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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) consiste na utilizagdo de luz e uma molécula
chamada de fotossensibilizador (FS) que ir4 reagir com oxigénio do meio
formando oxigénio singlete (*0O2), uma molécula reativa para destruir células
cancerigenas e microrganismos. No presente trabalho foi sintetizado um FS
derivado da clorofila, o feoforbideo a, uma molécula com vérias caracteristicas
de interesse para a TFD, como alta absorcao de luz na regido do visivel e alto
rendimento quéntico de oxigénio singlete. Com o intuito de aprimorar as
propriedades do feoforbideo para aplicacdo em TFD, preparou-se complexos
com Paladio e Zinco. As analises de fluorescéncia mostraram que a insercéo
dos metais zinco e paladdio minimizaram a possibilidade de relaxamento da luz
absorvida por meio de fluorescéncia, dando oportunidade para relaxamento por
meio de conversao intersistema, consequentemente a formacao de oxigénio
singlete. Através de andlises de fotobranqueamento observou-se que a
complexacdo com o paladio ndo altera de forma significativa a fotoestabilidade
do fotossensibilizador, enquanto a maior fotoinstabilidade € encontrada para o
complexo de zinco. Assim, a incorporacdo de ions metalicos ao feoforbideo é
uma estratégia interessante visto que pode aumentar a formacdo do estado
triplete. Contudo, uma atencéo especial deve ser dada ao efeito desses metais
na fotoestabilidade do fotossensibilizador em futuros estudos visando terapia

fotodinamica.

Palavras-chave: Fotossensibilizador; Oxigénio Singlete; Feoforbideo a;
Fluorescéncia; Fotobranqueamento.
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1. INTRODUCAO

A busca por tratamentos mais acessiveis e eficientes para diferentes
condicbes patologicas € a motivacdo para a criagdo e melhoramento de
farmacos e seus sistemas de liberacdo, cada vez mais especificos e
aperfeicoados objetivando menores efeitos adversos aos pacientes.
Atualmente, a terapia fotodinadmica (TFD) se destaca dentre as alternativas de
tratamento para infeccbes bacterianas, condicdes dermatolégicas e até

oncologicas.

A TFD é pouco invasiva! e utiliza como componente algo simples como
a luz, sendo que a mesma tem sido usada had 3000 anos atras nas antigas
civilizagbes do Egito, india e China para o tratamento de doencas como cancer
de pele e vitiligo?. O tratamento de doencgas utilizando a luz, conhecido como
fototerapia, foi explorada por Niels Finsen através de diversas abordagens que
o fizeram ganhar o Nobel em 1901.2 Além disso, a utilizacdo de moléculas
oriundas de matérias-primas naturais como fotossensibilizador (FS) pode trazer
ainda mais beneficios para o0 paciente, seja pela sua possivel
biocompatibilidade, devido a similaridade das estruturas, e/ou facil obtencéo, o

que resultaria em um possivel baixo custo.

Vérios derivados de porfirinas e seus complexos metalicos possuem a
capacidade de uma forte absor¢cdo de luz na janela fototerapéutica e essa
energia absorvida pode ser utilizada em processos fotofisicos, tais como a sua
investigacdo como um FS ou em processos fotoquimicos, como a geracao de
oxigénios singlete em tecidos bioldgicos. Por esses motivos, a quimica destas

moléculas tém sido bastante estudada.3

O Feoforbideo a, Figura 1, € um derivado de porfirina oriundo do
produto de degradacdo da Clorofila a. Tem propriedades fotofisicas de

interesse para a TFD, tais como a absorcdo méaxima dentro da janela
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fototerapéutica, que possibilita a penetragcdo na pele sem prejudicar tecidos
saudaveis; alto rendimento quantico de oxigénio singlete (0,60%); alto tempo de
vida do estado excitado e alto tempo de vida de oxigénio singlete gerado®.
Estudos com o feoforbideo a mostram a sua eficiéncia como um FS na TFD,
sendo possivel participar em atividades antitumorais,®>® bactericidas,’
antiinflamatérias® e inseticidas.>® A obtencdo de maiores rendimentos
guanticos de oxigénio singlete € possivel através da complexacdo do
feoforbideo a com diferentes metais, tais como o zinco e paladio, pois
favorecem o cruzamento intersistema (CIS)® e consequentemente o rendimento
quantico do estado triplete, permitindo a possibilidade de maiores reacdes com
0 oxigénio para o formacdo do oxigénio singlete, o produto mais importante

para a TFD.
Figura 1. Estrutura da molécula do feoforbideo a — Um FS com potencial para TFD

H2C CH3

HC CH,

HO

Assim, a modificacdo de fotossensibilizadores (FS) pode ser adotada
para obtencédo de uma eficiéncia fotodindmica maior. O presente trabalho tem
como estratégia a preparacao de dois FS, complexado com ion zinco (ll) e 0
ion paladio (Il) para aumentar a eficiéncia nos seus processos fotodinamicos,

sendo possivel a sua investigacdo como FS para a TFD.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Radiacao eletromagnética e sua interacdo com a matéria

A radiacdo eletromagnética (fétons) é uma forma de energia que pode
ser caracterizada em termos de um comprimento de onda. O conjunto desses
comprimentos de onda comple o0 que se conhece por espectro
eletromagnético. A equacao de Planck, Equacao (1), relaciona o comprimento
de onda (4) com a energia de um féton (£), onde A € constante de Planck e cé

a velocidade da luz.10

E=h.(§) (1)

Uma molécula, ao receber uma determinada quantidade de energia
(fétons) na forma de radiacdo, pode sofrer uma excitacdo passando de um
nivel de mais baixa energia (fundamental, So) para um nivel excitado (Si1). O
tempo na qual essa molécula pode se manter nesse estado excitado é
chamado de tempo de vida. O relaxamento deste sistema, isto €, seu retorno

ao estado fundamental, pode ocorrer de duas formas:

e Transicdo ndo radiativa, como uma conversao interna (IC) e
conversao intersistema (CIS). Na IC ocorre uma mudanca de estados
eletrdnicos de mesma multiplicidade de spin e de estados vibronicos
liberando calor3. Na CIS ocorre a mudanca do estado singlete (S1) para
estado triplete simbolizado por T1.1%

e Transicao radiativa, como a emisséo direta de luz absorvida (So — S1
— So) (fluorescéncia), e a emissdo de luz de um estado triplete excitado

(So—S1—T1—S0) (fosforescéncia).'?

Os nomes “singlete” e “triplete” surgem da multiplicidade de spin em que
os elétrons da molécula se encontram e pode ser calculado. Para isso,
primeiramente, somam-se todos os momentos angulares de spin da molécula,
dando o spin total (S). Como exemplificado na Figura 2(a) para um estado
singlete tem-se S igual a zero, isso porque 0s momentos angulares de spin
sdo +1/2 e -1/2. Em um estado triplete, tem-se um spin total de um (S = 1),
como descrito na Figura 2(b).
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Figura 2. Exemplo usando parte do diagrama de orbital molecular — (a) Spin total igual & zero

S

Em seguida multiplica-se o valor de S por 2 e soma 1, Equacéao (2):
Multiplicidade de spin = 25 + 1 (2)

O resultado sera igual a 1 caso seja um estado singlete e sera igual a 3
se for um estado triplete

A absor¢cdo de um féton e as formas de relaxamento podem ser
visualizadas de forma mais simples pelo diagrama Perrin—Jablonskilt13.14.15
(Figura 3). Onde o sentido da energia esta na vertical e as multiplicidades dos
niveis de energia estdo na horizontal.
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Figura 3. Diagrama de Perrin—Jablonski (traduzido do artigo).*®

Lo/
A =
5
s
[}
S - £
=
2 £
. ©
ic s
«
2 T,
] ic
g §
) S cis §
c S © o
AVAVAVAVAVAVAVAVAD=
= R £
s 2
§ V&
a| 9 ic S T
) Reagio o
|
o 3 =
S| = e 3
< 5 < / g
£ | 4 =
% o4
<+ Produtos 4
[ w
So

Pelo diagrama, temos uma espécie no estado fundamental com dois
elétrons emparelhados (spins opostos) no estado singlete So. Quando a
molécula absorve um foton, seu estado € mudado de So para S: devido um de
seus elétrons emparelhados ter sido excitado para um nivel maior de energia.
Ndo ha uma mudanca de multiplicidade neste processo, pois 0 momento
angular de spin do elétron excitado se conserva. No estado Si podem ocorrer:

e Uma CIS, transicdo S1—Ti através da mudanca do momento
angular de spin de um dos elétrons (transi¢do néo radiativa);

e Uma IC, transicdo S1 em niveis vibracionais de menores energias
emitindo calor (transicdo nao radiativa);

e A transicdo Si1—So, emitindo luz (fluorescéncia - transicao

radiativa), a qual pode ser detectada através de um fluorimetro e
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analisada através de um espectro de emissdo. A diferenca na

posicdo da banda maxima de absorcdo com o0 maximo do
espectro de emissdo é chamada de deslocamento de Stokes(Av);

e Possiveis reacdes com outras moléculas, como € discutido na

secao 2.2.1.
No estado T1 também podem ocorrer:

e A transicdo T1—So, emitindo luz (fosforescéncia)
e A reacdo com um composto. Na secéo 2.2.1 os mecanismos foto-

oxidativos sdo apresentados.

A razao entre o numero de fotons (ou espécies) produzidos para um
processo de interesse (ex: numero de fétons que a molécula emitiu; nimero de
moléculas que foram para o estado T1; niumero de moléculas degradadas pela

luz) pelo numero fétons absorvidos pela molécula € definido como Rendimento
Quantico (P), Equacao (3).1® Por exemplo, quando se avalia o processo de
emissdo do estado S1 para o estado excitado (S1 — So), tem-se o rendimento
quantico de fluorescéncia (P). Caso @ = 1, ou seja = 100%, a maior parte
dos fétons absorvidos estdo sendo usados para emissdo de luz ao voltar do
estado fundamental (S1 — So). Caso @ = 0 maior parte dos fétons absorvidos

estdo sendo usados para transicbes ndo radiativas como, por exemplo, uma

transferéncia de calor ao meio.12

Numero Fétons ou espécies utilizados
D = 3)

Nuamero Fotons Absorvidos

2.1.1 Banda Soret e Bandas Q

As bandas Soret e Q surgem no espectro de absor¢cdo de moléculas
com um sistema de conjugacao de elétrons 11, como as porfirinas. As bandas
de menor intensidade sdo chamadas de bandas Q, se encontram na regido do
vermelho (~600-700 nm) do espectro. A menor intensidade destas bandas é

devido a baixa energia necessaria para excitar os elétrons (So—S1). As bandas
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de maior intensidade sdo chamadas de bandas Soret, se encontram na regido

do azul (~400-500 nm) no espectro, ocorrendo devido a excitagcdo da molécula

no estado fundamental para o estado S2 (So—S2).1” Um exemplo da distingéo

das bandas Soret e Q é mostrada no espectro de absorcdo da clorofila a
(Figura 4).18

Figura 4. Espectros de emisséo e absor¢do da clorofila a. As bandas Q (lado direito) se

encontram na regiao do vermelho, com menor intensidade e requerem menor energia para

excitar. As bandas Soret (lado esquerdo) se encontram na regido do azul, com maior

intensidade e requerem maior energia para excitar (adaptado do artigo Bjorn et.al. 8).
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2.2 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) consiste na ativacdo de moléculas
fotossensiveis pela incidéncia de luz em presenca de oxigénio.! Moléculas
fotossensiveis sdo capazes de gerar reacdes em outras moléculas na presenca
de luz.*®Apds absorver fétons em um determinado comprimento de onda, o
estado fundamental singlete do fotossensibilizador (*FS) é promovido para um
estado excitado de maior energia (*FS*).2° O fotossensibilizador (FS) no estado
S1 pode entdo sofrer uma conversao intersistema e mudar seu spin o estado
triplete (T1), reagindo com oxigénio molecular do meio (triplete em seu estado
fundamental). Este processo acaba por gerar oxigénio singlete (*O2) e espécies
reativas de oxigénio (EROS), de acordo com seu mecanismo tipo | e tipo 1.2 A
geracdo de oxigénios singlete é de interesse para a TFD, pois a molécula
permite a destruicdo de um alvo biolégico de interesse (Mais sobre 0 oxigénio

singlete e os alvos bioldgicos estardo na sessdo 2.2.2).%2

2.2.1 Mecanismos de formacédo espécies de oxigénio

O inicio das reac0es tipo | e tipo Il comecam pela ativacao do FS por luz
indo para o estado 'FS*, sofrendo conversao intersistema para o estado 3FS*

em seguida temos as seguintes possibilidades:

) Tipol:
A reacdo tipo | envolve a formacéo de radicais livres ou ions de radicais

(EROS) através da reacédo do FS com um substrato, que pode ser uma
membrana celular ou outra molécula® (desde que ela esteja suscetivel
as reacdes de oxidacédo ou de reducdo?®). Essa reacdo pode ocorrer de
duas maneiras, através da transferéncia de elétron, tipo I(i), ou de
hidrogénio, tipo I(ii).
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Tipo I(i):
Na reacao tipo I(i) ocorre a transferéncia do elétron do

substrato (Sub) para o FS excitado (*FS*), gerando o anion
radical FS (FS*) e o cétion radical do substrato (Sub**).
Tais espécies reativas reagem rapidamente com o oxigénio
molecular do meio (302), podendo gerar uma mistura de
espécies de oxigénio como o anion radical superoxido
(O2*), o qual pode sofrer outras reacdes e formar o anion
hidroxila (OH"). A subsequente reagéo destes radicais com
componentes celulares leva ao dano oxidativo (ou stress
oxidativo) destas estruturas, ex: 4acidos graxos e outros

lipideos. O esquema destas reagfes sdo descritos na

Figura 5.16

1) Reacao Tipo I(i):

IPS*+ Sub—s F'S®*—+Sub®t

2) Reacdo de formagcao de superoxido (O2°*):
FS*~ +%°0y — FS + 03~
'FS* +2 09 — FS*T + 03~
3) Superéxido reagindo com o organismo:

205 +2HT =7 Oy + Hy0,
O3~ + Fe'™ =7 0y + Fe*t
4) Reacdo de formagdo do radical hidroxila (OH®):

Fe*t +HyOy — FeST+OH*+OH ™

5) Reacao de formacao de oxigénio singlete:

O3~ + OH® -1 09+ OH "~

Figura 5. Esquema da
reacdo tipo I(i) e a
sequéncia de reacao com

seus produtos
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Tipo I(ii)

Na reacéo tipo I(ii) ocorre a transferéncia do hidrogénio do
substrato (R-H) para o FS excitado (*FS*), gerando o
radical (*FS-H®) e o radical do substrato (R*®). Onde
novamente essas espécies reativas reagem rapidamente
com o oxigénio do meio (302), podendo gerar uma mistura
de intermediarios de oxigénio incluindo os perdxidos
reativos. Esquema das reacdes se encontra na Figura 6.6

1) Reacao tipo I(ii)
FS*"+R—H—-FS—H®*+ R®
2) Reacao do radical substrato (R*).

R*+°09 - R—0$

3) Reacdo de formacgdo do radical substrato através do
préprio substrato

R— 03+ R—H - RO,H + R®

Figura 6. Esquema da reacgéo
tipo I(ii) e a sequéncia de

reacdo com seus produtos
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) Tipoll

A reacdo tipo Il envolve a formacdo de oxigénio singlete através da
transferéncia de energia do FS para o oxigénio. O FS, em seu estado
fundamental singlete (*FS), absorve a radiacdo indo para o seu estado
singlete excitado, 'FS*, em seguida ele relaxa essa energia absorvida de
forma nao radiativa, através de uma converséo intersistema (CIS) mudando
sua multiplicidade para seu estado triplete (°FS) como mostrado no

esquema abaixo (Figura 7):2316

Figura 7. Esquema representando as etapas da mudanca do estado do FS de singlete para
triplete incluindo os niveis de energia genéricos de cada estado e seus spins. O esquema é

meramente ilustrativo e ndo representa as transicées eletronicas.

Energia

No estado triplete, 3FS, o FS pode colidir com a molécula de oxigénio no
estado fundamental (*02) ocorrendo o processo de transferéncia de energia
chamado de aniquilacédo triplete-triplete, gerando 'FS e oxigénio singlete
(*02).1® A aniquilacéo triplete-triplete ou transferéncia de energia triplete-triplete
€ um processo onde ocorre a transferéncia de energia de um doador

eletronicamente excitado no estado triplete para um aceptor no estado triplete,
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produzindo um aceptor eletronicamente excitado.'®* O esquema de todo o

processo da reacdo tipo Il pode ser visto na Figura 8.

Figura 8. Esquema de todas as etapas da reacao tipo Il mostrando os niveis de energia
genéricos de cada espécie e seus spins. Onde FS (estado fundamental) absorve luz (hv)

formando FS*; 1FS* realiza CIS formando °FS; 3FS e o oxigénio (302 estado fundamental)

lpg v, hv lFS* % SFS 302 5 lps 4 102

|_>4__|_)# (_‘F_)%l-—

Lo,
B A —_

IFg IFs

% SFS %

Energia

2.2.2 Oxigénio singlete

O oxigénio singlete € uma molécula reativa gerada pelo mecanismo tipo
[I. O oxigénio molecular no estado fundamental se encontra no estado triplete
(302 ou simplesmente O2), ao ser excitado, o oxigénio possui dois estados
excitados possiveis. De acordo com a Teoria do Orbital Molecular na Figura 9,
0 oxigénio triplete (estado fundamental) possui dois elétrons degenerados. Ao
excita-lo, um de seus elétrons podera ter duas ocupac¢fes diferentes gerando
um novo estado para sua molécula.?® Para descobrir qual seu estado
predominante apds sua excitacdo podemos observar os orbitais moleculares do

oxigénio triplete ao ser excitado.
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Figura 9. Diagrama de orbitais moleculares do oxigénio triplete.?*

—‘7- O,
I
25 + - 25
)
- 62',

Pelo diagrama de orbitais moleculares acima podemos analisar que ao
excitar o oxigénio triplete no seu orbital molecular TC*Zp, temos a seguintes
possibilidades de excitacéo (Figura 10):

Figura 10. Possiveis excitagdes do oxigénio triplete. As energias

estdo em relacdo a configuragéo original no estado fundamental (3Zg’) onde

estdo com energia inicial de zero

Energias acima da energia do
estado fundamental

ev kJ/mol kcal/mol

+ + '3 163 157 375

4= — 1A, 098 943 225

+ 4o,
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A configuracao singlete com spins antiparalelos em orbitais diferentes

designado por 12; possui uma energia mais alta dos estados excitados

possiveis, baixo tempo de vida (0,33 - 1,4 ms em metanol) e é indetectavel em
H20/D20, sendo que rapidamente relaxa para o estado excitado de menor
energia (*Ag).%> A configuracdo Ag possui um tempo de vida maior na ordem
de micro a nano segundos em fase condensada.?* Devido ao menor tempo de

vida da configuracéo ‘2 devido seu rapido relaxamento para configuragéo *Ag,

este Ultimo é o considerado responsavel pelas subsequentes reacdes

oxidativas e denominado unicamente neste trabalho como oxigénio singlete.

Devido a alta reatividade do oxigénio singlete, a sua geracéo e de EROS
(radicais livres ou ions de radicais provenientes da reagdo tipo I) em um meio
biolégico possuem varias aplicacbes na TFD que incluem a morte de células
cancerigenas ou bacterianas.22326:27.28.2930.310s mecanismos de ac¢do do
oxigénio singlete incluem reacdes de Diels-Alder de dienos (cicloadi¢cao [2+4])
para formar endoperéxidos (anéis com ligacdes -O-O-), reacbes eno com
alcenos formando peréxidos em posicdes alila, e reacOes de cicloadi¢cao [2+2]
em alcenos rico em elétrons e estericamente impedidos ou sem hidrogénios

alilicos.32

2.3 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores ao longo do século XX e XXI foram
classificados por geracdes, onde cada nova geracao envolvia novas moléculas
gue solucionavam os problemas da geracé&o anterior. A primeira geracédo de

moléculas inclui:

e “Derivado de Hematoporfirina” (HdP). Uma mistura de porfirinas
produzida através da adicdo de uma base na hematoporfirina
acetilada.

e Photofrin®. Um HdP na forma de oligbmeros chamada de

Porfimero de Sédio.33
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O problema da primeira geracdo € que as moléculas possuem uma
baixa absorcdo em 630 nm ou acima, como no caso da Photofrin, e também
podem ocasionar irritacdo ou coceira em pacientes com sensibilidade na
pele.16:343536.37 Apesar do Photofrin absorver em diversos comprimentos de
onda entre 400 nm e 650 nm, possui uma baixa absorcdo (baixo coeficiente
molar) em 630 nm, a qual é a mais utilizada para excitar o FS, ja que a
penetracdo da luz aumenta com o aumento do comprimento de onda de acordo
com a janela fototerapéutica.3® Apesar desta limitagdo o Photofrin foi o primeiro
FS usado como medicamento aprovado pela US Food and Drug Administration
(agéncia federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos) e ainda é utilizado para tratamento profilatico de cancer de: bexiga,
es6fago, pulmdo, trato digestivo e urinario3%3° pois mesmo com as limitacdes o

medicamento pode ser eficiente em certos tratamentos.

A segunda geracdo segue para resolver os problemas como a

hidrossolubidade dos FS de primeira geracdo. Alguns deles sdo: meso-tetra-

hidroxifenil-clorina (mTHPC)(Foscan® Temoporfin),4%4! Bacteriofeoforbideo de
paladio (TOOKAD®)42 Mono-L-aspartil clorina e6 (NPe6),*® Acido 5-

Aminolevulinico (Levulan®) (aumenta a geracdo da protoporfirina 1X).44

Como mencionado acima, os FS descritos acima possuem sua baixa
solubilidade aquosa, gerando agregagdo dos mesmos,* e diminuindo suas
atividades fotoquimicas e fisicas importantes para TFD, além de diminuir sua
retencdo em células desejadas e impedindo seu transporte pela corrente
sanguinea.*® Porém, o FS deve possuir uma certa hidrofobicidade para que

seja capaz de atravessar membranas lipidicas para ir nas células.*®

As formas de contornar o problema de solubilidade é torna-las mais
hidrofilicas ao incorpora-las em um sistema adequado que possa se difundir
melhor pelo meio, como o uso de nanoparticulas,*’ sistemas de dispersdo em
Oleo, sistemas lipossémicos, polimeros ligados ao FS ou insercdo de cadeias

hidrofilicas.
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2.3.1 Fotossensibilizadores Ideais

Na TFD busca-se um FS que absorva a luz e reaja com o oxigénio do

meio para gerar espeécies reativas de oxigénios. Para que esse percurso seja o

mais proveitoso, eficiente e com o minimo de efeitos indesejados analisa-se em

cada etapa o comportamento do FS as interagBes externas (ex: luz, oxigénio,

tecido humano) e sua estrutura (ex: estabilidade, solubilidade). Logo, compara-

se o FS a ser investigado com um FS ideal, analisando seus requisitos de

idealidade, que séo:

1) Propriedades Fotofisicas:

2)

3)

a) Alta absorcao - alto coeficiente de absortividade molar (g, cm™ mol=1L) -
dentro da faixa de ~600-850 nm para uma maior penetracao no
tecido,*®4° esta regido é chamada de janela fototerapéutica;?

b) Alto rendimento quantico de formacdo de FS no estado triplete (@ =

0'5)-16,49
c) Longo tempo de vida do FS no estado triplete (T7).1® Pois somente FS

com grande Ty podem gerar quantidades elevadas de oxigénio

singlete;’

d) Alta energia do estado triplete (= 94 K] mol~1).16

Propriedades Fotoquimicas

a) Alto rendimento quantico de oxigénio singlete (¥, = 0,5),164¢

b) Baixo fotobranqueamento ou fotodegradacdo (para manter a eficiéncia
durante o tratamento) ou como outra alternativa o fotobranqueamento
rapido (“rapid photobleaching” para que o tratamento se torne auto
limitante (“self-limiting”).*®

Propriedades Quimicas 164849

a) Alta estabilidade.

b) FS seja uma Unica molécula e esteja na forma pura;

c) Sintese seja facil e de baixo custo;

d) Razoavel hidrossolubilidade, permitindo transporte no organismo.
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4) Propriedades BiolGgicas 164849
a) Baixa toxicidade na auséncia de luz;

b) Maior retencéo no tecido desejado (ex. célula cancerigena).

2.4 Porfirinas

As porfirinas sdo moléculas em que possuem em sua estrutura quatro
grupos pirrdlicos (heterociclico aromatico de cinco membros, quatro carbonos e
um nitrogénio).>° Sdo mais conhecidas por estarem nas estruturas de folhas de
plantas em moléculas de clorofila (a e b) e no sangue, na estrutura da
hemoglobina como grupo heme(Figura 11), em que ambas sao pigmentos e
sdo produzidas pelo mesmo caminho metabdlico.® Na area medicinal, elas
ganharam um reconhecimento especial na TFD devido a sua aplicabilidade em
eliminar células tumorais e na inativacdo fotodinAmica de microrganismos
(PDI), através da producdo de oxigénio singlete,®® na atividade de nuclease

e fotonuclease, terapia génica e interacdes de proteinas.?

Figura 11. Estrutura do grupo heme (esquerda) e estrutura da clorofila a (direita).

H3C

H,C

HsC CH;,

O™ “OH o)

2.4.1 Metaloporfirinas

A utilizacdo de novos FS com novos grupos funcionais, formas de

encapsulamento, aumento de cadeias e adi¢cdo de diferentes metais tém como

27



objetivo tornar o FS mais préximo do ideal, possivelmente a tornar-se um
possivel farmaco com importancia medicinal na TFD. As metaloporfirinas sao
moléculas de porfirinas complexadas a um metal. A insercdo deste metal altera
suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas e se torna uma alternativa
interessante na otimizacdo de FS existentes. Neste sentido, pode-se citar o

maior rendimento quantico de oxigénio singlete.

Como visto anteriormente, o cruzamento intersistema (CIS) é a
conversdo de multiplicidade (ex: singlete para triplete), porém ela € uma
transicdo proibida pela regra de selecdo de spin. O que aumenta a
probabilidade desta transicdo € o acoplamento spin-6rbita, jA& que este
acoplamento possibilita uma pequena interacdo entre estados com diferentes
multiplicidades.'®* O acoplamento spin-6rbita é um efeito relativistico que surge
da interagdo entre o momento magnético de spin do elétron e o campo
magnético gerado pelo movimento do ndcleo. Como este campo magnético
nuclear depende da carga do ndcleo, quanto maior for o nimero atdmico, maior

sera o acoplamento spin-o6rbita.>?

Para TFD, este efeito € de grande interesse pois ira gerar mais
moléculas de FS no estado triplete, por consequéncia mais FS disponiveis para
reagir com o0 oxigénio, gerando um maior rendimento quéntico de oxigénio
singlete (Tipo 11).5253 A interacdo do acoplamento spin-Orbita se torna maior

com o aumento do nimero atdmico, chamado de efeito do atomo pesado.*?

Neste trabalho busca-se compreender a importdncia do metal
complexado a uma porfirina (feoforbideo) com relacdo a propriedades
fotofisicas e fotoquimicas do fotossensibilizador. A compreenséo destes dados
sera importante para o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores

eficientes.
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Figura 12. Molécula de feoforbideo a complexando o ion M?*,

CH,

CH,

H;C

HO

3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Obtencdo de feoforbideo a e derivados metalados e posterior
caracterizacao de suas propriedades fotofisicas.

Objetivos especificos

(i) Obtencéo do feoforbideo a a partir do agriao;
(i) Sintese de derivados metalados com ion zinco (ll) e o ion palédio (lI);

(iiiy Caracterizagdo das propriedades fotofisicas das moléculas sintetizadas,

como: deslocamento de Stokes (Av); constante de velocidade de

fotobranqueamento (k) e rendimentos quanticos de fluorescéncia (Pg).

(iv) Melhorar a eficiéncia de um FS derivado da clorofila a através da insercéo

de metais de Zinco e Paladio.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados reagentes e
solventes comercialmente adquiridos disponiveis no Laboratério de Catalise e

Fenbmenos Interfaciais (LACFI) da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencdo do extrato e da feofitina a sintese e caracterizacdo do
feoforbideo a e derivados de paladio e zinco

Obtencdo do extrato do agrido e feofitina a: A partir do agrido
(Nasturtium officinale), 98,0582 g de suas folhas foram retiradas e suspensas
em metanol:éter de petroleo (2:1). Em seguida, foi realizado uma extracéo
liquido/liquido usando éter etilico:éter de petréleo (1:1). A fase organica €
separada e o solvente éter de petroleo € evaporado obtendo pigmentos. Os
pigmentos do extrato formados sdo separados por cromatografia em coluna,
utilizando silica gel 60A, 70-230 mesh, com eluente de éter de petrdleo:etanol
(95:5). Apés a evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, obtém-se a

feofitina a, um soélido verde escuro.

Figura 13. Reacéo e estrutura da clorofila a formando feofitina a.

Clorofila a Feofitina a
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Obtencédo do feoforbideo a - remocéo do grupo fitol da feofitina a: A
partir da feofitina a obtém-se o feoforbideo a usando uma adaptacdo da
metodologia estabelecida por YOU et al. (2011). 0,107 mmol de feofitina a séo
hidrolisadas utilizando 2 mL de &cido trifluoroacético (TFA) 80%, sob agitacdo
numa temperatura de 0°C e protegido por luz durante 1 hora. Apoés
concentracdo do produto no meio, 0 substrato € extraido usando acetato de
etila 3 vezes. A agua do meio é retirada utilizando sulfato de sédio anidro que

em seguida é filtrado.

A molécula de feoforbideo a foi identificada utilizando o espectrobmetro
de massas (Applied Biosystems 3200 Q TRAP) acoplado a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (Agilent Technologies 1200 Series). A espectrometria
de massas foi realizada no modo de operacdo de ionizacédo por eletrospray,

com ion molecular [M+H]* em m/z 591de férmula molecular C3sH3sN4Os.

Sintese do feoforbideo a de zinco: 0,0166 mmol do feoforbideo a é
dissolvido em 5 mL de diclorometano (DCM). 0,0332 mmol de acetato de zinco
dihidratado € dissolvido em 5 mL de metanol, adicionado junto a solucéo
anterior de feoforbideo a e deixados em refluxo por 2 horas. ApGs término da
reacdo é realizado uma purificacdo adicionando aproximadamente 150 mL de
adgua e extraindo com DCM. A fase organica formada é secada com sulfato de
sédio anidro e filtrado. O solvente foi evaporado, obtendo-se um solido escuro.

Sintese do feoforbideo a de paladio: Em 10 mL de DCM séo
dissolvidos =50 mg de feoforbideo a e =92,5 mg de acetato de paladio,
misturados por 2 horas a temperatura ambiente e em seguida a solucdo é
evaporada. O produto formado € purificado por cromatografia em coluna
utilizando silica gel, seguida por TLC preparativa em 2% acetona/DCM.
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Figura 14. Estrutura das reacdes de formacéao do feoforbideo a de zinco e de paladio

CH,

CHy

CHj

HO

4.2.2 Caracterizacdo dos processos fotofisicos

A avaliacdo das propriedades fotofisicas do derivado do feoforbideo,
foram realizadas em diferentes solventes (agua, etanol, cloroférmio). As
analises foram feitas através das seguintes técnicas: espectrometria na regido
do ultravioleta-visivel (UV-vis Varian Cary-50) e; espectrometria de
fluorescéncia estacionaria. Os equipamentos foram disponibilizados no LACFI,

localizado no Departamento de Quimica da UFSC.

Para a determinag&o do rendimento quantico de fluorescéncia (P), foi

utilizado um padréo, o feoforbideo a em etanol (Cpp = 0,30°). Os espectros de

absorcéo e emissédo das amostras foram registrados. O comprimento de onda

de excitacdo foi fixado em 411 nm e a emisséao foi registrada na faixa de 600 a

800 nm. Os valores de @ foram calculados a partir da Equagéo (4):13

__ Absp Fgnj

Pp (4)

- Absq Fp nﬁ
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Em que, o subindice p representa o composto padrdo e o subindice d

representa o derivado feoforbideo; Abs a absorbancia em 411 nm, F a area

espectro de emisséo, e N o indice de refracdo do solvente no meio.

O deslocamento de Stokes (Av) foi calculado para os derivados nos

diferentes meios pela Equacéo (5):

Av(cm_1)=107( CHN— ) (5)

Aabs,max Aemi,max

A qual Aabsmax € Aemimax SA0 0S comprimentos de onda de maxima absorcédo (ou

excitacao) e emissao, respectivamente.

Para a analise da fotodegradacdo dos compostos na exposi¢cao de luz,
foram determinados os valores da constante de velocidade dos derivados de
zinco e paladio e padrdo. Foi analisado o sistema do feoforbideo a de zinco
dissolvido nos solventes de agua, cloroformio e etanol, feoforbideo a (padrao)
dissolvido em etanol, e feoforbideo a de paladio dissolvido nos solventes agua,
cloroformio e etanol. Os sistemas foram iluminados constantemente com uma
radiacdo de comprimento de onda de 648 nm (P = 100 mW). A reacgao de
degradacéo dos compostos com a luz foi acompanhada pela diminuicdo da sua
absorbéancia no espectrofotdmetro UV-vis Varian Cary® 50 numa faixa de 350

nm a 800 nm.

4.3 Seguranga no Laboratorio

Todos os processos foram realizados com a adequada utilizagdo dos
Equipamentos de Protecdo Individual (EPI), como guarda-pé e luvas. Além
disso, foi realizado o descarte apropriado do residuo, separados em aquosos,
organicos e halogenados, observando o0 manual de Seguranca do

Departamento de Quimica da UFSC.?
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Resultados
5.1.1 Obtencé&o do Feoforbideo a e Derivados Metalados

As moléculas de clorofila a e b, sdo pigmentos de coloracdo verde
encontrados na natureza em organismos fotossintéticos,*® onde séo facilmente
extraidos de plantas.>” A clorofila (a e b) possuem em sua estrutura base a

forma de uma clorina.>8

O feoforbideo a foi obtido através da hidrélise &cida da feofitina a
através da remocdo do grupo fitol. 545958 A obtencdo do feoforbideo a foi
confirmada por espectrometria de massas (Figura 15a), observando-se o ion
molecular em 591 m/z. Adicionalmente, o espectro de absor¢céo na regido do
visivel apresentou o perfil caracteristico do feoforbideo,>%° com duas bandas
principais de absorcdo (Figura 15b), sendo que a banda Soret mostrou um
maximo em 409 nm e a banda Q em 667 nm. A remocdo da cadeia fitilica &
vantajosa em TFD, pois aumenta a solubilidade da molécula em sistemas de
pH fisiolégico,® dando a sua estrutura uma maior facilidade no transporte pela
corrente sanguinea, e assim diminuindo um problema recorrente dos

fotossensibilizadores de segunda geracao.
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Figura 15. (A) Espectro de massas do feoforbideo a em etanol (modo de ionizacdo ESI-) ion
molecular em 591 (-1H+). (B) Espectro de absorcao do feoforbideo em acetona com Banda

Soret em 409 nm e Banda Q em 667 nm.
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Em adicdo, neste trabalho tem-se um interesse na preparagdo de
metaloporfirinas de Zn e Pd. Os feoforbideos de Zn e Pd foram obtidos por
metodologias descritas na literatura. Os espectros de absorcdo sao

apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Espectros de absorcao eletrébnica em etanol do feoforbideo de zinco (A) com

bandas Soret em 427 nm e Q em 657 nm e do feoforbideo de paladio (B) com bandas Soret
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5.1.1 Espectros de Absorcdo e de Emissdo em solventes de diferentes

polaridades

Os espectros de emissédo e de absorcao para o feoforbideo de zinco em agua,

cloroférmio e etanol sdo apresentados nas Figuras 17, 18 e 19.

Figura 17. Espectro de absor¢éo (preto) e de emissao (azul) do feoforbideo de zinco em agua.
Com comprimento de onda maximo em 664,0 nm no espectro de absorcéo e 668,07 nm no de

emissao.
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Figura 18. Espectro de absor¢édo (preto) e de emisséo (azul) do feoforbideo de
zinco em Etanol. Com comprimento de onda maximo em 659,9 nm no espectro de

absorc¢éo e 666,0 nm no de emissao.
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Figura 19. Espectro de absorcéo (preto) e de emissao (azul) do feoforbideo de zinco em
Cloroférmio. Com comprimento de onda maximo em 659,9 nm no espectro de absorgéo e

666,0 nm no de emissao
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O deslocamento de Stokes (Av) foram calculados a partir dos dados
dos espectros de absorcdo e emissao e da Equacdo (4) para as moléculas de
feoforbideo a em etanol, feoforbideo a de zinco nos solventes agua, cloroférmio
e etanol, e para a molécula de feoforbideo a de paladio em agua, cloroférmio e

etanol (Tabela 1)

Tabela 1. Valores de deslocamento de Stokes para os derivados de feoforbideo a.

Molécula Solvente Aabs,max (nm) Aemi,max (nm) | Av (Cm_l)
Feoforbideo a | Etanol 667,06 671,99 110,0
(Padréo)
Agua 664,0 668,07 91,75
Feoforbideo a | Etanol 659,9 666,04 139,7
de Zinco Cloroférmio 659,9 666,04
139,7
Agua 648,9 768,0 2390
Feoforbideo a | Etanol
de Paladio 648,9 668,0 440,6
Cloroformio
644.,0 703,9 1321

Os espectros de absorcéo e emisséo para o feoforbideo de paladio sédo
mostrados em &gua, etanol e cloroféormio nas Figuras 20, 21 e 22,
respectivamente, nota-se ruido nos espectros devido a baixa capacidade do
derivado de relaxar via fluorescéncia, que por consequéncia ha baixa
intensidade. Os valores de deslocamentos de Stokes determinados s&o

apresentados na Tabela 1.
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Figura 20. Espectro de absorcdo (preto) e de emissédo (azul) do feoforbideo de paladio em
agua. Com comprimento de onda maximo em 648,9 nm no espectro de absorcdo e 768,0 nm

no de emissao.
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Figura 21. Espectro de absor¢éo (preto) e de emissado (azul) do feoforbideo de paladio em
etanol. Com comprimento de onda maximo em 648,9 nm no espectro de absorcdo e 668,0 nm

no de emissao.
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Figura 22. Espectro de absorcéo (preto) e de emissdo (azul) do feoforbideo de paladio em
cloroférmio. Com comprimento de onda maximo em 644,0 nm no espectro de absorcdo e 703,9

nm no de emissao.
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5.1.2. Rendimento Quantico de Fluorescéncia

O absortividade molar (£) para o padrdo e o derivado, foram
determinados usando a lei de Lambert-Beer através das concentracdes do
feoforbideo de zinco em agua, cloroférmio e etanol na anélise de absorcéo
(7,7x10°% mol.L 1) e de emissdo (4,2x107), e o padréo de feoforbideo em etanol

na andlise de absorcéo (1x10°® mol.L!) e emissdo (4,2x107). Através destes
dados, determinou-se o rendimento quéantico de fluorescéncia (CDF) do

feoforbideo de zinco e de paladio em cada solvente, utilizando o feoforbideo a
como padréo (Figura 23, Tabela 2). O rendimento quantico de fluorescéncia foi
calculado a partir da Equacéo 3, os resultados séo apresentados nas Tabelas

3 e 4, para o feoforbideo de zinco e paladio, respectivamente.
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Tabela 2. Dados do padréao de feoforbideo em etanol de comprimento de onda maximo de

absorgao (Aabs,max), absorbancia de absor¢cdo em 411 nm (Absp), comprimento de onda

maximo de emissao (Aemi,max), area do espectro de emissao (Fp).

Espectro de Absor¢éo

Espectro de Emisséo

Aabs,max Ab Sp € Aemi,max Fp (D F
(nm) (em 411nm) (L.mol'lcm‘lx104) (nm)
Feoforbideo a 667,06 0,07463 7,46 671,99 -14997 | 0,30*
em etanol
* Valor da literatura %
Tabela 3. Dados do feoforbideo de zinco de comprimento de onda méaximo de absorgao
(Aabs,max), absorbancia de absorgdo em 411 nm (Absd), comprimento de onda méaximo de
emissao (Aemi,max), area do espectro de emissao (Fd), absortividade molar, rendimento de
fluorescéncia (CDF).
Espectro de Absorcdo Espectro de Emisséo
Solvente Aabsmax Absg € (em411nm) | Aemimax Fd br
(nm) (em 411nm) | Lmoltemix10%) (nm)
Agua 664,0 0,35241 4,58 668,07 3641,9 | 0,11
Etanol 659,9 0,60951 7,92 666,04 9185.8 | 0,17
Cloroférmio 659,9 0,62505 8,12 666,04 7814.1 | 0,16
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Figura 23. Espectro de absorcéo (preto) e de emissédo (azul) do feoforbideo em Etanol

(Padréo). Com comprimento de onda maximo em 667,06 nm no espectro de absorcéo e 671,99

0,04
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nm no de emissao.
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Tabela 4. Dados do feoforbideo a de paladio, em agua, cloroférmio e etanol. Valores de

comprimento de onda maximo de absorg¢ao (Aabs,max), absorbancia de absor¢cdo em 411 nm

(Absd), comprimento de onda maximo de emissédo (Aemi,max), area do espectro de emissédo

(Fa), absortividade molar, rendimento quantico de fluorescéncia ((pF).

Espectro de Absorgéo Espectro de Emisséo
Solvente Aabs max Abs, € (em 411nm) | Aemimax F, dr
(nm) (em 411nm) (L.mol'lcm'1x104) (nm)
Agua 648,9 0,04420 10,5 768,0 -1029,7 | 0,0170
Etanol 648,9 0,05077 12,1 668,0 -92,715 | 0,0012
Cloroférmio 644,0 0,07056 16,8 703,9 -46,550 | 0,0004
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5.1.3 Avaliacdo das cinéticas de Fotobranqueamento

A partir dos dados obtidos de absorbancia dos compostos em funcao do
tempo de iluminacdo, obteve-se as cinéticas de fotobranqueamento das
moléculas, como exemplificado para o feoforbideo de zinco na Figura 24. As
cinéticas foram ajustadas a um modelo de primeira ordem utilizando um ajuste
exponencial da forma y=A*exp(-x/t)+y0. Os valores de constante de velocidade
k obtidos sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados de constante de velocidade para os derivados de feoforbideo a.

Molécula Solvente |k| (mint)
Feoforbideo a (Padrdo) Etanol 4,52496x10°
Feoforbideo a de Zinco Agua 0,06800
Etanol 0,01544
Cloroférmio 0,01026
Feoforbideo a de Paladio | Agua 8,62364x10*
Etanol 0.00112
Cloroférmio 7,18809x10°8
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Figura 24. Cinética de fotodegradacédo do feoforbideo a de zinco em etanol.
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5.2 Discusséao
5.2.1 Espectro de Absorgao e de Emisséo

Nos espectros de fluorescéncia do feoforbideo de zinco tem-se uma
baixa intensidade em agua em comparacdo aos solventes de etanol e
cloroformio. Isso se deve a possibilidade de formacdo de agregados das

moléculas do derivado em agua que dificulta sua emisséao.

Nos espectros do feoforbideo de paladio tem-se uma baixa intensidade
nos seus trés espectros e com intensidades mais baixas que 0s espectros de
feoforbideo de zinco. Isso indica a possibilidade de agregacdo da molécula do
meio nos trés solventes, mas também o possivel efeito do atomo pesado
devido a insercdo do paladio, na qual o sistema ter& um aumento do
relaxamento via CIS e diminuindo as outras possibilidades de relaxar, em que

inclui via fluorescéncia.

A importancia da medigao do rendimento quantico de fluorescéncia (Pr)

e do deslocamento de Stokes (Av) esta nas formas com que a molécula pode

dissipar a sua energia. Para a TFD é interessante que o FS converta seu
estado singlete (*FS) para triplete (3FS) para formar oxigénio singlete. Assim,
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valores baixos de @r podem ser desejados para que o FS ndo use a sua

energia absorvida no processo de fluorescéncia e sim em processos de
conversao intersistema e geracao do estado triplete. Nota-se nas Tabelas 2 e 3
também uma diminuicdo do rendimento quantico de fluorescéncia ao
complexar o feoforbideo com o ion zinco, e esse efeito foi mais importante em
um solvente mais polar, possivelmente em decorréncia de sua agregacao em
meio aquoso. Para o feoforbideo de paladio na Tabela 4, nota-se a importancia
do efeito do atomo pesado na diminuicdo da emissao de fluorescéncia devido a
utilizacdo da energia absorvida em processos de conversao intersistema.®! O

aumento de conversao intersistema da molécula pode resultar valores altos de
rendimentos quantico de estado triplete (@1). Por exemplo, para feofitina a
(molécula similar ao feoforbideo a) em metanol o rendimento quantico do
estado triplete é de @ = 0,76 (Kotkowiak et. al ), enquanto para o feoforbideo

a de paladio em metanol é de 0,83. Tal dado pode indicar que a diminui¢do do
rendimento quéantico de fluorescéncia para o feoforbideo ao inserir o ion

paladio € devido a possibilidade do aumento efeito do atomo pesado.

5.2.2 Cinéticas de Fotobranqueamento

A constante de velocidade da reacdo de fotodegradacéo
(fotobranqueamento) fornece a informacao do quéo rapido é a sua degradacéo,
ou seja, do quanto uma molécula é estavel na presenca de luz e oxigénio. A
estabilidade do FS é importante para a TFD pois 0 composto sera exposto
constantemente a radiacdo para a geracdo de oxigénio singlete. Tem-se pelos
dados da Tabela 5 o comportamento dos FS em diferentes solventes frente a
luz. As maiores velocidades de fotodegradacdo foram observadas para o
feoforbideo de zinco em agua e etanol. Além disso, os solventes menos
polares favoreceram a fotoestabilidade. As maiores constantes de velocidade
para o complexo de zinco deve-se a sua possibilidade de interagir com os
oxigénios reativos (devido o0s intermediarios radicalares seres mais
estabilizados em solventes mais polares como etanol e agua, logo facilita sua

formacdo - reacdes tipo | e tipo 1l) formados e se auto degradar.
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Os processos de relaxamento do sistema estédo interligados, o aumento
de um processo ocasiona a diminuicdo dos outros. Uma maior constante de
velocidade de fotobranqueamento pode indicar um aumento no rendimento

quantico de fotobranqueamento, podendo ocasionar uma diminui¢do nos outros

processos de relaxamento como o de @. Isto pode ser visto nos valores de

constante de velocidade e de @5 para o feoforbideo de zinco, onde o aumento
na constante de velocidade pode ter ocasionado uma diminuicdo nos seus

valores de Pp.

6. CONCLUSAO

A busca para obtencdo de fotossensibilizadores ideais requer a
avaliagdo de vérios fatores. Desde a sua sintese, sua interagdo com 0 meio e
suas possiveis reacdes. No presente trabalho foi obtido um FS a partir do
agrido e obtidos dois derivados a partir da complexacdo da molécula de
feoforbideo a com ions de paladdio e zinco, caracterizadas em diferentes
solventes. Através de andlises de fotobranqueamento observou-se que a
complexacao com o paladio n&o altera de forma significativa a fotoestabilidade.

As andlises de fluorescéncia mostraram que a insercao dos metais zinco
e palddio minimizaram a possibilidade de relaxamento por meio de
fluorescéncia, dando oportunidade para relaxamento por meio de conversao
intersistema, com o dado do artigo Kotkowiak et. al de rendimento quéantico de
estado triplete para o paladio pode-se verificar esta possibilidade.

Assim, a incorporacdo de ions metdlicos ao feoforbideo é uma estratégia
interessante visto que aumenta a formacgao do estado triplete. Contudo, uma
atencao especial deve ser dada ao efeito desses metais na fotoestabilidade do

fotossensibilizador.
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