia de energia e permite inferir sobre distancias
moleculares. O equipamento utilizado foi o espectrometro modular de fluorescéncia da
Picoguant modelo Fluotime 200 (Figura 18), localizado no Laboratério de Fotofisica
Molecular no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto, que utiliza a

técnica de contagem de fotons Unicos com correlagdo temporal (do inglés, time correlated
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4 Técnicas de caracterizacao optica

single photon counting, TCSPC), o tempo de vida da molécula no estado excitado é
determinado pela diferenca de tempo entre a absorcdo e a deteccdo de um pulso de
fluorescéncia.

Figura 18 — Espectrometro modular de fluorescéncia da Picoquant modelo Fluotime 200, localizado no
Laboratério de Fotofisica Molecular, do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Ouro Preto

A Figura 19(a) mostra o arranjo experimental para medidas de tempo de vida. A
Figura 19(b) representa a curva de decaimento formada pelo acumulo de fétons registrado no

detector em funcdo do tempo de deteccdo.
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Figura 19 — (a) Arranjo experimental para medidas de tempo de vida. (b) Histograma mostrando o nimero de
fétons de X tempo, que reproduz o comportamento temporal da emissdo da amostra

As fontes de excitacdo utilizadas no estudo do tempo de vida da AIOHPc em

diferentes meios foram lasers de diodo pulsado com comprimento de onda fixos em 401 nm e
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em 636 nm (utilizados separadamente). A intensidade de luz monocromaética irradiada pelo
laser e a frequéncia dos pulsos, foi ajustado pelo modulo pulsed diode laser (PDL) modelo
800-D. Perpendicularmente a luz monocromatica de excitacdo esta posicionada o sistema de
deteccdo do equipamento, o qual consiste de um monocromador associado a uma
fotomultiplicadora com placa de micro canais (do inglés, microchannel plate-photomultiplier
tube, MCP-PMT) da Hamamatsu modelo R3809U-50. A emissdo da amostra foi coletada
apos passar através de um polarizador definido no angulo mégico (~ 57,74°). O mddulo
TCSPC registra a diferenca de tempo entre o evento de excitacdo da amostra e a deteccdo do
foton emitido pelo material e entdo transfere o valor desta diferenca a um local na memdria da
placa de micro canais, correspondendo a dada contagem para o canal. A repeticdo desse
processo para um elevado nimero de pulsos de excitacdo sobre a amostra resulta em um
histograma do numero de contagens em funcdo do tempo no detector MCP-PMT (Figura
19(b)). A contagem em cada canal é proporcional a probabilidade de fluorescéncia no
intervalo de tempo At. A curva de decaimento de fluorescéncia da amostra é representada por
nAt, onde n é o nimero de canais e At é a largura em picosegundo (ps).

A funcdo de resposta (do inglés, Instrument Response Function, IRF) é adquirida
utilizando como amostra uma solucdo espalhadora de nanoparticulas de silica (ludox®) e
corresponde a curva de decaimento mais curta que pode ser medida com esse equipamento em
fungdo comprimento de onda do laser. O IRF deve ser obtido mantendo a mesma frequéncia e
contagem de fotons da medida da amostra, e com o monocromador de deteccdo posicionado
no mesmo comprimento de onda do laser. A largura a meia altura da intensidade do pulso do
laser esta atribuida a resolucdo temporal do equipamento, sendo cerca de 60 ps para o laser de
401 nm e 120 ps para o laser de 636 nm.

No célculo do tempo de vida do estado excitado o software FluoFit® faz a analise e
ajuste da curva de decaimento de fluorescéncia do material em estudo, utilizando a funcéo

multiexponencial abaixo:

I(t) = X2, A; exp(— t/1)), (13)

onde, | é a intensidade de luz irradiada, A; é o fator pré-exponencial ou amplitude, t é o tempo
e 1 é o tempo de vida no estado excitado singleto. O software FluoFit® apés calcular o tempo
de vida, também informa o valor do residuo e o qui-quadrado reduzido (), estes valores s&o

parametros do ajuste que informam a precisdo e qualidade do procedimento de analise.
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Valores de residuo em torno de 0,0 e com pouco ruido, e x> préximos de 1,0 s&o considerados
bons ajustes.

A Figura 20 mostra duas curvas caracteristica obtida pela técnica de TCSPC, sendo a
curva de cor vermelha corresponde a funcéo resposta (IRF) do laser de excitagdo em 401 nm e
a de cor azul correspondente a curva de decaimento de fluorescéncia da amostra. Na curva de
decaimento de fluorescéncia da amostra é mostrada uma curva de ajuste monoexponencial

(cor preta) obtida com base na Equacéo 13 e gerada pelo software Fluofit®

X2 (red) = 1,003

Intensidade / Contagem

Residuo
o
o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Figura 20 — Curvas caracteristicas obtidas pela técnica de TCSPC e ajuste utilizando o software FluoFit®. Curva
em azul, decaimento da fluorescéncia. Curva em vermelho, funcéo resposta do lazer. Abaixo em azul, residuo do

ajuste e no canto superior direto qualidade do ajuste (x°)

No estudo de tempo de vida da AIOHPc em diferentes solventes e em diferentes
concentragdes foi utilizados os laser de diodo pulsado com 401 nm e com 636 nm, 0s quais
foram configurados com frequéncia de pulsos de 20 MHz e contagem de 3000 f6tons. Para o
estudo da AIOHPc em mistura etanol/agua (v/v) as medida de tempo de vida foram realizadas
com o laser de 401 nm, o laser foi configurado com frequéncia de pulsos de 20 MHz e
contagem de 2000 fotons, as medidas foram realizadas utilizando um filtro antes do detector
de emissdo para impedir que o laser de excitacdo contribuisse na contagem de fétons. O
estudo do tempo de vida das formulacGes de nanoesferas de &cido polilactico contendo
AIOHPc foi realizado com o laser de 401 nm, configurado com frequéncia de pulsos de 20
MHz e a contagem de fotons foi de 3000, as medida também foram realizadas utilizando um

filtro posicionado antes do detector de emissdo do equipamento.
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Nesta secdo serd mostrada a estrutura quimica da hidroxido ftalocianina de aluminio
e as propriedades relevantes da molécula. Também serd descrito os solventes, as
concentracOes e as proporgdes volumétricas etanol/agua destilada em que a AIOHPc foi
solubilizada. O modo de preparacdo da AIOHPc encapsulada em nanoesferas de acido

polilactico, tambeém é descrito neste capitulo.

A molécula de Hidréxido Ftalocianina de Aluminio (AIOHPc) utilizada neste trabalho
de caracterizacéo fotofisica é comercializada pela Sigma-Aldrich® com 85 % de pureza, no
entanto esta molécula foi gentilmente cedida pela professora Vanessa Mosqueira do
Departamento de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto. A AIOHPc foi utilizada
sem purificacdo adicional.

A estrutura quimica da AIOHPc é representada na Figura 21. A molécula de AIOHPc
é formada por 32 &tomos de carbono, 17 4tomos de hidrogénio, 8 atomos de nitrogénio e 1
atomo de aluminio, sendo assim a férmula molecular da AIOHPc é C3,H17AINgO, e possui
massa molar de 556,51 g mol™. O atomo de aluminio da AIOHPc fica localizado no centro da
molécula realizando liga¢des quimicas com os atomos de nitrogénio dos anéis indol e com

uma hidroxila (OH") formando uma geometria piramidal.

Figura 21 — Estrutura quimica da hidroxido ftalocianina de aluminio
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Efeito do solvente sobre as propriedades 6pticas da AIOHPc

No estudo fotofisico da AIOHPc em diferentes solventes, utilizou-se o etanol®’ obtido
da NEON® Reagentes Analiticos e o sulféxido de dimetilo (DMSO)® obtido da Labsynth®
Produtos para Laboratorios. Na Tabela 1 estdo os valores do momento dipolar e do indice de
refracdo desses solventes que foram necessérios durante este estudo. Depois de adicionada a
AIOHPc nos solventes, as solugbes foram submetidas a 5 minutos no ultrassom a temperatura
ambiente.

Devido as ftalocianinas apresentarem baixa solubilidade em muitos solventes
organicos,®® a utilizacdo dos solventes etanol e DMSO basearam-se em trabalhos ja
publicados, nos quais haviam utilizado ftalocianina e apresentado boa solubilidade no
solvente etanol™ e no solvente DMSO™. Estes solventes também sdo comumente utilizados

em TFD por apresentarem baixa toxidade no organismo.”*""2

Tabela 1 — Propriedades fisicas do solvente etanol e do solvente DMSO

indice de Refracéo Momento Dipolar / D* Viscosidade / mPa s
DMSO® 1,479 3,96 1,996
Etanol® 1,360 1,69 1,200

*Unidade debye, D = 3,33x10%° C m

Efeito da concentracdo sobre as propriedades 6pticas da AIOHPc

Para a caracterizacdo das propriedades fotofisicas da AIOHPc em diferentes
concentragdes inicialmente foi preparado uma solucdo estoque com concentracdo de 727
umol L™ em etanol e com concentracdo de 725 pmol L™ em DMSO. Para garantir a dilui¢do
da AIOHPc nos solventes, as solucGes foram submetidas a 5 minutos no ultrassom a
temperatura ambiente. A partir destas solucOes estoque foram preparadas solugbes com
diferentes concentracdes variando entre 0,04 pmol L™ até 363,63 pumol L™. Os principais
valores de concentragdes usados em ambos solventes s&o mostrados na Tabela A. 1 do
Apéndice A.
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Efeito da proporcdo volumétrica de etanol/agua destilada (v/v) nas propriedades Opticas da
AIOHPc

O estudo da AIOHPc na mistura etanol/agua destilada (v/v), foi realizado com
concentracdes de 1,0 umol L™ 4,0 umol L™ e 70,0 pumol L™ de AIOHPc em diferentes
proporcdes de etanol/agua (v/v). As porcentagens de agua (v/v) utilizadas nas solucdes foram:
0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, e 90%. Apos a adi¢do da
AIOHPc nas solugdes com diferentes proporcdes de etanol/agua (v/v), estas foram submetidas

a 5 minutos no ultrassom a temperatura ambiente.

Preparacao e propriedades épticas das nanoesfera contendo AIOHPc

As nanoesferas de acido polilactico (PLA) contendo AIOHPc foram produzidas pelo
método de deposicdo interfacial de um polimero pré-formado, descrito previamente por de
Paula e colaboradores,”® o qual consiste em verter e misturar uma fase organica em uma fase
aquosa contendo um surfactante hidrofilico.

Neste trabalho foram preparadas cinco formulacGes de nanoesferas de PLA utilizando
diferentes massas de AIOHPc, como mostrada na Tabela 2. Sendo que, no caso da

Formulacéo “branca” nédo foi utilizada AIOHPc na preparacéo da nanoesfera de PLA.

Tabela 2 — Massas da AIOHPc em pg utilizadas na preparacéo de nanoesferas de PLA, do acido polilactico em
mg e do surfactante em mg

Massa de AIOHPc PLA Surfactante (pluronic — F68)
Formulacéo

/ ng /' mg /' mg

“branca” --- 60,3 75,3
1 0,27 60,0 75,3

2 5,29 60,3 75,3

3 197,73 60,3 75,1

4 534,25 60,2 75,0

De forma geral, a preparacdo das formulacdes de nanoesferas de PLA iniciou-se
preparando a fase organica, a qual continha em torno de 60 mg de PLA, e que foi diluido em
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10 mL de solucdo contendo: “X” ug de AIOHPc diluida em 5 mL de etanol + 5 mL de
acetona. Esta solugdo contendo o PLA foi aquecida a 30°C e com auxilio de um agitador
magnético, misturada por 5 minutos. Na fase aquosa, utilizou-se em torno de 75 mg de
surfactante pluronic e 20 mL de &gua, os quais foram misturados por agitagdo magnética por 5
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a fase organica foi vertida na fase aquosa e
misturada por agitacdo magnética durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, 0 excesso de solvente (acetona, etanol e agua) resultante da mistura entre a
fase organica e fase aquosa foi evaporado sob presséo reduzida em rotavapor da Buchi
(Switzerlanf) modelo R-3 (localizado no Laboratorio de Pesquisa Tecnologia Farmacéutica
Nanobiotecnologia no Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto) em
uma temperatura de 40°C, como representado na Figura 22. Devido a baixa solubilidade da
AIOHPc em solvente acetona, foi necessario utilizar o solvente etanol na fase orgénica para a

preparacdo das formulacdes.

Fase organica Fase aquosa
H L O =

X pg de AIOHPc

Evaporagdo do solventes

5 mL de etanol 75 mg de pluronic Formulagdo de (etanol + acetor\a) edo
5 ml de acetona 20 mL de dgua nanoesferas de PLA excesso de dgua
60 mg de PLA contendo AIOHPc

Figura 22 — Representacdo do método de deposicéo interfacial utilizado na preparacdo de nanoesferas de PLA
contendo AIOHPc

Apds o preparo, as formulacdes de nanoesferas de PLA foram filtradas por um filtro
de seringa de 0,8 pum da Nalgene®, com o objetivo de remover precipitados. Para cada
formulagdo filtrada foi realizado medidas de didmetro médio das nanoesferas de PLA, indice
de polidispersao e caracterizagdo dptica da AIOHPc encapsulada.

As medidas do diametro médio e do indice de polidispersdo (PI) foram realizadas
utilizando o equipamento Zetasizer Nano series modelo PN 3702 (localizado no CIPHARMA
Laboratorio Multiusuario no Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto), o qual realiza estas medidas de acordo com a técnica de espectroscopia de
espalhamento dindmicos da luz. Na Tabela 3 sdo mostrados os valores do diametro médio e o
indice de polidispersdo com o respectivo desvio padrdo para cada formulagdo. A Figura A. 1

do Apéndice B mostra as medidas de didmetro médio da AIOHPc encapsuladas em
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nanoesferas de PLA. O indice de polidispersdo para todas as formula¢es apresentou valor
inferior a 0,3, indicando que estas podem ser consideradas monodispersas.?’* A partir da
analise do tamanho das nanoesferas de PLA pode-se considerar que as formulacdes
apresentaram diametro médio de 160 + 30 nm, indicando que a quantidade de massa AIOHPc

utilizada ndo afetou diretamente o diametro.

Tabela 3 — Valores da massa da AIOHPc em ng utilizadas na preparacdo de nanoesferas de PLA, com 0s
respectivos diametro médio e do indice de polidispersao

~ Massa de AIOHPc Diametro médio - ~
Formulacéo Polidispersdo
/ 1y / nm
“branca” --- 130+ 1 0,07 £ 0,01
1 0,27 126+ 1 0,05+ 0,01

2 5,29 181 +2 0,05+ 0,03
3 197,73 171+1 0,10 + 0,02
4 534,25 212 +1 0,12 +£0,01
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos a partir das técnicas de
caracterizacdo Opticas: de absorcéo Optica, de fluorescéncia estaciondria, de fluorescéncia
resolvida no tempo e de espalhamento de luz ressonante, da AIOHPc em diferentes solventes,
com diferentes concentracfes, em solucdo binaria etanol/agua e quando encapsulada em

nanoesferas de PLA.

6.1 CARACTERIZACAO OPTICA DA AIOHPc EM SOLVENTE ETANOL E EM

DMSO

Os resultados apresentados neste item sdo referentes ao estudo da hidroxido
ftalocianina de aluminio (AIOHPc) na concentracdo de 3,1 pmol L™ em solvente etanol e em
DMSO, obtidos a partir da espectroscopia de absorcéo Otica, de fluorescéncia estacionaria e
de fluorescéncia resolvida no tempo.

A Figura 23 mostra o espectro normalizado da absor¢do da AIOHPc em etanol, neste
espectro observar-se: i) trés picos de absorcdo na regido da banda Q (600-750 nm), sendo 0
pico mais intenso em torno de 669 nm correspondente a transicdes do estado fundamental Sy
para o primeiro estado excitado S; (Sp—S;) e 0s outros dois picos de menor intensidade em
604 nm e 640 nm relacionados a transi¢des vibracionais da molécula; e ii) um pico localizado
na regido da banda Soret (300-400 nm) em torno de 353 nm correspondente a transicdes do
estado fundamental S, para o segundo estado excitado S, (S¢—S>).”

No estudo da fluorescéncia estacionaria foram utilizados os comprimentos de onda de
350 nm e de 670 nm para a excitacdo da AIOHPc, estes comprimentos de onda foram
escolhidos devido a elevada intensidade de absorcdo na regido da banda Soret e da banda Q,
respectivamente (como mostrado no espectro de absorc¢éo da Figura 25(a)). Os comprimento
de onda de 401 nm e de 636 nm tambem foram utilizados para a excitacdo da AIOHPc, pois 0
estudo de fluorescéncia resolvida no tempo é conduzido com excitagdo de laser nestes
comprimentos de onda, o qual seré apresentado mais adiante.

O espectro normalizado da fluorescéncia da AIOHPc em etanol quando excitada com

636 nm também é mostrado na Figura 23, no qual observa-se um Unico pico de fluorescéncia
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em torno de 675 nm para esta concentragdo, e verifica-se uma intersecdo bastante
consideravel entre os espectros de absor¢do e de fluorescéncia, com deslocamento de Stokes
em torno de 6 nm. Ao irradiar a solucdo de AIOHPc em etanol com 350 nm, 401 nm e 670 nm
(Figura A. 2 do Apéndice C) observou-se que independente do comprimento de onda de
excitacdo o pico do espectro de fluorescéncia ocorre sempre no mesmo comprimento de onda.
O mesmo perfil do espectro de fluorescéncia foi obtido por Tsubone e colaboradores™ para a
AIOHPc irradiada em 604 nm.

669 Nnm 675 nm

1,0 4 ‘
] |

0,8 '.
—— Absorcéo !

0,6 1- - Emissao Relativa !
J |

|

|

1

Intensidade normalizada / u.a.

O’O _-' rrr+r+rr1rr "+ 1+ " 1 "1 '\' L
300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda / nm

Figura 23 — Comparacdo dos espectros normalizado de absorcdo e de fluorescéncia (excitacdo em 636 nm) da
AIOHPc em solvente etanol

No espectro normalizado da absor¢do da AIOHPc no solvente DMSO mostrado na
Figura 24, observa-se o pico mais intenso de absorcdo da banda Q ocorrendo em 673 nm
(transicdo de Sp—S;) e 0s outros picos com menor intensidade na regido da banda Q em 607
nm e 645 nm (transicdes vibracionais). Na banda Soret o pico de absorcdo estd em torno de
350 nm correspondendo a transicdo de Sp—S,. O espectro de fluorescéncia da AIOHPc em
solvente DMSO quando irradiada com 636 nm também é mostrado na Figura 24. Verifica-se
0 pico de fluorescéncia em torno de 681 nm e uma intersecdo bastante consideravel entre o
espectro de absorcéo e o espectro de fluorescéncia, com deslocamento de Stokes em torno de
9 nm. Os espectros de fluorescéncia da AIOHPc em solvente DMSO obtidos irradiando a
solucdo com 350 nm, 401 nm e 670 nm (Figura A. 3 do Apéndice C) apresentaram o pico de

fluorescéncia no mesmo comprimento de onda da solugdo quando excitada com 636 nm.
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Figura 24 — Comparagdo dos espectros normalizado de absorcdo e de fluorescéncia (excitacdo com 636 nm) da
AIOHPc em solvente DMSO

A Figura 25(a) compara os espectros de absor¢do da AIOHPc em etanol e em DMSO,
verifica-se que os solventes usados ndo afetaram de forma significativa a intensidade e a
forma do espectro de absorcdo para concentracéo de 3,1 pmol L™, apresentando apenas um
pequeno deslocamento dos picos de absor¢cdo da AIOHPc em DMSO para comprimentos de
onda de menor energia, quando comparados aos picos de absorcdo da AIOHPc em etanol. Na
Figura 25(b), a qual compara os espectros de fluorescéncia da AIOHPc quando excitada com
636 nm em ambos os solventes, observa-se também um pequeno descolamento do pico de
emissdo da AIOHPc em DMSO para regido de comprimento de onda de menor energia,
guando comparado com o pico de fluorescéncia em etanol, e também se observa menor
intensidade de fluorescéncia da AIOHPc em solvente DMSO. Devido o solvente DMSO
apresentar polaridade maior que o solvente etanol (Tabela 1 do item 5), esta diferenca pode
estar acarretando na diminuicdo da energia entre os estados eletronicos e no deslocamento
para comprimentos de onda de menor energia do pico de fluorescéncia da AIOHPc em
solvente DMSO.?
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Figura 25 — Comparacéo do perfil e intensidade dos espectros: (a) de absor¢do e (b) de fluorescéncia (excitacdo
em 636 nm) da AIOHPc em ambos os solventes. AIOHPc em concentracdo de 3,1 pmol L™ em ambos solventes

Os valores de coeficiente de absor¢cdo molar (g(\)) para os picos de absorcdo da
AIOHPc foram obtidos pela Equacéo 7 (lei de Beer-Lambert) e sdo mostrados na Tabela 4
juntamente com os valores obtidos por Tsubone (para a concentracdo de 3,8 pmol L™ da
AIOHPc em solvente etanol). Os valores calculados para o coeficiente de absor¢do molar da
AIOHPc em etanol e em DMSO sdo consideravelmente préximos, pois as intensidades de
absorcdo da AIOHPc em ambos os solventes foram proximos (Figura 25(a)). Ao comparar 0s
valores de coeficiente de absor¢do molar obtidos com os valores apresentados por Tsubone,
verifica-se que os valores apresentam diferenca, mas a ordem de grandeza dos coeficientes de
absorcdo molar sdo iguais. Em virtude da divergéncia, foi proposto o estudo sistemético de

absorcéo em funcéo da concentragdo, o qual serd apresentado na secdo seguinte (item 6.2).

Tabela 4 — Coeficiente de absor¢do molar (g(A)) da molécula de AIOHPc em solvente etanol e em solvente
DMSO

Em solvente etanol Em solvente DMSO Em solvente etanol
(3,1 umol L™ (3,1 pmol L™ (3,8 umol L™
Apico el Apico el Apico el
(hm)  (@03Lmol*em™y | (nm)  (@03Lmol*cm™) | (nm) (103 L mol™ cm™)
353 43,6 350 43,6 353 82,7
604 26,1 607 26,5 606 42,6
640 21,6 645 22,3 640 37,8
669 167,4 673 169,4 671 263
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Os calculos da eficiéncia quantica de fluorescéncia (®¢) da AIOHPc com excitacdo em
401 nm e em 636 nm nos solventes etanol e DMSO foram realizado utilizando a Equagéo 6
(método comparativo de eficiéncia quantica). Os valores de eficiéncia quantica de
fluorescéncia da AIOHPc sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Eficiéncia quantica de fluorescéncia da molécula de AIOHPc (®¢) na concentragdo de 3,1 umol L™
em etanol e em DMSO

Aexc / NM ®r em etanol ®r em DMSO
401 0,013 0,031
636 0,284 0,274

*No célculo da eficiéncia quantica de fluorescéncia utilizou-se como amostra de referéncia uma solucéo de
clorofila em tolueno (n=1,496), cuja eficiéncia quantica de fluorescéncia é de 0,33.”

No estudo do tempo de permanéncia da AIOHPc no estado excitado (Tabela 6) nos
solventes etanol e DMSO as curvas de decaimento da fluorescéncia foram obtidos com
excitacdo em 401 nm e em 636 nm, nestas curvas realizou-se um ajuste monoexponencial de
acordo com a Equacdo 13. O valor do tempo de vida obtido para a AIOHPc excitada com 401
nm em solvente etanol foi de 6,92 ns e em solvente DMSO foi de 6,18 ns, este tempos foram
ligeiramente mais longo do que o obtido com excitagdo em 636 nm, sendo de 6,91 ns em
etanol e de 6,16 ns em DMSO. No entanto, ao considerar o intervalo de incerteza das medidas
em ambas as irradiacGes pode-se considerar que os tempos de vida sdo similares, ou seja, 0
tempo de vida ndo depende do comprimento de onda nesta concentracdo. Na comparagédo
entre solventes, o tempo de vida da AIOHPc em etanol € mais longo (cerca de 1 ns mais
longo) que em DMSO para ambas as excitacbes. Nas Figura 26(a) e (b), sdo compara as
curvas de decaimento de fluorescéncia da AIOHPc nos diferentes solvente quando excitada

em 401 nm e em 636 nm, respectivamente.

Tabela 6 — Tempo de vida (t) da AIOHPc para concentragdo 3,15 pmol L™ no solvente etanol e no solvente
DMSO, quando excitada em 401 nm e em 636 nm

Aexc / NM 7/ ns em etanol r 7/ nsem DMSO Va

401 6,92 £ 0,04 1,009 6,18 + 0,03 0,987
636 6,91 + 0,04 0,987 6,16 + 0,03 1,007
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Figura 26 — Curva de decaimento de fluorescéncia da AIOHPc no solvente etanol (linha preta) e em solvente
DMSO (linha azul), para excitagdo (a) em 401 nm e (b) em 636 nm. Funcédo resposta do laser em vermelho e
curva de ajuste monoexponencial em verde

6.2 ESTUDO DA CONCENTRACAO NAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DA

AIOHPc

Nesta se¢do foi verificado o comportamento das propriedades fotofisicas da AIOHPc
em funcdo da concentragdo (0,04-363,63 umol L) nos solventes etanol e DMSO. A seguir,
sdo apresentados os resultados obtidos a partir das técnicas de absorcdo Optica, de
fluorescéncia estacionaria e de fluorescéncia resolvida no tempo.

Inicialmente utilizou-se a técnica de absorcdo Optica para verificar o comportamento
das bandas de absorcdo da AIOHPc em funcdo da concentragdo (0,04-30,0 umol L™) em
solventes etanol e DMSO, mostrados nas Figura 27(a) e (c) respectivamente. Observa-se que
ndo ocorre alteracdo significativa na forma dos espectros de absor¢do e tampouco ocorre
deslocamento dos picos de absorcdo da AIOHPc com o aumento da concentragdo. Porém,
verifica-se um aumento da intensidade de absorcdo em funcdo do aumento da concentracdo de
AIOHPc em ambos os solventes como era esperado, devido o nimero de moléculas
absorvedoras aumentar nas solucdes. Para concentragdes maiores que 30 umol L™ em ambos
0s solventes, a intensidade de absor¢do na banda Soret e na banda Q ultrapassou o limite
méaximo de deteccdo do equipamento.

As Figura 27(b) e (d) mostram o comportamento da intensidade dos picos de absorgédo
em funcédo da concentragcdo em solvente etanol e em DMSO, respectivamente. Observa-se que

a intensidade de absorcdo aumenta linearmente para os picos em torno de 353 nm, de 604 nm

44



6 Resultados e discussao

e de 640 nm, no entanto, para 669 nm em etanol e em 673 nm em DMSO, a linearidade ocorre

apenas para concentracdes inferiores a 10 umol L™.

(a) Concentragdo / umol L™
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— 0,36
— 0,65
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Figura 27 — Espectros de absorcdo da AIOHPc em diferentes concentrages nos solventes (a) etanol e (¢) DMSO,

e as intensidade dos picos de absor¢do em fungdo da concentragdo nos solventes (b) etanol e (d) DMSO

A Figura 28 mostra o ajuste linear feito nos graficos de intensidade de absor¢do da

AIOHPc versus concentracdo em etanol ((a) pico em 669 nm e (b) pico em 353 nm, 604 nm,
640 nm) e em solvente DMSO ((c) pico em 673 nm e (d) pico em 350 nm, 607 nm, 645 nm)

com base na Equacdo 7. Para o célculo foi utilizada somente concentragdes inferiores a 1,5

umol L™, pois de acordo com Jayme e colaboradores’” solugdo com concentragdo maior que

1,5 pmol L™ podem apresentar desvios no espectro de absorcdo devido ao efeito de filtro

interno da solucdo ou interagdo entre soluto-soluto ou soluto-solvente. Na Tabela 7 s&o

mostrados os valores do coeficiente de absor¢cdo molar da AIOHPc obtidos através do
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regressdo linear da lei de Beer-Lambert para os picos de absor¢do e a qualidade do ajuste
linear (R?).
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Figura 28 — Intensidade dos picos de absorcdo da AIOHPc em funcdo da concentragdo. (a) Principal pico de
absor¢do em 669 nm e (b) nos picos em 353 nm, em 604 nm e em 640 nm, em solvente etanol. (c) Principal pico
de absor¢do em 673 nm e (d) nos picos em 350 nm, 607 nm e 645 nm, em solvente DMSO. Ajuste linear (linha
tracejada)

Tabela 7 — Coeficiente de absor¢do molar (g(1)) da AIOHPc em solvente etanol e em DMSO e a qualidade da
regressao linear (R?)

Etanol DMSO
A-méx & ;\rméx €
R2 R2

(nm) (103 L mol™ cm™) (nm) (103 L mol™ cm™)

353 58 +2 0,989 350 48 +3 0,975
604 321 0,995 607 31+1 0,986
640 261 0,995 645 25+1 0,986
669 164 +2 0,999 673 200+8 0,987
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Comparando estes resultados de coeficiente de absor¢do molar da AIOHPc em
solvente etanol com os resultados mostrados na Tabela 4 do item 6.1, observa-se que os
valores do coeficiente de absor¢do molar da AIOHPc em etanol foram proximos (ligeiramente
maiores) para todos os picos de absor¢do, em especial o coeficiente de absor¢do molar em 669
nm, cuja diferenca de apenas 3x10% L mol™ cm™. No entanto, os valores obtidos neste estudo
diferem dos valores de coeficiente de absor¢cdo molar da AIOHPc em etanol apresentados por
Tsubone”, porém ainda mantém a mesma ordem de grandeza.

Na comparacdo do coeficiente de absor¢do molar da AIOHPc em solvente DMSO
obtidos neste estudo com os valores da Tabela 4 do item 6.1, verifica-se um aumento
significativo do valor do coeficientes de absor¢do molar do pico em 673 nm, sendo um
aumento de aproximadamente 30x10% L mol™ c¢cm™, no entanto o valor obtido a partir da
regressdo linear apresenta qualidade de ajuste um pouco inferior (R2 = 0,987), quando
comparada a qualidade da regressao linear da AIOHPc em etanol (R? = 0,999). Estes valores
de coeficiente de absor¢do molar da AIOHPc em DMSO comparados com os valores
apresentados por Tsubone da AIOHPc no solvente etanol, também apresentaram diferenca.

O estudo da fluorescéncia estacionaria da AIOHPc em funcdo da concentracdo (0,04-
145 umol L™?) para excitacdo em 636 nm nos solventes etanol e DMSO sdo mostrados nas
Figura 29(a) e (c), respectivamente. Observa-se que com o0 aumento da concentracdo ocorre 0
deslocamento batocromico do pico de emissdo em ambos os solventes e o surgimento de um
ombro em torno de 745 nm, melhor observados nos espectros normalizados da AIOHPc nos
solventes etanol e DMSO mostrados nas Figura 29(b) e (d), respectivamente. O mesmo
comportamento dos espectros de fluorescéncia foi observado nas solucdes de AIOHPc em
ambos os solventes quando excitadas em 350 nm, em 401 nm e em 670 nm, estes resultados
estdo no Apéndice C.
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Figura 29 — Espectro de fluorescéncia da AIOHPc em func¢do da concentracdo no solvente (a) etanol e no (c)
DMSO. Espectro de fluorescéncia normalizada da AIOHPc no solvente (b) etanol e no (d) DMSO. Excitagdo em
636 nm

Dhami e colaboradores’® observaram nos espectros de fluorescéncia das ftalocianinas
sulfonadas de aluminio em solu¢do com diferentes concentracfes além do pico principal de
emissdo a formacdo de um ombro em torno de 750 nm. A ocorréncia deste ombro com o
aumento da concentracdo foi atribuidos ao efeito dos processos de reabsor¢do entre as
moléculas de ftalocianinas, e ndo a formacéo de agregados de ftalocianinas como sugerido por
Yoon e colaboradores’. Sendo assim o ombro observado em torno de 745 nm nos espectros
de emissdo da AIOHPc em funcdo da concentragdo pode estar relacionado a ocorréncia de
transferéncia de energia radiativa por processos de reabsorcdo e reemissdo de fotons entre as

moléculas.
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As Figura 30(a) e (b) mostram os gréficos da intensidade maxima de fluorescéncia da
AIOHPc em funcdo da concentragdo nos solventes etanol e DMSO, respectivamente para as
solucdes excitadas em 350 nm, 401 nm, 636 nm e 670 nm. Pode-se verificar nestas curvas que
a intensidade de emissdo da AIOHPc em ambos os solventes aumenta até a concentracao
proxima de 20 umol L™ para ambos os comprimento de onda de excitagdo, no entanto para

concentracdes superiores a 20 umol L™ comeca a ocorrer supressdo da fluorescéncia.
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Figura 30 — Comportamento do pico de intensidade de fluorescéncia da AIOHPc em fungdo da concentragdo no
solvente: (a) etanol e (b) DMSO, para as solucdes excitas em 350 nm, 401 nm, 636 nm e 670 nm

O aumento da intensidade de fluorescéncia em fungdo do aumento da concentracdo
para valores até 20 pmol L™, independente do comprimento de onda de excitacéo, condiz com
as Equacgdes 8 e 9 abordadas no item 4.2. No entanto, a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia para concentracdes superiores a 20 umol L™ contradiz a Equacéo 8, indicando
que o aumento da concentracdo de AIOHPc nas solugfes poderia estar ocasionando o efeito
de filtro interno, ou que poderia estar ocorrendo processos fotofisicos bimoleculares de
transferéncia de energia radiativa por reabsorcédo e reemissdo entre as moléculas de AIOHPc.

O célculo da eficiéncia quantica de fluorescéncia (®r) da AIOHPc em funcdo da
concentracdo em solvente etanol e em DMSO foram realizados a partir da Equacdo 6. Os
valores de eficiéncia quéntica de fluorescéncia da AIOHPc em funcdo da concentragéo,
referente a excitacdo em 636 nm estdo apresentados na Figura 31. Nesta excitacdo a AIOHPc
apresenta maior eficiéncia quantica de fluorescéncia, sendo de 0,36 na concentracdo de 0,14
umol L™ em solvente etanol e de 0,35 na concentracdo de 0,65 pmol L™ em solvente DMSO.
Para as demais concentragdes a eficiéncia quéntica de fluorescéncia diminui. Essa diminuicéo

pode estar relacionada com o aumento da densidade de molécula na solugdo e

49



6 Resultados e discussao

consequentemente o0 aumento da probabilidade de sucessivas reabsor¢des entre as moléculas
de AIOHPc. A ocorréncia de reabsorcdo também esté associada a area de intersecgdo entre 0s
espectros de absorcdo e emissdo, e esta interseccdo é observada nos espectros da AIOHPc

apresentados nas Figura 23 eFigura 24 do item 6.1.
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Figura 31 — Eficiéncia quantica de fluorescéncia da AIOHPc em func¢do da concentracdo em solvente etanol
(circulo preto) e em solvente DMSO (quadrado vermelho). Excitacdo em 636 nm

As solucbes de AIOHPc em ambos o0s solventes apresentaram maior eficiéncia
quéntica de fluorescéncia quando excitadas em 670 nm, sendo na soluc&o com 0,14 umol L™
de AIOHPc em solvente etanol a ®¢ ~ 0,37 e a solugdo com 0,04 umol L™ de AIOHPc em
solvente DMSO a @ ~ 0,43. Os valores de eficiéncia quantica de fluorescéncia da AIOHPc
em funcdo da concentracdo, referente a excitacdo em 401 nm, em 636 nm e em 670 nm
obtidos em ambos o0s solventes sdo mostrados na Tabela A. 2 do Apéndice D.

As curva de decaimento de fluorescéncia da AIOHPc em funcdo da concentracdo
(0,04-363,63 pumol L™) para ambos os solventes irradiado com o laser em 401 nm e em 636
nm foram obtidas coletando fétons no comprimento de onda do maximo de emissdo do
espectro de fluorescéncia (Figura 29(a) e (c) do item 6.2). As curvas de decaimentos de
fluorescéncia foram melhor ajustadas com fungdo monoexponencial de acordo com a Equagéo
13. Os valores do tempo de vida da AIOHPc com diferentes concentragbes para ambos 0s
solventes estdo na Tabela A. 3 do Apéndice E. A solucdo de AIOHPc com concentragdo de

0,04 pmol L™ em solvente etanol apresentou valores de tempo de vida de 6,13 ns e de 6,07 ns
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quando irradiada em 401 nm e em 636 nm, respectivamente. No entanto, com o aumento da
concentracédo o tempo de vida da AIOHPc fica mais longo, alcangando valores de 10,2 ns (401
nm) e de 10,34 ns (636 nm) na concentracio de 363,63 pmol L™ em etanol. Comportamento
semelhante foi observado nas solugdes de AIOHPc em solvente DMSO, no qual os valores do
tempo de vida da molécula na concentracéo de 0,04 pmol L™ foram de 4,80 ns e de 4,75 ns
com excitacdo em 401 nm e em 636 nm, respectivamente, e na concentracdo de 363,63 pmol
L alcancaram valores de 10,77 ns (401 nm) e de 11,24 ns (636 nm).

As Figura 32(a) e (b) mostram a variacdo do tempo de vida da AIOHPc em funcéo da
concentracdo nos solventes etanol e DMSO, respectivamente. Para as excitacdes em 401 nm e
em 636 nm os valores de tempo de vida da AIOHPc em funcdo da concentracdo foram
equivalentes. Observa-se que a variagdo dos valores do tempo de vida da AIOHPc ocorre de
forma mais abrupta para as concentragdes entre 0,04 umol L™ até 120,0 umol L™, e para
concentracdes maiores que 120,0 pmol L™ o tempo de vida tende a estabilizar para ambos os

solventes.
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Figura 32 — Tempo de vida do AIOHPc (a) em etanol e (b) em DMSO em fungdo da concentragdo, para
excitacdo em 401 nm e em 636 nm

As Figura 33(a) e (b) mostram a comparacdo dos valores de tempos de vida da
AIOHPc em ambos os solvente para a excitagdo em 401 nm e em 636 nm, respectivamente.
Para baixas concentracdes os valores do tempo de vida da AIOHPc no solvente DMSO em
ambas as excitagdes é significativamente mais curto, no entanto com 0 aumento da

concentracgéo os valores do tempo de vida em DMSO tornam-se ligeiramente mais longos.
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Figura 33 — Comparacdo do tempo de vida do AIOHPc nos solventes etanol e DMSO em fungdo da
concentragdo, quando excitado em (a) 401 nm e (b) em 636 nm

O aumento do tempo de vida da AIOHPc em funcdo da concentracdo em ambos 0s
solventes, reforca a hipdtese da ocorréncia de transferéncia de energia radiativa entre as
moléculas de AIOHPc devido a sucessivas reabsorcdes e reemissdes, favorecida pelo aumento
da concentraco.’®

Sendo o modelo de Birks um método teorico, o qual também permite simular a
eficiéncia quéantica de fluorescéncia de moléculas na presenca da transferéncia de energia
radiativa por processos de reabsorcOes e reemissdes, utilizou-se inicialmente os valores do
tempo de vida obtidos da AIOHPc em diferentes concentragdes nos solventes etanol e DMSO
com irradiacdo em 636 nm na Equacdo 1 para obter o valor da probabilidade média de um
unico foton emitido ser absorvido (&), para cada concentragdo. A partir dos valores de @ e do
valor da eficiéncia quéntica de fluorescéncia da AIOHPc na auséncia de transferéncia de
energia radiativa (@), obteve-se o valores de eficiéncia quantica de fluorescéncia na presenca
de transferéncia de energia radiativa (®), utilizando a Equacdo 2. As Figura 34(a) e (b)
comparam a eficiéncia quantica de fluorescéncia em funcdo da concentracdo de AIOHPc
prevista pelo modelo de Birks (todos o valores estdo Tabela A. 2 no Apéndice D) com a
obtida experimentalmente através da Equacdo 6 em solvente etanol e em DMSO,
respectivamente, relativo a excitagdo em 636 nm. Observa-se que os valores de eficiéncia

guéantica de fluorescéncia obtida pelo modelo de Birks e pelo método experimentalmente
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diminuem com o aumento da concentracdo em ambos os solventes, apresentando uma curva

de diminuicdo semelhante.
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Figura 34 — Comparacéo da eficiéncia quantica de fluorescéncia (®r) da AIOHPc dada pelo modelo de Birks
(Eq. 2) como a eficiéncia quantica de fluorescéncia obtida pelo método experimental (Eq.6), em solvente (a)
etanol e em (b) DMSO

Com base nos resultados de fluorescéncia apresentados por Dhami’® e com os

resultados de eficiéncia quantica de fluorescéncia obtidos usando as equagfes do modelo de
Birks, confirma a hipétese de que o aumento da concentracdo de AIOHPc nas solucBes esta
ocasionando processos fotofisicos bimoleculares de transferéncia de energia radiativa causado
por reabsorcdo e reemissdo de fotons entre as moléculas de AIOHPc. Esta transferéncia de
energia radiativa € responsavel pela: diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da AIOHPc
nos solventes etanol e DMSO, surgimento de um ombro em 745 nm, diminuicédo da eficiéncia
quéntica de fluorescéncia da AIOHPc e aumento dos valores de tempo de vida da AIOHPc em

fungédo do aumento da concentragéo.

6.3 ESTUDO DA AIOHPc EM MISTURA ETANOL/AGUA DESTILADA

As ftalocianinas sdo moléculas hidrofobicas e consequentemente em presenca de 4gua
elas tendem a se agregarem, podendo causar alteracdes das propriedades fotofisica que as
ftalocianinas apresentam quando na forma monomolecular. Devido os fotossensibilizadores
utilizados na TFD serem aplicado em meio aquoso (sangue, contém em torno de 81 % de
80,81

agua™""), o estudo do comportamento das propriedades fotofisicas da molécula de AIOHPc

na presenca de agua torna-se, portanto, relevante. Sendo assim, foi realizado um estudo da
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AIOHPc nas concentracdes de 1,0 umol L™; de 4,0 umol L™ e de 70,0 pmol L™ em diferentes
proporcdes volumétricas de etanol/agua destilada (v/v), utilizando as técnicas de absorcéo
Otica, de fluorescéncia estacionaria, de espalhamento de luz ressonante e de fluorescéncia
resolvida no tempo.

A concentragdo de 1,0 pmol L™ e de 4,0 umol L™ de AIOHPc utilizadas neste estudo
foram intencionalmente escolhidas com base nas concentracbes de AIOHPc em etanol
apresentados no estudo anterior (item 6.2), vistos que nessas concentracdes ndo héa indicios da
ocorréncia significativa de processos fotofisicos bimoleculares. A concentracao de 70,0 umol
L™ de AIOHPc foi escolhida por ser uma concentracdo considerada elevada, a qual ja
apresenta indicios de processos bimoleculares, como a supressdao da intensidade de
fluorescéncia e 0 aumento do tempo de vida devido as reabsor¢es como verificado no estudo
anterior (item 6.2).

Os espectros de absorcdo da solucdo de AIOHPc na concentracdo de 1,0 umol L™ com
diferentes proporcbes volumétrica de etanol/agua (v/v) s@o mostrados na Figura 35. Nesta
concentracdo os espectros de absor¢do da AIOHPc para as solucbes com 10-60 % de agua
(v/v) apresentam formas semelhantes ao espectro obtido da solugdo com 0 % de &gua e ao
espectro de absorcdo da AIOHPc em solucgéo pura de etanol apresentado na Figura 23 do item
6.1. Porém, o pico de maior intensidade de absorcdo em 675 nm (banda Q) apresenta um
pequeno deslocamento para comprimentos de onda de menor energia (deslocamento
batocromico) e uma diminuicdo da intensidade de absor¢do em funcdo do aumento da
proporcédo de agua (v/v). Para a solugcdo de AIOHPc com 65 % de agua (v/v), observa-se uma
diminuicdo significativa da intensidade de absorcdo nos picos da regido da banda Q e o
surgimento de um pico em torno de 831 nm. Nas solu¢Ges com 70-90 % de agua (v/v), 0s
espectros de absorcdo da AIOHPc apresentam alteracéo significativa quando comparados com
os espectros de absorcdo das solucdes de 0-60 % de agua (v/v) e da Figura 23, sendo
observado: o desaparecimento do pico de absor¢do em torno de 675 nm, o alargamento do
pico em torno de 612 nm, e o deslocamento de 46 nm do pico em torno de 836 nm para
comprimentos de onda de maior energia em funcdo do aumento da proporcdo de agua (v/v)
nas solucdes. Em detalhe na Figura 35 € mostrado o comportamento da intensidade dos picos
de méxima absorcdo em fungdo da proporcdo de agua (v/v), onde se observa a diminuigdo
significativa da intensidade de absor¢do do pico em 675 nm para as solugfes com proporgoes

acima de 65 % de agua (v/v).
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Figura 35 — Espectros de absor¢do da AIOHPc com concentracdo de 1,0 pmol L™ em etanol com diferentes de
proporcéo de agua (v/v). Em detalhe, maximos de intensidades dos picos de absorcdo da AIOHPc em funcéo da
proporcéo de 4gua (v/v) nas solucdes com concentragéo de 1,0 umol L™

Os espectros de absorcdo das solugdes de AIOHPc com concentracéo de 4,0 umol L™
com diferentes proporc¢des de 4gua sdo mostrados na Figura 36, e apresentam comportamento
semelhante ao das solugdes na concentracdo de 1,0 umol L™, Os espectros de absorcéo da
AIOHPc (4,0 umol L) nas solucdes com 10-50 % de &gua (Vv/v) apresentam formas
semelhantes ao espectro obtido com 0 % de &gua e ao espectro de absorcdo da AIOHPc em
solugéo pura de etanol da Figura 23 do item 6.1. No entanto, para a solugdo com 60 % de
agua (v/v), se observa uma maior alteracdo na forma do espectro e o surgimento do pico em
torno de 836 nm. Nas solucdes com 70-90 % de agua (v/v), também se observa: o
desaparecimento do pico de absorcdo em torno de 675 nm, o alargamento do pico em torno de
612 nm e o deslocamento de 50 nm do pico em torno de 836 nm para comprimentos de onda
de maior energia em funcdo do aumento da proporcéo de agua (v/v) nas solucbes. Em detalhe
na Figura 36 é mostrado o comportamento da intensidade dos picos de absorcdo em funcédo da

proporc¢do de agua (V/v).
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Figura 36 — Espectros de absor¢do da AIOHPc com concentracdo de 4,0 pmol L™ em etanol com diferentes de
proporcdo de agua (v/v). Em detalhe, méximos de intensidades dos picos de absorcao da AIOHPc em fungdo da
proporcéo de 4gua (v/v) nas solucdes com concentragdo de 4,0 umol L™

Na Figura 37 s@o mostrados os espectros de absor¢do da AIOHPc com concentracéo
de 70,0 pmol L™. Para as solucBes com 10 % e 20 % de agua (v/v) 0s espectros de absorcao
apresentam formas semelhantes ao espectro obtido com 0 % de agua e ao espectro de
absorcdo da AIOHPc em solugdo pura de etanol da Figura 23 do item 6.1, com o pico de
maior intensidade de absor¢do em torno de 675 nm, apresentando um pequeno deslocamento
para comprimentos de onda de menor energia e ligeira diminuicdo da intensidade de absor¢éo
em funcdo do aumento da proporcao de agua (v/v). Neste caso, 0 surgimento de um pico de
absorcdo em torno de 848 nm ja é observado para a solucdo com 30 % de agua (v/v), o qual se
desloca para comprimentos de onda de maior energia em funcdo da proporc¢édo de agua (V/v),
apresentando um deslocamento de 68 nm quando comparado com o pico de absorcdo em 780
nm da solucdo com 90 % de agua (v/v). A solucdo com 40 % de agua (v/v) apresenta uma
diminuicdo significativa da intensidade de absor¢cdo do pico em torno de 675 nm e para as
solugdes com 60-90 % de agua (v/v) ndo se observa mais a presenca deste pico. Em detalhe
na Figura 37, € mostrado o comportamento da intensidade dos picos de absor¢do em funcéo

da proporcéo de agua (v/v).

56



6 Resultados e discussao

3,01
< 3.0 Pico de absorgdo em:  ‘®- - 612,0 nm 675,0 nm % de é'gua (V/V)

p5Ji28let e tEIm L - 0-30% 00
11 —10
. E g 1:07. ...-__. ",”A A AL =68,0 nm —_—20
Cg 2,0 ] % 051 Ca ....l". e 6 ;_.l 30
- ] £ 0,0 | 1 40

1.5 0 20 40 60 80 100 | !
z% ’5 ] % de agua (v/v) 40 % 1 1 —50
8'\ : 1 1 —_— 55
g 103 —— 60
=2 : ——65
< 0,5 / ; —70
y — 80
0,0 55-90 % 90

400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (hm)

Figura 37 — Espectros de absorgdo da AIOHPc com concentragdo de 70,0 umol L™ em etanol com diferentes de
propor¢éo de agua (v/v). Em detalhe, maximos de intensidades dos picos de absor¢do da AIOHPc em fungéo da
proporcao de &gua (v/v) nas solugBes com concentracao de 70,0 pmol L™

De forma geral, estes resultados mostram que as modifica¢cbes mais significativas do
espectro de absorcdo da AIOHPc ocorreram nas solucdes com proporc¢do de agua (v/v) acima
de 65 % para a concentracdo de 1,0 umol L™, acima de 60% de &gua para a concentracdo de
4,0 pmol L™ e acima de 50% de agua para a concentragdo de 70 umol L™. As alteracdes na
forma do espectro de absorcdo podem estar relacionadas com a formacdo de agregados. Em
especial o pico de absorcdo observado em torno 830 nm, indica uma possivel formacdo de
agregados do tipo J (lado-a-lado), visto que esses agregados tém como caracteristica a
absorcdo em comprimentos de onda de menor energia.

As Figura 38(a) e (b) mostram os espectros de fluorescéncia obtidos excitando com
636 nm as solucdes com concentracéo de 1,0 pmol L™ e 4,0 umol L™, respectivamente. Nota-
se que os espectros de fluorescéncia apresentaram resultados semelhantes para estas
concentragdes, nos quais se verifica o deslocamento do pico de fluorescéncia para
comprimentos de onda de menor energia e a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia em
funcdo do aumento da proporcdo de &gua (v/v). Nestas concentragdes, nas solugcdes de
AIOHPc com 70-90 % de agua (v/v) ndo foi detectada emissdo. O grafico em detalhe na
Figura 38(a) (1,0 umol L™) e na Figura 38(b) (4,0 umol L), mostra a intensidade do pico de
emissdo em fungdo da proporcao de agua (v/v). Estes graficos mostram que a intensidade de

fluorescéncia da AIOHPc diminui com o aumento da proporcdo de agua (v/v) nas solucdes.
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Na concentragdo de 1,0 umol L™ a diminuicéo de intensidade é mais significativa entre as
solucBes com 60-65 % de agua (v/v), e para a concentracdo de 4,0 umol L™ a alteracdo mais

significativa ocorre entre 50-60 % de agua (v/v).
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Figura 38 — Espectros de fluorescéncia (he = 636 nm) da AIOHPc com concentragdo (a) de 1,0 umol L™ e de
(b) de 4,0 umol L™ em diferentes proporgdes volumétricas de etanol/agua (v/v). Nas figuras em detalhes estdo os
graficos de intensidade méxima do pico de emissdo em fungéo da proporcédo de agua (v/v)

Os espectros de fluorescéncia da AIOHPc com concentracéo de 70,0 umol L™ obtidos
irradiando em 636 nm as solu¢des com diferentes propor¢oes de agua (v/v), sdo mostrados na
Figura 39. Para esta concentracdo os espectros de fluorescéncia das solugdes de 0-30 % de
agua (v/v) apresentaram o pico de fluorescéncia em torno de 692 nm e a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da propor¢do de agua (v/v), como observado nas
concentracdes de 1,0 pmol L™ e de 4,0 pmol L™ em funcdo da proporcdo de 4gua (v/v). No
entanto, para as solucdes de 40-65% de agua (v/v) a intensidade de fluorescéncia diminui com
0 deslocamento do pico de fluorescéncia para comprimentos de onda de maior energia. Para
as solucbes com 70-90 % de &gua (v/v) nédo foi detectada emissdo. Em detalhe na Figura 39, é
mostrado o comportamento da intensidade do pico de fluorescéncia em funcgdo da proporcao

de &gua (V/v).
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Figura 39 — Espectros de fluorescéncia estacionaria (Ae. = 636 nm) da AIOHPc com concentragdo de 70,0 umol
L™ em fungdo da proporcao de &gua (v/v). Em detalhe, intensidade méaxima do pico de fluorescéncia em funcéo
da proporcéo de &gua (v/v)

As solucdes de AIOHPc em mistura etanol/agua com concentragdes de 1,0 umol L™,
4,0 umol L™ e 70 umol L™, também foram irradiadas em 350 nm e em 401 nm e 0s espectros
de fluorescéncia obtidos apresentaram forma semelhante com os obtidos com excitagdo em
636 nm.

Com base nos resultados de absorcao e de fluorescéncia da AIOHPc observa-se que o
aumento da proporcdo de agua (v/v) nas solucBes esta ocasionando dois tipos de regimes,
sendo no regime 1 a &gua esta favorecendo a formacdo de agregados de AIOHPc nas
concentracdes estudadas para solu¢cdes com mais de 50 % de agua (v/v), e no regime 2 a dgua
estd atuando como molécula supressora de fluorescéncia nas solugcdes com proporcdes de
agua inferiores a 50 % (v/v).

De acordo com Tsubone e colaboradores™ a técnica de espalhamento de luz
ressonante (RLS) pode ser utilizada para verificar se ha presenca de agregados nas solucdes,
sendo assim foram obtidos espectros de RLS para as solucdes com 0-90 % de agua (v/v) com
concentracéo de 1,0 umol L™, de 4,0 umol L™ e de 70,0 umol L, como mostrado nas Figura
40 (a), (b) e (c), respectivamente. Os espectros de espalhamento de luz ressonante da AIOHPc
nestas concentracdes foram corrigidos de acordo com as equacgdes 10, 11 e 12 mostradas no
item 4.3.%°

Na Figura 40(a) os espectros corrigidos de RLS das solugbes de AIOHPc na
concentracdo de 1,0 umol L™ para 0-60 % de &gua (v/v) ndo apresentaram intensidade de

espalhamento, sugerindo que as solugdes estdo com alta proporgédo de AIOHPc na forma
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monomolecular. As solu¢fes com 65 % e 70 % de &gua (v/v) apresentam intensidade de
espalhamento nos espectros, indicando a possivel agregacdo das moléculas de AIOHPc. E nas
solugdes com 80-90 % de agua 0s espectros ndo apresentam intensidade de espalhamento, isto
de acordo com Tsubone indica a possivel precipitacio da AIOHPc nas solugcbes. J& nos
espectros corrigidos de RLS das solugBes com concentracdo de 4,0 pmol L™ (Figura 40(b)) a
intensidade de espalhamento para as solugdes de AIOHPc com 0-40 % de agua (v/v) é baixa,
indicando também que as solugdes apresentam alta proporcdo de moléculas AIOHPc na forma
monomolecular. Nesta concentracdo observa-se que a solugdo com 50 % de agua (V/v) ja
apresenta intensidade de espalhamento no espectro, a qual aumenta até a solugdo com 70 %
de agua (v/v). Para as solugdes com 80 % e 90 % ainda ocorre espalhamento, porém com
menor intensidade.

Na concentracdo de 70,0 pmol L™ o espectro corrigido de RLS (Figura 40(c)) para a
solucdo com 0 % de agua (v/v) ndo apresenta intensidade de espalhamento, indicando que as
moléculas de AIOHPc na solucéo estdo na forma monomolecular. No entanto, nas solugcfes
com 10-55 % de agua (v/v) observa-se o aumento da intensidade de espalhamento nos
espectros, possivelmente devido a formacdo agregados de AIOHPc causando pela alta
hidrofobicidade das moléculas de AIOHPc em &gua. Este aumento da intensidade de
espalhamento pode estar atribuido a quantidade e/ou ao tamanho dos agregados formando em
funcdo da proporcdo de agua (v/v). Para as solu¢des com 60 % de agua ou mais a intensidade
de espalhamento diminui, possivelmente devido a precipitacdo da AIOHPc com o aumento da
proporcao de agua (v/v) nas solucdes.”>®?

A Figura 40(d) mostra a curva normalizada formada a partir dos picos de maxima
intensidade de espalhamento dos espectros corrigidos de RLS em funcdo da propor¢do de
4gua (v/v), para todas as concentragdes. Nas concentragdes de 1,0 umol L™ e de 4,0 umol L™
ocorre 0 aumento da intensidade de espalhamento nas solugdes com até 70 % de agua (v/v) e
depois diminui para as solu¢Ges com 80 % e 90 % de agua (v/v). Na concentracdo de 70,0
umol L™ o maximo da intensidade de espalhamento ocorre na solugdo com 55 % de agua

(v/v), e na solugdo com 60 % ou acima disto, a intensidade de espalhamento diminui.
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Figura 40 — Espectros corrigidos de RLS da AIOHPc com concentracéo de (a) 1,0 umol L™, de (b) 4,0 pmol L™
e de (c) 70,0 pmol L™, em funcéo da proporcéo de dgua (v/v). Curva da intensidade maxima de espalhamento
dos espectros de RLS da AIOHPc em fun¢do da proporcéo de agua (v/v)

Com base nos resultados de RLS pode-se dizer que nas solugdes acima de 50 % de
agua (v/v) (regime 1) esta ocorrendo a agregacao das moléculas de AIOHPc. E a partir dos
resultados de absorcdo, de fluorescéncia e de RLS, verifica-se que quanto mais concentrada as
solucdes de AIOHPc menor seréd a porcentagem de agua necessaria para causar alteragcdes nas
propriedades dpticas da molécula.

A utilizacdo da técnica TCSPC além de permitir determinar o tempo de permanéncia
das moléculas fluorescentes no estado excitado, também permite verificar a ocorréncia de
formacdo de agregados moleculares, como no caso das moléculas de metaloftalocianinas, as
quais em forma agregada podem apresentar estados excitados com mais de um tempo de vida,
sendo estes mais curtos, da ordem de 1-2 ns e 0,1-0,5 ns, quando comparado ao tempo de vida
da forma monomolecular (sem ocorre processos de transferéncia de energia radiativa),

geralmente entre 4-6 ns.” "
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Na Figura 41(a) sdo mostrados os valores dos tempos de vida da AIOHPc na
concentracdo de 1,0 umol L™ em funcéo da proporcées de agua (v/v) quando excitadas em
401 nm. As curvas de decaimento de fluorescéncia da AIOHPc obtidas para esta concentragéo
neste estudo sdo mostradas na Figura A. 4 do Apéndice F. A solucdo de AIOHPc em etanol
puro (0 % de agua) apresentou um unico tempo de vida em torno de 6,74 ns, obtido por ajuste
monoexponencial (Equacdo 13). Nas solu¢des com 10-60 % de agua (v/v) os decaimentos
também foram monoexponencial e os valores dos tempos de vida da AIOHPc diminuiram
ligeiramente em funcéo da proporcao de agua (v/v) nas soluces, alcangando o valor de 5,76
ns (diferenca de 1,07 ns) para a solucdo com 60 % de agua (v/v). Para as amostras com 65-90
% de agua (v/v) foram obtidos trés tempo de vida da AIOHPc distintos a partir do ajuste
triexponencial (Equacdo 13), sendo o tempo de vida mais longo (t1) da ordem de 5,5 ns e
outros dois tempos mais rapidos, um intermediario (t2) em torno de 1,2 ns e outro mais curto
(t3) em torno de 0,15 ns. Pode-se atribuir o tempo de vida mais longo a emissdo da AIOHPc
na forma monomolecular e os demais tempos a agregacdo da molécula. A Figura 41(b) mostra
a amplitude (contribuicdo) de cada tempo de vida da AIOHPc em funcdo da proporcéo de
agua (v/v). Nas solucgbes entre 0-60 % de agua (v/v) a contribuicdo foi de 100 % para o tempo
de vida mais longo (A;), atribuido a emissdo da forma monomolecular da AIOHPc. Na
solugdo com 65-90 % de agua (v/v) a amplitude do tempo de vida mais longo (A;) diminui de
88,06 % para 15,54 % enquanto as amplitudes do tempo de vida t, e T3 aumentam em funcéo
da proporcdo de agua, sendo a variacdo da amplitude de A, de 3,59 % para 25,35 % e a de A3
de 8,35 % para 59,11 %. Os valores de tempo de vida da AIOHPc com concentragédo de 1,0

umol L'e as respectivas amplitudes estdo na Tabela A. 4 do Apéndice G.
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Figura 41 — (a) tempos de vida da AIOHPc com concentragio de 1,0 umol L™ em mistura etanol/agua quando
irradiada com 401 nm e (b) suas respectivas amplitudes

Os valores dos tempos de vida da AIOHPc em concentragdo de 4,0 pmol L™ com
diferentes porcentagem de agua (v/v) e as respectivas amplitudes obtidos com excitacdo em
401 nm sdo mostrados nas Figura 42(a) e (b), respectivamente. Na solucdo de AIOHPc em
etanol puro (0 % de agua) o tempo de vida obtido com um ajuste monoexponencial foi em
torno de 7,29 ns. Para as soluc¢des de 10-50 % de agua (v/v), os valores do tempo de vida da
AIOHPc nas solucBes foram obtidos por ajuste monoexponencial, e os valores dos tempos de
vida diminuiram ligeiramente com o aumento da proporcao de agua (v/v), sendo o tempo de
vida na solucdo com 50 % de &gua (v/v) de 5,75 ns (diferenca de 1,54 ns). Ja para as amostras
com 60-90 % de &gua (v/v) foram obtidos trés diferentes tempos de vida da AIOHPc a partir
do ajuste triexponencial, cujo tempo de vida mais longo (t;) foi da ordem de 5,4 ns e outros
dois tempos, um intermediario (t2) em torno de 1,2 ns e outro mais curto (t3) em torno de 0,15
ns. Com relacdo as amplitudes de tempos de vida da AIOHPc em fungdo da proporcgédo de
agua (Figura 42(b)), as solucGes entre 0-50 % de agua (v/v) a contribuicdo (A;) foi de 100 %
para o tempo de vida mais longo, novamente atribuido a emissao da forma monomolecular da
AIOHPc e para a solucdo de 65-90 % de agua (v/v) a amplitude do tempo de vida mais longo
(A1) diminui de 73,17 % para 13,54 % enquanto as amplitudes do tempo de vida t; € 13
aumentam em funcgdo da proporcao de agua, sendo a amplitude A, variando de 7,3 % para
19,13 % e a Az de 19,53 % para 67,33 %. Os valores de tempo de vida da AIOHPc com
concentracdo de 4,0 pmol L™e suas respectivas amplitudes, estido na Tabela A. 5 do Apéndice
G.
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Figura 42 — (a) tempos de vida da AIOHPc com concentragio de 4,0 umol L™ em mistura etanol/agua quando
irradiada com 401 nm e (b) suas respectivas amplitudes

Como mostrado nas Figura 43(a) e (b) os valores dos tempos de vida da AIOHPc em
concentracdo de 70,0 umol L™ com diferentes porcentagem de &gua (v/v) e as respectivas
amplitudes quando excitada em 401 nm, apresenta comportamento semelhante aos resultados
das concentragdes de 1 umol L™ e de 4 umol L™. Na solugdo de AIOHPc etanol puro obteve-
se um Unico tempo de vida em torno de 10,68 ns, obtido por um ajuste monoexponencial e
para as solucbes de 10-55 % de agua (v/v), as curvas de decaimento fluorescéncia também
apresentaram um melhor ajuste monoexponencial e os valores dos tempos de vida da AIOHPc
diminuiram com o aumento da proporcdo de agua (v/v), alcancando valores de 5,87 ns
(diferenca de 4,81 ns) para a solu¢do com 55 % de agua (v/v). Nas solu¢es com 60-90 % de
agua (v/v) os decaimentos apresentaram trés distintos tempos de vida da AIOHPc (obtidos
com um ajuste triexponencial), sendo o tempo de vida mais longo (t;) da ordem de 5,5 ns e
outros dois tempos, um intermediario (t,) em torno de 1,1 ns e outro mais curto (t3) em torno
de 0,10 ns. Na amplitude de cada tempo de vida da AIOHPc em funcdo da proporcdo de dgua
(v/v) (Figura 43(b)), as soluc@es entre 0-55 % de &gua (v/v) tem amplitude de 100 % para o
tempo de vida mais longo (A;), atribuido a emissédo da forma monomolecular da AIOHPc. Na
solugdo com 60-90 % de agua (v/v) a amplitude do tempo de vida mais longo (A;) diminui de
79,97 % para 10,21 % enquanto as amplitudes do tempo de vida 1, e t3 aumentam em funcao

da proporc¢éo de agua, sendo a variagdo da amplitude de A, de 2,42 % para 13,56 % e a de A3
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de 17,61 % para 76,23 %. Os valores de tempo de vida da AIOHPc com concentragdo de 70,0
umol L, e suas respectivas amplitudes, estdo na
Tabela A. 6 do Apéndice G.
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Figura 43 — (a) tempos de vida da AIOHPc com concentrag&o de 70,0 umol L™ em mistura etanol/agua quando
irradiada com 401 nm e (b) as respectivas amplitudes

A Figura 44 compara os valores dos tempos de vida de AIOHPc obtidos na
concentracdo de 1,0 pmol L?, de 4,0 pmol L e de 70,0 umol L. Observa-se nestas
concentracdes o tempo de vida mais longo atribuido a forma monomolecular da AIOHPc
diminuindo com 0 aumento da proporc¢do de agua (v/v). A diminui¢do do tempo de vida da
AIOHPc em fungdo da proporcdo de agua (v/v) pode ser estar relacionada ao processo
fotofisicos bimoleculares de supressdo de fluorescéncia (item 1.2.1), sendo a &gua o0 agente
supressor. Para as solucdes de AIOHPc com 60-90 % de agua (v/v) independente da
concentracdo, a ocorréncia de trés tempos de vida evidencia a coexisténcia de moléculas e
agregados. No qual o tempo de vida mais longo da AIOHPc corresponde & emissdo
monomolecular, os dois outros tempos de vida (t2 = 1,2 ns e 13 ~ 0,15 ns) estdo relacionado a
emissdo dos agregados (possiveis dimeros, trimeros e/ou tetrdmeros), como verificado para a

Ftalocianina de Cloro Aluminio (AICIPc) de acordo com Jayme e colaboradores’”.

65



6 Resultados e discussao

12
1,0 pmol L™
E -l ot
10 '
1 @ T,
2 g A
S | = | 4,0 It
('U 4 ] — T - y p.mO .
9 6 _- L I . --/ M ‘A, . _ - ‘El
> 1 \—/"‘:u...:,""é @ 1
S - A
4 1 A
o ]
g' 5 ] l 70,0 pmol L™
(D) ] ® . 1
E o ... . . @ :: '..
. A A " K
04 ABA..A. . A .

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% de Agua (V/v)

Figura 44 — Comparacéo dos tempos de vida da AIOHPc para a concentragdo de 1,0 umol L™ (simbolos preto),
de 4,0 umol L™ (simbolos vermelho) e de 70,0 pmol L™ (simbolos verde), em fungdo das proporcio de agua
(v/v) nas solucdes, irradiada com 401 nm

Ainda para elucidar sobre o regime 2, no qual foi observado diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia nas concentracdes de 1,0 pmol L™, 4,0 umol L™ e 70,0 pmol L™
em funcdo da proporcao de agua (v/v), foi realizado um estudo para verificar qual o processo
de supressdo de fluorescéncia que ocorre nas solucbes de AIOHPc causado pelas moléculas de
agua. A Figura 45 mostra o grafico de Stern-Volmer, dado pela razdo dos picos de
fluorescéncia da AIOHPc (fluorescéncia na auséncia do supressor pela fluorescéncia com
supressor, Fo / F) em funcdo da concentracdo molar da 4gua, para as concentracfes estudadas.
Observa-se que para as solucdes com concentracdo molar entre 0-27,77 mol L™ (solucdes de
0-50 % de agua (v/v)) a curva exibiu um comportamento linear para ambos os solventes. Com
base neste comportamento linear do grafico de Stern-Volmer e com os resultados do tempo de
vida da AIOHPc em mistura etanol/agua (v/v), os quais mostraram variacdo no tempo de vida
em fungdo da proporcdo de agua (v/v), a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da
AIOHPc para as solucbes entre 0 % até 50 % de agua (v/v), para estas concentracfes séo
caracteristicos da ocorréncia da supressdo dindmica. Neste caso a diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia da AIOHPc esta ocorrendo devido a colisdo entre molécula de agua e
molécula de AIOHPc excitada, consequentemente a molécula de AIOHPc excitada retorna ao
estado fundamental So sem emitir um féton (Item 1.2.1).
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Em detalhe na Figura 45, é mostrado o ajuste linear das solu¢fes de AIOHPc para as
concentracdes de 1,0 umol L™, de 4,0 pmol L™ e de 70,0 umol L, com concentracéo molar
de 4gua variando de 0-16,67 mol L™ (0-30 % de &gua (v/v)) utilizando a Equacéo 3. Os
valores das constantes de Stern-Volmer (Tabela 8) foram de 30 mL mol™ para a concentracéo
de 1,0 umol L, de 22 mL mol™ para a concentracéo de 4,0 pmol L™ e de 14 mL mol™ para a

concentracio de 70,0 umol L™,

30
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25 ® 431 pumollL™
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Figura 45 — Curva de Stern-Volmer obtida a partir da fluorescéncia da AIOHPc¢ (solugdes com 0-60% agua (v/v))
quando excitada com 636 nm em fungdo da concentracdo molar da agua, nas concentragdes de 1,0 pmol L™, 4,0
pumol L™ e 70,0 umol L. Em detalhe, ajuste linear (linha tracejada) do grafico de Stern-Volmer (solugdes com
0-30% &gua (v/v))

A partir da constante de Stern-Volmer (Ksy) pelo tempo de vida da AIOHPc na

auséncia de supressor (to) (Equacao 3), pode-se calcular a constante de supressao bimolecular

(kg), OU seja:

A constante de supressdo bimolecular informa a eficiéncia do supressor ou a
acessibilidade da molécula (AIOHPc) ao supressor (dgua). Estudos mostram que na supressao

controlada por difusdo a constante de supressdo bimolecular é proxima de 1x10'° L mol™ s*.2
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Para moléculas que apresentem constante de supressao bimolecular menor que este valor a
eficiéncia de supressdo é considerada baixa.?

Sendo assim, os valores da constante de supressao bimolecular obtidos (Tabela 8)
foram: de 4,45x10° L mol™ s para a concentracéo de 1,0 pmol L, de 3,02x10° L mol™ s na
concentracdo de 4,0 pmol L™ foi e de 1,31x10° L mol™ s™ na concentracéo de 70,0 pmol L™,
Estes resultados mostram que: a agua apresentou baixa eficiéncia de supressdo nas moléculas
de AIOHPc e que as acessibilidades das molécula de 4gua diminuem com o aumento da

concentracéo de AIOHPc.

Tabela 8 — Valor da constante de Stern-Volmer (Ksy) para o caso de supressdo dindmica da AIOHPc, constante
de supressdo bimolecular (ky) e qualidade do erro (R?)

Concentracdo de AIOHPc Ksv Kq -
pmol L™ mL mol™ L mol™ts?
1,0 301 4,45x10° 0,999
4,0 22+2 3,02x10° 0,999
70,0 14+3 1,31x10° 0,996

Para as soluces com mais de 27,77 mol L™ de agua (mais de 50 % de &gua (v/v)), a
ndo linearidade observada na curva de Stern-Volmer é atribuida a extingdo da fluorescéncia
causada devido a formacdo de agregado de moléculas de AIOHPc. Resultados similares da
transicdo de mondmero/agregado foram observados por Jayme e colaboradores’’, na qual
ocorreu a agregacdo da molécula de Ftalocianina de Cloro Aluminio (AICIPc) para solucdes

com propor¢des de dgua acima de 50 %.

6.4 FOTOFISICA DA AIOHPc EM NANOESFERAS DE ACIDO POLILACTICO

A seguir serd apresentado o estudo das propriedades fotofisicas da AIOHPc em
nanoesferas de acido polilactico (PLA), realizados a partir das técnicas de absor¢do oOpticas,
de fluorescéncia estacionaria e de fluorescéncia resolvida no tempo. Foram preparadas
formulagGes com diferentes quantidades de massa de AIOHPc, como mostrado na Tabela 2 do
item 5.

A Figura 46 compara 0s espectros de absorcdo das formulagdes. O espectro de
absorcéo da Formulagéo “branca” (ndo contém AIOHPc) nédo foi apresentado, devido a curva
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6 Resultados e discussao

de absorcdo obtida representar a “absorc¢ao de fundo” gerada pelo espalhamento da luz (fonte
de radiacdo) nas nanoesferas em meio aquoso. O espectro de absor¢do da Formulagdo 1 nédo
indica absorcédo associada a presenca de AIOHPc possivelmente devido a baixa quantidade de
massa utilizada. A alteracdo da forma do espectro de absor¢do da Formulacdo 2 indica a
presenca da AIOHPc. Nas Formulagdes 3 e 4 os espectros de absor¢do apresentam pico de
absorcdo em torno de 675 nm caracteristico da AIOHPc em forma monomolecular, e 0s picos
em torno de 592nm e de 809 nm caracteristicos da AIOHPc em presenca de agua, como

apresentado no item 6.3, indicando a existéncia de agregados de moléculas de AIOHPc.

675 nm

592 nm 809 nm

Absor¢ao / u.a.

[
' —— Formulacgo 4
: Formulag&o 3
I —— Formulagao 2
[
[
[
[

I
I
I
I
i
I
I
: — Formulacgao 1
I

I

400 600 800 1000
Comprimento de onda / nm

Figura 46 — Espectros de absorcéo das formulac6es contendo AIOHPc em nanoesferas de PLA

Estes resultados indicaram que nas formulacdes, ha moléculas de AIOHPc na forma
agregada e monomolecular. No caso do agregado ndo é possivel determinar se estes
encontram-se no meio externo (agua) ou nas nanoesferas de PLA seja no interior ou na
superficie. A AIOHPc monomolecular possivelmente encontra-se ligada a nanoesfera de PLA,
pois por ser hidrofobica, no meio externo ocorreria agregacao.

A Figura 47 mostra os espectros de fluorescéncia quando irradiada em 636 nm, no
qual se observa o pico de emissdo em torno de 680 nm para as Formulagcbes 2-4, com
comportamento caracteristico da AIOHPc em etanol, conforme observado no item 6.1. Para as

Formulagbes 2 e 3 a intensidade de emissdo foi significativamente mais alta, quando
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comparada com a Formulagdes 4. As formulagdes também foram excitadas em 350 nm e em

401 nm e os espectros de fluorescéncia apresentaram resultados semelhantes.

100- 1 680 nm —— Formulacgéo 1
! —— Formulagéo 2

© Formulagéo 3
> 801 —— Formulacéo 4
oo
2 60+
@
?
O 401
)
=
L 20+
0 I
650 700 750

Comprimento de onda

Figura 47 — Espectros de fluorescéncia das formulages contendo AIOHPc em nanoesferas de PLA, com
excitacdo em 636 nm

A partir dos resultados de fluorescéncia da AIOHPc é possivel inferir que na
Formulacéo 4, devido a maior quantidade de massa, ocorreu supressao da fluorescéncia.

As medidas do tempo de vida da AIOHPc nas formulagdes foi realizada com excitagéo
em 401 nm. As curvas de decaimento de fluorescéncia para todas as formulacGes foram
ajustadas com um ajuste biexponencial de acordo com a Equacédo, fornecendo os tempos de
vida médios de 7,0 + 0,4 ns e 2,1 + 0,6 ns. Observa-se que os tempos de vida da AIOHPc
independem da massa utilizada na preparacdo das formulacdes, conforme mostrado na Figura
48 e na Tabela 9.
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8,0
S
6,0-
5,0- ~ .

4,0' Jf >< Tz
3,0

201 T SR -

1,01
0,0

Tempo de vida / ns

H_

2 3 4
Formulacgéo

Figura 48 — Tempos de vidas das formulacBes de AIOHPc encapsulada em nanoesferas de PLA. Excitacdo em
401 nm

Os valores do tempo de vida longo (t; = 7,0 ns) estdo préximos do tempo de vida
monomolecular da AIOHPc em etanol mostrado na Tabela 6 do item 6.1, sustentando a
hipGtese de que nas formulagdes ha também AIOHPc na forma monomolecular. O tempo de
vida mais curto encontrado nas formulagdes (t, ~ 2,1 ns) esta relacionado a existéncia de
agregados, assim como obtido no estudo da AIOHPc em mistura etanol/agua (v/v) e mostrado
no item 6.3 . No entanto a baixa contribui¢do do tempo de vida mais curto (A;) indica que 0s
agregados pouco contribuem com a fluorescéncia (Tabela 9). Ainda ndo € possivel determinar
se estes encontram-se no meio externo ou nas nanoesferas de PLA seja no interior ou na

superficie

Tabela 9 — Tempos de vida das formulagdes de AIOHPc, irradiada com 401 nm. Amplitudes respectivas dos
tempos de vida e qualidade do ajuste (x?)

Formulagéo T2/ NS Ay T2l NS A, v
“branca” === === oo --- -
1 7,41 +£ 0,06 81,59% 15+0,2 18,41% 1,119

2 7,00 £ 0,04 91,49% 3,5%+0,6 8,91% 1,058
3 7,29 £0,04 95,89% 1,8+0,5 4,11% 1,007
4 6,70 £ 0,04 93,43% 16 +0,5 6,57% 1,000
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Na comparacdo das propriedades fotofisicas da AIOHPc nos solventes etanol e
DMSO, as alteracdes nas propriedades de absor¢édo, de fluorescéncia, a eficiéncia quantica de
fluorescéncia e o tempo de permanéncia da AIOHPc no estado excitado apresentaram
diferengas poucos significativas.

No estudo sistematico da absor¢do da AIOHPc em funcdo da concentracdo realizado
nos solventes etanol e DMSO, os valores de coeficiente de absor¢do molar da AIOHPc séo
relativamente proximos, no entanto, nenhum dos valores obtidos confirma os valores
apresentados por Tsubone’™. Os maiores valores de eficiéncia quantica de fluorescéncia da
AIOHPc, quando irradiada em 670 nm, foram em torno 0,40 nos solventes etanol e DMSO
para as baixas concentracdes, sendo estes adequados para 0 uso em terapia fotodinamica. O
modelo de Birks confirma que a supressdo da fluorescéncia (diminuicdo da eficiéncia
quéntica) e o aumento dos valores de tempo de vida da AIOHPc, ocorrem predominantemente
devido a processos de reabsorcdo e reemissdo de fotons entre as moléculas de AIOHPc,
provocado pelo aumento da concentracéo.

Verificou-se que as propriedades fotofisicas da AIOHPc em solucdo de etanol sdo
significativamente alteradas com o aumento da proporcao de agua. Nas propor¢des de 0-40 %
de 4gua (v/v) ocorre a supressdo colisional da fluorescéncia da AIOHPc pela presenca de
moléculas de agua, e para as proporcdes superiores a 50 % de agua ocorre a formacédo de
agregados. A formacdo de agregados é confirmada a partir da alteracdo da forma dos
espectros de absor¢do Optica, do aumento de intensidade do RLS, e da ocorréncia de mais dois
tempos de vida obtidos pela técnica de fluorescéncia resolvida no tempo. A supressdo
colisional entre as moléculas de agua e as moléculas de AIOHPc excitadas é confirmada a
partir da linearidade no grafico de Stern-Volmer para a intensidade de fluorescéncia e da
diminuicdo dos valores do tempo de vida da AIOHPc em funcéo da &gua (v/v). Os valores da
constante de supressdo bimolecular (k;), mostram que a agua tem baixa eficiéncia de
supressao.

O método proposto para o encapsulamento da AIOHPc resultou em nanoesferas de
PLA monodispersas (Pl < 0,3) com didmetro médio de 160 + 30 nm. As formulagdes obtidas
a partir de massa de AIOHPc entre 5-200 mg apresentaram fluorescéncia, indicando que
nessas condicOes € possivel utilizar a AIOHPc como marcador de fluorescéncia in situ. O uso
de massa de AIOHPc menor que a citada ndo permite medidas possivelmente devido a

sensibilidade de deteccdo do equipamento, e para massa maior ocorre a supressao da
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7 Concluséo

fluorescéncia. Os espectros de absorgéo e os valores de tempos de vida obtidos confirmam a
ocorréncia das moléculas de AIOHPc tanto em forma agregada, como em forma
monomolecular.

Supde-se que a forma monomolecular da AIOHPc esteja retida no interior ou na
interface da nanoesfera de PLA, pois o meio externo sendo hidrofébico favorece a auto-
agregacdo. Conforme apresentado por Silva® o método de deposicdo interfacial de polimero
pré-formado apresenta elevada porcentagem de encapsulamento, portanto os agregados
detectados também estdo retidos nas nanoesferas.

Como perspectivas futuras, serdo preparadas novas formulagdes de AIOHPc
encapsulada variando de massa de AIOHPc entre 5-200 ug, buscando determinar a taxa de
AIOHPc em forma monomolecular/agregada nas nanoesferas, verificar a eficiéncia de
encapsulamento de AIOHPc em funcdo da massa e confirmar as conclusdo que ja foram

abordadas.
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GLOSSARIO

Apoptose / Necrose: Apoptose € um tipo de morte celular programada, processo
necessario para a manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, pois esta relacionada com
a manutencdo da homeostase e com a regulacdo fisioldgica do tamanho dos tecidos e também,
quando ha estimulos patologicos. No entanto, a necrose € a morte da célula ou parte de um
tecido que compde 0 organismo Vivo. E a manifestacdo final de uma célula que sofreu uma
les@o irreversivel, em outras palavras € quando param as fung¢fes orgénicas e 0S processos

reversiveis do metabolismo.

Células neoplasicas: sdo aquelas que, por alguns mecanismos, tiveram seu cédigo
genético alterado, a ponto de perder a fungdo caracteristica. O termo neoplasia deve ser
entendido como a formacdo de uma quantidade de células agregadas ou ndo, a um tecido, que

perderam suas caracteristicas fisiolégicas normais, quando agregadas a um tecido.

Espalhamento de Rayleigh: E a dispersio da luz ou qualquer outra radiagio
eletromagnética por particulas muito menores que o comprimento de onda dos fétons
dispersados. Quando o tamanho das particulas € maior que o comprimento de onda, a luz ndo
se decompde em suas componentes cromaticas e todos os comprimentos de onda sdo

igualmente dispersado.

Janela terapéutica para TFD: Significa a area (ou faixa) entre a dose eficaz minima,
e, a dose maxima permitida. Portanto, corresponde a uma faixa aceitavel na qual os resultados

terapéuticos sao positivos.

Regra de Huckel: O fisico-quimico alemdo, Erick Huckel desenvolveu a regra de
Huckel, informando que para um composto ciclico e planar seja de fato aromatico, €
importante ter uma nuvem de elétrons conjugados, isto é, 4n + 2 elétrons n, sendo n um
namero inteiro, o elétron n, pode participar de ligagdes duplas e triplas, ndo compartilhados e

ainda de cargas negativas.
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APENDICE A

TABELA DE CONCENTRACOES DE ALOHPC

Tabela A. 1 — Valores das concentragdes em pmol L™ e em mg L *da AIOHPc em solvente etanol e em DMSO
pmol L™ mg L™

0,04 0,02
0,14 0,08
0,17 0,10
0,36 0,20
0,65 0,36
1,93 1,07
3,15 1,75
6,55 3,65
14,26 7,94
27,97 15,57
72,07 40,12
110,94 61,75
145,45 80,96
242,52 134,93

363,63 202,40




APENDICE B

MEDIDAS DA DISTRIBUICAO DE DIAMETRO MEDIO DA ALOHPC
ENCAPSULADA EM NANOESFERAS DE PLA
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Figura A. 1 — Distribuigdo de diametro médio da AIOHPc encapsulada em nanoesferas de PLA. (a) Formulagdo
“branca”, (b) Formulagdo 1, (¢) Formulacdo 2, (d) Formulagéo 3 e (e) Formulagdo 4



APENDICE C

ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DA ALOHPC OBTIDOS COM DIFERENTES
COMPRIMENTOS DE ONDA DE EXCITACAO
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Figura A. 2 — Espectro de fluorescéncia da AIOHPc em funcdo da concentracdo no solvente etanol, quando
excitada em (a) 350 nm, em (c) 401 nm e em (e) 670 nm. Espectro de fluorescéncia normalizada da AIOHPc em
funcgdo da concentracdo no solvente etanol, quando excitada em (b) 350 nm, em (d) 401 nm e em (f) 670 nm
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Em solvente DMSO.
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Figura A. 3 — Espectro de fluorescéncia da AIOHPc em funcdo da concentracdo no solvente DMSO, quando
excitada em (a) 350 nm, em (c) 401 nm e em (e) 670 nm. Espectro de fluorescéncia normalizada da AIOHPc em
funcdo da concentracdo no solvente DMSO, quando excitada em (b) 350 nm, em (d) 401 nm e em (f) 670 nm



APENDICE D

EFICIENCIA QUANTICA DE FLUORESCENCIA DA ALOHPC EM FUNCAO DA

CONCENTRACAO

Tabela A. 2 — Eficiéncia quéntica de fluorescéncia em 401 nm (banda Soret) e em 636 nm e em 670 nm (banda

Q) da AIOHPc no solvente etanol e no DMSO

Em solvente etanol

Em solvente DMSO

Concentracéao
pmol L™
0,04
0,14
0,17
0,36
0,65
1,93
3,15
6,55
14,26
27,97
72,07
110,94
145,45

DOF (O3 (013
em401 em636 em670
0,013 0,360 0,377
0,014 0,290 0,377
0,005 0,268 0,336
0,004 0,226 0,344

0,007 0,280 -
0,013 0,284
0,015 0,215 -
0,007 0,166 -
0,006 0,085 0,007
0,003 0,027
0,002 0,013 -
0,001 0,007

Dr
em 401
0,006
0,028
0,020
0,047
0,107
0,044
0,031
0,026
0,014
0,012
0,006
0,003
0,003

Dr

em 636

0,232
0,306
0,294
0,347
0,353
0,298
0,274
0,223
0,155
0,092
0,031
0,012
0,009

Or
em 670
0,432
0,338
0,328
0,311
0,333
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APENDICE E

TEMPO DE VIDA DA ALOHPC EM FUNCAO DA CONCENTRACAO

Tabela A. 3 — Tempo de vida (t) da AIOHPc no solvente etanol e no DMSO em funcdo da concentracdo, para a

excitagdo em 401 nm e em 636 nm. Qualidade do ajuste (?)

Em solvente etanol

Em solvente DMSO

Concentracao
pmol L™
0,04
0,14
0,17
0,36
0,65
1,93
3,15
6,55
14,26
27,97
72,07
110,94
145,45
242,52
363,63

7101/

ns
6,13+ 0,05
6,33 + 0,04
6,33+ 0,04
6,46 + 0,04
6,60 £ 0,04
6,77 £ 0,04
6,92 +0,04
7,34 0,04
7,05+0,04
7,58 + 0,04
8,66 £ 0,06
9,01 £ 0,07
9,26 +£ 0,08
98+0,1
10,2+0,1

x2

1,025
1,012
1,001
1,003
0,998
1,012
1,009
1,007
1,005
1,022
1,190
1,194
1,221
1,312
1,176

536/

ns
6,07 + 0,03
6,12 + 0,04
6,13+ 0,04
6,31+ 0,04
6,62+ 0,04
6,77 £ 0,04
6,91 +0,04
7,32+0,04
7,13+0,04
7,68 + 0,04
8,74 £ 0,05
9,37 £ 0,05
9,82 £ 0,05
10,10 £ 0,05
10,34 + 0,06

0,976
0,978
0,978
0,970
0,993
1,007
0,987
0,997
0,976
0,978
1,010
0,998
0,993
0,993
0,985

7101/

ns
4,80+ 0,03
4,74 + 0,03
4,78 £ 0,03
5,18+ 0,03
5,64 £ 0,03
5,92 £ 0,04
6,18 + 0,04
6,67 + 0,04
7,21+0,04
8,01 +0,04
9,28 £ 0,05
9,86 + 0,05
10,21 £ 0,05
10,56 + 0,05
10,77 + 0,06

1,098
1,048
1,032
1,033
1,003
0,989
0,987
0,996
1,004
1,001
1,015
0,977
1,012
0,998
1,001

Ts36/

ns
4,75+ 0,03
4,71 + 0,03
4,71 +0,03
5,24+ 0,03
5,82+ 0,04
5,91+ 0,04
6,16 + 0,04
6,70 + 0,04
7,05+0,04
7,84 + 0,04
9,05+0,05
9,70 £ 0,05
10,17 £ 0,05
10,70 £ 0,05
11,24 + 0,06

1,066
1,035
1,032
1,028
1,002
1,007
1,007
1,004
1,014
1,012
0,991
1,004
1,023
1,015
1,002

90
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APENDICE F

CURVAS DE DECAIMENTO DE FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO DA
ALOHPC EM DIFERENTES PROPORCOES DE ETANOL/AGUA DESTILADA

T P % =401 nm % de agua (v/v):
1000 + | e 00

— 30
—60

=
o
o

il

Contagem / u.a.

10 20 30 40 50
Tempo de vida / ns

Figura A. 4 — Curvas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo da AIOHPc com concentracdo de 1,0
umol L™ em diferentes proporcées de etanol/agua (0%, 30%, 60%, 65 % e 70% de 4gua) e funcdo resposta do
laser em vermelho Irradiagdo em 401 nm



APENDICE G

TEMPO DE VIDA DA ALOHPC EM MISTURA ETANOL/AGUA DESTILADA

Tabela A. 4 — Tempos de vida da AIOHPc e amplitude dos tempos de vida na concentragdes de 1,0 pmol L™ em
funcdo da % agua (v/v), para a excitagdo em 401 nm. Qualidade do ajuste (x?)

% (:5 /z:\jua 71 (ns) % A, T2 % A, T3 % A3 12
0 6,74 £ 0,04 100,00% = = --- --- 0,990
10 6,49 + 0,04 100,00% --- -—= - - 0,982
20 6,35+ 0,04 100,00% === === --- -—- 0,980
30 6,24 + 0,04 100,00% --- - --- --- 0,999
40 6,10 + 0,04 100,00% — --- --- --- 0,958
50 6,01+ 0,04 100,00% - --- - - 0,966
55 5,92 + 0,04 100,00% --- --- --- --- 0,982
60 5,76 £ 0,04 100,00% --- --- - - 0,999
65 5,67 + 0,04 88,06% 18+11 3,59% 0,3£0,2 8,35% 0,973
70 5,49 + 0,08 25,28% 1,1+0,1 20,49% 0,15+£0,02 54,22% 0,984
80 54+0,1 12,21% 12+0,1 24,8% 0,15+£0,03 62,99% 0,994
90 57+0,3 15,54% 1,3+0,1 2535% 0,15+0,04 59,11% 0,987

Tabela A. 5 — Tempos de vida da AIOHPc e amplitude dos tempos de vida na concentragdes de 4,0 pmol L™ em
fungdo da % agua (v/v), para a excitagdo em 401 nm. Qualidade do ajuste (%)

% de agua

(v/v) 71 (ns) % A, T2 % A, T3 % A3 12

0 7,29 £ 0,05 100,00% --- - - --- 0,991
10 6,93 + 0,04 100,00% --- --- --- --- 0,982
20 6,73 £ 0,04 100,00% - --- --- - 0,973
30 6,57 + 0,04 100,00% - --- --- --- 0,987
40 6,43 + 0,04 100,00% === --- --- --- 0,996
50 5,97 £ 0,04 100,00% - --- - - 0,996
60 5,75 £ 0,05 73,17% 1,3+0,5 7,3% 0,2+£0,1 19,53% 1,019
70 5,40 £0,01 14,74% 1,1+0,1 2152% 0,13+0,02 63,75% 1,018
80 55+0,2 13,34% 1,2+0,1 21,35% 0,16 £0,03 65,31% 0,994

90 49+0,2 13,54% 1,0+0,5 19,13% 0,12+0,03 67,33% 0,987




Apéndice G

Tabela A. 6 — Tempos de vida da AIOHPc e amplitude dos tempos de vida na concentracdes de 70,0 umol L™

em funcdo da % agua (v/v), para a excitagdo em 401 nm. Qualidade do ajuste (x?)

% de dgua

(v/v) 71 (ns) % A, T2 % A, T3 % A3 x>
0 10,68 £+ 0,06 100,00% —— —— --- - 0,989
10 9,47 £ 0,06 100,00% - - - - 0,998
20 8,41+ 0,05 100,00% === --- --- -—- 0,996
30 7,35+ 0,04 100,00% - - - - 0,991
40 6,38 +£ 0,04 100,00% —— —— --- - 0,987
50 6,08 £ 0,04 100,00% - - - - 0,986
55 5,87 £ 0,04 100,00% === === --- --- 0,983
60 5,79+ 0,04 79,97% 16+15 2,42% 0,10+ 0,07 17,61% 1,002
65 5,64 + 0,04 67,71% 1,0+0,7 4,35% 0,11+0,04 27,94% 0,990
70 5,54 £ 0,05 47,46% 1,1+0,5 5,03% 0,09+£0,02 47,51% 0,973
80 52+0,2 17,42% 0,7+0,2 9,48% 0,08+0,02 73,09% 0,987
90 52+04 10,21% 1,0+£0,2 1356% 0,08+0,02 76,23% 0,938
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