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Resumo

A terapia fotodinamica (PDT) é uma estratégia terapéutica pouco invasiva que
assenta na administragao de um fotossensibilizador (PS) e posterior irradiagdao do tecido
alvo. A interacdo do PS fotoestimulado com o oxigénio molecular, presente no tecido
alvo, origina espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem uma cascata de reagdes

gue culmina com a morte celular.

As propriedades fotofisicas e fotoquimicas do fotossensibilizador tém um papel
importante na eficiéncia da terapia. A modulacdo destas propriedades através da
alteragdao estrutural do PS permite o desenho de uma vasta gama de
fotossensibilizadores com potencial aplicacdo clinica. Porfirinas e os seus derivados,
clorinas e bacterioclorinas, sdo frequentemente utilizados como fotossensibilizadores

na terapia fotodinamica.

Nesta dissertacdo foram estudadas as propriedades fotofisicas e fotoquimicas de
duas porfirinas (P10 e P11) e das bacterioclorinas correspondentes (LUZ10 e LUZ11).
Para tal, recorreu-se a técnicas espectroscopicas como a fotdlise por reldampago e a
adaptacdo desta técnica para a determinagdo do rendimento quantico de oxigénio
singuleto. A complementagao destas técnicas com calorimetria fotoacustica permitiu

uma melhor compreensdo das reacGes ocorrentes no sistema apds fotoestimulagdo.

Em suma, as porfirinas estudadas apresentam, relativamente as
bacterioclorinas, maior rendimento quantico de oxigénio singuleto e maior tempo de
vida do estado tripleto. O relaxamento do estado tripleto das porfirinas é quase
exclusivamente realizado pela transferéncia de energia para o oxigénio molecular,
sendo pouco provavel a ocorréncia de mecanismos de transferéncia de carga. Nas
bacterioclorinas, o relativamente curto tempo de vida do estado tripleto e baixo
rendimento quantico de oxigénio singuleto sugerem a existéncia de mecanismos de

transferéncia de carga significativos.






Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a non-invasive therapeutic strategy based on the
administration of a photosensitizer (PS) followed by the irradiation of the target tissue.
The interaction between the photostimulated PS and molecular oxygen, present in the
tissue, generates reactive oxygen species (ROS) that induce a cascade of reactions that

end in cellular death.

The photophysical and photochemical properties of the photosensitizer play an
important role in the efficiency of the therapy. The modulation of these properties
through structural modification of the PS allows the design of numerous PS with
potential clinical application. Porphyrins and its derivatives, chlorins and

bacteriochlorins, are widely used as photosensitizers in photodynamic therapy.

In this dissertation the photophysical and photochemical properties of two
porphyrins (P10 and P11) and their bacteriochlorin derivatives (LUZ10 and LUZ11) were
studied. These properties were studied using spectroscopic techniques such as flash
photolysis and its adaptation to determine singlet oxygen quantum yield. These
techniques were complemented with photoacoustic calorimetry that allowed a better

understanding of the occurring reactions after photostimulation.

In conclusion, the studied porphyrins present a higher singlet oxygen quantum
yield and longer triplet state lifetime, relative to the bacteriochlorins. The quenching of
porphyrins’ triplet state is almost exclusively done by energy transfer to molecular
oxygen, as the charge transfer mechanisms are unlikely to happen. Bacteriochlorins, on
the other hand, present shorter triplet state lifetime and lower singlet oxygen quantum
yield, which suggests charge transfer mechanisms are significant in the quenching

process.






Abreviaturas

E;, Energiado laser

Eg Energia do primeiro estado singuleto excitado

1
Er Energia do estado tripleto

E, _  Energia do maximo de fluorescéncia

FFI Front face irradiation (Irradiacdo de face frontal)

HOe Radical hidroxilo

HOMO Orbitais moleculares ocupadas de maior energia

ISC Cruzamento intersistema

LUMO Orbitais moleculares nao ocupadas de menor energia

LUZ10 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina

LUZ11 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina
03" Anido superdxido

P10 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)porfirina

P11 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)porfirna

PAC Photoacoustic Calorimetry (Calorimetria fotoacustica)

PDT Photodynamic Therapy (Terapia fotodindmica)

PS Photosensitizer (Fotossensibilizador)

ROS Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)

So Estado singuleto fundamental

S1 Primeiro estado singuleto excitado

Sn Estado singuleto excitado no nivel eletrénico n
T: Primeiro estado tripleto excitado

Tn Estado tripleto excitado no nivel eletréonico n

10,  Oxigénio singuleto
Ea Energia do oxigénio singuleto

fﬂ Eficiéncia de formacdo de oxigénio singuleto
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Variagao de densidade 6tica

Coeficiente de absortividade molar

Coeficiente de absortividade molar do tripleto
Tempo de vida da primeira fragdo de calor libertada
Tempo de vida da segunda fracdo de calor libertada
Tempo de vida do estado tripleto

Primeira fracdo de libertacdo de calor

Segunda fra¢ao de libertagao de calor

Rendimento quantico de fluorescéncia

Rendimento quantico de conversao interna
Rendimento quantico de formacao de tripleto

Rendimento quantico de oxigénio singuleto
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Capitulo 1: Introdugdo

1.1 Terapia Fotodinamica

A utilizacdo de luz na terapia remonta ao Antigo Egipto e aos povos chineses e
indianos, que utilizavam a luz no tratamento de varias doengas como o cancro da pele e
psoriase. Na Grécia Antiga, Herodotus, um ilustre médico, desenvolveu a Helioterapia
que tinha como premissa que a exposi¢do a luz solar era crucial para o tratamento de
problemas de sidude.! Porém, devido ao surgimento do cristianismo, estas técnicas
foram abandonadas durante séculos. Ja no inicio do século XX, o médico Niels Finsen
acreditou a fototerapia como ciéncia, e os seus contributos na aplica¢do clinica desta

técnica valeram-lhe o prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1903.1

A terapia fotodinamica (PDT) é uma técnica pouco invasiva ja utilizada na area
da dermatologia e no tratamento de alguns tipos de cancro.?? Esta terapia foi aprovada
pela primeira vez em 1993 para o tratamento de cancro da bexiga, com a utilizacdo do

fotossensibilizador Photofrin.*

Esta técnica consiste na jungdo de trés componentes: um fotossensibilizador
(PS), uma fonte de luz e oxigénio molecular presente nos tecidos alvo?>, sendo que estes
componentes por si s6 ndo sdo citotdxicos.®’ Inicialmente o fotossensibilizador é
administrado por via sistémica, tépica ou local. Apds algum tempo de espera, para que
seja permitida a distribuicdo do PS, segue-se a irradiacdao da drea pretendida com um
feixe de luz com o comprimento de onda adequado, o que provoca a absorcdo de fotdes
pelo PS levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e posterior morte
celular através de apoptose ou necrose (figura 1.1).3>*7 Os mecanismos de formac3o de

ROS e as transicOes eletrdnicas ocorrentes no PS sdo explicados no capitulo 1.2.

Uma vantagem da terapia fotodinamica no tratamento de cancro, em relacao a
cirurgia e a quimioterapia, é o facto de desencadear respostas imunitarias, a nivel
sistémico, que podem levar a diminuicdo do crescimento tumoral fora da zona do

tratamento.®
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Oxigénio PS
molecular Estado excitado

Estado fundamental

Figura 1.1. Mecanismo de terapia fotodinamica. No primeiro passo ocorre a interagdo da luz com o
fotossensibilizador no estado fundamental, que, apds a absorgdo de fotGes, passa para o estado
excitado. Neste estado, o PS interage com o oxigénio molecular, levando a formagdo de ROS, que

causam morte celular. Adaptado de 2.

1.2 Fotossensibilizadores

1.2.1 Porfirinas

Uma das classes de moléculas mais utilizadas como fotossensibilizadores em

terapia fotodinamica in vivo é a classe das porfirinas.>1°

Porfirinas sdo uma familia de moléculas organicas que tém no seu nucleo um
macrociclo tetrapirrédlico ligados por grupos metino.''? Existem dois sistemas de
nomenclatura para os macrociclos tetrapirrélico em questdo. Um deles é o sistema de
nomenclatura de Fisher!3, em que os carbonos periféricos dos grupos pirrélicos s3o
considerados posicdes B e sdo numerados de 1 a 8, e os grupos metino sdo considerados
posicdes meso e identificados com as letras gregas a, B, y e 6. O outro sistema de
nomenclatura é o sistema da IUPAC'#, que identifica os carbonos do macrociclo com

numeracdo de 1 a 20, e os atomos de azoto de 21 a 24 (figura 1.2).
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2 - 3
1 4
y B
8 5
7 5 6
Fisher IUPAC

Figura 1.2. Identificagdo dos d&tomos do macrociclo tetrapirrdlico de acordo com a nomenclatura de

Fisher e IUPAC.13%4

Um modelo que permite uma interpretacao simples das transicdes eletrdnicas
que ocorrem nesta classe de moléculas é o modelo de Gouterman.'® Este modelo
baseia-se nas duas orbitais moleculares ocupadas de maior de maior energia (HOMO) e
nas duas orbitais moleculares nao ocupadas de menor energia (LUMO). Em porfirinas
de base livre, como a porfina (H2P) e 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (H,TPP), os dois
hidrogénios ligados aos dois atomos centrais de azoto provocam uma distor¢do no
macrociclo, o que leva a uma alteracao de geometria de Dan para Dan. Nesta geometria,
as orbitais HOMO obtém a denominacdo de a, e b1y, e as duas orbitais LUMO designam-
se byg e bsg.!! Porém, em porfirinas metaladas, as duas orbitais HOMO mencionadas
apresentam energias proximas o suficiente para serem consideradas degeneradas, e as
orbitais LUMO tém energias ainda mais proximas (figura 1.3).2%1® Este fendmeno
provoca interacao de configuracao dos estados eletrénicos e a sua desdobragem, o que
origina um par de bandas Q (Qx e Qy) de baixa intensidade e energia, e um par de bandas
B (Bx e By) de alta energia. Nas porfirinas estas bandas B aparecem geralmente como
uma Unica banda muito intensa, denominada banda Soret.1%1® Em porfirinas de base
livre, a distorcao provocada pelos atomos de hidrogénio altera a degenerescéncia das

orbitais byg e bsg 0 que causa um split das bandas Q.*
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Energia

dy

HOMO
b1y

Figura 1.3. Energias relativas das orbitais HOMO e LUMO de porfirinas.*''® (Diagrama desenhado

através do software Edraw Max®)

Alteragcdes no macrociclo tetrapirrélico ou introducdo de substituintes nas
posicdes meso e B dao origem a derivados com diferentes propriedades fotofisicas, o
que pode influenciar o comportamento como fotossensibilizador.'” A introdu¢do de um
atomo pesado potencia o cruzamento intersistema através do acoplamento spin-
orbital.*®1° Por outro lado, a introducdo de dtomos halogénios na posi¢do orto de grupos
fenilo, nas posi¢cdes meso da porfirina, aumenta mais a formacado do estado tripleto do
que o seu decaimento.?? A adi¢do de quatro grupos fenol, sulfénico ou sulfonamida nas
posicdes meso confere um caracter anfifilico a porfirina, permitindo a modulagao da
solubilidade assim como a interacdo com membranas bioldgicas, o que potencia e

facilita a sua aplicacdo como agente terapéutico.'’?!

O primeiro fotossensibilizador aprovado para terapia fotodinamica de varios
tipos de cancro foi o Photofrin®, tendo sido aprovado nos Estados Unidos da América

pela Food and Drug Administration e por mais de 40 paises em 1995.%%%3

1.2.2 Bacterioclorinas

Como referido anteriormente, alteracdes no macrociclo das porfirinas podem
originar derivados com caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas significativamente

diferentes em relagao a porfirina inicial. A redugdo de um grupo pirrol da origem a di-



Capitulo 1: Introdugdo

hidroporfirinas ou clorinas. Uma segunda redugdo, no grupo pirrol oposto ao

inicialmente reduzido, origina tetra-hidroporfirinas ou bacterioclorinas (figura

1.4),11,1624,25

Porfirina Clorina Bacterioclorina

Figura 1.4. Estrutura dos macrociclos tetrapirrélicos de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas,

respetivamente.

Esta reducdo do nuimero de eletrdes m do macrociclo de 22 para 20 e 18 ndo
afeta significativamente os niveis de energia das orbitais LUMO, mas verifica-se um
aumento sistematico das energias das orbitais HOMO, o que provoca a diminuicdo do
HOMO-LUMO gap (figura 1.5). Com a alteragdo deste intervalo de energias, verifica-se
uma intensificagao e aumento do comprimento de onda da banda Q das bacterioclorinas

para a regido préxima do infravermelho e infravermelho, 720-850 nm.6:24=27

E
) (")
8 _(TT’) et b3g / egy
= bag / egy
3| m Lo
bQQ/egx b39 / gy b2g / €gx T (1)
b2g / egx
b1u / atu(m)
" (m) e biu/ atu(m)
o P .
§ au/ a & au /au ()
au/azu(m)
bt/ aw
Porfirina Clorina Bacterioclorina

Figura 1.5. Variagdo de energia das orbitais HOMO e LUMO de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas.

Adaptado de *°.
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Tal como nas porfirinas, a introdu¢do de grupos substituintes no macrociclo de
bacterioclorinas pode alterar significativamente as suas propriedades fotofisicas e
fotoquimicas. A introducdo de grupos fenilo halogenados, nas quatro posicdes meso,
confere uma maior fotoestabilidade, maior rendimento quantico de oxigénio singuleto

e caracter anfifilico modulado as bacterioclorinas.?82°

Um exemplo de uma bacterioclorina utilizada como fotossensibilizador é a
Redaporfin (também designada LUZ11)3°, que ja se encontra em ensaios clinicos (NCT:

NCT02070432).

1.2.3 Formagao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

No seu estado fundamental, o fotossensibilizador estd no estado singuleto, So,
com dois eletrdes com spin oposto na sua orbital molecular HOMO. A excita¢ao do PS
com luz com o comprimento de onda adequado faz com que o PS absorva um fotdo e
um dos eletrdes referidos passa para um estado de maior energia, Sn, € mantém o spin.
No estado Sy, o eletrdo rapidamente perda parte da energia por conversdo interna até
ao primeiro estado excitado singuleto, S1. Este estado, S1, tem um tempo de vida muito
curto (nanossegundos), e a partir deste estado, o eletrdo pode perder o excesso de
energia, e regressar ao estado fundamental, por processos radiativos (fluorescéncia) ou
por processos nao-radiativos (conversdo interna, cruzamento intersistema) através de
libertacdo de calor. O processo de cruzamento intersistema implica a inversao de spin
do eletrdo, o que leva ao estado tripleto, T1. A inversdo de spin referida trata-se de um
processo “proibido” o que implicaria que a probabilidade de ocorréncia seria muito
baixa em relagdo a processos “permitidos”, porém, um PS eficaz consegue realizar o
processo de cruzamento intersistema (ISC, do inglés inter-system crossing) com alta
eficiéncia. No estado Ti, o eletrdo pode perder a energia em excesso através de
fosforescéncia ou por interagdo com outra molécula no estado tripleto. O processo de
fosforescéncia envolve inversdao de spin, que, como referido anteriormente, é um
processo “proibido”, e por este motivo o estado tripleto tem um tempo de vida mais

longo, o que permite a interacdo com outras moléculas.”/16:22,31-33
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E no estado tripleto que ocorre a interacdo com o oxigénio molecular, que, no
estado fundamental, se encontra no estado tripleto. Esta interagdo pode ocorrer por
transferéncia direta de energia para o oxigénio molecular (reagées de tipo Il) dando
origem a oxigénio singuleto, 102, uma espécie reativa de oxigénio responsavel pela
inducdo de stress oxidativo durante a terapia fotodindmica. O PS pode também reagir
através de reagdes do tipo I, nas quais ocorre transferéncia de eletrdo para o oxigénio

dando origem a radicais anido superdxido (037) e hidroxilo (HOe).”-16:22:31.32 A figura 1.6

ilustra as transicOes referidas neste capitulo.

Reacdes de Tipo |

S, N \‘ R >/R~ —
| 6 . \
| —T
: : . I )
I : Oz -....

E ! ! — T el . * Stress Oxidativo
1 :2 3 :' = Dano Celular
i 5/ @ Reacdes de Tipo Il l
l ! 3
| ' e Morte celular por
So Y y necrose ou apoptose

Figura 1.6. Diagrama de Jablonski com os processos fotofisicos que ocorrem apds a excitagdo do PS. (1)
Absorcdo; (2) fluorescéncia; (3) conversdo interna; (4) cruzamento intersistema; (5) fosforescéncia; (6)
formagdo de radicais através de reagdes de transferéncia de eletrdo; (7) formacgdo de oxigénio singuleto

através de transferéncia de energia para o oxigénio molecular. Adaptado de 2.

De acordo com Wilkinson, quanto menor for o potencial de oxida¢do, mais
competitivas se tornam reacbes de tipo |, o que vai provocar a diminuicdo do
rendimento quantico de oxigénio singuleto (¢a) e aumentar a constante de quenching
(kq) do PS.34-3¢ Devido a variacdo do intervalo energético entre as orbitais HOMO e
LUMO, o potencial de oxidacdo ao longo da série de moléculas varia da seguinte forma:

porfirinas > clorinas > bacterioclorinas®3%37, o que sugere que as reacdes de tipo | serdo

mais significativas em bacterioclorinas do que em porfirinas.
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Fukuzumi et al*” verificaram a existéncia de outro tipo de processo, que ocorre
quando o intervalo energético entre as orbitais HOMO e LUMO é menor do que a
energia do tripleto. Nestas condigdes, pode ocorrer transferéncia de eletrao do estado
tripleto do PS para uma outra molécula de PS no estado fundamental, formando o
respetivo catido e anido. O anido do PS pode depois transferir um eletrao para o oxigénio

molecular e produzir anido superdxido.3’

1.2.4 Caracteristicas de um fotossensibilizador ideal

A compreensdo do sistema e das transi¢cdes e processos envolvidos na terapia
fotodinamica permitiu a formulacdo do perfil de um fotossensibilizador ideal. Sternberg
et alP? definiu que um PS ideal deve apresentar uma absorcdo forte na zona do vermelho
(> 650 nm), rendimento quantico de formacdo de tripleto (¢r) alto com energia de
tripleto (Et) superior a 94 kJ mol? (energia do primeiro estado singuleto excitado do
oxigénio, Ea), rendimento quantico de oxigénio singuleto alto (¢$a), baixa toxicidade no
escuro, seletividade para tecidos tumorais, formulagdao simples, validade longa,

eliminac3o (clearance) rapida, sintese facil e possibilidade de sintese em grande escala.3?

Estas caracteristicas foram depois definidas mais detalhadamente3®: o PS deve
ter absorc¢do forte entre os 700 e 800 nm, coeficiente de absortividade molar (€), na
regido referida, superior a 10> M* cm™, rendimento de fluorescéncia (¢f) igual ou
superior a 0.2, rendimento de formacgao de tripleto igual ou superior a 0.7, tempo de
vida do estado tripleto (tr) igual ou superior a 100 ps, rendimento quantico de oxigénio

singuleto superior a 0.5 e rendimento quantico de fotodegradacdo (¢pa) inferior a 107.

1.3 Técnicas de Quantificacao de Propriedades Fotofisicas

Neste projeto s3ao estudadas as propriedades fotofisicas e fotoquimicas de
porfirinas e bacterioclorinas. Para tal recorreu-se a técnicas espectroscépicas e a

calorimetria fotoacustica para determinar as referidas propriedades.
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1.3.1 Fotdlise por relampago

As contribuicdes de Norrish e Porter3®4° permitiram o desenvolvimento da
técnica de fotdlise por relampago, que rapidamente se revelou util para o estudo de
espécies transientes, como radicais ou estados eletrénicos excitados.**™ O
desenvolvimento do laser em 1960 impulsionou a importancia da técnica devido a
possibilidade de uma melhor resolucdo temporal numa escala ainda menor. De facto,
atualmente, instrumenta¢ao que permite resolucdao temporal de nanossegundos e

picossegundos é comum em laboratérios.*344

Nesta técnica, inicialmente é medida a intensidade de luz, num comprimento de
onda definido (com recurso a um monocromador), da lampada apds atravessar a
amostra (lo), através de um fotomultiplicador. De seguida, um pulso de laser, com
comprimento de onda definido, excita a amostra. Parte do feixe de luz do laser é captada
por um detetor (trigger) que informa o controlador para uma nova medida da
intensidade de luz, apés um intervalo de tempo t (/). A informacao é transmitida para
um osciloscépio, que por sua vez a transmite ao computador (figura 1.7).#3* A lampada

pode ser “pulsada”, aumentando a sua intensidade de modo a melhorar o sinal.

- - -
- ——
s o7l
// e . -
“Icontrolador|_ _ _ .~ _ -
144 L™ ~
-
L’ :
\
i| Fotomultiplicador 3
k ; Lampada
Monocromador Célula

N

o

Osciloscépio "/

Computado

Figura 1.7. Instrumentac3o utilizada na técnica de fotdlise por reldmpago. Adaptado de 3.
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A absorcao de transiente é obtida através da variagdo de absorgao, AA (também

denominada variacdo de densidade 6tica, AOD), pela equacdo 1.1%:

I(2)
1A, )

AA(A,t) = AOD(A,t) = log

(equacdo 1.1)

Com base nesta equagdo, para comprimentos de onda onde o estado
fundamental absorve, o sinal ird ser negativo pois a intensidade de luz a alcancar o
fotomultiplicador ird ser menor antes do pulso do laser. Por outro lado, se se trata de
um comprimento de onda em que haja absor¢ao por parte da espécie transiente, o sinal
ird ser positivo. A emissdao de fluorescéncia por parte da amostra apds excitacdo ira
provocar um sinal negativo devido a maior intensidade de luz a atingir o

fotomultiplicador apds o pulso.*

A possibilidade de adquirir sinais a comprimentos de onda diferentes e intervalos
de tempo diferentes faz com que a fotdlise por relampago seja uma técnica util no
estudo das propriedades fotofisicas de fotossensibilizadores, pois permite a analise do
decaimento cinético do estado tripleto, e assim como a andlise do espetro de absorgao

tripleto-tripleto.*344

1.3.2 Fosforescéncia de Oxigénio Singuleto

Na terapia fotodinamica, as reacdes de tipo || desempenham um papel crucial na
eficacia desta modalidade.??3%4¢ Como referido anteriormente, estas rea¢des ocorrem
guando ha interacdo direta entre o estado excitado tripleto do fotossensibilizador e o
oxigénio molecular, que no seu estado fundamental trata-se de um tripleto, e tem como
resultado a producdo de oxigénio singuleto, 0, (ou O; 1Ag). A desativagdo do oxigénio
singuleto envolve uma transicdo de spin o que resulta em emissdo de luminescéncia na
forma de fosforescéncia. Em 1976, Krasnovsky identificou pela primeira vez a referida
luminescéncia com comprimento de onda caracteristico 1270 nm*. A detecdo de
oxigénio singuleto através desta caracteristica tornou-se numa metodologia padrao,

desde entdo.480
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A instrumentacao para a detecao de oxigénio singuleto e rendimento quantico
de formagdo de oxigénio singuleto (¢a) é semelhante a utilizada na fotdélise por
reldmpago, porém nado requer a lampada responsavel pela medicdo de absorcdo. O feixe
do laser incide na amostra e a fosforescéncia provocada pelo decaimento do oxigénio
singuleto é medida pelo fotomultiplicador apés a selecdo do comprimento de onda
(1270 nm) ter sido efetuada pelo monocromador. O fotomultiplicador transmite a
informacdo ao osciloscépio e este transmite ao computador. Esta instrumentacdo é
sincronizada por um controlador e um trigger 6tico, a semelhanga da fotdlise por

relampago.

Para a quantificacdo do rendimento quantico de oxigénio singuleto é necessario
medir a intensidade de fosforescéncia com diferentes energias relativas do laser, para
construir um grafico de intensidade de fosforescéncia em funcdo da energia relativa do
laser. De seguida, aplica-se um ajuste linear e retira-se o declive da reta (S, do inglés
Slope) e compara-se com o declive obtido por uma referéncia, nas mesmas condicdes,

através da equacdo 1.2°1°3;

S,
of = 2 x o)
Sref

(equacdo 1.2)

Onde @f e @Aref correspondem ao rendimento quantico de oxigénio singuleto da
amostra e da referéncia, respetivamente, e Sa e Sref correspondem ao declive da reta
obtida por ajuste linear da amostra e da referéncia respetivamente. Esta equacdo
apenas é valida quando as solu¢des da amostra e referéncia tém a mesma absor¢ao no
comprimento de onda de excitagdo. Caso contrdrio, é necessario fazer o ajuste da

absorcao.

1.3.3 Calorimetria Fotoacustica

A calorimetria fotoacustica (PAC, do inglés Photoacoustic Calorimetry) resolvida
no tempo foi introduzida por Peters®*>>. Nas suas publicacdes, revelaram a

possibilidade de medicGes de tempos de vida de espécies transientes, assim como

13
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medi¢Ges da energia libertada na forma de calor por estas espécies. Esta técnica mede
a libertacdo de energia, gerada por processos nao-radiativos, apds irradiacao da
amostra, o que permite calcular constantes de reacao e entalpias de reagdo com valores

de incerteza relativamente baixos.>6>’

Na calorimetria fotoacustica, a amostra em solug¢dao é fornecida a célula, por
intermédio de uma bomba, onde vai ser irradiada por um pulso de laser. A energia
absorvida pela amostra é depois libertada por processos radiativos e ndao-radiativos. A
libertacdo de energia por processos ndo-radiativos ocorre através da libertacao de calor
para o solvente, o que provoca uma expansdo termoelastica do solvente. Esta expansao,
se for frustrada por confinamento do espaco, gera uma onda de pressao (onda acustica)
que se propaga para o exterior, onde é captada por um transdutor que transmite a
informacdo em forma de sinal elétrico para um osciloscépio (figura 1.8).°6°8-60 O sinal
obtido com a amostra, denominado onda E(t), é analisado através da deconvolugao com
uma onda T(t), obtida através da medicdo da onda fotoacustica de uma referéncia
fotoacustica, que tem como caracteristica a libertacdo, sob a forma de calor, de toda a

energia absorvida, dentro do intervalo de tempo do pulso do laser.>®

A detecdo da onda fotoacustica pode ocorrer perpendicularmente ao feixe do
laser®® ou de forma colinear (FFI, do inglés front face irradiation).>”>° A técnica de FFI
apresenta uma maior sensibilidade e resolucao temporal do que a técnica de detegao

perpendicular.>%61.62

-~ -
e >~
; \
: .
. \ . Laser
iris Trigger
Transdutor N I

€lula Fotoacistica Referéncia, Amostra e Solvente

= ARl

Computa.dor

e
,"
1
1
\
.

:

Figura 1.8. Instrumentacio da técnica de calorimetria fotoacustica com FFI. Adaptado de *3.
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Os processos que ocorrem apos irradiacao da amostra podem ser divididos em
trés categorias relativamente a sua analise por calorimetria fotoacustica, porém esta
separacdo é dependente da natureza do transdutor e também do método de detecao
(perpendicular ou FFI). Processos com tempos de vida superiores a 20 us sao demasiado
lentos para serem detetados pelo transdutor. Processos com tempos de vida inferiores
a 2 ns sao considerados demasiado rapidos, porém é possivel integrar o sinal de modo
a obter a libertacdo de calor nesse intervalo de tempo. Os processos que ocorrem entre
estes intervalos de tempo sao resolvidos em tempo e fornecem informacgao nao sé da
guantidade de calor libertada, mas também do tempo de vida das espécies transientes

envolvidas.>®>°

Ap0s a irradiacao, para além da energia libertada sob a forma de calor para o
solvente, se ocorrer a formacdo de ides, a solvatacdo destes pode contribuir também
para a onda fotoacustica. A calorimetria fotoacustica utilizando dgua como solvente
permite a separacao destas componentes, devido ao coeficiente de expansdo térmica
da agua ser zero a 3.9°C. A comparacdo de sinais a temperatura ambiente e a 3.9°C
permite separar a onda fotoacustica resultante da solvatacao de ides da onda resultante
da expans3o térmica da dgua, dado que esta ndo ocorre a 3.9°C.%3%* Esta metodologia
pode ser util no estudo de fotossensibilizadores, pois estes podem produzir anidao

superdxido.

1.4 Proposta de Trabalho

Neste projeto é feita uma abordagem a técnicas que permitem a quantificacdo

de propriedades fotofisicas e fotoquimicas de fotossensibilizadores.

A proposta de trabalho tem como objetivo a caracterizacdo fotofisica e
fotoquimica das bacterioclorinas 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-
metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (F2BMet ou LUZ11)3° e 5,10,15,20-tetraquis(2,6-
difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina (F2BOH ou LUZ10)® e as suas respetivas porfirinas

(F2PMet ou P11 e F,POH ou P10).17:66
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O primeiro passo consiste na quantificagdao do rendimento quantico de formacgao
de oxigénio singuleto em etanol. O préximo passo envolve a caracterizagao dos estados
transientes através da calorimetria fotoacustica. O terceiro passo consiste na
determinagdo do tempo de vida do estado tripleto e do espetro de absorgao tripleto-
tripleto, que permite calcular, em conjunto com o coeficiente de absortividade molar
(€), o coeficiente de absortividade molar do tripleto (7). O ultimo passo consiste numa
experiéncia de calorimetria fotoacustica utilizando agua como solvente, com o intuito

de detetar a formacdo de anido superdxido através da onda provocada pela solvatacao.

16



Capitulo 1: Introdugdo

1.5 Referéncias

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)
(14)

(15)
(16)

(17)

(18)

Daniell, M. D.; Hill, J. S. A History of Photodynamic Therapy. Aust. N. Z. J. Surg. 1991, 61
(5), 340-348.

Wan, M.; Lin, J. Current Evidence and Applications of Photodynamic Therapy in
Dermatology. Clin. Cosmet. Investig. Dermatol. 2014, No. 7, 145-163.

Agostinis, P.; Berg, K.; Cengel, K. a; Foster, T. H.; Girotti, A. W.; Gollnick, S. O.; Hahn, S.
M.; Hamblin, M. R.; Juzeniene, A.; Kessel, D.; et al. Photodynamic Therapy of Cancer : An
Update. Am. Cancer Soc. 2011, 61, 250-281.

Dolmans, D. E. J. G. J.; Fukumura, D.; Jain, R. K. Photodynamic Therapy for Cancer. Nat.
Rev. Cancer 2003, 3 (5), 380-387.

Allison, R. R.; Moghissi, K. Photodynamic Therapy (PDT): PDT Mechanisms. Clin. Endosc.
2013, 46 (1), 24-29.

Castano, A. P.; Mroz, P.; Hamblin, M. R. Photodynamic Therapy and Anti-Tumour
Immunity. Nat. Rev. Cancer 2006, 6 (7), 535—-545.

Castano, A. P.; Demidova, T. N.; Hamblin, M. R. Mechanisms in Photodynamic Therapy:
Part One. Photodiagnosis Photodyn Ther 2004, 1 (4), 279-293.

Dabrowski, J. M.; Arnaut, L. G. Photodynamic Therapy (PDT) of Cancer: From Local to
Systemic Treatment. Photochem. Photobiol. Sci. 2015, 14 (10), 1765-1780.

Macdonald, I. A. N. J.; Dougherty, T. J. Basic Principles of Photodynamic Therapy. J.
Porphyr. Phthalocyanines 2001, 5, 105—-129.

Vicente, M. G. Porphyrin-Based Sensitizers in the Detection and Treatment of Cancer:
Recent Progress. Curr. Med. Chem. Anticancer. Agents 2001, 1 (2), 175-194.

Arnaut, L. G. Design of Porphyrin-Based Photosensitizers for Photodynamic Therapy. Adv.
Inorg. Chem. 2011, 63, 187-233.

Fleischer, E. B. The Structure of Porphyrins and Metalloporphyrins. Acc. Chem. Res. 1970,
3(3), 105-112.

Fischer, H.; Orth, H. Die Chemie Des Pyrrols; 1934; Vol. 1.

Moss, G. P.; College, Q. M. C ) Nomenclature of Tetrapyrroles. Eur. J. Biochem. 1988, No.
178, 277-328.

Gouterman, M. Spectra of Porphyrins. J. Mol. Spectrosc. 1961, 6 (C), 138-163.

Dabrowski, J. M.; Pucelik, B.; Regiel-Futyra, A.; Brindell, M.; Mazuryk, O.; Kyziot, A,;
Stochel, G.; Macyk, W.; Arnaut, L. G. Engineering of Relevant Photodynamic Processes
through Structural Modifications of Metallotetrapyrrolic Photosensitizers. Coord. Chem.
Rev. 2016, 325, 67-101.

Pucelik, B.; Paczynski, R.; Dubin, G.; Pereira, M. M.; Arnaut, L. G.; Dabrowski, J. M.
Properties of Halogenated and Sulfonated Porphyrins Relevant for the Selection of
Photosensitizers in Anticancer and Antimicrobial Therapies. PLoS One 2017, 12 (10), 1-
22.

Yao, L.; Xiao, S.; Dan, F.; Yao, L.; Xiao, S.; Dan, F. Boron-Fluorine Photosensitizers for
Photodynamic Therapy, Boron-Fluorine Photosensitizers for Photodynamic Therapy. J.

17



Capitulo 1: Introdugdo

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

Chem. J. Chem. 2013, 2013, 2013, e697850.

De Boni, L.; Monteiro, C. J. P.; Mendonga, C. R.; Zilio, S. C.; Gongalves, P. J. Influence of
Halogen Atoms and Protonation on the Photophysical Properties of Sulfonated
Porphyrins. Chem. Phys. Lett. 2015, 633 (1), 146—151.

Azenha, E. G.; Serra, A. C.; Pineiro, M.; Pereira, M. M.; Seixas de Melo, J.; Arnaut, L. G.;
Formosinho, S. J.; Rocha Gonsalves, A. M. d. A. Heavy-Atom Effects on Metalloporphyrins
and Polyhalogenated Porphyrins. Chem. Phys. 2002, 280 (1-2), 177-190.

Dabrowski, J. M. Reactive Oxygen Species in Photodynamic Therapy: Mechanisms of
Their Generation and Potentiation. Adv. Inorg. Chem. 2017, 70, 343-394.

Yoon, I.; Li, J. Z.; Shim, Y. K. Advance in Photosensitizers and Light Delivery for
Photodynamic Therapy. Clin. Endosc. 2013, 46 (1), 7-23.

Huang, Z. A Review of Progress in Clinical Photodynamic Therapy. Technol. Cancer Res.
Treat. 2005, 4 (3), 283—-293.

Huang, Y.-Y.; Balasubramanian, T.; Yang, E.; Luo, D.; Diers, J. R.; Bocian, D. F.; Lindsey, J.
S.; Holten, D.; Hamblin, M. R. Stable Synthetic Bacteriochlorins for Photodynamic
Therapy: Role of Dicyano Peripheral Groups, Central Metal Substitution (2H, Zn, Pd), and
Cremophor EL Delivery. ChemMedChem 2012, 7 (12), 2155-2167.

Muthiah, C.; Taniguchi, M.; Kim, H. J.; Schmidt, I.; Kee, H. L.; Holten, D.; Bocian, D. F,;
Lindsey, J. S. Synthesis and Photophysical Characterization of Porphyrin, Chlorin and
Bacteriochlorin Molecules Bearing Tethers for Surface Attachment. Photochem.
Photobiol. 2007, 83 (6), 1513-1528.

Chang, C. K.; Hanson, L. K.; Richardson, P. F.; Young, R.; Fajer, J. m Cation Radicals of
Ferrous and Free Base Isobacteriochlorins: Models for Siroheme and Sirohydrochlorin.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1981, 78 (5), 2652—-2656.

Sharma, S. K.; Krayer, M.; Sperandio, F. F.; Huang, L.; Huang, Y.-Y.; Holten, D.; Lindsey, J.
S.; Hamblin, M. R. Synthesis and Evaluation of Cationic Bacteriochlorin Amphiphiles with
Effective in Vitro Photodynamic Activity against Cancer Cells at Low Nanomolar
Concentration. J. Porphyr. Phthalocyanines 2013, 17 (01n02), 73-85.

Pereira, M. M.; Monteiro, C. J. P.; Simodes, A. V. C.; Pinto, S. M. A.; Abreu, A. R.; S3, G. F.
F.; Silva, E. F. F.; Rocha, L. B.; Dbrowski, J. M.; Formosinho, S. J.; et al. Synthesis and
Photophysical Characterization of a Library of Photostable Halogenated Bacteriochlorins:
An Access to near Infrared Chemistry. Tetrahedron 2010, 66 (49), 9545-9551.

Pereira, M. M.; Monteiro, C. J. P.; Simdes, A. V. C.; Pinto, S. M. a.; Arnaut, L. G.; S, G. F.
F.; Silva, E. F. F.; Rocha, L. B.; Simdes, S.; Formosinho, S. J. Synthesis and Photophysical
Properties of Amphiphilic Halogenated Bacteriochlorins: New Opportunities for
Photodynamic Therapy of Cancer. J. Porphyr. Phthalocyanines 2009, 13 (04n05), 567—
573.

Arnaut, L. G.; Pereira, M. M.; Dabrowski, J. M.; Silva, E. F. F.; Schaberle, F. A.; Abreu, A.
R.; Rocha, L. B.; Barsan, M. M.; Urbanska, K.; Stochel, G.; et al. Photodynamic Therapy
Efficacy Enhanced by Dynamics: The Role of Charge Transfer and Photostability in the
Selection of Photosensitizers. Chem. - A Eur. J. 2014, 20 (18), 5346—-5357.

Abrahamse, H.; Hamblin, M. R. New Photosensitizers for Photodynamic Therapy.
Biochem. J. 2016, 473 (4), 347-364.

18



Capitulo 1: Introdugdo

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)
(43)

(44)

(45)

(46)

(47)
(48)

(49)

(50)

Sernberg, E.; Dolphin, D.; Bruckner, C. Porphyrin-Based Photosensitizers for Use in
Photodynamic Therapy. Tetrahedron 1998, No. 54, 4151-4202.

Omary, M. A.; Patterson, H. H. Luminescence, Theory. In Encyclopedia of Spectroscopy
and Spectrometry; Elsevier, 2017; pp 636—653.

Wilkinson, F. Quenching of Electronically Excited States by Molecular Oxygen in Fluid
Solution. Pure Appl. Chem. 1997, 69 (4), 851-856.

Abdel-Shafi, A. A.; Wilkinson, F. Charge Transfer Effects on the Efficiency of Singlet
Oxygen Production Following Oxygen Quenching of Excited Singlet and Triplet States of
Aromatic Hydrocarbons in Acetonitrile. J. Phys. Chem. A 2000, 104 (24), 5747-5757.

Arnaut, L. G.; Formosinho, S. J. From Elementary Reactions to Chemical Relevance in the
Photodynamic Therapy of Cancer. Pure Appl. Chem. 2013, 85 (7), 1389—-1403.

Fukuzumi, S.; Ohkubo, K.; Zheng, X.; Chen, Y.; Pandey, R. K.; Zhan, R.; Kadish, K. M. Metal
Bacteriochlorins Which Act as Dual Singlet Oxygen and Superoxide Generators. J. Phys.
Chem. B 2008, 112 (9), 2738-2746.

Lenci, F.; Horspool, W. CRC Handbook of Organic Photochemistry and Photobiology;
2004.

NORRISH, R. G. W.; PORTER, G. Chemical Reactions Produced by Very High Light
Intensities. Nature. 1949, pp 658-658.

Porter, G. Flash Photolysis and Spectroscopy. A New Method for the Study of Free Radical
Reactions. Proc. R. Soc. A Math. Phys. Eng. Sci. 1950, 200 (1061), 284-300.

Goodfriend, P. L.; Woods, H. P. Apparatus for Flash Photolysis Kinetic Spectroscopy in the
Vacuum Ultraviolet. Rev. Sci. Instrum. 1965, 36 (1), 10-12.

Boag, J. W. Techniques of Flash Photolysis. Photochem. Photobiol. 1968, 8 (6), 565-577.

Arnaut, L.; Formosinho, S.; Burrows, H. Experimental Methods. In Chemical Kinetics;
Elsevier, 2007; pp 33-75.

Scaiano, J. C. Nanosecond Laser Flash Photolysis: A Tool for Physical Organic Chemistry.
React. Intermed. Chem. 2004, 847—-871.

Berera, R.; van Grondelle, R.; Kennis, J. T. M. Ultrafast Transient Absorption
Spectroscopy: Principles and Application to Photosynthetic Systems. Photosynth. Res.
2009, 101 (2-3), 105-118.

Josefsen, L. B.; Boyle, R. W. Photodynamic Therapy and the Development of Metal-Based
Photosensitisers. Met. Based. Drugs 2008, 2008.

Krasnovsky Jr, A. A. 46 - Fosforescéncia Kraznovsky. Biofizika 1976, 748.

Schweitzer, C.; Schmidt, R. Physical Mechanisms of Generation and Deactivation of
Singlet Oxygen. Chem. Rev. 2003, 103 (5), 1685—1758.

Krasnovsky Jr, A. A. Singlet Molecular Oxygen in Photobiochemical Systems: IR
Phosphorescnence Studies. Membr. Cell Biol. 1998, 12 (5), 665—690.

PR, H. S. L. Time-Resolved Singlet Oxygen Phosphorescence Measurements from
Photosensitizedexperiments in Single Cells: Effects of Oxygen Diffusion and
Oxygenconcentration. Photochem Photobiol 2008, 84 (5), 1284—-1290.

19



Capitulo 1: Introdugdo

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

Silva, E. F. F.; Schaberle, F. A.; Monteiro, C. J. P.; Dabrowski, J. M.; Arnaut, L. G. The
Challenging Combination of Intense Fluorescence and High Singlet Oxygen Quantum
Yield in Photostable Chlorins-a Contribution to Theranostics. Photochem. Photobiol. Sci.
2013, 12 (7), 1187-1192.

Baier, J.; Maisch, T.; Maier, M.; Engel, E.; Landthaler, M.; Baumler, W. Singlet Oxygen
Generation by UVA Light Exposure of Endogenous Photosensitizers. Biophys. J. 2006, 91
(4), 1452-1459.

Oliveira, A. S.; Licsandru, D.; Boscencu, R.; Socoteanu, R.; Nacea, V.; Vieira Ferreira, L. F.
A Singlet Oxygen Photogeneration and Luminescence Study of Unsymmetrically
Substituted Mesoporphyrinic Compounds. Int. J. Photoenergy 2009, 2009.

Rothberg, L. J.; Simon, J. D.; Bernstein, M.; Peters, K. S. Pulsed Laser Photoacoustic
Calorimetry of Metastable Species. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105 (11), 3464—-3468.

Peters, K. S. Time-Resolved Photoacoustic Calorimetry. Pure Appl. Chem. 1986, 58 (9),
1263-1266.

Fletcher, B.; Grabowski, J. J. Photoacoustic Calorimetry: An Undergraduate Physical-
Organic Experiment. J. Chem. Educ. 2000, 77 (5), 640.

Arnaut, L. G.; Caldwell, R. A.; Elbert, J. E.; Melton, L. A. Recent Advances in Photoacoustic
Calorimetry: Theoretical Basis and Improvements in Experimental Design. Rev. Sci.
Instrum. 1992, 63 (11), 5381-5389.

Borges Dos Santos, R. M.; Lagoa, A. L. C.; Martinho Simdes, J. A. Photoacoustic
Calorimetry. An Examination of a Non-Classical Thermochemistry Tool. J. Chem.
Thermodyn. 1999, 31 (11), 1483-1510.

Schaberle, F. A.; Rego Filho, F. D. A. M. G.; Reis, L. A.; Arnaut, L. G. Assessment of Lifetime
Resolution Limits in Time-Resolved Photoacoustic Calorimetry vs. Transducer
Frequencies: Setting the Stage for Picosecond Resolution. Photochem. Photobiol. Sci.
2016, 15 (2), 204-210.

Braslavsky, S. E.; Helbel, G. E. Time-Resolved Photothermal and Photoacoustlc Methods
Applied to Photoinduced Processes in Solution. Chem. Rev. 1992, 92 (6), 1381-1410.

Melton, L. A.; Ni, T.; Lu, Q. Photoacoustic Calorimetry: A New Cell Design and Improved
Analysis Algorithms. Rev. Sci. Instrum. 1989, 60 (10), 3217-3223.

Ni, T.; Caldwell, R. A.; Melton, L. A. The Relaxed and Spectroscopic Energies of Olefin
Triplets. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111 (2), 457-464.

Westrick, J. A.; Goodmannl.L.; Peters, K. S. A Time-Resolved Photoacaustic Calorimetry
Study of the Dynamics of Enthalpy and Volume Changes Procedure in Photodissociation
of Carbon Monoxide from Sperm Whale Carboxymyoglobin. Biochemistry 1987, 26,
8313-8318.

Peters, K.; Snyder, G. Time-Resolved Photoacoustic Calorimetry: Probing the Energetics
and Dynamics of Fast Chemical and Biochemical Reactions. Science (80-. ). 1988, 241
(4869), 1053—-1057.

Luz, A. F. S.; Pucelik, B.; Pereira, M. M.; Dabrowski, J. M.; Arnaut, L. G. Translating
Phototherapeutic Indices from in Vitro to in Vivo Photodynamic Therapy with
Bacteriochlorins. Lasers Surg. Med. 2018, 50 (5), 451-459.

Dabrowski, J. M.; Pucelik, B.; Pereira, M. M.; Arnaut, L. G.; Macyk, W.; Stochel, G. New

20



Capitulo 1: Introdugdo

Hybrid Materials Based on Halogenated Metalloporphyrins for Enhanced Visible Light
Photocatalysis. RSC Adv. 2015, 5 (113), 93252-93261.

21






Capitulo 2

Materiais e Métodos






Capitulo 2: Materiais e Métodos

2.1 Fotossensibilizadores

Neste projeto estudaram-se quatro fotossensibilizadores diferentes: duas
porfirinas e duas bacterioclorinas. A porfirina 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-
sulfofenil)porfirina (F,POH ou P10)! foi sintetizada e disponibilizada pelo grupo de
Catdlise e Quimica Fina. A porfirina 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-
metilsulfamoilfenil)porfirna (F.PMet ou P11)> e as bacterioclorinas 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfofenil)bacterioclorina (F2BOH ou LUZ10)?® e 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina  (F.BMet ou LUZ11)*
foram disponibilizadas pela Luzitin, S.A. As estruturas dos fotossensibilizadores

encontram-se na figura 2.1.

HsCHNO,

[}

SO,NHCH;
LUZ11

Figura 2.1. Estruturas dos fotossensibilizadores estudados.

Na P10 e LUZ10 (por uma questdo de simplicidade, esta serd a nomenclatura
adotada ao longo desta tese), o grupo sulfénico nos grupos fenol confere um caracter
hidrofilico, enquanto o grupo metilsulfonamida, presente na P11 e LUZ11, confere um

caracter mais lipofilico.*™> Os dtomos de fluor nas posi¢des orto dos grupos fenilo
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potencia o cruzamento intersistema e aumenta o rendimento quantico de tripleto (¢r).}
Além disso, esses atomos fazem aumentar o potencial de oxida¢do favorecendo em

particular a estabilidade das bacterioclorinas fluoradas.

2.2 Espectroscopia de Absor¢ao UV-Visivel

Os espetros de absorgdao e medi¢des de absor¢ao para preparagao das solugdes
foram obtidos num espectrofotémetro Shimadzu UV-2100 ou num espectrofotémetro

Cary 5000 UV-Vis-NIR, utilizando cuvetes de quartzo com o percurso 6tico de 1 cm.

2.3 Rendimento Quantico de Oxigénio Singuleto

Para a quantificacdo do rendimento quantico de oxigénio singuleto, foram
preparadas solucoes, em etanol, dos fotossensibilizadores e de fenalenona, utilizada
como referéncia (¢a = 0.95)°. As concentracdes das solucbes foram acertadas de modo

a obter valor de absorcdo de 0.3 a 355 nm.

A quantificacdo foi feita através da adaptacdo da instrumentacdo do
espectrofotdémetro de fotdlise por relampago LKS.60 da Applied Photophysics. A
irradiacdo foi feita por um laser Nd:YAG da Spectra-Physics Quanta-Ray GCR-130, com o
comprimento de onda 355 nm, correspondente a terceira harménica do laser. Um
monocromador pbp 05-109 SpectraKinetic da Applied Photophysics foi utilizado para
selecionar o comprimento de onda de emissao (fosforescéncia) a 1270 nm. O detetor
utilizado foi um fotomultiplicador Hamamatsu R5509-42, com a voltagem definida para
1595 volts e arrefecido a -80°C (193K). O sinal recolhido pelo fotomultiplicador foi
transmitido a um osciloscépio TDS 3052B da Tektronix. Foi utilizado um filtro 10LWF-
1000-B da Newport, de modo a impedir a passagem de radiacdo para o detetor com o

comprimento de onda inferior a 1000 nm.

Os decaimentos de fosforescéncia foram medidos para diferentes energias
relativas do laser, sendo feita a média de trés disparos para cada energia. Aos
decaimentos obtidos, foi feito um ajuste exponencial de primeiro grau para retirar o

valor dos fatores pré-exponenciais, os quais foram compilados num grafico em funcdo
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da energia relativa do laser e ajustados linearmente. O declive da reta obtida através do
ajuste linear foi utilizado para determinar o rendimento quantico de formagdo de

oxigénio singuleto através da equacgao 1.2.

2.4 Calorimetria Fotoacustica

Para as experiéncias de calorimetria fotoacustica, foram preparadas solugées,
em etanol, dos fotossensibilizadores e da referéncia fotoacustica. A referéncia
fotoacuUstica utilizadas foi o azuleno.” As concentracdes das solucdes de
fotossensibilizadores e referéncia foram acertadas para absor¢ées entre 0.1 e 0.2 no
comprimento de onda de excitacdo. Para as porfirinas, o comprimento de onda de
excitacdo utilizado foi 582 nm. Para as bacterioclorinas, o comprimento de onda

utilizado foi 685 nm com azuleno como referéncia.

A instrumentagdao utilizada corresponde a calorimetria fotoacustica com
irradiacdo frontal, FFl, desenhada por Arnaut et al.? As solucdes de fotossensibilizadores,
referéncia e solvente foram bombeadas separadamente, por intermédio de uma bomba
Kloehn VersaPump, com fluxo de 1mL min! para uma célula com 0.11 mm de percurso
Gtico. Airradiacao foi feita por um laser de nanossegundos Nd:YAG EKSPLA NL301G com
o comprimento de onda selecionado através de um oscilador paramétrico ético (OPO)
EKSPLA PG 122/SH. A detecdo da onda fotoacustica foi feita através de um transdutor
de 2.25 MHz da Panametrics modelo A106S. O sinal foi pré-amplificado, por um pré-
amplificador ultrassénico da Panametrics, modelo 5676, e captado num osciloscépio
DPO 7254C da Tektronix. Foram utilizados filtros de densidade neutra de modo a variar
a intensidade do laser entre 100% e 25%, tendo sido feitas aquisi¢des para quatro
valores de intensidade. Para cada intensidade foram feitas quatro aquisi¢cdes, sendo que
cada aquisicdo corresponde a média de 200 ondas. A andlise do sinal foi realizada
através do software C-PAC — Universidade de Coimbra, desenvolvido por Schaberle et

al.®

Na célula, a amostra flui entre um espelho dielétrico, que protege o transdutor

e minimiza o ruido'®, e uma janela de quartzo. A separacdo entre o espelho e a janela é
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feita com um espacador em bronze, que define a espessura da célula. A espessura

utilizada foi de 0.11 mm, que permite uma melhor sensibilidade.!

2.4.1 Calorimetria Fotoacustica em Agua

Para a realizacdo de calorimetria fotoaclstica em agua, foram preparadas
solucdes em etanol dos fotossensibilizadores P10 e LUZ10 e da referéncia Bromocresol

purple'? com absorcdes ajustadas para 0.6 no comprimento de onda 355 nm.

Ainstrumentacdo é semelhante a utilizada na subcapitulo anterior, com algumas
adaptacles. A excitacdo foi feita com a terceira harmodnica do laser referido (355 nm)
com recurso a espelhos dicroicos, ndo sendo utilizado o OPO. As ondas da referéncia
foram adquiridas com a temperatura na célula a 6.0°C (279K), com recurso a um circuito
de refrigeracdo da Julabo, modelo F30-C. De seguida, foi ajustada a temperatura da
célula para 3.0°C (276K), temperatura na qual a ndo ha geragdo de onda fotoacustica
por parte da referéncia, devido ao coeficiente de expansdo térmica da dgua ser zero a
3.99C (276.9K). ApOs este ajuste de temperatura, foi feita a aquisicdo de sinal do
solvente (dgua), seguida da aquisicio de sinal das ondas fotoacusticas dos

fotossensibilizadores P10 e LUZ10.

2.5 Fotdlise por Relampago

Para as experiéncias de fotdélise por relampago foram preparadas solugdes, em
etanol, dos fotossensibilizadores com absorg¢dao a 355 nm ajustada a 0.3. Numa fase final,
foram também preparadas solu¢des de P10 e LUZ10 nas mesmas condicGes de absorgao,

mas com agua como solvente.

Foi utilizado o espectrofotémetro de fotdlise por relampago LKS.60 da Applied
Photophysics. A excitacdo foi feita pela terceira harmdnica (355 nm) do laser Nd:YAG da
Spectra-Physics Quanta-Ray GCR-130. O pulso da lampada foi efetuado com recurso ao
03-102 Arc Lamp Pulser da Applied Photophysics e o comprimento de onda de absorc¢ao
foi selecionado através de um monocromador pbp 05-109 SpectraKinetic da Applied
Photophysics. O sinal foi captado por um fotomultiplicador da Hamamatsu, modelo

R928, e transmitido para um osciloscépio da Tektronix, modelo TDS 3052B.
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Para o espetro de absorgao tripleto-tripleto, foram recolhidos decaimentos em
intervalos de comprimento de onda de 10 nm, entre 300 e 800 nm, sendo que a
aquisicdo de sinal de cada comprimento de onda corresponde a média de cinco
decaimentos. Para a determinagao do coeficiente absortividade molar do tripleto (1), a
gama de comprimentos de onda analisada foi reduzida (300-550 nm para porfirinas) e
os decaimentos foram recolhidos em intervalos de 5 nm, de modo a obter uma melhor

resolucao da zona do espectro pretendida.

O tempo de vida de tripleto dos fotossensibilizadores foi calculado através do
ajuste exponencial de primeiro grau a decaimentos obtidos em varios comprimentos de

onda.

2.6 Coeficiente de Absortividade Molar do Tripleto

A determinagdo do coeficiente de absortividade molar do tripleto (e1) pelo
método de deple¢do do singuleto!® baseia-se na relacdo entre o coeficiente de
absortividade molar do singuleto (€) e a variacdo de densidade otica (AOD) através da
equacao 2.1:

AOD;
40D

€T=€X

(equacgdo 2.1)

Onde AODr corresponde ao fator pré-exponencial obtido pelo ajuste exponencial de
primeiro grau a decaimentos correspondentes a absorc¢do de tripleto (valores positivos
no espetro de absorcdo tripleto-tripleto) e AODs corresponde aos mesmos fatores, mas
para decaimentos onde ocorre deplecdo do estado singuleto (valores negativos no

espetro de absorcdo T-T).

Foi necessario também o célculo do coeficiente de absortividade molar. Para tal,
para cada fotossensibilizador foram feitas trés pesagens e diluigdes independentes
resultando em concentracdes entre 10 e 10® M. Os espetros de absor¢cdo foram
obtidos num espectrofotdmetro Shimadzu UV-2100 ou Cary 5000 UV-Vis-NIR. A

representacdo grafica dos valores de absorcdo, num comprimento de onda definido, em
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funcdo da concentragdo permitiu o ajuste linear cujo declive da reta corresponde ao

coeficiente de absortividade molar, de acordo com a lei de Beer-Lambert (equagao 2.2):
A = eW)lc

(equacdo 2.2)

Onde A(A) e (M) correspondem a absorgao e ao coeficiente de absortividade molar de
um determinado comprimento de onda, respetivamente, [ corresponde ao

comprimento do percurso 6tico e ¢ corresponde a concentracao de fotossensibilizador.
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3.1 Espectros de Absorcao UV-Visivel

Os espectros de absor¢do UV-visivel dos fotossensibilizadores P10 e P11 estao

dispostos na figura 3.1. As solucdes foram preparadas em etanol.

P10 P11

0,8

0.6 - _/\_&

Comprimento de onda (2} / nm
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Figura 3.1. Espectros de absorg¢do UV-visivel normalizados das porfirinas P10 e P11 em etanol. A gama
de valores de comprimento de onda entre 450 e 675 nm encontra-se ampliada para melhor analise das

bandas Q.

Nos espetros das porfirinas é visivel o split das bandas Q, caracteristico de
porfirinas de base livre. Este split ocorre devido a distor¢ao causada pelos atomos de
hidrogénio ligados aos atomos centrais de azoto. A distor¢do altera a geometria de Dan
para Dan e as orbitais byg e b3g perdem a degenerescéncia verificada em porfirinas
metaladas, que mantém a geometria Dan. A banda B (Soret) destas porfirinas constitui

apenas uma banda de grande intensidade, caracteristica de porfirinas de base livre.1™

Os comprimentos de onda de cada uma das bandas Q e B encontram-se na tabela

3.1.

Comprimento de onda (A) / nm

Bio,0) Qy(0,0) Qy(0,1) Qx(0,1) Qx(0,0)
P10 411 506 541 582 635
P11 410 505 537 582 639

Tabela 3.1. Comprimentos de onda do maximo de absor¢do das bandas B e Q das porfirinas P10 e P11

em etanol.
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Os comprimentos de onda obtidos para o maximo de absorgao das bandas Q e B
da P10 n3o estdo de acordo com os valores obtidos por Pucelik et al* nas mesmas
condicdes. A razao das bandas Q também nado é semelhante a obtida por Pucelik, nem
é semelhante a razdao das bandas Q de porfirinas halogenadas, como a P11. Este

fendmeno pode ser um indicativo de agregacdo da porfirina.®

O espectro da P11 revela maximo de absorcdo das bandas Q e B em

comprimentos onda semelhantes aos reportados por Dabrowski et al?.

Os espectros de absorcdao UV-visivel das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 em

etanol estao dispostos na figura 3.2.
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Figura 3.2. Espectros de absorg¢do UV-visivel normalizados das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 em
etanol.

A diminuicdo do intervalo energético entre as orbitais HOMO-LUMO das
bacterioclorinas, relativamente as porfirinas (figura 1.5), causa um efeito batocrémico
(redshift) e intensificacdo da banda Q®2. Nos espectros da LUZ10 e LUZ11, esta banda
tem maximo de absor¢do para comprimentos de onda 742 e 743 nm, respetivamente.

O split da banda Soret corresponde as transicdes mais energéticas, azu—>egy e aiy—~>egy.!

Os comprimentos de onda dos maximos de absorcdo das bandas B e Q

encontram-se na tabela 3.2.
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Comprimento de onda (A) / nm

By(0,0) Bx(0,0) Qx(0,0) Qy(0,1) Qy(0,0)
LUZ10 346 372 506 679 742
LUZ11 346 372 505 679 743

Tabela 3.2. Comprimentos de onda do maximo de absor¢do das ondas B e Q das bacterioclorinas LUZ10

e LUZ11 em etanol.

Os comprimentos de onda no maximo de absor¢cdao das bandas B e Q das
bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 estdo concordantes com os valores reportados

anteriormente.®710

Em ambos os espectros surgem bandas na zona dos 410 e 650 nm. Estas bandas
sdo indicativo de contaminacdo por clorina, formada através da oxidacdo da

bacterioclorina.ll

3.2 Rendimento Quantico de Formagao de Oxigénio Singuleto

O rendimento quantico de oxigénio singuleto foi obtido por comparacao entre a
fenalenona (referéncia, $»=0.95 em etanol??) e os fotossensibilizadores, em etanol,
através da razao exposta na equac¢do 1.2. O tempo de vida do oxigénio singuleto em

etanol estd no ordem dos microssegundos, entre 9.7 e 12 microssegundos.'314

Os fotossensibilizadores e a referéncia foram excitados a diferentes energias
relativas do laser e os seus decaimentos foram analisados. Os valores finais de
rendimento quantico de formacao de oxigénio singuleto correspondem a média de trés

experiéncias independentes.

A figura 3.3 mostra um dos decaimentos, e o seu respetivo ajuste exponencial,
obtido com a referéncia fenalenona, e o ajuste linear obtido através do grafico dos

fatores pré-exponencias em func¢ado da energia relativa do laser.
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Intensidade de fosforescéncia / u.a.
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Figura 3.3. Decaimento de fosforescéncia a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante

da excitagcdo a 355 nm da fenalenona (esquerda) em etanol e grafico de fatores pré-exponencias em

funcdo da energia relativa do laser com ajuste linear (direita).

O ajuste linear do grafico dos fatores pré-exponencias em fung¢dao da energia

relativa foi limitado a uma determinada energia relativa, de modo a evitar erros devido

a saturacao.

As figuras 3.4 e 3.5 mostram um exemplo de um decaimento e o grafico de

fatores pré-exponenciais em fungao da energia relativa do laser obtido através da

excitacdo das porfirinas P10 e P11, respetivamente, assim como os seus ajustes.
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Figura 3.4. Decaimento de fosforescéncia a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante

da excitagdo a 355 nm da porfirina P10 (esquerda) em etanol e grafico de fatores pré-exponenciais em

funcdo da energia relativa do laser com ajuste linear (direita).
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Figura 3.5. Decaimento de fosforescéncia a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante
da excitagdo a 355 nm da porfirina P11 (esquerda) em etanol e grafico de fatores pré-exponenciais em

funcdo da energia relativa do laser com ajuste linear (direita).

Para ambas as porfirinas o ajuste linear no grafico de fatores pré-exponenciais
vs energia relativa do laser foi limitado a um determinado valor de energia, de modo a
evitar erros por saturacdo do fotossensibilizador, a semelhanca do ajuste feito na

fenalenona.

O mesmo processo foi realizado para as bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11 e os

decaimentos e graficos estdao dispostos nas figuras 3.6 e 3.7, respetivamente.
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Figura 3.6. Decaimento de fosforescéncia a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante
da excitagcdo a 355 nm da bacterioclorina LUZ10 (esquerda) em etanol e grafico de fatores pré-

exponenciais em funcdo da energia relativa do laser com ajuste linear (direita).
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Figura 3.7. Decaimento de fosforescéncia a 1270 nm e ajuste exponencial de primeiro grau resultante
da excitagdo a 355 nm da bacterioclorina LUZ11 (esquerda) em etanol e grafico de fatores pré-

exponenciais em funcdo da energia relativa do laser com ajuste linear (direita).

Os declives das retas resultantes do ajuste linear no gréfico de fatores pré-
exponenciais em funcdo da energia do laser foram comparados com o declive da
referéncia e com o seu valor tabelado de rendimento quantico de formagao de oxigénio
singuleto, através da equacdo 1.2. Os rendimentos quanticos de formac¢ao de oxigénio

singuleto obtidos para o fotossensibilizadores estudados estao dispostos na tabela 3.3.

Fotossensibilizador ba
P10 0.73+0.09
P11 0.6240.09
LUZ10 0.361+0.04
LUzZ11 0.431+0.08

Tabela 3.3. Rendimento quantico de formac&do de oxigénio singuleto e erro associado dos

fotossensibilizadores estudados em etanol.

Os resultados obtidos estdo de acordo com resultados publicados para estes
fotossensibilizadores.>*%1915 Ag bacterioclorinas apresentam valores de rendimento
quantico de oxigénio singuleto inferiores aos das porfirinas. De acordo com
Wilkinson'®17, a produc3o de oxigénio singuleto aumenta & medida que o potencial de

oxidagao aumenta, porque para valores de potencial de oxidagdo baixos as reagdes de
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tipo | tornam-se mais competitivas com as reag¢des tipo Il. A bacterioclorina LUZ11
apresenta um valor relativamente baixo de rendimento quantico de oxigénio singuleto,
porém apresenta uma fototoxicidade elevadal®, que pode ser uma evidéncia da

ocorréncia de mecanismos de transferéncia de carga (rea¢Ges de tipo |).

3.3 Calorimetria Fotoacustica

A deconvolucdo das ondas fotoacusticas obtidas, através do software
desenvolvido por Schaberle et al'8, fornece informacao acerca das fragdes de libertacdo
de calor (d1 e ¢2) e os respetivos tempos de vida (t1 e T2). A primeira fragdo de libertagao
de calor, ¢1, ocorre num intervalo de tempo muito rapido (t £ 1 ns) e corresponde a
libertacdo de energia ndo-radiativa através dos processos de conversao interna entre o
estado singuleto excitado S, e o primeiro estado singuleto excitado (Si1), conversao
interna entre S1 e o estado fundamental So ($ic), cruzamento intersistema entre S1 e o
primeiro estado tripleto T1 (¢r) e o relaxamento vibracional dos estados formados por
fluorescéncia (AE;). A segunda fracdo, ¢», corresponde a transferéncia de energia de T1
para oxigénio e ao cruzamento intersistema entre T1 e So (figura 3.8). Porém, este ultimo
processo, como se trata de uma transicdao de spin “proibida”, é demasiado lento para

ser observado no transdutor utilizado (2.25 MHz).

¢|= T

Epy ’

N ¢, T,

So

Figura 3.8. Diagrama de Jablonski simplificado, com as fragdes de energia libertada sob a forma de calor,

&1 e da. En corresponde a energia de excitacdo. Adaptado de °.
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A equacdo correspondente a primeira fracdao de libertacdo de calor pode entdo

ser deduzida (equacdo 3.1):
¢1Eny = (Eny — Es,) + ¢1(Es, — Er,) + dicEs, + AE b
(equagdo 3.1)

Onde En corresponde a energia de excitacdo e ¢r corresponde ao rendimento quantico

de fluorescéncia. Com base nas equacdes 3.2 e 3.3,
1= ¢ic+dr+dr
(equacdo 3.2)

+ AE,

1 = Vmax
(equagdo 3.3)
a equacao 3.1 pode ser simplificada e organizada em ordem a Er¢dr (equacao 3.4):
Er¢pr = Epy(1— @) — ¢FEvméx
(equacdo 3.4)

onde E;, . corresponde a energia do maximo de fluorescéncia.? A segunda fragio,

corresponde a transferéncia de energia para o oxigénio e pode ser deduzida (equacdo

3.5):

b2Eny = ¢T(ET1 - EA)fAT
(equacdo 3.5)

onde Ex corresponde a energia do estado singuleto do oxigénio (Ea=22.5 kcal mol?) e £
corresponde a fracdo de estados tripletos que sofre quenching pelo oxigénio e forma
oxigénio singuleto. Para bacterioclorinas, a equacao 3.5 é apenas uma aproximacao,

pois é necessario ter em conta os mecanismos de transferéncia de carga (¢r).!

A aquisicdo das ondas fotoacusticas foi feita em quatro intensidades de energia
do laser diferentes (100, 81, 50 e 33%) e as respetivas frages de libertagdo de calor
foram incluidas num grafico em funcdo da intensidade do laser. O valor final de ¢ foi

extrapolado para o valor zero de intensidade de energia de modo a evitar erros por
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absorcdo transiente-transiente.?® O valor final de ¢> foi obtido através da média de

todos os ¢a.

3.3.1 P10

As solucdes de P10 e azuleno (referéncia) foram preparadas em etanol e a
absorcao foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitacdo. O comprimento de
onda de excitacdo utilizado foi 582 nm (banda Qx da P10). A figura 3.9 mostra um
exemplo da andlise de uma onda fotoacustica obtida, normalizada e corrigida com a
onda do solvente (onda O), assim como os ajustes a onda da referéncia (onda T) e aonda

do fotossensibilizador (onda E).

T wave

E wave
H O wave
05 W T fit

A . E it
0.0

2.250e-6 2.500e-6 2.750e-6 3.000e-6 3.250e-6 3.500e-6 3.750e-6 4.000e-6

E Residual

0.02

0.03

2.600e-6 2.700e-6 2.800e-6 2.900e-6 3.000e-6 3.100e-6

w
N
o
o
@

>

Figura 3.9. Painel superior: deconvolucdo da onda fotoacustica resultante da excitacdo a 582 nm da
porfirina P10, através da onda da referéncia (azuleno) e corrigida com a onda do solvente (etanol).

Painel inferior: residuos do ajuste a onda E.

O tempo de vida das fra¢des de libertacao de calor foi fixado: 11=1 ns e ;=633 ns
(tempo de vida do estado tripleto da porfirina P10, subcapitulo 3.4). A grande variacdo
nos residuos é indicativa de um ajuste ndo 6timo, que pode ser uma evidéncia de
agregacdo da porfirina. A figura 3.10 mostra o grafico dos valores de ¢1 em funcao da

intensidade do laser.
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Figura 3.10. Grafico dos valores de ¢1 em func¢do da intensidade do laser, com ajuste linear.

O gréfico da figura 3.10 permite extrapolar o valor ¢1 = 0.46. A inclusdo dos
valores publicados ¢r=0.04 e £, . =40.50 kcal mol* (energia do comprimento de onda
do méaximo de fluorescéncia, 706 nm)?, e do valor da energia de excitacdo En, = 49.13
kcal mol? (582 nm) na equacdo 3.4 permite obter o resultado Er¢r = 24.70 kcal mol™.
De acordo com Silva et al*®, a energia do estado tripleto de porfirinas devera ser entre
33 e 36 kcal mol™. A substituicdo destes valores no produto obtido resulta no intervalo

de valores provaveis de rendimento de tripleto 0.69-0.75.

A média dos valores da segunda fracdo de libertacdo de calor resultou em
$2=0.17140.04. A resolucdo da equacgao 3.5 com este valor de ¢, e com um valor médio
de ¢r, 0.72, permite fazer uma estimativa da fracdo de estado tripleto que sofre
quenching pelo oxigénio, o que resulta em f= 0.97+0.07. Sabendo que ¢1f) =¢a,
obtém-se ¢a = 0.70, que é concordante com o valor obtido por fosforescéncia. Porém,
este resultado é fruto de muitas aproximacdes, o que lhe confere um elevado erro

associado.

3.3.2P11

As solucbes de P11 e azuleno (referéncia) foram preparadas em etanol e a
absorcdo foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitagdo 582 nm (banda Qx da

P11). A figura 3.11 mostra o exemplo de uma deconvolucdo das ondas resultantes.
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1.0
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Figura 3.11. Painel superior: deconvolugdo

da onda fotoacustica resultante da excita¢do a 582 nm da

porfirina P11, através da onda da referéncia (azuleno) e corrigida com a onda do solvente (etanol).

Painel inferior: residuos do ajuste a onda E.

O tempo de vida das fragdes de libertacdo foi fixado: t1=1 ns e 1,=461 ns (tempo

de vida do estado tripleto da P11, obtido no subcapitulo 3.4). Os residuos do ajuste da

onda E (P11) sdo relativamente baixos e constantes, o que indica um bom ajuste. O

grafico de ¢1 em fungao da intensidade do laser encontra-se na figura 3.12.
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Figura 3.12. Grafico dos valores de ¢1 em fung¢do da intensidade do laser, com ajuste linear.
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A extrapolacdo para o valor zero de intensidade do laser resulta em
$1=0.4140.02. A resolugdao da equagao 3.4 com este resultado e com os valores
publicados ($1=0.71, $¢=0.049 e E,, . =43.72 kcal mol™?)>*° d4 a energia do estado
tripleto da P11, Er = 37.92+1.4 kcal mol™. Este valor estd um pouco acima dos limiares

anteriormente referidos?®.

A média dos valores da segunda libertagdo de calor foi ¢,=0.224+0.04. A
substituicdo deste valor na equacgdo 3.5, em conjunto com a energia do estado tripleto
obtida, resulta em f/= 0.99. Este valor indica que praticamente todos os estados
tripletos sofreram quenching por parte do oxigénio, formando oxigénio singuleto. Este
resultado esta de acordo com Wilkinson'®'’, dado que, dos derivados porfirinicos, as
porfirinas tém o maior potencial de oxidagdo, logo as reagbes de tipo Il vdo ser

predominantes.

3.3.3 LUZ10

As solucbes de LUZ10 e azuleno (referéncia) foram preparadas em etanol e a
absorcao foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitagcdo 685 nm. A figura 3.13

mostra um exemplo da deconvolugdo da onda gerada.

// \\
AN

0.02

Figura 3.13. Painel superior: deconvolucdo da onda fotoacustica resultante da excita¢gdo a 685 nm da
bacterioclorina LUZ10, através da onda da referéncia (azuleno) e corrigida com a onda do solvente

(etanol). Painel inferior: residuos do ajuste a onda E.
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O tempo de vida das fragdes de libertagdo de calor foi fixado: t1=1 ns e 1,=285 ns
(tempo de vida do tripleto, subcapitulo 3.4). O elevado e inconstante residuo do ajuste
a onda E é indicativo de um mau ajuste, que pode ser provocado pela agregacao da

bacterioclorina.
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Figura 3.14. Grafico dos valores de ¢1 em fungdo da intensidade do laser, com ajuste linear.

A figura 3.14 mostra o grafico obtido com os valores de ¢1 em fungdo da
intensidade do laser. Verifica-se um erro significativo nas medicGes feitas a cada
intensidade e o valor de ¢1 para intensidade 33% ndo segue a linearidade esperada. Isto

pode ser devido a fendmenos de agregacao.

O ¢1 obtido a partir da extrapolacdo para o zero foi ¢1=0.53+0.03, e a
substituicdo deste valor na equacdo 3.4, em conjunto com os valores publicados
($,=0.023 e E,, . =38.38 kcal mol™)®, resulta no produto Er¢r=18.74 kcal mol™. De
acordo com Silva et al*® a energia do estado tripleto de bacterioclorinas deve estar
compreendida no intervalo 26-27 kcal mol™. A substituicdo destes valores no produto
obtido resulta no intervalo provavel de rendimento de tripleto ¢$1=0.69-0.72. Porém,

devido ao elevado erro existente nesta experiéncia, estes valores ndo sao fidedignos.

A média dos valores da segunda libertacdo de calor obtida foi ¢,=0.05+0.03. A
substituicdo, na equacao 3.5, deste valor e de um valor médio de ¢r, 0.71, resulta em

fAT= 0.80+0.12, e através deste valor obtém-se ¢a = 0.57, valor que ndo é concordante
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com o obtido por fosforescéncia. Este valor apresenta um erro associado muito elevado,

devido as varias aproximagoes feitas.

3.3.4LUZ11

As solucdes de LUZ11 e azuleno (referéncia) foram preparadas em etanol e a
absorcao foi ajustada a 0.1 no comprimento de onda de excitacdo 685 nm. A figura 3.15

mostra um exemplo de deconvolucdo da onda gerada.

o
n
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0.0
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Figura 3.15. Painel superior: deconvolu¢do da onda fotoacustica resultante da excitacdo a 685 nm da
bacterioclorina LUZ11, através da onda da referéncia (azuleno) e corrigida com a onda do solvente

(etanol). Painel inferior: residuos do ajuste a onda E.

O tempo de vida das fragdes de libertacao de calor foi fixado: 11=1 ns e 1;=216 ns
(valor tabelado do tempo de vida do estado tripleto da LUZ11°). O ajuste apresenta um

residuo relativamente baixo, indicativo de um bom ajuste.

Osvalores de ¢1 foram agrupados num grafico em funcao da intensidade do laser

(figura 3.16) e foi feita a extrapolacdo para a intensidade de energia zero do valor de ¢s.
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Figura 3.16. Grafico dos valores de ¢1 em func¢do da intensidade do laser, com ajuste linear.

O elevado erro associado a cada intensidade do laser pode ter ocorrido por um
erro experimental ou por flutuagées da energia do laser ao longo da aquisi¢do. Os
valores de ¢1 ndo apresentam uma boa linearidade como seria de esperar (fendmeno
que também acontece no estudo da LUZ10, subcapitulo 3.3.3) e uma causa possivel
poderd ser o desgaste dos espelhos de densidade neutra que sao utilizados para variar
a intensidade do laser. Ainda assim, a resolu¢ao da equac¢ao 3.4 com o valor extrapolado
$1=0.38+0.06 e com os valores publicados™® $1=0.65, $r=0.138 e E,, . =38.38 kcal mol’
1

, resulta na energia de tripleto Er=31.67 kcal mol?, valor que excede o intervalo

energético definido por Silva et al*°.

A média dos valores da segunda libertacdo de calor resulta em ¢,=0.09+0.03.
Este resultado apresenta também um erro significativo e a sua aplicacdo na equacgao 3.5,
em conjunto com o resultado obtido de energia de tripleto, resulta em £=0.63 e

posteriormente ¢a = 0.41 que é concordante com o valor obtido por fosforescéncia.

Estes dois resultados obtidos ndo sdo fidedignos devido ao elevado erro
associado e a ndo-linearidade dos valores de ¢1. O valor obtido para a energia do estado
tripleto diverge do valor publicado por Arnaut et al*®, 26+2 kcal mol?, logo ndo é
possivel tirar conclusGes desta experiéncia acerca da fracdo de estado tripleto que sofre

quenching pelo oxigénio, dando origem a oxigénio singuleto (f).
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3.3.5 Calorimetria Fotoacustica em Agua

As solucdes de P10 e LUZ10 foram preparadas em dgua milli-Q e a absorcao foi
ajustada a 0.6 no comprimento de onda de excitagdo 355 nm. Foi também preparada
uma solucdo de Bromocresol purple (referéncia) com a mesma absorc¢do a 355 nm. As

ondas fotoacusticas obtidas encontram-se na figura 3.17.
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1 Bromocresol purple (6°C)
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Figura 3.17. Ondas fotoacusticas resultantes da excita¢do a 355 nm de Bromocresol purple a 6°C

(verde), LUZ10 a 3°C (azul) e P10 a 3°C (vermelho), em dgua mili-Q.

Nas ondas apresentadas, existe contaminacdao do sinal até, aos dois
microssegundos, sensivelmente, resultante da ma eficiéncia do espelho dicroico em

refletir o comprimento de onda 355 nm.

Esta experiéncia foi realizada com intuito de detetar a formacdo de ides (como o
anido superodxido) através de reacdes de tipo I. A formacdo de iGes em agua é seguida
da solvatacdo dos mesmos, o que pode provocar contracao ou expansdo do solvente,
gue resulta numa onda acustica se a solucdo estiver confinada. Era esperada uma
diferenca significativa nas ondas geradas pela LUZ10 e P10, visto que, devido ao
potencial de oxidacdo, as reagcGes de formacdo de ides (tipo |) seriam pouco provaveis

de ocorrer através da excitagdo da P10. Porém, as ondas adquiridas ndo apresentam
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diferencas significativas entre elas, mas verifica-se diferenca de fase em rela¢ao a onda
da referéncia fotoacustica (onda gerada apenas por libertagao de calor para a agua), o
gue pode corresponder a variacao do volume estrutural resultante do relaxamento do

estado tripleto.

3.4 Fotdlise por Relampago

Para as experiéncias de fotdlise por relampago, as solugdes dos
fotossensibilizadores foram preparadas em etanol, com a absorcdo ajustada a 0.3 no
comprimento de onda de excitagdo 355 nm. A variacdo de densidade 6tica (AOD) ou

absorcdo (AA) foi medida na gama 300-800 nm.
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Figura 3.18. Sobreposicao dos espectros normalizados de absorgao de singuleto e absorg¢do transiente

da P10 (esquerda) e P11 (direita) em etanol.

Nos espectros de absorcdo transiente, as bandas positivas correspondem a
absorcdo do estado tripleto T1 para um estado tripleto Tn. As bandas negativas resultam
da deplecdo do estado fundamental aquando da absor¢do.?! Nos espectros das
porfirinas estudadas (figura 3.18), as bandas positivas encontram-se nos intervalos de

comprimento de onda 300-350 e 430-490 nm.

A figura 3.19 mostra a sobreposicao dos espectros de absorg¢do transiente e

absorcdo do estado singuleto das bacterioclorinas LUZ10 e LUZ11.
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Figura 3.19. Sobreposi¢cdo dos espectros normalizados de absorgao de singuleto e absorgao transiente

da LUZ10 (esquerda) e LUZ11 (direita) em etanol.

2

Nas bacterioclorinas estudadas, as bandas correspondentes a absorcao

transiente-transiente mais significativas ocorrem na zona 380-410 e 770-800 nm.

O tempo de vida do estado tripleto foi obtido através do ajuste exponencial dos

decaimentos em varios comprimentos de onda (figura 3.20).
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Figura 3.20. Exemplo de um decaimento obtido por fotdlise por relampago com excitacdo a 430 nm da

porfirina P11 em etanol, com ajuste exponencial.

Os valores finais de tempo de vida do estado tripleto foram obtidos a partir da

média de trés experiéncias independentes e foram agrupados na tabela 3.4.
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Fotossensibilizadores Tempo de vida do tripleto (tr) / ns
P10 633+47
P11 461152
LUz10 285+7
LUZ11 253441

Tabela 3.4. Tempo de vida dos estados tripletos em etanol dos fotossensibilizadores estudados, como

média de trés experiéncias independentes.

O tempo de vida do estado tripleto obtido para a LUZ10 esta de acordo com o
resultado obtido por Luz® (289 ns), e o obtido para a LUZ11 também estd de acordo com
o publicado por Arnaut et a/*® (216 ns). Por outro lado, o tempo de vida obtido para a
P11 estd um pouco diferente do valor publicado (389 ns)'® mas estd dentro do erro

associado.

Os tempos de vida do estado tripleto das porfirinas sao significativamente
maiores que os tempos de vida do estado tripleto das bacterioclorinas, o que significa
que o estado tripleto das bacterioclorinas sofre mais rapidamente quenching pelo
oxigénio. Porém, o rendimento quantico de oxigénio singuleto é superior nas porfirinas,
o que implica a existéncia significativa de mecanismos de transferéncia de carga

(reacOes de tipo I) no relaxamento do estado tripleto das bacterioclorinas.

3.5 Coeficiente de Absortividade Molar do Tripleto

Para o calculo do coeficiente de absortividade molar do tripleto (e1) das
porfirinas, inicialmente foi calculado o coeficiente de absortividade molar do estado
singuleto (g) para o comprimento de onda correspondente a banda Soret (410 nm). Os
valores de € foram obtidos com recurso a lei de Beer-Lambert (equacdo 2.2). Os graficos
com o valor de absorcao a 410 nm em fun¢do da concentracdao permitem calcular o
declive da reta resultante do ajuste linear, que corresponde ao valor de € para o

comprimento de onda 410 nm (figura 3.21).
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Figura 3.21. Graficos de absorgdo a 410 nm em fungao da concentragdo, com ajuste linear, para as

porfirinas P10 (esquerda) e P11 (direita) em etanol.

Os coeficientes de absortividade molar obtidos foram 1.99 x 10° M-*cm™ para a

P10 e 3.58 x 10° M*cm™ para a P11. A porfirina P10 apresenta um ¢ relativamente baixo

e é possivel observar no gréafico a saturacao da solugdo com o aumento da concentracao.

Este resultado é mais

fotossensibilizador quando o solvente utilizado é etanol.

uma evidéncia da ocorréncia de agregacdo deste

Para calcular €, foi feita mais uma experiéncia de fotdlise por reldampago, mas

avaliando apenas o intervalo de comprimentos de onda de interesse (300-550 nm), com

maior resolucao (medicoes feitas em intervalos de 5 nm). Para tal foram preparadas

solucdes dos fotossensibilizadores em etanol com a absor¢do ajustada a 0.3 no

comprimento de onda de excitacdo 355 nm.
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Figura 3.22. Espectros de absorcdo transiente com excitagdo a 355 nm das porfirinas P10 (esquerda) e

P11 (direita) em etanol.
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Dos espectros de absorcdo transiente obtidos é possivel calcular o coeficiente de

absortividade molar do tripleto, através da equagdo 2.1 (tabela 3.5).

Fotossensibilizadores AODs AOD+ er x 103 (Mem?)
P10 0.09 0.028 62.6
P11 0.132 0.039 104

Tabela 3.5. Variacdo de densidade dtica e coeficiente de absortividade molar do tripleto para

as porfirinas P10 e P11 em etanol.

Os valores de er e AODt apresentados na tabela 3.5 correspondem ao
comprimento de onda do maximo da banda positiva obtida na gama 430-490 nm (435
nm para a P10 e 450 nm para a P11). O valor de AODs foi obtido no comprimento de
onda 410 nm. Este resultado é util pois permite obter o rendimento quantico do estado

tripleto por comparacdo com a benzofenona.??%3
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Ao longo desta dissertacdo, foram utilizadas diversas técnicas e métodos de
determinagdo de propriedades fotofisicas e fotoquimicas, de maneira a estudar estas

propriedades num conjunto de porfirinas e bacterioclorinas difluoradas.

A porfirina P10 (F2POH) e a bacterioclorina derivada, LUZ10 (F;BOH), tém na sua
estrutura um grupo sulfonil que lhes confere solubilidade em &gua.?> Porém, a
dissolucdo destes fotossensibilizadores em etanol revelou-se extremamente dificil,
verificando-se alguns fendmenos de agregacao, como por exemplo o alargamento das
bandas Q no espectro de absor¢do UV-visivel da porfirina P103, e a saturacdo visivel no
grafico absorcdo vs concentracdo aquando o célculo do coeficiente de absortividade
molar da P10. Estes fendmenos podem ser responsdaveis pela contaminacdo de alguns
resultados obtidos. Por outro lado, a porfirina P11 (F.PMet) e a bacterioclorina derivada
LUZ11 (F;BMet) apresentam um grupo metilsulfonamida na sua estrutura que lhe
confere um caracter mais hidrofébico, relativamente aos fotossensibilizadores

anteriores.*?

Dos fotossensibilizadores estudados, a classe das porfirinas apresentou o maior
rendimento quantico de formacao de oxigénio singuleto, sendo o maior rendimento
obtido pela P10. Esta diferenca é esperada, pois nas bacterioclorinas as reacdes de tipo
| (mecanismos de transferéncia de carga) sdo competitivas com a formacao de oxigénio
singuleto (rea¢des de tipo Il), o que ndo acontece nas porfirinas devido ao seu potencial
de oxidacdo relativamente alto.®” Os baixos valores de rendimento quéantico de oxigénio
singuleto em conjunto com o, relativamente, curto tempo de vida do estado tripleto e
elevada fototoxicidade publicada®®?, sugerem que os mecanismos de transferéncia de
carga nas bacterioclorinas estudadas tém um papel significativo nos processos de

quenching do estado tripleto e na fototoxicidade.

As experiéncias de calorimetria fotoacustica permitiram calcular o intervalo
provavel de rendimento quantico do estado tripleto da P10 (0.69-0.75). Apesar da
possivel agregacdo, estes valores compreendem o rendimento quéantico de tripleto de
porfirinas semelhantes, como a P11 (¢r = 0.71) e a TPP (¢pr = 0.73)°. Para a LUZ10,
também foi calculado apenas o provavel intervalo de rendimento quantico de tripleto
(0.69-0.72), que esta préximo do publicado para bacterioclorinas semelhantes, como a

LUZ11 (1 = 0.65).> Para a P11, a calorimetria fotoacustica permitiu fortalecer a ideia de
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que as reagoes de tipo | sdo pouco provaveis neste tipo de porfirinas e o quenching do
estado tripleto é realizado essencialmente pela transferéncia de energia para o oxigénio

(fF=0.99).

De acordo com Joril%, um fotossensibilizador ideal deve apresentar uma

absorcdo forte entre 700 e 800 nm com €> 10° Mtcm™, ¢a > 0.5 e dr = 0.7. As

bacterioclorinas estudadas apresentam a banda Qy entre 742 e 743 nm, com € entre 40
e 140 x 10° M1cm™, e o rendimento quantico do estado tripleto aproxima-se de 0.7>%°
o que vai de acordo com os intervalos definidos. Porém, o valor de rendimento quantico
de oxigénio singuleto ndo atinge o intervalo definido. Por outro lado, as porfirinas
estudadas apresentam valores de rendimento quantico de oxigénio singuleto superiores
a 0.5 e rendimento quéntico do estado tripleto a rondar 0.7°, mas n3o absorvem na

regiao 700-800 nm.

A experiéncia de calorimetria fotoacustica em 4agua ndo permitiu tirar
conclusdes. Porém, a detecdo de formacgao de anido superéxido através de PAC é uma
ideia que suscita interesse, dado a natureza econdmica da técnica. E entdo necessario,
no futuro, uma otimizagao instrumental do método utilizado, de modo a que seja

possivel esta detecdo dos produtos de reagdes de tipo .

No futuro, seria de interesse a determinacdo dos rendimentos quanticos de
formacdo do estado tripleto através do método de deple¢io do estado singuletol?,
utilizando os valores calculados do coeficiente de absortividade molar do tripleto. Ao
obter este rendimento, seria possivel o calculo da energia do estado tripleto da P10 e
da LUZ10, através das experiéncias de calorimetria fotoacustica. Seria também de
interesse a realizacdo de experiéncias de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR,
do inglés Eletronic Paramagnetic Resonance) de modo a detetar as espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o anido superdxido e o radical hidroxilo. O uso de sondas
fluorescentes especificas para a detecdo de ROS é outra técnica que poderd ser

interessante utilizar para estudar a evolugdo do sistema apds a fotoestimulacgao.
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