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Resumo

A terapia fotodinamica (TFD) é um conjunto de técnicas e procedimentos empregados no tratamento de
doencas epidérmicas, diversos tipos de cancer e outras tipos de doencas e pode ser aplicada tanto em
humanos quanto em animais. A TFD consiste na ativagdo de um composto fotosensibilizador (FS) por
meio da luz e que como resultado gera espécies reativas de oxigénio que atacam um alvo especifico.
Portanto, para uma melhor aplicabilidade e resultado da técnica é necesséario que conhegamos as
propriedades fisico-quimicas dos FS, além dos seus mecanismos de fotodegradagao, os quais sao de-
pendentes de varios fatores tais como: concentracao, temperatura, pH e tipo de solvente. Para uma
completa caracterizagao dos FS é necessario o uso de diversas técnicas. Neste trabalhos abordamos a
técnica de lente térmica (LT) como uma ferramenta complementar na caracterizagéao de tais compostos
devido ao seu carater remoto, sensivel e quase nao destrutivo. Além disso, a LT tem a possibilidade
de atingir limites muito baixos de detec¢éo, podendo ser aplicada em intervalos de baixa concentragao,
nos quais normalmente as técnicas comerciais ndo podem ser empregadas. Na primeira parte do tra-
balho aplicamos a técnica de LT, associada a uma andlise dos espectros de absorgao, para estudar o
processo de fotoconversao da protohipericina em hipericina, um corante que é empregado na TFD. Na
segunda parte, a técnica de LT foi utilizada em conjunto com outras técnicas (espectros de absorgao,
emissao e transmitancia resolvida no tempo), para estudar os mecanismos de fotodegradacao da eri-
trosina na presenca de diferentes supressores. Por fim, a técnica de LT com excitacdao pulsada foi
utilizada para investigar diferentes efeitos que constituem o transiente na escala de nanosegundos e
microsegundos. Efeitos de ondas acusticas geradas pelo pulso laser foram observados e descritos
para transientes na escala de nanosegundos. Para os caso de FS foi verificado que na escala de mi-
crosegundos a absorcao de estado excitado contribui para o transiente de LT e foi mostrado que esse
efeito esta diretamente relacionado ao tempo de vida do estado tripleto. Estes resultados nos permitem
ampliar a utilizagao da técnica de LT na analise de diferentes propriedades fisico-quimicas em amostras
liquidas.

Palavras-chave: fotosensibilizadores, fotodegradacao, lente térmica.






Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a set of techniques and procedures used to treat epidermal diseases,
cancers and other types of diseases and can be applied to both humans and animals. PDT is the acti-
vation of a photosensitizing compound (FS) through light, which as a result generates reactive oxygen
species that attack a specific target. Therefore, for a better applicability and result of the technique it
is necessary to know the physicochemical properties of FS, as well as their photodegradation mecha-
nisms, which are dependent on various factors such as: concentration, temperature, pH and type of
solvent. For a complete characterization of FS it is necessary to use several techniques. In this work
we approach the thermal lens technique (TL) as a complementary tool in the characterization of such
compounds due to its remote, sensitive and almost non destructive character. In addition, TL has the
potential to achieve very low detection limits and can be applied at low concentration intervals where
commercial techniques cannot normally be employed. In the first part of the work we applied the TL te-
chnique, associated with an analysis of the absorption spectrum, to study the photoconversion process
of protohypericin into hypericin, a dye that is employed in PDT. In the second part, the TL technique
was used in conjunction with other techniques (absorption spectrum, emission and transmittance varia-
tion) to study the mechanisms of erythrosine photodegradation in the presence of different suppressors.
Finally, the pulsed excitation TL technique was used to investigate different effects that constitute the
transient on the nanosecond and microsecond scale. Acoustic wave effects generated by the laser
pulse were observed and described for nanosecond scale transients. For FS cases it was found that on
the microsecond scale excited state absorption contributes to the TL transient and it was shown that this
effect is directly related to the triplet state lifetime. These results allow us to expand the use of the TL
technique in the analysis of different physicochemical properties in liquid samples.

Keywords: photosensitizers, photodegradation, thermal lens.



Lista de ilustracoes

|[Figura 1

Representacao do diagrama de Jablonski.|. . . . . .. .. .. ... oL,

15

|Figura 2

Transiente de lente térmica para solucoes de protohipericina e hipericina. Laser on

(de0a2.5s)elaseroff (de2.5sa4.5s).. . . .. ... ... ... .. ... . .....

23

|[Figura 3

Aparato experimental de lente termica no modo descasado com dois feixes e excitacao

continua. L;, M;, P; sao lentes, espelhos e fotodiodos, respectivamente.| . . . .. ..

25

[Figura 4

Aparato experimental de lente termica no modo descasado com dois feixes e excitacao

pulsada. L;, M;, P; sao lentes, espelhos e fotodiodos, respectivamente.| . . . . . . ..

25

|[Figura 5

Espectro de absorgao para a protohipericina e para a hipericina em concentragoes de

20puM em etanol. As linhas tracejadas indicam o comprimento de onda da excitagao

eprovanalentetermica) ... ... ... ... ...

|[Figura 6

Sinal de lente termica para o etanol (circulos). A linha continua representa o ajuste

teorico . .. . e e e

[Figura 7

Sinal de lente termica para a protohipericina (circulos) nas seguintes concentracoes:

a) 100nM; b) 200nM; c¢) 300nM; d) 400nM. As linhas continuas representam 0s

ajuSteS teONCOS.| . . . . . . . e

|Figura 8

Dependéncia dos parametros (a) 6,5 e (b) Kz com a concentragao de protohipericina

(circulos) em etanol obtidos por meio da tecnica de lente termica. A linha continua

representao ajustelinear.|. . . . . . . . ... Lo

[Figura 9

Dependéncia do parametro K; com a concentracao de protohipericina (circulos) em

etanol obtidos por meio dos espectros de absorcao. A linha continua representa o

ajuste linear.| . . . . . . L e

|[Figura 10 — Estrutura dos compostos: a) Protohipericina; b) Hipericina; ¢) Forma fotocromica da

protohipericina; d) Hidro-protohipericina.|. . . . . . . . ... ... ... ... ......

|[Figura 11 — Aparato experimental de transmitancia resolvidanotempo.| . . . . . .. . .. ... ..

|Figura 12 — Cinetica de fotodegradagao da eritrosina exposta a camara de LED (A = 532nm). A

linha continua representa o espectro de absorcao, enquanto que a linha tracejada

representa 0 spectro de EMISSA0 . . . . . v v v v vt e

|[Figura 13 — Transiente da absorcao da banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio da

transmitancia resolvida no tempo para a eritrosina (25uM) em funcao da concentragcao

de MEAL . . . . .

|[Figura 14 — Transiente da absorcao da banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio da

transmitancia resolvida no tempo para a eritrosina (25u/) em funcao do tempo de

purgade oXigenio. . . . . ... ...

|[Figura 15 — Tempo de vida do estado tripleto em fungao da concentracaode Ery| . . . . ... ..

[Figura 16 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de absor¢ao. a) 5uM de

eritrosina; b) 5uM de eritrosina e 500uM de MEA; ¢) 5uM de eritrosina e 30min de

injecao de gas N na solucao; d) intensidade no maximo de absor¢ao normalizada em

funcao dotempo.. . . . . . . L

46



|[Figura 17 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de

| eritrosina; b) 1uM de eritrosina e 100uM de MEA; ¢) 1M de eritrosina e 30min de

| injecao de gas N na solucao; d) intensidade normalizada em A = 544nm em funcao

| dotempo. . . . . 47
|[Figura 18 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de absorcao. a) 5uM de |
| eritrosina; b) 5uM de eritrosina e 50uM de MEA; ¢)5uM de eritrosina e 250uM de |
| MEA; d)5u M de eritrosina e 500uM de MEA; e) 5uM de eritrosina e 10mM de MEA; |
| f) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.| . . . . . . . .. ... .. ... .. 48
|[Figura 19 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de |
| eritrosina; b) 1M de eritrosina e 50uM de MEA; ¢)1uM de eritrosina e 250uM de |
| MEA; d) Intensidade normalizada no maximo de emissao.|. . . . . . . ... ... ... 49
[Figura 20 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do especiro de absor¢ao. a) 5u.M de eri- |
| trosina e 10mM de MEA; b) 5uM de eosina e 10mM de MEA; ¢) 5u.M de tluoresceina |
| e 10mM de MEA; d) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.| . . . . . . . . 50
[Figura 21 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de |
| eritrosina e 2mM de MEA; b) 1uM de eosina e 2mM de MEA; ¢) 1M de tluoresceina |
| e 2mM de MEA; d) Intensidade normalizada no maximo de emissao.| . ... ... .. 51
|[Figura 22 — Transiente de lente térmica para a eritrosina, com e sem MEA, e na ausencia de |
| OXIGENIO. . . . o o e 52
|[Figura 23 — Transiente de lente termica para a eritrosina em diferentes concentragoes.| . . . . . . 53
|[Figura 24 — Transiente da absorcao da banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio da |
| transmitancia resolvida no tempo para a eritrosina (25u.//) em funcao da concentracao |
[ de NalN3] . . . o o o e 54
|[Figura 25 — Espectros de emissao para a Ery na presenca da Na/N3, na presenca e ausencia de |
| OXIQENIO.. . . . o 55
[Figura 26 — Cinetica de fotodegradacao obtida por meio do espectro de absorcao. a) 5uM de |
| eritrosina; b) 5uM de eritrosina e 2300mM de NaNs; ) 5uM de eritrosina e 2300m M |
| de NaN3 + N; d) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.| . . ... ... .. 56
|[Figura 27 — Cinética de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de |
| eritrosina; b) 1M de eritrosina e 2300mM de NaNs; c) 1uM de eritrosina e 2300m M |
| de NaN3 + N; d) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.| . . ... ... .. 57
|[Figura 28 — Transientes de lente termica para a Ery na presencada NaNs.. . . . . . .. ... .. 58
|[Figura 29 — Transiente de lente termica com excitacao pulsada para a eritrosina (25uM).| . . . . . 64
[Figura 30 — Transiente de lente térmica com excitacao pulsada para a agua na escala temporal |
| de nanosegundos.| . . . . .. 65
|[Figura 31 — Comparacao entre os dados experimentais e as simulagoes feitas por meio do COM- |
| SOL multiphysics.| . . . . . . . e 67
[Figura 32 — Contribuicoes termica e de pressao para o transiente de lente termica.] . . . ... .. 68
|Figura 33 — Contribuigoes dos parametros (3, dn/dp € c, para o transiente de lente termica.|. . . . 69
|[Figura 34 — Transiente de lente termica com excitacao pulsada e transiente da absorcao da banda |
| em 632nm do estado tripleto obtido por meio da variacao de transmitancia para a |
| eritrosina (25uM).| . . . . o e 70
|[Figura 35 — Transiente de lente termica com excitacao pulsada e transiente da absorcao da banda |
| em 632nm do estado tripleto obtido por meio da variacao de transmitancia para a |
| eritrosina (25u.M) e 30 min. de purgade oxigenio.| . . . . .. ... ... ... ... .. 71

9



|[Figura 36 — Transiente de lente termica com excitacao pulsada e transiente da absorcao da banda

em 632nm do estado tripleto obtido por meio da variacao de transmitancia para a

eritrosina (25uM) € 30 min. de injecao de oxigenio.| . . . . . . ... ... ..

[Figura 37 — Transiente de lente termica com excitagao continua e transiente da absorcao da

banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio de um monitoramento simultaneo

para a eritrosina (400nM).|. . . . . . . L e

10



Lista de tabelas

[Tabela 1 — Fotosensibilizadores aprovados ou em fase de testes clinicos no tratamento de cancers |

[ 18
|[Tabela 2 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto na auséncia e na |
| presenca dos SUPIESSOIES.| . . . v v v v v i e e e e e e e e e e e e e e e e e e 43
|Tabela 3 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto na presenca da NaNs |
| e na presenca e ausencia de oxigenionasolugao.| . . . . . . ... ... L. 55
|Tabela 4 — Parametros utilizados na simulagcao computacional para o transiente de lente termica |
[ pulsadaparaadgua [ 4] . . . . . . ... 66

[Tabela 5 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto por meio da técnica de |
| lente térmica com excitacao pulsada e por meio do transiente da absorcao da banda |
| em 632nm do estado tripleto obtido por meio da variagao de transmitancia.| . . . . . . 73




Sumario

[Listadeilustragoes| . . . . . . . . . . . oo i i i i e 8
[Listadetabelas| ............. ... .. . . i, 11

BUMANO . « « & v v e e e e e e e e e e e e 12

[1 INTRODUCAOD| . . . i i ittt ittt e e e e e e e e e et e e e e e e e e 15
1.1 studos e aplicacoes modernasda TFD|. . . . . . .. ... ... ... ........ 16
[1.1.1 Terapia fotodinamica para o tratamento da leishmaniose tegumentar americanal . . . . 16
1.1.2 Terapia fotodinamica para o tratamento de fungos e dermatofitoses| . . . . . . ... .. 17
[1.1.3 Formulacao de hipericina em P123 para a utilizagcao como fotosensibilizador{. . . . . . 17
1.1.4 Formulacao de safranina em F127 e P123 para a utilizacao na prevencao da mastite |
| bovinal . . . . . . . 17
[1.1.5 Efeitos da terapia fotodinamica em biofilmes bacterianos| . . . . . ... ... ... ... 18
0.2  Fotosensibilizadores| . . . . ... ... ... ... . . ... 18
1.2.1 5-acido aminolevulinicol. . . . . . . . . . L 19
1.3 Objetivos| . . . . . . . . e 19
1.4 Desenvolvimento do trabalhol . . . . . . ... ... ... ... L. 19
2 DESCRICAO TEORICA DA TECNICADE LENTETERMICA| . . ... ......... 21
[2.1 Introducaol . . . . . . . ... 21
[2.2 Descricaoteorical . . . . . . . . . . ... 21
2.3 Aparatoexperimental| . . . . . .. ... 24
3 ANALISE DA FOTOCONVERSAO DA PROTOHIPERICINA EM HIPERICINA. . . . . 27
3.1 Introducaol . . . . . . . . ... 27
(3.2 Metodologia| . . .. ... ...... .. ... ... 28
. Di resultados| . . . . ... ... ... ... 28
3.4 Conclusaol . . . . ... .. .. 38
4 CINETICA DE FOTODEGRADACAO DA ERITROSINA| . . . .. ... ......... 39
4.1 Introducaol . . . . . . . ... 39
4.2 Metodologia| . . . ... .. ... ... ... ... 40
|4.2.1 Reagentes| . . . . . . . . 40
|4.2.2 Transmitanciaresolvidanotempo| . . . . . . . . . .. ... 40
[4.2.3 Espectroscopia de absorgao e emissao|. . . . . . . . ... 40
4.2.4 Lente Térmical. . . . . . . . . . o i e 41
M43 Discussaodosresultados| . . . . ... ... ... ... ... . oL oL a
14.3.1 Azidade sodiol. . . . . . ... e 54




5 O EFEITO DA VARIACAO DE ABSORCAO DO ESTADO TRIPLETO DA ERITRO- |
L SINA E OS EFEITOS DE ONDAS DE PRESSAO NO TRANSIENTE DE LENTE |

I TERMICA| . . . o ottt e et e e e e e e e 61
5.1 Introducaol . . . . . . . ... 61
b.2 Metodologia| . . .. ... ..... ... ... .. ... 62
[©.2.1 Reagentes| . . . . . . . . 62
5.2.2 Variacao de transmitancial . . . . . . . . . . .. e 62
b.2.3 Lente termica com excitagao continual . . . . . . .. ... Lo 62
b.2.4 Lente termica com excitacaopulsadal . . . . . . . . . ... Lo L 63

Di resultados| . . . . ... .. ... 63
5.3.1 Ondas de pressan] . . . . . . . . . e e 65
5.3.2 Efeito da variacao da absorcao do estado tripleto da eritrosinal. . . . . . ... ... .. 70
6.4 Conclusaol . . . . . . . . . . e 75
16 CONSIDERACOES FINAIS| . . . . . .ttt e et et e e et e e e e 77

IREFERENCIAS . . . . .ttt ittt it e e et e e e et e e e e e e e 79

13






1 Introducao

A irradiagao da luz € um tipo de terapia que ja € empregada por civilizagdes antigas, como os
egipcios, no tratamento de doengas epidérmicas, como o vitiligo. Entretanto, o inicio da terapia moderna
por meio da luz é datada no fim do século dezenove, desenvolvida pelo ganhador do prémio Nobel Niels
Finsen, premiado por desenvolver a fototerapia e por suas descobertas em relagéo a utilizacao da luz
no tratamento de doencas [5].

Diante disso, foram realizados experimentos para verificar a combinagao entre a luz e diversos
reagentes, os quais possibilitaram o desenvolvimento da terapia fotodinamica (TFD) e originaram pes-
quisas recentes que demonstraram que a combinagao da luz com certos compostos quimicos podem
induzir a morte celular. A partir disso que surgiu a técnica conhecida como TFD. A interacao da luz
com o fotosensibilizador (FS) leva este para o estado excitado e pode resultar em uma interagao direta
entre o estado tripleto do FS e a molécula do substrato e como produto tem-se espécies reativas do
oxigénio, este é conhecido como mecanismo do tipo | desses processos fotodinaAmicos. Por outro lado,
a interacao entre o estado tripleto do FS pode ocorrer com o oxigénio molecular, resultando no oxigénio
singlete, uma espécie altamente reativa. Este Ultimo processo é conhecido como mecanismo do tipo
Il [6l 7, 8]. Castano et al em seus trabalhos detalharam os mecanismos do oxigénio singlete na TFD
[9L [0} [1].

O efeito fotoinduzido pode ser representado pelo diagrama de energia de Jablonski, um simples
modelo de trés estados, representado na figura[l] A molécula, em seu estado fundamental S, absorve
a energia do foton indo para o estado singleto excitado mais baixo S; (hv.;). O estado S; pode fazer
uma transicédo radioativa de volta para S, por meio de emissao fluorescente (hvg). Ele também pode
fazer um cruzamento néo radioativo intersistemas para o estado tripleto de menor energia 77 (15C). Do
estado T3 existem dois caminhos possiveis: ele pode retornar ao estado S, diretamente por emissao
fosforescente (hvp) ou ele libera energia, que é transferida para o oxigénio ou para outros supressores
do estado tripleto (T'SQ). Assim, a absorcdo de luz leva o FS ao estado excitado que reage com
as moléculas de oxigénio das células ou com as moléculas do substrato, resultando na producéo de
espécies reativas do oxigénio, especialmente o oxigénio singlete.

Energy
\ —— ~_  Isc
hv, — hvg
hv, e
=

Figura 1 — Representacao do diagrama de Jablonski.



O oxigénio singlete é altamente reativo causando desordem nas paredes celulares e danificando as
organelas celulares destruindo o tecido doente. Estas reagcdes ocorrem nas imediagoes onde a luz é
absorvida pelo FS, ou seja, a resposta bioldgica ao FS se da apenas em areas particulares do tecido
que foram expostas a luz. Sabe-se ainda que a destruicao celular € mediada por trés mecanismos
diferentes [5]. O primeiro esta relacionado com o ataque direto das espécies reativas do oxigénio
as células. Outro mecanismo envolvido na morte celular, é a resposta imunologica ativada contra as
células cancerigenas durante a TFD. Por ultimo a TFD pode danificar a vascularizagao celular, levando
a um infarte tumoral.

O conhecimento das propriedades fotofisicas dos FS pode nos ajudar a ter uma melhor aplicagao
terapéutica, por exemplo, altas absorcoes épticas podem reduzir a quantidade de FS administrada para
gue se obtenha uma resposta desejada. A maxima absorgao dptica em comprimentos de onda relativa-
mente longos na regiao do visivel ajudam a aumentar a penetragao da luz nos tecidos alvos. E ainda,
quanto maior o tempo de vida do estado tripleto do FS, maior sera a producio de oxigénio singlete
[6l 18, [12]. Outra propriedade importante de um FS é a sua localizacdo a um alvo especifico e que esta
diretamente relacionado com a eficiéncia da TFD. A localizagao da droga é determinada pela permea-
bilidade vascular e pela difusao intersticial, que depende de diversas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas [5]. Também é sabido que diferentes intervalos entre a administragao do FS e da luz promo-
vem a destruicao celular por meio de diferentes mecanismos e tem diferentes consequéncias, ou seja,
o intervalo entre a administragao do FS e a exposicao a luz é outro fator importante na determinagéao
da eficiéncia da TFD.

1.1 Estudos e aplicacbes modernas da TFD

Com o intuito de elucidar a importancia e a aplicabilidade da terapia fotodinamica, vamos discutir
brevemente alguns trabalhos recentes que foram selecionados em meio a diversas aplicagdes da TFD,
mas que exemplificam e sustentam a necessidade atual de se compreender ainda mais topicos como
os discutidos neste trabalho.

Vale ressaltar que estes exemplos sdo uma quantia infima em meio a tantos trabalhos que estao
sendo propostos atualmente e que a TFD é uma ampla area multidisciplinar.

1.1.1 Terapia fotodinamica para o tratamento da leishmaniose tegumentar americana

Em seu trabalho intitulado “Photodynamic therapy for american cutaneous leishmaniasis: The efficacy
of methylene blue in hamsters experimentally infected with leishmania (leishmania) amazonenses”, Peloi
et al (2011) investigaram a utilizagao da terapia fotodinamica no tratamento da leishmaniose tegumen-
tar americana. Segundo os autores, a leishmaniose é uma das parasitoses mais comuns no mundo,
tendo mais de 12 milhdes de pessoas infectadas e cerca de 350 milhGes de pessoas com risco de
infecgao, de acordo com a organizagao de saude mundial. A leishmaniose tegumentar é caracterizada
por lesdes na pele ou no tecido mucoso e seu tratamento € baseado na injegao de derivados antimoni-
ais pentavalentes, e também de anfotericina B, paromomicina e isetionato de pentamidina. Entretanto,
ainda segundo os autores, a aplicacdo da TFD se mostra promissora, pois o tratamento convencional
possui alta incidéncia de efeitos colaterais, rejeigao por parte dos pacientes devido ao desconforto do
tratamento, o que leva a complicagdes no quadro clinico e a resisténcia aos medicamentos [13].

No trabalho de Peloi et al (2011), hamsters foram infectados com a leishmania amazonenses e apds
o surgimento das lesdes, os animais foram tratados utilizando azul de metileno como FS e um LED com
maximo de emissdo em 663nm. Os animais foram tratados trés vezes por semana durante trés meses,

16



de tal forma que eles eram expostos ao LED por uma hora apds dez minutos depois que o FS era
aplicado. De acordo com os autores, a TFD com azul de metileno e exposi¢ao a luz do LED promoveu
uma redugao significativa das lesées, da carga parasitaria e curou as lesées nos hamsters infectados
experimentalmente [13].

1.1.2 Terapia fotodinamica para o tratamento de fungos e dermatofitoses

Pinton et al (2005), em seu trabalho intitulado “A comprehensive overview of photodynamic therapy
in the treatment of superficial fungal infections of the skin”, apresentaram um panorama a respeito dos
efeitos da TFD em fungos e dermatofitoses.

Segundo os autores, micoses na pele, causadas por espécies Candida ou dermatdfitos, sdo uma
das mais frequentes doengas humanas e animais. O tratamento dessas doengas é caro e prolongado
e casos de resisténcia aos medicamentos sdo comuns em pacientes de grupos de risco, como HIV
positivos e pacientes submetidos a quimioterapia.

De acordo com os autores, a terapia fotodinamica se mostrou efetiva e seletiva, uma vez que os
fungos podem ser mortos em uma dosimetria muito menor do que os queratindcitos. Outra vantagem
citada pelos autores é a auséncia de genotoxicidade e de efeitos mutagénicos.

1.1.3 Formulagao de hipericina em P123 para a utilizagdo como fotosensibilizador

O objetivo de estudo de Montanha et al (2017), em seu trabalho "Response surface method optimi-
zation of a novel Hypericin formulation in P123 micelles for colorectal cancer and antimicrobial photody-
namic therapy”, foi estudar o efeito fotodinamico da hipericina encapsulada no polimero P123 contra
o carcinoma do colo e bactérias epidérmicas, afim de propor um novo fotosensibilizador que pudesse
ser aplicado a TFD. Segundo os autores, a hipericina é um grande candidato para a TFD devido as
suas propriedades fotocitotdxicas contra células cancerigenas e microorganismos e por sua alta afini-
dade por tecidos necrosados. Entretanto, a hipericina tende a se auto-agregar em solugées aquosas e
solugdes organicas-polares, que resulta em uma redugdo na sua habilidade de produgdo de oxigénio
singlete [14].

Os resultados apresentados demonstraram que a utilizagdo do P123 melhorou a dispersao da hi-
pericina em agua enquanto manteve sua atividade fotodinamica, e ainda, preveniu a auto-agregacao.
O sistema micelar nanoestruturado preservou os efeitos antibactericidas e a utilizacdo do P123 como
nanocarregador desempenhou um papel na permeacéao da hipericina através da membrana celular,
resultando em uma morte celular significativa [14].

1.1.4 Formulagao de safranina em F127 e P123 para a utilizagao na prevencao da mastite
bovina

QOutro exemplo de aplicagao da TFD pode ser encontrado no trabalho de Combuca et al (2019),
"Development and applications of safranine-loaded pluronic F127 and P123 photoactive nanocarriers
for prevention of bovine mastitis: in vitro and in vivo studies”, no qual foi explorado a performance da
safranina-O incorporada em F127 e P123 na inativagao fotodinamica de microorganismos [15].

Segundo os autores, a infeccdo das glandulas mamarias é responsavel por perdas econémicas
causadas por um decréscimo na producéo e na qualidade do leite. Ainda segundo os autores, a mastite
€ um tipo de patologia caracterizada pela inflamacao da glandula mamaria por agao microbiol6gica ou
de origem traumatica [15].
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Os resultados demonstraram que embora a eficiéncia quantica de producao de oxigénio singlete em
meio aquoso fosse baixa, houve uma inibicao da Staphylococcus aureus e uma moderada inibicao de
outros patégenos [15].

1.1.5 Efeitos da terapia fotodindmica em biofilmes bacterianos

Mais uma aplicacao que pode ser exemplificada é o trabalho de Garcez et al (2013), ”Effects of pho-
todynamic therapy on gram-positive and gram-negative bacterial biofilms by bioluminescence imaging
and scanning electron microscopic analysis”. Conforme relatam os autores, a TFD é uma técnica eficaz
em matar diferentes classes de microorganismos, tais como bactérias gram-positivas e gram-negativas,
sendo assim, uma técnica promissora na erradicacao de bactérias orais. Ainda segundo os autores,
a cavidade oral possui uma microflora complexa, com mais de mil diferentes espécies encontradas
na boca e a maioria delas pode ser encontrada atadas a superficies formando biofilmes. Como as
bactérias podem apresentar resisténcia aos tratamentos convencionais, a busca por uma alternativa se
faz necessério e a TFD se apresenta promissora para superar este problema relacionado a resisténcia
das bactérias aos antibioéticos [16].

O objetivo de estudo do trabalho de Garcez et al (2013) foi testar a TFD como uma abordagem
antibiética na ruptura de biofiimes formados no esmalte do dente. No trabalho foram estudadas duas
bactérias, Gram + cocci E. faecalis e Gram- bacilli P. aeruginosa. O tratamento da TFD foi feito a
partir do uso do azul de metileno como fotosensibilizador € um laser de baixa poténcia em 660nm. Os
resultados demonstraram que ambas as espécies de bactérias podem ser reduzidas por meio da TFD
[16].

1.2 Fotosensibilizadores

Como citado anteriormente, para que a terapia fotodinamica seja aplicada, sao necessarios trés
componentes: um fotosensibilizador, luz e oxigénio. Neste sentido, temos que o FS desempenha um
papel crucial na aplicacdo da TFD e muito esforgo &€ empregado para que os FS sejam melhores carac-
terizados quanto a sua eficiéncia e seletividade. Entretanto, devido as suas propriedades fotoquimicas,
apenas alguns FS sao aprovados globalmente e estdo em uso clinico. Na tabela (1| sdo apresenta-
dos alguns exemplos de fotosensibilizadores que sao aprovados ou estdo em testes clinicos para o
tratamento de cancer [1].

Fotosensibilizador Familia A (nm) Cancer
Derivado da hematoporfirina (Photofrin) Porfirina 630 Pulmao, esbfago e etc.
5-ALA: 5-acido aminolevulinico (Levulan) Precursor porfirina | 630 Pele, bexiga e etc.
MAL: aminolevulinato de metila (Metvix) Precursor porfirina | 630 Pele.
h-ALA:L aminolevulinato de hexilo (Hexvix) Precursor porfirina | Luz branca | Célula basal.
BDP: derivado da benzoporfirina (Visudyne) Porfirina 690 Pancreas, seios.
Palladium bactereopheophorbide, padeliporfin, WST-11 (Tookad) Porfirina 762 Esoéfago, préstata.
Temoporfin, mMTHPC: meso-tetrahydroxyphenylchlorine (Foscan) Clorina 652 Cabecga, pescoco e etc.
Talaporfin, mono-L-aspartyl chlorin €6, NPe6, LS11 (Laserphyrin) Clorina 660 Figado, célon e etc.
HPPH: 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide-a (Photochlor) | Clorina 665 Cabeca, pescogo e etc.
Rostaporfin, SnEt2: tin ethyl etiopurpurin | (Purlytin) Clorina 660 Pele, seios.
Fimaporfin, disulfonated tetraphenyl chlorin, TPCS2a (amphinex) Clorina 633 Cancers superficiais.
Motexafin lutetium (Lutex) Texaphyrin 732 Seios.

Tabela 1 — Fotosensibilizadores aprovados ou em fase de testes clinicos no tratamento de cancers [1]

Os derivados da hematoporfirina (Photofrin) foram os primeiros fotosensibilizadores a serem apro-
vados pela FDA (Food and Drug Administration) como fotosensibilizador empregado na TFD em 1995
[17]. Atualmente ha trés geracdes de fotosensibilizadores, sendo o photofrin parte da primeira geragao.
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A segunda geracao incluem as porfirinas, clorinas, feoférbidos e etc. Em especial, na segunda geragéao
temos classificado o FS 5-ALA que atua como um precursor de FS que € metabolizado na protoporfirina
IX (PpIX) [17]. Os FS de terceira geracao sao aprimorados para melhor seletividade e estao divididos
em outras categorias como: TFD e nanotecnologia, TFD mediada por engenharia genética e TFD com
carreadores.

1.2.1 5-acido aminolevulinico

Dos FS citados anteriormente, vamos comentar brevemente sobre o FS 5-acido aminolevulinico (5-
ALA). O 5-ALA é um metabdlico intermediario natural produzido no caminho metabélico da hemoglobina
[17]. Apds administragdo oral, 5-ALA se infiltra nas células cancerigenas e dentro da mitocondria o
5-ALA é convertido em PplX. Uma vez formado, o PplX possui uma fluorescéncia em 635nm apos
excitado em 410nm e possui 4 bandas de absor¢ao entre 480nm e 650nm. Vale ressaltar que o 5-ALA
€ aprovado pela FDA para tratamentos com a TFD para queratose actinica [17].

1.3 Objetivos

O obijetivo principal deste trabalho é tratar a caracterizagcao de FS aplicados a TFD como também
a utilizagao da técnica de lente térmica como técnica auxiliar, em complemento com outras técnicas,
nesta caracterizagdo. Em particular, a técnica de lente térmica tem um intervalo de aplicagédo para
baixas concentragdes, nas quais as técnicas comerciais nao apresentam sensibilidade suficiente.

1.4 Desenvolvimento do trabalho

Conforme exemplificado anteriormente, o conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos FS
€ de extrema importancia para a aplicacao da técnica e os resultados que serdo apresentados neste
trabalho corroboram para o entendimento e melhores aplicagées clinicas.

No préximo capitulo sera apresentado o desenvolvimento tedrico da técnica de lente térmica, em
particular, para o modelo em que ha fotodegradacao das moléculas excitadas. Este desenvolvimento
tedrico se faz necessario tendo em vista a importancia da técnica no desenvolvimento deste trabalho,
em especial, na tematica proposta no capitulo 3, no qual sera trabalhado a fotoconversao da protohipe-
ricina em hipericina buscando compreender os processos intermediarios que ocorrem entre o reagente
e o produto. Posteriormente, sera trabalhado outro estudo que busca compreender os mecanismos de
fotodegradagao da eritrosina, tentando verificar a influéncia do estado tripleto do corante e do oxigénio
singlete neste processo. Por fim, no capitulo 4 deste trabalho sera apresentado a analise feita no sinal
de lente térmica pulsada para a eritrosina e para a 4gua em diferentes escalas temporais, tendo em
vista que efeitos diferentes ocorrem em intervalos temporais especificos.

Neste trabalho, os capitulos serdo abordados de forma independente, uma vez que cada capitulo
esta relacionado como uma tematica diferente.
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2 Descricao tedrica da técnica de Lente Térmica

2.1 Introducao

Os efeitos fototérmicos estao relacionados com diversas técnicas de caracterizagao termo-o6ptica de
materiais sélidos, liquidos e gasosos. Esta interagao esta relacionada com a incidéncia de uma onda
eletromagnética em um material, que resulta em efeitos como variacdo de temperatura, deformacao
estrutural, absor¢éo e emissao, difusdo de massa, efeitos fotoquimicos e etc. A transformagéo parcial
da energia transportada por uma onda eletromagnética em energia térmica é o fundamento da técnica
de lente térmica (LT). A formacéo da LT se da por meio da absorcao da energia proveniente de um laser
de excitacao que consequentemente, é convertida em energia térmica resultando em uma variacao de
temperatura local. A variagdo do indice de refragdo faz com que o material atue como uma lente
divergente ou convergente, dependendo das propriedades do material. A lente gerada afeta o caminho
optico de um laser utilizado para provar o efeito, resultando em uma variagéo na intensidade da parte
central do feixe de prova, monitorada no campo distante.

A primeira observagao experimental do efeito de LT foi feita por Porto et al (1965) [18], que poste-
riormente foi aprimorada no modelo aberrante de Sheldon et al (1982) [19]. O modelo de LT de dois
feixes descasados surgiu em 1992 com o trabalho de Shen et al (1995) [20]. Embora a aplicabilidade
do modelo de Shen seja limitada devido as aproximagdes empregadas e diversos trabalhos posterio-
res, como os que foram propostos por Malacarne et al [21), [22] 23] (2010-2014), terem desenvolvido o
modelo de forma mais ampla , o aparato experimental ainda é estruturado de acordo com a proposta
de Shen.

No modo descasado dois feixes gaussianos CW (do inglés, continuos wave) TEMy, (modo transver-
sal da radiagao eletromagnética medido no plano transversal a dire¢cdo de propagacao) sado utilizados
para gerar (laser de excitagdo) e provar (laser de prova) o efeito de LT. Vale ressaltar que o laser de
excitacdo utilizado pode ser continuo ou pulsado, o que resulta em processos diferentes sendo induzi-
dos em cada caso.

Neste trabalho, no qual abordaremos a caracterizacao de fotosensibilizadores, devemos considerar
que durante a excitagao por meio do laser ocorrera fotoreagao, o que afeta a produgao de calor ja que
ocorre uma variagdo na absorgao 6ptica da amostra. O processo de fotoreacdo pode ser caracterizado,
uma vez que a variagao na quantidade de calor produzido, e portanto a variagdo no caminho optico,
reduzem a amplitude do sinal de lente térmica. Também deve-se considerar que uma mudanca na
fluorescéncia também afeta a quantidade de calor gerado, induzindo assim uma mudanga na ampli-
tude. Entretanto, como estes efeitos ocorrem em escalas temporais diferentes, ambos os efeitos sao
facilmente detectaveis [23| 24, 25].

2.2 Descricao tedrica

Como dito anteriormente, a variagao de temperatura gerada pela absorgao de energia do laser
de excitagao, acarreta em uma variagao no indice de refracdo do material que se traduz em uma
variagcao no caminho oOptico do laser de prova. Considerando uma simetria axial para o feixe de prova
se propagando na diregao z, o caminho éptico é definido como [22]:



S(r,t) = / n(r, z,t)dz, (2.1)
caminho

na qual n(r,z,t) € o indice de refragdo do material. A variagdo no caminho 6ptico resulta em uma
diferenca de fase na frente de onda do feixe de prova:

2
(r,t) = T-1S(r,t) = 5(0,0)] (2:2)
D
com A, sendo o comprimento de onda do laser de prova.
O sinal de lente térmica é modulado por meio da variagao de intensidade no plano do detector. Esta

variacao € dada por [21], 22} [23]:

I(t) = Io|U(Z1 + Z2, 1), (2.3)

em que U(Z; + Z»2,t) € a amplitude complexa do campo elétrico do laser de prova ao atravessar a
amostra e pode ser descrita por:

U(Z1+ Zy,t) =C / e”(HFV)g—i®(a.t) gg (2.4)
0

com Z; e Z, sendo a distancia entre a cintura do feixe de prova e a amostra, e a distancia da amostra
até o fotodetector, respectivamente. Na equacao anterior, V e g sdo dados por:

Zy Ze AR,
V=—+—-—]1 — 25
na qual z. é a distancia confocal do feixe de prova.
R
— ()2 2.6
9= wlp) (2.6)
e ainda, C' é dado por:
; 2
- [2Pp 1wy, =224 Z2) Ny 2.7)
™ )\pZQ

e com P, e wi, sendo a poténcia e o raio do feixe de prova na amostra.

Considerando agora o caso de liquidos e que ocorra fotoreagdo nos mesmos durante a excitagao
laser, deve ser levado em conta que o coeficiente de absorgao éptico dependente do tempo é descrito
por [23, 24} |25, 126] :

B(r,t) = Cr(r,t)er + Cp(r, t)ep + Bsol, (2.8)

no qual C(r,t) e e sdo a concentragdo e o coeficiente de absor¢gao molar, respectivamente, para os
reagentes e para os produtos. 3., € 0 coeficiente de absorgao 6ptico do solvente. Quando ha uma
conservacao dos compostos (Cr + Cp = Cy) e Cp(r,0) = 0, 0 coeficiente de absorgao dptico pode ser
escrito como:

B(Tv t) = ﬂO[(l - E)OR(Tv t)/OO + 6] + /88017 (29)

em que S, é o valor inicial do coeficiente de absorgao dptico dos reagentes e e = ep/cr € a razao entre
os coeficientes de absor¢do molar do produto e do reagente.
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Como os gradientes térmico e de concentragdo afetam o caminho 6ptico do laser de prova, a
diferenca de fase induzida deve ser reescrita da seguinte forma:

or (FTd d
<I>(r7t):>\—7r 0 Ll;:r(r,twngcR(r,t) dz, (2.10)
'y

na qual T'(r,t) e Cg(r,t) sdo os gradientes térmico e de concentracao induzidos.

Considerando que quando o transiente € descrito apenas por um processo de relaxagao térmica,
ou seja, quando o efeito de lente de concentragao pode ser desprezado, a parte do transiente relaci-
onada a quando o laser nao esta mais incidindo na amostra (laser off) nao excede o valor inicial [23].
A figura [2| exemplifica com os transientes para solugdes de protohipericina e hipericina, o caso em
que ha a presenca de fotoreagao (protohipericina), no qual tem-se o transiente térmico caracteristico
seguido por uma variagdo na amplitude do transiente apds o tempo térmico usual, € 0 caso em que
apenas o comportamento térmico é observado (hipericina). Pode-se observar ainda que em ambos os
casos o transiente off apresenta apenas uma relaxacao térmica, indicando que os efeitos de lente de
concentragao podem ser negligenciaveis.
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Figura 2 — Transiente de lente térmica para solugdes de protohipericina e hipericina. Laser on (de 0 a
2.5s) e laser off (de 2.5s a 4.5s).

Vale ressaltar que a evolugao temporal do transiente de LT é caracterizada pela variagao de tem-
peratura e concentragdo das moléculas excitadas. Ao considerar fluidos de baixa absorgao dptica, a
atenuacao da luz na direcao azimutal pode ser desconsiderada, e o gradiente térmico é descrito pela
equagao de difusdo de calor [23]:
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O 7(r.) ~ DuVET(r.) = 0P B(r 1) Fole™ /5 £ (1) @.11)

no qual 6, é dado por:

O, = —00 (2.12)

com Dy, p € ¢, sendo o coeficiente de difusividade térmica, a densidade e o calor especifico da amos-
tra, respectivamente. ¢ é a fragdo de energia absorvida que é convertida em energia térmica. P, e wp,
sao a poténcia e o raio na cintura do feixe do laser de excitacdo. Tem-se ainda que a fungéo f(t) é
descrita por:

f@) == H(t = &), (2.13)

na qual H(t—¢) é a fungao Heaviside Theta e estéa relacionada com a parte on/off do laser de excitagao.
Considerando uma reagao de primeira ordem, o gradiente de concentragao € descrito pela equagao
de difusédo de massa [23]:

o Cnlr 1) ~ Dy V3Cr(r,) = ~KgPee /5 Calr, )1 (1), (2.14)

no qual K é a taxa de reagao e D,,, € o coeficiente de difusividade de massa. O termo de difusao
na eq. [2.14]estéa relacionado com a reposigao molecular por movimento browniano do volume irradiado
para o volume nao-irradiado.

A obtencao de uma expressao analitica como solucdo das equacdes e sO é possivel
assumindo uma média espacial de cada termo na equagao de concentragado, Cr(t) =< Cgr(r,t) >,
que resulta na equagao de taxa efetiva:

d
%CR(t) = —KrCgr(t). (2.15)

A taxa de reagao total K representa as taxas médias de fotoreagdo e movimento molecular por
difusao.

Neste trabalho, sera adotado uma abordagem numérica para analisar o processo de fotoconversao
da protohipericina em hipericina, por meio da resolugdo numérica das equacgdes e assim
como feito por Malacarne et al (2014) [23].

2.3 Aparato experimental

No aparato experimental da técnica de lente térmica, utilizamos um laser de excitagao (neste trabalho
em 532nm) para gerar o efeito. O laser de excitagdo pode ser continuo ou pulsado, como mencionado
anteriormente e neste trabalho abordaremos as duas montagens experimentais. Também utilizamos um
laser de prova (neste trabalho em 632.8nm). O laser de excitagdo foi focado na amostra por meio de
uma lente e o feixe do laser de prova passava pela amostra praticamente colinear ao feixe de excitagao
e atravessava uma outra lente. O angulo entre os feixes de prova e excitacdo era < 1.5° afim de que
se pudesse empregar o modelo colinear. No caso de uma excitagdo continua, a irradiagao do feixe de
excitagao na amostra foi controlada por meio de um obturador mecanico. A intensidade da parte central
do feixe de prova foi medida por meio de um conjunto pinhole-filtro-fotodiodo, posicionado no campo
distante. A medida da intensidade do feixe de prova foi acionada por meio de um outro fotodiodo. Os
sinais dos fotodiodos foram obtidos por meio de um osciloscépio digital. As amostras foram depositadas
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em uma cubeta de quartzo. Uma representagao do aparato experimental, no caso de uma excitagao
continua e pulsada, pode ser observada nas figurase Ressaltamos que os parametros geométricos
serdo explicitados em cada capitulo, uma vez que as montagens foram especificas em cada caso.
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Figura 3 — Aparato experimental de lente térmica no modo descasado com dois feixes e excitagao
continua. L;, M;, P; sdo lentes, espelhos e fotodiodos, respectivamente.
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Figura 4 — Aparato experimental de lente térmica no modo descasado com dois feixes e excitagao pul-
sada. L;, M;, P; sao lentes, espelhos e fotodiodos, respectivamente.
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3 Andlise da fotoconversao da protohipericina
em hipericina

3.1 Introducao

O conhecimento das propriedades fotofisicas dos fotosensibilizadores pode nos ajudar a ter uma
melhor aplicacdo terapéutica, por exemplo, altas absorgdes 6pticas podem reduzir a quantidade de
fotosensibilizador administrada para que se obtenha uma resposta desejada. A maxima absorgao optica
em comprimentos de onda relativamente longos ajudam a aumentar a penetracao da luz nos tecidos
alvos. E ainda, quanto maior o tempo de vida do estado tripleto do fotosensibilizador, maior sera a
producao de oxigénio singlete [6] 8, [12].

O desenvolvimento da TFD esta diretamente relacionado com a investigagao dos fotosensibiliza-
dores e a ampla pesquisa destes tem sido realizada em diversas condigdes, com o objetivo de mi-
nimizar efeitos colaterais. Dentre os muitos FS estudados atualmente, um FS natural, a hipericina
(Hyp), se mostra promissor devido a suas 6timas propriedades. A Hyp além de possuir alta absorgao
optica e baixa toxicidade, ainda possui propriedades antivirais, antitumorais e seletividade a tecidos
[27, 28, [29] [30] [31]. A erva de Sao Joao, nome popular da espécie H. perforatum L, do género Hy-
pericum, € utilizada em grande maioria para a extracao da Hyp, entretanto, existe atualmente estudos
que buscam uma rota sintética para a producao de Hyp devido a baixa eficiéncia na extracao natural
[29] 132, [33].

Dentre as diversas buscas na producao de Hyp, ressalta-se os seguintes trabalhos a titulo de
exemplificagao: Hirose et al [34], que em seu trabalho desenvolveram uma rota sintética em um pro-
cedimento de doze etapas. Kraus et al [35], que apresentaram um procedimento em seis etapas. Kim
et al [36], que propuseram um procedimento em oito etapas. Por fim, Huang et al [33], que aplicaram
uma rota semi-sintética para a produgao de protohipericina (pHyp), que era convertida em Hyp por um
processo de fotociclizagao.

Atualmente sabemos que a utilizacdo de um LED (do inglés, light emission diode) (lambda 532nm)
aperfeicoa o processo de fotociclizacdo de pHyp em Hyp, uma vez que as lampadas de vapor de
mercurio induzem efeitos colaterais negativos, como a fotodegradacéo de Hyp [37].

A caracterizagdo completa da Hyp é necessaria, uma vez que os mecanismos fisico-quimicos de
sua producgdo ainda ndo sdo completamente conhecidos, tendo em vista que a concentragao de pHyp,
solvente, comprimento de onda incidente e uma série de outras variaveis estao relacionadas de forma
prioritaria no processo de fotoconversdo. Para que esta caracterizagdo completa seja realizada é ne-
cessario a utilizagao de diversas técnicas para que todos estes fatores sejam contemplados.

A técnica de LT tem sido utilizada neste ambito em conjunto com outras técnicas de espectros-
copia para a caracterizacdo de materiais, englobando aspectos como a determinagao do coeficiente
de absorgao optico [38 [39], investigacao de processos de fotodegradagao, caracterizagao da difusivi-
dade térmica e difusividade de massa de biocombustiveis [40, 141}, [42], corantes e solucoes micelares
[26! 43| 144, 45]. O método ainda pode ser utilizado para estudar as propriedades épticas de polimeros
e vidros [46], 147, 48|, [49] 50]. Existem diversos outros trabalhos sobre as aplicagoes da técnica de lente
térmica na literatura.

Neste trabalho, nés utilizamos a alta sensibilidade e aspecto remoto da técnica de LT para inves-



tigar a fotoconversao da protohipericina em hipericina. As medidas foram realizadas em diferentes
concentragoes de protohipericina e diferentes poténcias do laser de excitacdo. As dependéncias da
taxa de fotoreagdo com a concentragao de protohipericina resulta em informacoes sobre espécies in-
termediarias formadas em reagdes em cadeia no processo de fotoconversao.

3.2 Metodologia

Quanto ao aparato experimental utilizado neste estudo, o laser de excitagao foi um laser semicon-
dutor (Coherent, modelo Verdi 2G) e o laser de prova foi um laser He-Ne (Uniphase, modelo 11335p).
A distancia focal da lente empregada para focar o laser de excitacao na amostra foi de f; = 30cm. A
distancia focal da lente que o laser de prova atravessava era de f, = 15¢m. O obturador mecéanico
utilizado foi um SRS, modelo SR470. O conjunto pinhole-filtro-fotodiodo empregado foi da Thorlabs,
modelo DET100A/M, posicionado em Z, = 500cm e o outro fotodiodo utilizado para acionar a me-
dida foi da Thorlabs, modelo PDA10A. Os sinais dos fotodiodos eram obtidos por meio de um os-
ciloscopio digital (Tektronix, modelo TDS1001B). As amostras eram depositadas em uma cubeta de
quartzo de espessura igual a 2mm. A cubeta era mantida a 25°C por meio de um forno resistivo. Uma
representacao do aparato experimental pode ser observada na figura 3| Os parametros geométricos
para esta configuragdo foram: wg. = 63.5um, wi, = 337.5um e V = 7.09.

As amostras de protohipericina foram preparadas em quatro concentragées (100nM, 200nM, 300nM
e 400nM) em etanol e armazenadas em frascos ambar. As medidas de LT foram realizadas em cada
amostra utilizando quatro poténcias diferentes para o laser de excitacao e a temperatura foi mantida
em 25°C. Por conseguinte, o espectro de absorgao dptica foi medido utilizando um espectrofotdmetro
(PerkinElmer, modelo Lambda 1050). As amostras eram postas em cubetas de quartzo de espessura
igual a L = 1cm, e os espectros foram obtidos no intervalo de 400nm a 700nm.

3.3 Discussao dos resultados

O espectro de absorcao da pHyp e da Hyp (diluidas em etanol) sdo apresentados na figura |5 .
Nota-se a ampla absor¢do da pHyp na regido do visivel do espectro, podendo-se ainda ressaltar os
picos caracteristicos em 543nm e 580nm. Ja a Hyp exibe um intenso pico em 591nm e outro pico em
543nm. Para fornecer a energia necesséria para induzir a reacéo fotoquimica de fotociclizagao da pHyp
em Hyp, € necessario que o comprimento de onda do laser de excitagao seja relativamente préximo ao
pico de absorcao da pHyp, neste trabalho, como o laser de excitagao utilizado possuia o comprimento
de onda de 532nm, ele pode ser empregado. Em contrapartida, é esperado que o laser de prova nao
seja absorvido pela amostra, neste caso, como o comprimento de onda selecionado foi 632.8nm e tanto
a pHyp quanto a Hyp possuem baixa absorcao éptica em tal comprimento de onda, ele também pode
ser empregado.
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Figura 5 — Espectro de absorcao para a protohipericina e para a hipericina em concentracoes de 20uM
em etanol. As linhas tracejadas indicam o comprimento de onda da excitacdo e prova na
lente térmica.
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O processo de ajuste dos transientes de lente térmica pode ser relativamente complexo, entretanto,
considerando o regime de baixa absorgao éptica para os corantes, as propriedades térmicas da amostra
podem ser consideradas equivalentes as do solvente empregado, facilitando assim o ajuste tedrico.
Como as amostras de etanol puro nao apresentam fotodegradagéao no comprimento de onda do laser
de excitagao, o transiente de lente térmica do etanol pode ser ajustado considerando B(r,t) = Bso; € 0
resultado da curva ajustada é apresentado na figura 6]

T T T T T T T T T T
1,00 | ) -
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Figura 6 — Sinal de lente térmica para o etanol (circulos). A linha continua representa o ajuste teoérico.
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Posteriormente, os resultados para a difusividade térmica, Dy, = (1.0 £ 0.1) x 10~"m?/s € Bso1 =
(0.08 4 0.01)m™1!, obtidos do ajuste e os valores encontrados na literatura para a densidade (p =
789.3kg/m3), calor especifico (¢, = 2570J/kgK) e para taxa de variagdo do indice de refragdo em
fungéo da temperatura (dn/dT = —4 x 10~*K 1) foram utilizados para o tratamento dos transientes de
LT nas andlises das amostras de pHyp [51].

Como mencionado anteriormente, o ajuste tedrico dos dados experimentais pode ser ligeiramente
complicado, em seu trabalho [23], Malacarne et al (2014) estudaram a estabilidade dos transientes de
LT em um ajuste multiparamétrico. Seguindo a proposta de Malacarne et al (2014), os parametros e
e D,, foram fixados afim de se obter valores mais precisos da constante de fotoreagao Ky e 6y,. O
resultado do ajuste estad apresentado na figura[7} Considerando que para um tempo muito curto (neste
caso, aproximadamente 0.2s), o transiente de lente térmica é predominantemente governado pelo efeito
térmico, podendo assim ser negligenciado o efeito de fotodegradagao no ajuste, ¢ pode ser estimado
por:

HHZJI)

€= B (3.1)
th

em que 677 e 927 5530 obtidos dos ajustes de transiente curto para para a Hyp e pHyp nas mesmas
th th

concentragoes.

O valor € = 0.4 foi obtido por meio da equacao O mesmo valor ¢ ~ 0.4 foi obtido por meio dos
valores relativos de absorbancia medidos a partir do espectro de absorc¢ao na figura[5l Por outro lado, o
valor para a difusividade de massa foi obtido da literatura, D,,, = 1.0 x 10~%m? /s, um valor usual para
a difusividade de macromoléculas [52, 53].
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Figura 7 — Sinal de lente térmica para a protohipericina (circulos) nas seguintes concentragoes: a)
100nM; b) 200nM; c) 300nM; d) 400nM. As linhas continuas representam os ajustes
teoricos.
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Os ajustes tedricos foram obtidos utilizando a equagéao em um procedimento de ajuste ndo
linear com 6y, e Kg livres € Dy, Dy, Bsol € € fixos. Os resultados sdo apresentados na figura[7] Os
transientes de lente térmica para diferentes concentracoes de pHyp e poténcias do laser de excitacao
sdo representados pelos circulos e os ajustes sdo representados pelas linhas continuas.

Primeiramente, vale ressaltar que, como esperado, foi observado que ambos os parametros, 6;;, e
K, séo independentes da poténcia de excitagdo. Por conseguinte e por intermédio da figura[g] pode-se
observar uma dependéncia linear entre estes parametros com a concentragao de pHyp.
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Figura 8 — Dependéncia dos parametros (a) 6;, e (b) Kr com a concentracdo de protohipericina
(circulos) em etanol obtidos por meio da técnica de lente térmica. A linha continua representa
0 ajuste linear.
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Afim de confirmar a dependéncia da taxa de fotodegradagédo com a concentragédo de pHyp, amostras
com diferentes concentragdes de protohipericina foram iluminadas com um fotoreator acoplado a um
espectrofotobmetro, no qual as amostras eram postas em uma cubeta de espessura de 1cm e com um
Peltier para o controle da temperatura. Medidas de absorgao (A ~ 600nm) foram feitas para monitorar a
cinética de fotoreagéo K, (dada em s~2), que esta relacionada com a reagéo de pseudo-primeira ordem
do reagente,

%’z(t) = —K,Cgr(t). (3.2)

Observemos que na técnica de lente térmica, as amostras sdo iluminadas por um feixe de laser com
uma distribuicdo de intensidade conhecida, o que permite a definicdo precisa da constante de reagao
em unidades de J~!. Nas medidas de absorgao, além de existir a dificuldade em determinar o nimero
de fétons por unidade de area, a concentragao necessaria para detectar qualquer mudanga na trans-
mitancia é aproximadamente duas ordens de magnitude maior do que as necessarias no experimento
de lente térmica. Portanto, nao existe nenhuma relacao direta entre as duas constantes Ky (obtida
por meio da técnica de lente térmica) e K, (obtida por intermédio dos espectros de absorgao), ja que
ambos os parametros sao obtidos em diferentes condigdes experimentais. Contudo, a linearidade de
K, com a concentragdo também é observada e é apresentada na figura[9}

10

T

K. (x10°s)

6| Slope 375.48 s" M

| |
5 10 15 20
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Figura 9 — Dependéncia do parametro K3, com a concentracdo de protohipericina (circulos) em etanol
obtidos por meio dos espectros de absorcdo. A linha continua representa o ajuste linear.
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Analisemos mais uma vez a figura [7] que apresenta os transientes de lente térmica para diferentes
valores de poténcias de excitacdo e concentragao de protohipericina. Quando o laser é irradiado na
amostra, a energia absorvida pela protohipericina gera uma variacdo de temperatura local que possui
sua dinamica ditada pela equacgéo de difusao de calor. A variagao de temperatura induz um gradiente de
indice de refragao que atua como um elemento éptico para o feixe de prova, alterando sua propagacao.
A lente térmica resulta em um decréscimo na intensidade do feixe de prova no fotodiodo com o tempo,
como mostrado na figura [6] (apenas efeito térmico). Para a protohipericina, a intensidade do sinal
decresce para ¢ < 0.2s como pode ser observado na figura[7] Em seguida, a energia absorvida pela
amostra induz uma fotoconversao de protohipericina em hipericina e uma correspondente mudanca na
absorcdo com o tempo. A diminuicdo da absor¢do com o tempo se torna evidente dado o aumento da
intensidade do feixe de prova no fotodiodo. A dindmica do transiente de lente térmica apds o tempo
caracteristico térmico é dado pela constante de fotoreagcdo Kr. Assim, os transientes obtidos sédo
resultados de uma combinagao entre efeitos térmicos e de fotoreagao.

Os valores dos parametros 6;;, e Kr foram obtidos por meio de um ajuste numérico dos dados
experimentais utilizando a equacao e sdo apresentados em funcdo da concentragdo na figura
Uma dependéncia linear de 6;, com a concentragdo é esperada ja que 6, exibe uma relagao linear
com o coeficiente de absorgao 6ptico da protohipericina, Sy = €,C.

A fotoreacdo observada no transiente de LT para a pHyp, refletida na mudanca de intensidade
(devido a variagao na absorgao do feixe de excitagao) no sinal apds o tempo térmico caracteristico, &
uma verificagao direta da fotoconversao de pHyp em Hyp. Se for assumido uma reagao de primeira
ordem:

pHyp + hv — Hyp, (3.3)

a taxa de fotoreagao deve ser independente da concentragao de protohipericina. Entretanto, como
pode ser observado nas figuras [8 e [9] as constantes Ky e K, apresentam uma dependéncia com a
concentracdo de protohipericina, este crescimento linear da taxa de fotoreagdo com a concentracdo de
protohipericina indica a presenga de etapas extras no processo de fotoconversao da protohipericina em
hipericina, que pode envolver subprodutos no processo de fotociclizagao, sendo assim, ndo podendo
ser caracterizada por uma reacao de primeira ordem.

A dependéncia observada para a taxa de fotoreagdo em fungao da concentragao pode ser explicada
por um mecanismo de Lindemann-Hinshelwood, conforme descrito nos trabalhos de Brockmann et al
(1949) e Muszat et al (1988) [54},55]. A reacao aparentemente unimolecular se quebra em duas ou mais
etapas, com constantes caracteristicas proprias para cada etapa. As etapas de fotoconversao da pHyp
em Hyp (figura estrutura a para b) envolvem um intermediario denominado hidro-protohipericina
ou/e uma forma fotocromica (figura estrutura ¢ para d). Entretanto, como a forma fotocrémica da
protohipericina passa por uma troca rapida e irreversivel do atomo de hidrogénio indo para a hidro-
protohipericina, assume-se aqui um mecanismo mais simples para a fotociclizacao da prohipericina:

2A+hv — B+ D (3.4)

D+ 0y — HOy+ A (3.5)
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Figura 10 — Estrutura dos compostos: a) Protohipericina; b) Hipericina; ¢) Forma fotocrémica da pro-

tohipericina; d) Hidro-protohipericina.
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Na primeira reagao, o estado singleto excitado da pHyp resulta diretamente em uma Hyp e do estado
tripleto é formada a forma instavel hidro-pHyp, representada no diagrama a seguir:

B

At hy —lAr (3.6)

S
N\
34 =D
Este intermediario reage com o oxigénio molecular resultando em uma pHyp e em uma molécula de
peroxido de hidrogénio. Em adicao, o estado excitado, singleto ou tripleto, pode retornar para o estado
fundamental por fluorescéncia ou fosforecéncia. A reagado aparentemente de primeira ordem é na
verdade uma reacao de pseudo-primeira ordem com uma constante caracteristica Kr = Kp,,[A], com
Ky, sendo obtido por meio do slope do plote de K em fun¢do da concentragéo de protohipericina.
Embora os mecanismos envolvidos na cadeia da fotoreacéo e todas as etapas na producao de Hyp
nao serem completamente conhecidas, tornando necessaria a realizagao de investigagdes posterio-
res para uma descricdo completa, a LT demonstrou ter potencial para andlises de solugées em baixa
concentracdo, nas quais as técnicas de transmitancia convencionais nao sao aplicadas.

3.4 Conclusao

A fotoconversao induzida da pHyp em Hyp foi estudada por meio da técnica de LT. Os resultados
mostraram uma relagao entre a taxa de fotoreagdo com a concentragao de pHyp no intervalo de 100nM
a 400nM. A taxa de fotoreagao apresentou um comportamento linear com a concentragao, indicando
possiveis espécies intermedidrias no processo de fotoconversao de pHyp em Hyp. A aplicabilidade
da técnica de LT é demonstrada para a caracterizacao fotoquimica de fotosensibilizadores com grande
potencial de aplicagdo na terapia fotodinamica, especialmente em regimes de baixa concentragao que
nao podem ser analisados pelas técnicas fotométricas comercias disponiveis. Em adicao, a técnica de
LT pode ser utilizada posteriormente para a determinagdo da eficiéncia de fotoconversao e a eficiéncia
quantica de fluorescéncia por meio de analises do parametro 6,,, que esta relacionado com a fracao
de energia absorvida disponivel para a conversdo em calor. Mudangas na eficiéncia quantica de fluo-
rescéncia podem fornecer informacdes sobre a interagdo entre o fotosensibilizador, diferentes solventes
e espécies quimicas que podem mudar a atividade fotodinamica.
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4 Cinética de fotodegradacao da Eritrosina

4.1 Introducao

Como ja discutido, a terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica utilizada para combater varias doencas
utilizando um composto sensivel a luz conhecido como fotosensibilizador (FS) que quando exposto
seletivamente a luz na presenga do oxigénio molecular se torna téxico a células, resultando na morte
celular [5, 16, 19, [10L 11, 12} |56l 57].

Caracteristicas como baixa toxicidade na auséncia de luz, alta afinidade com os tecidos doen-
tes, sensitividade nao prolongada, alta solubilidade em meios aquosos e biol6gicos, alta geracdo de
espécies radicais e formas reativas do oxigénio, e rapida eliminacdo do corpo, sdo constantemente
procuradas nos FS. Sendo assim, a relagao entre a produgao de oxigénio singlete, fotodegradagao e o
tempo de vida do estado tripleto se faz necessaria para a otimizagao das propriedades dos FS e assim
otimizar a performance na TFD.

Os mecanismos da fotoreagao devem ser considerados complexos [58], ja que estes apresentam
uma forte dependéncia com as condigdes do meio ou de excitagdo. A dinamica de fotoreacdo nao pode
ser descrita por um comportamento exponencial simples ou duplo, ja que a complexidade da fotoreacao
€ caracterizada por diversas taxas de reagao, que por sua vez também dependem das condigoes fisicas.
Podemos caracterizar de forma simples a fotoreagao por uma competigdo entre mecanismos do tipo
corante-corante (CC), corante-oxigénio (CO) e corante-supressores (CS). Embora o grande nimero de
estudos, a relacao direta entre o estado tripleto e a fotoreacdo nao é completamente compreendida.

A degradacao dos FS resulta em formas semi-reduzidas ou semi-oxidadas, na qual o papel de cada
mecanismo citado anteriormente depende da concentragdao do FS, oxigénio e supressores [58] 59].
Como a eritrosina apresenta uma alta eficiéncia quantica de produgao do estado tripleto com um rapido
cruzamento entre os estados singleto e tripleto e um tempo de vida longo no estado tripleto, ela € um
FS ideal para estudar a relacao entre o estado tripleto e a fotoreacao.

Diversos métodos sao necessarios para a caracterizagdo completa dos mecanismos de fotoreagao,
devido as suas complexidades e devido a sua relacdo com a producao de oxigénio singlete. Neste
quesito, a cinética de fotodegradagao que pode ser analisada por meio de uma mudancga na absorgao
e emissao dos FS em fungao do tempo de exposigao a irradiagao de luz monocromatica em um deter-
minado comprimento de onda, fornece informagdes importantes sobre o processo de fotodegradagao.
Entretanto, a sensibilidade de cada uma das técnicas empregadas € um problema, tendo em vista que
cada técnica permite a andlise em um intervalo especifico de concentragao. As técnicas comerciais
geralmente ndo conseguem ser utilizadas para andlises de amostras em concentragées muito diluidas
(abaixo do regime micromolar). Entretanto, a técnica de lente térmica tem se mostrado um método
capaz de ser empregado para solugdes muito diluidas, o que permite a investigacao do fotobranquea-
mento e da absorgao nido-linear de corantes organicos [23, 24, 25, [26, [45].

Neste trabalho, utilizamos um conjunto de técnicas Opticas para investigar o processo de fotoreacao
da eritrosina. A LT e técnicas de transmitancia foram utilizadas para investigar as contribuigées dos pro-
cessos CC, CO e CS, nos processos de fotoreagao e a correlagdo deles com o tempo de vida do estado
tripleto do fotosensibilizador. A cinética de fotoreagao da eritrosina foi realizada na presenca da ciste-
amina (MEA, do inglés mercaptoethylamine), um supressor conhecido do estado tripleto e purgando
oxigénio por meio de uma injegao de gas nitrogénio (N) na solugao.



4.2 Metodologia

4.2.1 Reagentes

Eritrosina B (Co0HglysNasO5 ,~ 95%), Eosina Y (CogHgBryOs, ~ 99%), Fluoresceina (Co9H120s5,
~ 100%) e o supressor do estado tripleto, cisteamina (MEA, NH,CH;CH>SH, ~ 95%) foram obtidos
na Sigma Aldrich e todos os reagentes utilizados neste trabalho nao passaram por uma purificagao
adicional. Todas as amostras foram preparadas em solugao tampao fosfato-salino (PBS, do inglés
phosphate buffered saline) para manter o Ph em torno de 7.4. As amostras com os FS e supressores
eram preparadas antes de cada medida. Tendo em vista que cada técnica empregrada trabalha em um
intervalo de concentragao especifico, as amostras foram preparadas para obter uma boa sensitividade
para cada uma delas. Na transmitancia resolvida no tempo, a menor concentracao de eritrosina foi de
25uM. Nas cinéticas de absorgao e emissao os espectros foram medidos em solugbes de eritrosina
com concentragao de 5uM e 1uM, respectivamente. Na técnica de LT foram utilizadas concentragdes
nanomolares. Para a cinética de fotodegradacao por meio dos espectros de absorgcao e emissao na
presenca de MEA, a mesma propor¢cao MEA/Ery foi mantida em ordem de se obter condicoes similares.
A injecao de gas nitrogénio na solugao de FS foi feita afim de se examinar os efeitos da purga de
oxigénio na fotoreacdo. Medidas em funcao do tempo de purga de oxigénio demonstraram ser suficiente
30 minutos para que o maximo possivel de oxigénio fosse removido da solugao.

4.2.2 Transmitancia resolvida no tempo

Para as medidas do tempo de vida do estado tripleto da eritrosina foi utilizado um laser pulsado de
Neodimio-Yag (Nd-Yag) (Brilliant B Quantel) como laser de excitagdo e um laser He-Ne (Uniphase, mo-
delo 11335p) foi utilizado como laser de prova. Utilizamos um fotodiodo (Newport, modelo 818-BB-22)
com filtro para monitorar a variagdo na transmitancia do laser de prova. Para evitar efeitos de lente
térmica, uma lente com distancia focal de 30cm foi posta no caminho do feixe de prova, posicionando o
forno resistivo (em 25°C) no foco da lente. As amostras eram depositadas em uma cubeta paralela de
quartzo de 5mm de espessura. Uma segunda lente de distancia focal de 7.5cm foi utilizada para focar
todo o feixe de prova no fotodiodo. Dois espelhos dicréicos (Thorlabs, modelo DMLP567) foram utiliza-
dos para configurar os feixes colinearmente na amostra e separa-los depois da excitacdo da amostra.
Depois da amostra o feixe de excitagao foi direcionado para outro fotodiodo para acionar o inicio da
medida quando a amostra era exposta ao laser de excitacdao. O sinal foi pré-amplificado e adquirido
por um osciloscopio (Tektronix, modelo DPO4102B). Neste aparato experimental, os raios dos feixes
de prova e excitagao eram de wy, = 143.5um e w. = 2.3mm, respectivamente. Uma representagéo do
aparato experimental pode ser observada na figura[f1]

4.2.3 Espectroscopia de absorcdo e emissao

A cinética de fotodegradacao por meio do espectro de absorgao foi feita utilizando um espectro-
fotometro UV/VIS (PG Instruments Ltd, modelo T90+), enquanto que a cinética por meio do espectro de
emissao foi feita utilizando um fluorimetro (Perkin ElImer, modelo LS45). A degradagao das amostras foi
feita empregando uma camara com LEDs (A = 532nm) com sistema de dissipacdo de calor. As amos-
tras (postas em uma cubeta de quartzo com quatro faces polidas e 1cm de espessura) foram inseridas
na camara onde era uniformemente irradiadas a uma intensidade constante.
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Figura 11 — Aparato experimental de transmitancia resolvida no tempo.

4.2.4 Lente Térmica

No aparato experimental utilizado neste estudo, o laser de excitagao foi um laser semicondutor (Cohe-
rent, modelo Verdi G) e o laser de prova foi um laser He-Ne (Thorlabs, modelo HNL225R). A distancia
focal da lente empregada para focar o laser de excitagao na amostra foi de f; = 30cm. A distancia focal
da lente que o laser de prova atravessava era de f> = 10cm. O obturador mecanico utilizado foi um SRS,
modelo SR470. O conjunto pinhole-filtro-fotodiodo empregado foi da Thorlabs, modelo DET100A/M, po-
sicionado em Z, = 500cm e o outro fotodiodo utilizado para acionar a medida foi da Thorlabs, modelo
DET10A/M. Os sinais dos fotodiodos eram obtidos por meio de um osciloscépio digital (Tektronix, mo-
delo DPO4102B). As amostras eram depositadas em uma cubeta de quartzo de espessura igual a
5mm. A cubeta era mantida a 25°C por meio de um forno resistivo. Uma representagao do aparato ex-
perimental pode ser observada na figura[3] Os pardmetros geométricos para esta configuragao foram:
wWoe = 47um, wip, = 426.5um e V = 10.06.

4.3 Discussao dos resultados

Na figura estdo apresentados as cinéticas de fotoreacdo para a eritrosina em PBS quando
irradiada por uma camara de LED (A = 532nm). Embora a degradacao observada seja um resultado de
diferentes mecanismos e possa ser afetada por diferentes parametros como a composigao do solvente,
temperatura, pH, concentragao do FS e presenca de supressores, 0s espectros de absor¢ao e emissao
apresentaram um tempo de decaimento similar.
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Por intermédio de supressores, podemos investigar as relagdes entre o tempo de vida do estado
tripleto, a producao de espécies reativas do oxigénio (como o oxigénio singlete) e a fotoreacao da Ery.
Por isso, foi realizada a fotodegradacao da Ery na presenca de MEA, um supressor do estado tripleto
e purgando oxigénio da solugao por intermédio da injecao de gas nitrogénio na solugdo. Em seus
trabalhos, Song et al (1996) [59] e Widengren et al (2007) [60] demonstraram o efeito supressor da
MEA com relacao a degradacao da fluoresceina e rodamina 6G, respectivamente.

As figuras [13] e [T4] apresentam os resultados obtidos para o tempo de vida do estado tripleto da Ery
na auséncia e na presenc¢a dos supressores por intermédio da técnica de transmitancia resolvida no
tempo, os valores obtidos sdo apresentados na tabela [2 e foram obtidos do ajuste com uma funcéo de
decaimento exponencial:

Y =yo + Ae "/t (4.1)
Mea T(us) | N 7(s)
0 uM 206 |0 2.06

2.5mM 0.72 | 15 min | 11.09
6.25 mM 0.12 | 30 min | 12

18.75 mM | 0.06
25 mM 0.05

Tabela 2 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto na auséncia e na presencga
dos supressores.
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Figura 13 — Transiente da absorcdo da banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio da trans-
mitancia resolvida no tempo para a eritrosina (250 ) em fungao da concentracao de MEA.
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Podemos observar, assim, os efeitos da MEA e do O, no tempo de vida do estado tripleto. Na
auséncia de oxigénio, nota-se que o tempo de vida sofre um aumento significativo (cerca de 12us), que
esta relacionado com o efeito supressor do préprio oxigénio no estado tripleto da Ery. Na presenca da
MEA (aproximadamente 25mM), o tempo de vida é reduzido praticamente a 0, como ja era esperado
devido a seu efeito supressor. Também é esperado que a prépria Ery desempenhe um efeito supressor
no estado tripleto, como pode ser observado pelo aumento de concentracdo do FS de 25uM para
100uM (figura [15), que induz um decréscimo pequeno no tempo de vida (de 2.06us para 1.75us),
portanto, nessas concentragoes, o efeito supressor no estado tripleto devido as interagcdes C-C sao
menores do que as interagdes C-O.
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Figura 15 — Tempo de vida do estado tripleto em fungao da concentragao de Ery.
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Nao foram observadas mudancas significativas nos espectros de absor¢do e emissao na presencga
da MEA e na auséncia de O,, apenas uma pequena variacao na intensidade quando o oxigénio é
purgado, mas que foi desprezada. Entretanto, embora o espectro de absorcio ndo seja afetado signifi-
cativamente pela presenga da MEA ou pela purga de O-, a cinética de fotodegradagao sofre mudangas
significativas, como pode ser observado na figura[16]
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Figura 16 — Cinética de fotodegradagao obtida por meio do espectro de absorgao. a) 5uM de eritrosina;
b) 5uM de eritrosina e 500uM de MEA; c) 5uM de eritrosina e 30min de injecao de gas N
na solugao; d) intensidade no maximo de absorgao normalizada em fungao do tempo.
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Por intermédio do espectro de absorcdo, foram obtidas as cinéticas de degradagdo para a Ery
(concentracao de 5uM) com e sem os supressores, utilizando uma camara de LED (\ = 532nm). Note-
mos a importancia dos mecanismos C-O no processo de fotobranqueamento, que é reiterada pelo resul-
tado da purga de oxigénio que reduz a fotodegradagao apesar de aumentar o tempo de vida do estado
tripleto. Por outro lado, a presenca da MEA em altas concentragbes apresentou a formacao rapida de
uma estrutura molecular estavel (em termos de fotodegradacao) em vez de prevenir a fotodegradacao
como era esperado, tendo em vista os resultados de Song et al (1996) [59].

A figura[17]apresenta os resultados obtidos para a cinética de fotodegradagéo obtida por intermédio
dos espectros de emissdo. N&o foram observados efeitos significativos na presenca da MEA em
concentracdes 100 vezes maiores do que as de Ery, ou na auséncia de oxigénio. Podemos obser-
var um resultado significativamente diferente na analise da fotodegradagao pela cinética de absorgao e
emissdo. Apesar das medidas serem feitas em concentracdes diferentes, isso claramente mostra que
para uma descricdo completa do efeito de fotodegradagdo, ha uma necessidade de uma analise mais
geral. Como a proporcao de Ery/MEA foi mantida igual para os espectros de absorcao e emissao, nao
era esperado que houvesse uma diferenga entre os resultados obtidos para ambas as cinéticas.
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Figura 17 — Cinética de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de eritrosina;
b) 1uM de eritrosina e 100M de MEA; c) 1M de eritrosina e 30min de injecio de gas N
na solugéo; d) intensidade normalizada em A = 544nm em fung&o do tempo.
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Observemos o resultado obtido para a mistura Ery/MEA na propor¢ao 1/100. Enquanto o tempo de
vida do estado tripleto é reduzido drasticamente e a cinética de fotodegradagcao por meio dos espec-
tros de emissao permanece inalterada, vemos, pela cinética de absorcao, a formacao rapida de uma
estrutura molecular estavel em vez de proteger o fotobranqueamento, como discutido anteriormente.
Com o objetivo de esclarecer o resultado conflitante das cinéticas de absorgao e emissao na presenga
da MEA, foram realizadas as cinéticas de fotodegradacao para a Ery em diferentes concentragoes de
MEA. Os resultados séo apresentados na figura Para baixas concentracdes de MEA (50 vezes
maiores que as de Ery), apenas um pequeno efeito é observado. A aparicdo do complexo pode ser
notada conforme a concentragao de MEA aumenta e, por fim, para altas concentracdes de MEA, pode-
mos notar, por meio do espectro de emissao, a formacao de um composto estavel, e como veremos a
seguir, nao fluorescente na regido do visivel.
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Figura 18 — Cinética de fotodegradacgao obtida por meio do espectro de absorgéo. a) 5uM de eritrosina;
b) 5uM de eritrosina e 50uM de MEA; c)5uM de eritrosina e 250uM de MEA; d)5uM
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normalizada no méaximo de absorgao.
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Na figura podemos observar os resultados para a cinética de fotodegradacao por meio do es-
pectro de emissdo. Mais uma vez, vemos que para baixa concentragdo de MEA (100u.M) apenas um
pequeno efeito na cinética de fotodegradacao é observado, entretanto, para a alta concentracao de
MEA (2m M) podemos observar que rapidamente o corante torna-se nao fluorescente.
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Figura 19 — Cinética de fotodegradagao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de eritrosina;
b) 1M de eritrosina e 50uM de MEA; ¢)1uM de eritrosina e 250uM de MEA; d) Intensidade
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A presenca de efeitos na cinética de absorgdo e a auséncia na cinética de emissdo nas mes-
mas proporgOes de Ery/MEA pode estar relacionada com a formac¢do de alguma micela acima de
alguma concentracao critica de MEA. Isto é ressaltado pela rapida degradacao observada na cinética
de emissao para altas concentragdes (1/2000). O processo de fotodegradacédo da eosina (Eos) e da
fluoresceina (Flu) na presenga de altas concentragées de MEA foram utilizados para aprofundar a com-
preensao dos efeitos observados para a Ery. Os resultados sdo apresentados nas figuras [20| e A
figura[20] mostra a protecdo da MEA na fotodegradagéo da Flu, de acordo com os resultados de Song
et al [59]] (1996), em contraste com a rapida degradagao da Ery e da Eos.
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Figura 20 — Cinética de fotodegradacgao obtida por meio do espectro de absorgao. a) 5uM de eritrosina
e 10mM de MEA; b) 5u.M de eosina e 10mM de MEA,; ¢) 5uM de fluoresceina e 10mM de
MEA; d) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.
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Figura 21 — Cinética de fotodegradagao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1M de eritrosina
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MEA; d) Intensidade normalizada no maximo de emissao.
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Nos resultados anteriores verificamos que pela cinética de absorcdo e emissdo que os resultados
nao apresentam uma concordancia completa, especialmente para a mistura Ery/MEA. Isto pode estar
relacionado com as concentracoes utilizadas nas duas técnicas. Com o objetivo de aprofundar estes
estudos, vamos aplicar a técnica de LT para o estudo da fotodegradagao em baixa concentragao de
Ery, no qual as técnicas comerciais ndo podem ser empregadas. A figura [22) mostra o efeito da MEA
(na proporgao de 1/1000x) e da purga de oxigénio nos transientes de LT. Em acordo com os resulta-
dos observados pela cinética de absorgéo (figura [16), a auséncia do oxigénio induz um decréscimo
na fotodegradagao, como pode ser observado pela variagao da intensidade ap6s o transiente térmico
(t < 0.1s). Ja para o efeito da MEA, devemos ser cuidadosos ao analisar os resultados, porque embora
pareca haver uma supressao da fotodegradacéo no tempo caracteristico do transiente, os resultados
obtidos da cinética de absorgao sugerem a formagcao de uma estrutura molecular estavel. Pode ser
que a variagao na absorgao ocorra quase simultaneamente com o processo de difusao térmica e assim
o efeito acabe sendo mascarado no sinal de lente térmica. Também foram realizadas medidas nas
concentracoes de 100nM e 400nM para a Ery com o intuito de evidenciar os efeitos dos mecanismos C-
C com a concentragao e como pode ser observado, o resultado mostra um aumento na fotodegradagao
que pode ser notado devido a variacdo na amplitude apés o efeito térmico inicial. Vale ressaltar que
embora os resultados dos ajustes pudessem fornecer informagoes condizentes com a eficiéncia de flu-
orescéncia que pode estar relacionada com a cinética de emissao, devido a complexidade dos efeitos
observados e como o objetivo de nossa analise foi uma observagao qualitativa dos efeitos dos supres-
sores na fotodegradacao da Ery, os dados experimentais nao foram ajustados.
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Figura 22 — Transiente de lente térmica para a eritrosina, com e sem MEA, e na auséncia de oxigénio.
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4.3.1 Azida de sédio

A azida de sdédio (NaN3) € um supressor do oxigénio singlete conhecido na literatura, assim, bus-
cando aprofundar a caracterizacao feita da contribuicdo de cada mecanismo e, em particular, o papel
do oxigénio singlete na cinética de fotodegradagao, ela foi empregada em uma concentragao préxima a
concentracao de saturagao nas mesmas técnicas apresentadas anteriormente: transmitancia resolvida
no tempo, cinética de degradacéo por absorcdo e emissdo e LT. O supressor foi obtido da empresa
Quimica Moderna (NaNs > 99%). Os resultados serdo discutidos e apresentados a seguir.

A figura [24] apresenta o resultado obtido para o tempo de vida do estado tripleto na presenca da
NaNj3 (Os valores obtidos estdo apresentados na tabela [3). Como pode ser observado na tabela
a NaN; apresenta, além de sua supressdo do oxigénio singlete, uma interacdo direta com o estado
tripleto da Ery, uma vez que a presenca do supressor afeta o tempo de vida na presenca e na auséncia
de oxigénio.
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Figura 24 — Transiente da absorcdo da banda em 632nm do estado tripleto obtido por meio da trans-
mitancia resolvida no tempo para a eritrosina (25,.M) em fungao da concentragao de NaNs.
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NaN3 7(us) | NaN3 +N | 7(us)
0 i) 2.06 | 0 12.05
575 mM 1.54 | 288 mM 3.97
1150 mM | 1.29 | 575mM | 3.29
2300 mM | 1.03 2300 mM | 0.85

Tabela 3 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto na presenca da NalN3 e na
presencga e auséncia de oxigénio na solugao.

No caso da NalN3 novamente ndo houve uma mudanca significativa no espectro de absor¢ao da
Ery, entretanto, como pode ser observado na figura 25, ha uma variagdo de intensidade no espectro de
emissao da Ery na presenga da NaNs, independente da solugao ter sido ou nao saturada de N, o que
indica que o supressor interage com o estado singleto excitado (S;) da Ery.
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Figura 25 — Espectros de emissao para a Ery na presenga da NalN3, na presenca e auséncia de
oxigénio.
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As figuras [26] e [27| apresentam os resultados obtidos para a cinética de fotodegradacéo obtida por
meio dos espectros de absorcao e emissdao. Embora a presenca da NaN3 ndo afete substancialmente
o espectro de absorcao da Ery, a cinética de fotodegradacao é afetada. Como pode ser observado
na figura a presenga de NaN; induz uma redugédo na taxa de fotodegradacéo. Isso é faciimente
entendido devido a supressao do oxigénio singlete e também do estado tripleto (verificado no aumento
do tempo de vida deste). Estas supressdes diminuem tanto os processos de degradacao C-Ce C-O . E
ainda, na auséncia de oxigénio, essa protegao é ainda maior devido ao decréscimo nos mecanismos C-
O. Para a cinética de emissao, também notamos resultados bem diferentes, como pode ser observado
na figura[27] Além de uma mudanga significativa na cinética, também pode ser observado um desvio
do pico de maxima intensidade para comprimentos de onda menores. Vale ressaltar, que os resultados
obtidos pela cinética de absorgdo e emissao foram novamente diferentes, o que reitera a importancia
da utilizagédo de diferentes técnicas para uma caracterizagdo completa do efeito de fotodegradagao da
Ery. Desta forma, vamos a seguir fazer uma andlise para baixas concentragdes utilizando a técnica de
LT.
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Figura 26 — Cinética de fotodegradagao obtida por meio do espectro de absorgao. a) 5uM de eritrosina;
b) 5uM de eritrosina e 2300mM de NaNs; c) 5uM de eritrosina e 2300mM de NaN3 + N;
d) Intensidade normalizada no maximo de absorgao.
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Figura 27 — Cinética de fotodegradacao obtida por meio do espectro de emissao. a) 1uM de eritrosina;
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A figura[28| apresenta os resultados obtidos para os transientes de lente térmica da Ery na presenga
da NaN3. Como pode ser observado na figura a presencga da NalNjs resulta em um aumento na
amplitude do sinal de LT e um decréscimo na taxa de fotoreacdo. Este aumento de amplitude reforca o
argumento apresentado anteriormente de que a NaN3 interage com o estado S, ja que este aumento
na amplitude pode estar relacionado com a mudanga na eficiéncia quantica de fluorescéncia da Ery. Ja
o decréscimo observado na taxa de fotoreagao também esta de acordo com os resultados obtidos para
a cinética de absorgao, na qual foi observada uma diminuigao na fotodegradacgao.
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Figura 28 — Transientes de lente térmica para a Ery na presenca da NaNs.

58



4.4 Conclusao

O objetivo dos resultados apresentados neste capitulo era o de apresentar uma compreensao de-
talhada do processo de degradacao em FS aplicados a TFD. Visto que a degradagao é resultado de
varios processos que podem ocorrer no FS, os quais envolvem interagdes C-C, C-O e C-S, estes pro-
cessos dependem da interagao fisica de moléculas envolvidas. Desta forma, um estudo em funcao da
concentracao é necessario. No entanto, as técnicas disponiveis somente sdo sensiveis a intervalos
de concentragdes especificas. Neste sentido, para uma compreensao mais detalhada, foram aplicadas
técnicas de absorgao, emissao e LT, as quais conseguem varrer o intervalo de concentragao de inte-
resse. Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas nao mostraram o acordo completo. Por exemplo,
os resultados obtidos para o espectro de emissao para a eritrosina na presenca da MEA na razdo 1/100
nao mostram resultados significativos no efeito de fotodegradagéo, entretanto, um resultado diferente
€ obtido pela cinética de absorgao, na qual ha uma rapida degradacao, seguido da formacédo de um
composto estavel. Neste mesmo sentido, como a escala temporal da lente térmica e a variagdo da
absorgao sao préximas, para altas concentragoes de MEA, elas nao permitem a discriminagao dos dois
efeitos e a fotoreagao € mascarada no sinal de lente térmica. Como observado, o oxigénio molecular
possui um papel especial no processo de fotodegradagao, o que impossibilitou que uma relagao direta
entre o estado tripleto da Ery e a sua fotodegradacao fosse obtida. Também foram observados compor-
tamentos diferentes para corantes similares sobre as mesmas condicdes. Para altas concentragdes da
MEA, foi observado uma protecao para a fotodegradagao da Flu, entretanto, para a Ery e para a Eos
houve uma degradacéo rapida e o surgimento de um composto estavel e ndo-fluorescente na regiao do
visivel.

Por conseguinte, para o caso de baixas concentragoes, a técnica de LT mostrou-se um método
eficaz. Informagdes a respeito da variagao de absorgcao e emissao podem ser obtidas desde que seus
tempos caracteristicos sejam distintos do tempo caracteristico de LT em ordem de discrimina-los no
transiente.

Como consideragao final, vale ressaltar que os resultados demonstraram que para uma analise com-
pleta do efeito de fotodegradacao, um estudo cuidadoso empregando diferentes técnicas 6pticas se faz
necessario. Por fim, uma direta correlagcao entre o tempo de vida do estado tripleto e a fotodegradacao
nao é possivel ja que os mecanismos C-C e C-O possuem contribui¢cdes diferentes a depender da
concentracdo do corante.
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5 O efeito da variacao de absorcao do estado
tripleto da eritrosina e os efeitos de ondas de
pressao no transiente de lente térmica

5.1 Introducao

Como discutido no capitulo anterior, a cinética de fotodegradagao de fotosensibilizadores esta dire-
tamente atrelada a diversos mecanismos, cuja predominancia no processo esta relacionada a diversos
fatores. Assim, para a caracterizagdo completa do processo de fotodegradagao, é necessario utilizar
diversas técnicas. Neste sentido, a técnica de lente térmica com excitagao pulsada apresenta-se como
mais uma ferramente a ser empregada na caracterizagao de FS.

A técnica de LT com excitagao pulsada ja € amplamente empregada por diversos grupos de pes-
quisa em diferentes analises [61} [62] [63] [64]. No caso particular de FS, nota-se que além do efeito
caracteristico de LT, devido ao decréscimo de intensidade do laser de prova que é resultado do efeito
divergente da LT, ha um efeito sobreposto causado pela atenuacao de intensidade do laser de prova
pela absorgao do estado tripleto do FS [65]. Este efeito esta diretamente relacionado com o fato do
estado tripleto possuir um espectro de absorgao se estendendo de 400nm a 700nm, 0 que corresponde
com o comprimento de onda do laser de prova na técnica de LT (632.8nm) [66].

Em seu trabalho, Chartier et al (1990) [65] utilizaram o efeito sobreposto observado no transiente
de LT da Ery para determinar o tempo de vida do estado tripleto do corante, cuja observagao do efeito
estava relacionada a alta eficiéncia quantica do estado tripleto da Ery e a alta absorcao da banda em
632nm do estado tripleto. De maneira analoga, Brennetot et al (1999) em seu trabalho [66], também
determinaram a taxa de decaimento do estado tripleto utilizando a técnica de LT pulsada. Por outro lado,
Fuke et al (1983) e Rossbroich et al (1985) [67, 168] atribuiram esse efeito ao calor gerado no processo
de relaxacdo do oxigénio em vez da absorcédo do feixe de prova do estado tripleto. Neste sentido,
com o objetivo de esclarecer essa divergéncia, efetuamos medidas de LT com excitagao pulsada com
uma resolugao temporal de nanosegundos. No entanto, quando analisamos o transiente de LT com
excitagao pulsada, além dos efeitos de relaxagao térmica, os quais ocorrem em escala de segundos e
efeitos citados anteriormente, os quais ocorrem em escala de microsegundos, observamos um efeito
oscilatério.

Neste capitulo vamos investigar os efeitos sobrepostos observados no transiente de LT com o ob-
jetivo de esclarecer a controvérsia em relagao aos efeitos que ocorrem na escala de microsegundos e
para descrever os efeitos oscilatérios na escala de nanosegundos. Para isto, empregamos a Ery, que
como ja discutido, possui uma alta eficiéncia quantica de producao do estado tripleto, além de que, o
estado tripleto da Ery possui uma alta absorgao do feixe de prova. As medidas também foram feitas em
condigbes de saturagado e auséncia de oxigénio na solugao para uma melhor caracterizagao do efeito.
Com o objetivo de separar os efeitos nas escalas de micro e nano segundos, analisaremos o sinal de
LT com excitacao pulsada na agua, visto que neste caso os possiveis efeitos de absorcao de estado
tripleto ou oxigénio singlete ndo estao presentes.



5.2 Metodologia

5.2.1 Reagentes

Novamente, foi utilizada a Eritrosina B (Co9 Hg 4N a2Os5 ,~ 95%) obtida na Sigma Aldrich. As amostras
foram preparadas antes de cada medida e mais uma vez foram diluidas em solugado tampéo fosfato-
salino para o controle do Ph em torno de 7.4. Para a técnica de lente térmica com excitagdo pulsada
e para a variacao de transmitancia, a concentracao de Ery empregada foi de 25.M, ja para a técnica
de lente térmica com excitagdo continua, a concentracao adotada foi de 400nM. Afim de observar os
efeitos do oxigénio singlete e do estado tripleto da Ery, foram injetados nas amostras gas nitrogénio ou
oxigénio, para promover uma purga de oxigénio ou uma saturacao de oxigénio na solucdo. O tempo de
purga ou saturagao foi mais uma vez de 30 min para maximizar os efeitos desejados.

5.2.2 Variacao de transmitancia

A montagem utilizada para as medidas do tempo de vida do estado tripleto da Ery apresentadas
neste capitulo é similar a montagem utilizada para as medidas apresentadas no capitulo anterior, em
que foi empregado um laser pulsado de Neodimio-Yag (Nd-Yag) (Brilliant B Quantel) como laser de
excitacdo e um laser He-Ne (Uniphase, modelo 11335p) como laser de prova. Um conjunto fotodiodo-
filtro (Newport, modelo 818-BB-22) foi utilizado para o monitoramento da variagdo de transmitancia
do laser de prova. Novamente os efeitos de LT foram evitados utilizando duas lentes (f1 = 30cm e
f2 = 7.5¢m), o forno resistivo (em 25°C) era colocado no foco da primeira lente e a segunda era utilizada
para focar todo o feixe dentro do fotodiodo. Mais uma vez foi empregado uma cubeta de quartzo com
espessura de 5mm. Outra vez a colinearidade e separagao do feixe foi feita por meio de dois espelhos
dicréicos (Thorlabs, modelo DMLP567). Depois da amostra o feixe de excitagéo era direcionado para
outro fotodiodo para acionar o inicio da medida quando a amostra era exposta ao laser de excitagao.
Por fim, o sinal foi pré-amplificado e adquirido por um osciloscopio (Tektronix, modelo DPO4102B). A
representagdo do aparato experimental é apresentada na figura[i1]

5.2.3 Lente térmica com excitagao continua

Assim como descrito anteriormente, a montagem de lente térmica continua também foi similar a
montagem dos capitulos anteriores. O laser de excitagao utilizado foi o laser semicondutor (Coherent,
modelo Verdi 2G) e o laser de prova foi um laser He-Ne (Thorlabs, modelo HNL225R). A distancia
focal da lente utilizada para focar o laser de excitagao na amostra era de f; = 25¢m. Mais uma vez a
irradiacao do feixe de excitacdo na amostra era controlada por meio de um obturador mecanico (SRS,
modelo SR470). O laser de prova atravessava uma lente de distancia focal de f> = 15¢m. Um conjunto
pinhole-filtro-fotodiodo (Thorlabs, modelo DET100A/M) foi utilizado para monitorar a intensidade da
parte central do feixe de prova, posicionado em Z; = 490cm. Um outro fotodiodo (Thorlabs, modelo
DET10A/M) foi utilizado para acionar a medida da intensidade do feixe de prova quando a amostra era
irradiada pelo laser de excitagao. O sinal de lente térmica era adquirido por meio de um osciloscépio
(Tektronix, modelo DPO4102B). Por fim, as amostras eram colocadas novamente em uma cubeta de
quartzo de espessura igual a 5mm e mantidas em 25°C por intermédio de um forno resistivo. Uma
representacao do aparato experimental € apresentada na figura |3l Os parametros geométricos para
esta configuragéo foram: wo. = 59um, wi, = 522.5um e V = 5.54.
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5.2.4 Lente térmica com excitacao pulsada

Para as medidas de lente térmica com excitagao pulsada, um laser pulsado de Neodimio-Yag (Nd-Yag)
(Brilliant B Quantel) foi utilizado como laser de excitagao e um laser He-Ne (Uniphase, modelo 11335p)
foi utilizado como laser de prova. O laser de excitagao foi focado na amostra por intermédio de uma
lente com distancia focal de f; = 40cm. Ja o laser de prova atravessava uma lente com distancia focal
de fo = 30em. Um conjunto fotodiodo-filtro (Newport, modelo 818-BB-22) foi utilizado para monitorar
a intensidade da parte central do feixe de prova e foi colocado a uma distancia igual a Z, = 541.5cm.
Outro fotodiodo foi utilizado para acionar o inicio da medida quando a amostra era exposta ao laser de
excitacao pulsado. As amostras eram depositadas em uma cubeta de quartzo com espessura de 5mm
e colocadas dentro de um forno resistivo para manter a temperatura em 25°C. Por intermédio de um
osciloscopio (Tektronix, modelo DPO4102B) o sinal de lente térmica era adquirido.

5.3 Discussao dos resultados

A figura[29) apresenta o transiente de lente térmica com excitagdo pulsada observado em diferentes
escalas temporais. Primeiramente, o transiente é caracterizado pela rapida formagao da LT devido a
curta duracdo do pulso absorvido, seguido por uma relaxacéao térmica caracteristica da amostra que
pode ser observada na escala de segundos. Entretanto, podemos notar pelas regides amplificadas, que
o transiente possui um efeito adicional ao processo térmico. Por conseguinte, se observarmos o transi-
ente na escala temporal de microsegundos podemos observar um efeito que como dito anteriormente
pode estar relacionado a atenuacao de intensidade do laser de prova devido a absorgdo do estado
tripleto do FS na banda de 632nm. Por fim, podemos observar também o transiente na escala temporal
de nanosegundos, na qual observamos um efeito oscilatério. Devido a escala do fendmeno, o efeito
esté relacionado a pressao induzida na regiao excitada e que permanece presente até o momento em
que o liquido expande e relaxa, como veremos a seguir.
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5.3.1 Ondas de pressao

Como dito anteriormente, na escala de nanosegundos no transiente de lente térmica pulsada ocorre
um efeito que esta relacionado com as ondas de pressao geradas no FS. Entretanto, é necessario saber
se este efeito é particular de FS ou se ocorre em liquidos de uma forma geral. Para isto, analisamos o
sinal de lente térmica pulsada para a agua com o objetivo de esclarecer e descrever o efeito observado
em escala de nanosegundos nos transientes de LT.

A figura [30| apresenta o sinal de lente térmica pulsada para a 4gua, no qual podemos observar a
rapida formagao do efeito de LT seguida pelo processo de relaxagédo térmica. Nesta escala de tempo,
devido a resolugéo dos dados adquiridos, nao fica evidenciado nenhuma anomalia. O ajuste deste
transiente com os modelos usuais de LT nos fornecem parametros térmicos caracteristicos da amos-
tra, como a difusividade térmica e o parametro 6, relacionado com a amplitude do sinal. No entanto,
se aumentarmos a resolu¢do, monitorando o transiente em uma escala de tempo da ordem de mi-
crosegundos o efeito oscilatério descrito fica evidenciado. Notemos que na figura [30| ndo ha o efeito
caracteristico observado no caso da Ery na escala de microsegundos, no entanto, o efeito oscilatorio
para tempos menores que 1us aparece explicitamente, mostrando que esse efeito € mais geral e nao
somente caracteristico do FS. A figura [30] mostra uma ampliagdo do sinal evidenciando explicitamente
a escala temporal do efeito .
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A seguir confirmaremos a origem do efeito oscilatério observado na escala de nanosegundos mos-
trando que transientes gerados numericamente, assumindo o modelo que inclui a variacao local na
pressao induzida pela absorcao da energia do feixe laser, sdo capazes de fazer uma descricao com-
pleta do efeito.

Como descrito no capitulo 2, o efeito térmico relacionado ao transiente de LT é descrito pela equagao
de difusédo de calor:

9 2 —2r2 /w2
57 0) = Du V2T (r,0) = Oun Boe ™ /4 £ (1), (5.1)
no qual E, é a energia do pulso do laser e 6, € dado por:

no qual A., neste caso, € o coeficiente de absorgcao optico.
No caso das ondas de pressao induzidas nos liquidos, a equacao que descreve o efeito € dada por:
1 9% 9 B8 0H
Gov T o
com 3 sendo o coeficiente de expansao térmica, ¢, o calor especifico a pressao constante, ¢, a veloci-
dade do som no liquido.
Para o modelo de baixa absorcao (LAM) e excitacao pulsada, temos que:

2EyA.¢ —272 t—6\2 2
() = 25 e (5 ) v (‘( - ))Tﬁ(1+erf(5/7))’ ©4

com 7 sendo a largura do pulso do laser e § o instante de tempo em que ocorre a maxima intensidade
do laser.
Portanto, temos que:

(5.3)

g%_vzpzﬁ(_Q(t—‘S)H (5.5)

cg Ot? Cp T2
Como o gradiente térmico e a pressao induzida afetam o caminho 6ptico do laser de prova, a
diferenca de fase induzida deve ser reescrita da seguinte forma:

2 (Y [dn dn
O(r,t) = /\p/o LlTT(r, )+ d—pp(r, t)} dz, (5.6)

na qual T'(r,t) e p(r,t) sdo o gradiente térmico e a pressao induzida pela incidéncia do laser.

Utilizando o modelo proposto foram realizadas simulagdes computacionais por intermédio do soft-
ware COMSOL multiphysics, com o propdsito de verificar a validade das equacgdes apresentadas ante-
riormente na descri¢do do efeito presente no sinal de LT pulsada. A tabela[4] apresenta os parametros
utilizados nas simulagdes, que sao os valores obtidos na literatura para a agua [2, [3, 4].

E (uJ) | 7 (ns) B8 (1/K) dn/dp (1/Pa) | v | co (m/s) | dn/dT (1/K) | Ac (1/m) | 0 (ns) | wo (um)
225 44 207 x 1076 [ 1.5 x 10710 0 | 1481 —0.96 x 10~* [ 0.125 120 150
350 35 207 x 1076 [ 1.5 x 10710 0 | 1481 —0.96 x 10~* [ 0.125 110 150
550 26 207 x 1079 [ 1.5 x 10710 0 | 1481 —0.96 x 107% [ 0.125 95 150

Tabela 4 — Parametros utilizados na simulagdo computacional para o transiente de lente térmica pul-
sada para a agua [2, (3, [4].
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A figura [31| apresenta a comparacgao entre os dados experimentais e os resultados das simulagdes
utilizando o modelo proposto. Como o laser pulsado tem uma flutuacao muito grande de energia, o valor
da energia utilizado na simulacao varia em comparagao com o valor experimental. O valor utilizado na
simulagao foi escolhido de forma que o transiente estacionario (para os efeitos de pressao) fossem
atingidos. No caso deste efeito oscilatorio os parametros que estao relacionados séao o coeficiente de
expansao térmica, o coeficiente piezo-6ptico (dn/dp) e a velocidade do som no fliido. Os dois primeiros
estao relacionados com a amplitude de oscilagao e o Ultimo com a distancia temporal entre os picos.
Vale ressaltar que a técnica de LT pulsada nesta escala de tempo pode ser usada para a determinagéao
desses parametros para fluidos fracamente absorvedores em geral.

® Dado exp. H,0 - 262uJ
® Dado exp. H,0 - 364uJ
® Dado exp. H,0 - 532uJ

e Sim. COMSOL - 225pJ
Sim. COMSOL - 350
Sim. COMSOL - 550

0’6 . | . | . | . | . | . | . | .
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Tempo (ns)

0,7 -

Intensidade normalizada

Figura 31 — Comparagao entre os dados experimentais e as simulagdes feitas por meio do COMSOL
multiphysics.
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Como pode ser observado na figura [31] os resultados das simulagdes computacionais mostraram
ser condizentes com os dados experimentais obtidos, 0 que nos leva a concluir que o modelo proposto
descreve de forma satisfatoria o efeito de pressao induzido pelo laser de excitacdo no transiente de
lente térmica pulsada.

Na figura [32| podemos observar as contribuicoes térmicas e de pressdo para o transiente de lente
térmica. Durante o pulso do laser o gradiente térmico é formado e antes da relaxagao térmica a onda
acustica torna-se dominante. Apenas na escala de microsegundos que a relaxagao térmica comega a
ser dominante.

© S
o 1,2 A =
© i o Total v Térmico ¢ Pressao o
T " 42
>
% 1,0 <
< 0,9 3
(O] 2 ©
3 ©
g 0.8 TS _8
-(7) T =
c — Pylso do laser T
_9 | | | 0 DG_)
C
- R R R R R
¢  Temperatura -4
© o Pr 1 o
6_5 essao C
N
< 120
D_ e« - E
|_
1 1 1 1 1 1 1 0
500 600 700 800

Tempo (ns)

Figura 32 — Contribuigbes térmica e de pressao para o transiente de lente térmica.
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Por meio das simulagdes, também podemos observar como alguns dos parametros influenciam o
transiente de LT. Na figura podemos observar como os parametros 3, dn/dp e ¢, influenciam o
transiente. Assim vemos que ¢, define a distdncia temporal entre os picos, equivalente ao ., e 5 e
dn/dp afetam a amplitude relativa dos picos, como se fosse 0 6,,.

10 Tabela 4
- ’ p=310x10°K"
S dn/dp=2.1x10""Pa”
N 0.9 c=1081ms"
@
£
o 0,8
C
(O]
o
I 07
B
C
2
< 06

l 1 l 1 l 1

500 600 700 800
Tempo (ns)

Figura 33 — Contribuicoes dos parametros 3, dn/dp e cs para o transiente de lente térmica.
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5.3.2 Efeito da variagdo da absor¢ao do estado tripleto da eritrosina

Apds a verificagcdo e compreensao dos efeitos caracteristicos do sinal de LT na escala de nanosegun-
dos, vamos averiguar a relagao entre o efeito caracteristico da escala de microsegundos nos transientes
de LT para a Ery. Como na literatura esse efeito € atribuido a duas possiveis causas; absorgao de es-
tado tripleto e geracédo de calor no processo de relaxagdo do oxigénio, vamos comparar as medidas
de transmitancia resolvida no tempo com o comportamento do transiente de LT. Para confirmar ou des-
cartar o papel do oxigénio, faremos medidas em solugcdes na auséncia de oxigénio e na saturacao de
oxigénio como descrito no inicio do capitulo.

A figura [34] apresenta o resultado obtido para o transiente da absorgéo da banda em 632nm do es-
tado tripleto da Ery, por intermédio da técnica de variacio de transmitancia e para o efeito caracteristico
do sinal de lente térmica pulsada. As figuras[35 e [36] apresentam os resultados obtidos na auséncia e
saturacdo de O,, respectivamente. A tabela[5|apresenta os resultados obtidos dos ajustes tedricos dos
dados experimentais da Ery na presenca, auséncia e saturagcio de O, para as técnicas de variagao de
transmitancia e lente térmica pulsada. Vale ressaltar que foi selecionado somente a regido no transiente
na qual o efeito aparece. O ajuste foi feito assumindo um decaimento exponencial 4.1]

® | J
3
N 1,000 | -
©
g - -
S 0975 .
(] L 4
©
S 0950 | O TR-Ery25uM | A
2 I Ajuste do trans.| |
(]
E 0,925 - ] ) ] ) ] ) ] ) 7
0,00000 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004
Tempo (s)
0,8 , . , . , . , . , .
% I PR EERE ) ]
N 0,7 - ’ .
©
£ L |
© 06 |- -
8 L 4
© O LT-Ery25uM
- 05 . =
B o) Ajuste do trans.
GC.) - 4
E 0,4 ] ) ] ) ] ) ] ) ] )

0,00000 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,00010
Tempo (s)

Figura 34 — Transiente de lente térmica com excitagao pulsada e transiente da absorgao da banda em
632nm do estado tripleto obtido por meio da variagdo de transmitancia para a eritrosina
(25uM).
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Figura 35 — Transiente de lente térmica com excitagao pulsada e transiente da absorgao da banda em
632nm do estado tripleto obtido por meio da variacao de transmitancia para a eritrosina
(25uM) e 30 min. de purga de oxigénio.
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Figura 36 — Transiente de lente térmica com excitagao pulsada e transiente da absorgao da banda em
632nm do estado tripleto obtido por meio da variacao de transmitancia para a eritrosina
(254 M) e 30 min. de injegao de oxigénio.
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Amostra LT (us) | TR (us)
Ery (25uM) 1.60 1.53
Ery (25uM) + N | 8.38 8.58
Ery (25uM) + O, | 0.72 0.81

Tabela 5 — Resultados obtidos para os tempos de vida do estado tripleto por meio da técnica de lente
térmica com excitagdo pulsada e por meio do transiente da absorcdo da banda em 632nm
do estado tripleto obtido por meio da variagao de transmitancia.

Primeiramente, vale ressaltar que como pode ser observado na figura[35, o efeito caracteristico no
sinal de lente térmica pulsada na auséncia de oxigénio nao foi extinto e de maneira analoga, como pode
ser observado na figura [36] na saturagdo de oxigénio da solugéo, o efeito também nao foi amplificado.
Estes resultados indicam inicialmente que o efeito observado nao esta relacionado diretamente ao efeito
de geracao de calor do oxigénio singlete.

Se observarmos os tempos obtidos do ajuste tedrico na tabela |5, veremos que os tempos obtidos
para o tempo caracteristico do efeito de LT pulsada e o tempo do estado tripleto da Ery nas condi¢des
descritas anteriormente sao muito proximos. Portanto, podemos concluir que o efeito esta relacionado
com o tempo de vida do estado tripleto do fotosensibilizador, uma vez que eles sdo condizentes e
obtidos por duas técnicas experimentais distintas.

Como pode ser observado, a absorgao da banda em 632nm do estado tripleto da Ery desempenha
um papel importante no transiente de lente térmica pulsada, entretanto, ndo se sabe se esta absorgao
influencia o transiente de lente térmica continua. Portanto, afim de averiguar se ha uma influéncia no
transiente de LT continua, foram realizadas medidas de LT continua e monitorado de forma simultanea
a variagao na transmitancia do feixe de prova. Os resultados sdo apresentados na figura
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Figura 37 — Transiente de lente térmica com excitacio continua e transiente da absorcédo da banda em
632nm do estado tripleto obtido por meio de um monitoramento simultaneo para a eritrosina
(400n.M).
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Como pode ser observado na figura[37] durante o tempo caracteristico do transiente de LT néo ha
uma influéncia significativa na variagao de transmitancia do feixe de prova devido a absorgao da banda
em 632nm do estado tripleto da Ery, ou seja, embora haja uma influéncia desta absorcao no transiente
de lente térmica pulsada, para o tempo caracteristico da lente térmica continua, a absorgao do estado
tripleto ndo influencia o transiente. Notemos que no caso de excitagao continua, visto que a densidade
de energia nao € tao grande, geralmente a proporcao de moléculas no estado excitado € pequena em
comparagao com o total de moléculas. No caso pulsado, a densidade de energia entregue é muito
grande, fazendo com que localmente, praticamente, todas as particulas estejam nos estados de maior
energia durante o pulso.

5.4 Conclusao

A técnica de LT pulsada se mostrou satisfatoria na caracterizacao de FS, apresentando efeitos
particulares em diferentes escalas temporais. De forma geral, para liquidos o efeito de presséo indu-
zido que pode ser observado em escalas temporais de nanosegundos foi descrito de forma teérica e o
modelo proposto apresentou concordancia com os dados experimentais da 4gua nas simulagdes com-
putacionais realizadas por intermédio do software COMSOL multiphysics. Isso abre a possibilidade de
utilizagao da técnica para determinagao dos parametros fisicos relacionados ao efeito para liquidos em
geral.

Os resultados obtidos pela técnica de lente térmica com excitacdo pulsada e pelo uso da trans-
mitancia dependente do tempo para amostras de Ery na presenca, auséncia e saturacao de oxigénio,
nos permitiu, além de esclarecer a ambiguidade apresentada na literatura, também adicionar a possi-
bilidade de usar a técnica de LT na medida de tempo de vida do estado tripleto de FS.

Tendo em vista que a absorgao da banda em 632nm do estado tripleto afeta o transiente de lente
térmica com excitacao pulsada, também foi estudada a influéncia desta absorcao no transiente de lente
térmica com excitagdo continua. Os resultados apresentados mostram que para o tempo caracteristico
de LT com excitagao continua, o efeito da absor¢do da banda em 632nm do estado tripleto nao afeta o
transiente de LT. Visto que neste caso a fragao de ocupacao do estado tripleto é pequena, nao afetando
significativamente a amplitude do transiente de LT.
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6 Consideragoes finais

Este trabalho apresentou os resultados que concernem a caracterizagao de FS empregados na
terapia fotodinamica. Ressaltamos que a caracterizagao de tais compostos se faz necessaria para uma
melhor aplicabilidade da técnica e o conhecimento proveniente de tal estudo aprimora testes clinicos
de uma forma geral.

O capitulo 3 abordou a fotoconversao da protohipericina em hipericina, um FS que possui alta
absorcao Optica, baixa toxicidade e ainda possui propriedades antivirais, antitumorais e seletividade
a tecidos. Os estudos foram realizados por meio da técnica de lente térmica e os resultados apre-
sentaram uma relacao entre a taxa de fotoreagdo com a concentragao de protohipericina no intervalo
de 100nM a 400nM. Este resultado indica que o processo de fotoconversao pode conter espécies in-
termediarias. E ainda, a aplicabilidade da técnica de lente térmica neste caso ressalta o potencial da
técnica em estudos de FS em baixa concentragdo, na qual técnicas fototérmicas geralmente nao po-
dem ser empregadas. Por fim, o parametro 6,;, obtido por meio dos ajustes tedricos pode nos fornecer
informacdes sobre a eficiéncia de fotoconversao e a eficiéncia quantica de fluorescéncia.

No capitulo 4 foi abordado o estudo do processo de fotodegradagao de fotosensibilizadores apli-
cados a TFD. Para este estudo foram empregadas diferentes técnicas que sao efetivas em diferentes
intervalos de concentracdo do FS. Os resultados obtidos mostraram que a descricdo dos diferentes
mecanismos nos processos de fotodegradacédo nao podem ser obtidos por uma técnica Unica, visto que
em geral esses processos sao altamente dependentes da concentragio do FS e de outras substancias
presentes na solucdo. A cinética de absorcao na presenca do supressor do estado tripleto, MEA, apre-
sentou uma rapida degradacao inicial seguido da formacao de um composto estavel, enquanto que
a cinética de emissao nao mostrou resultados significativos no efeito de fotodegradagao. Comporta-
mentos diferentes também foram observados para corantes distintos. Para a fluoresceina, a presenca
da MEA ocasionou uma protecao da fotodegradacao, enquanto que para a eosina e para a eritrosina,
a presencga do supressor gerou uma rapida fotodegradagao e o surgimento de um composto estavel
nao-fluorescente. Portanto, os resultados demonstraram que para uma andlise completa do efeito de
fotodegradagao, um estudo cuidadoso empregando diferentes técnicas fototérmicas é necessario e uma
relacao direta entre o tempo de vida do estado tripleto e a fotodegradagao nao é possivel, ja que os
mecanismos C-C e C-O possuem contribuicoes diferentes a depender da concentragao do corante e
oxigénio na solugao.

Por Gltimo, foi abordado os resultados para a técnica de lente térmica pulsada, os quais demonstra-
ram que diferentes efeitos estao contidos no transiente e a observagao deles esta restrita a diferentes
escalas temporais. O efeito de pressao induzido (na escala de nanosegundos) pelo laser de excitagao
em liquidos de forma geral foi apresentado e modelado e as simulagdes realizadas apresentaram con-
cordancia com o modelo proposto.

O transiente de lente térmica pulsada apresentou para FS um efeito caracteristico (na escala de
microsegundos) que buscamos relacionar ao processo de relaxacao do oxigénio singlete e o tempo de
vida do estado tripleto do FS. Uma comparacgao direta entre os resultados da técnica de lente térmica
foi feita com os dados obtidos para o tempo de vida do estado tripleto da eritrosina por intermédio da
técnica de variacédo de transmitancia, na presenca, auséncia e saturagdo de oxigénio na solucido. Os
resultados obtidos mostraram que ha uma concordancia entre o tempo caracteristico do efeito presente
no sinal de lente térmica e o tempo de vida do estado tripleto do corante, e ainda, nao ha, aparen-



temente, indicios de relagdo com o processo de geragao do oxigénio singlete. Por fim, os resultados
apresentaram que para o tempo caracteristico da LT continua, o efeito da absorcao da banda em 632nm
do estado tripleto ndo afeta o transiente.

Estes resultados abrem a possibilidade de uma ampliagdo do uso da técnica de LT na anélise de FS
e fluidos em geral, a qual pode, em diferentes escalas de tempo, nos fornece informacgdes de diferentes
propriedades fisicas como o coeficiente de expansao térmica, o coeficiente piezo-éptico e termo-optico,
a velocidade do som no fluido, a difusividade térmica, a eficiéncia quantica de fluorescéncia, a taxa de
fotodegradacao e o tempo de vida do estado tripleto. Apesar de neste trabalho termos feito uma analise
mais qualitativa desses processos, uma analise quantitativa é possivel pela incorporacao desses efeitos
na expressao do sinal de lente térmica. Esse é um desafio possivel, mas ainda em aberto, e dao uma
perspectiva de trabalhos futuros.
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