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This review material addresses studies involving photosensitizing molecules, highlighting commonly applied methodologies or the evaluation
of their photophysical and photobiological properties, as well as the relationship between photodynamic activity and the generation of
reactive oxygen species (ROS). The topic is relevant and current, especially considering the growing application of these molecules in
areas such as photodynamic therapy, photocatalysis, and biotechnology. The objective is to propose a critical discussion on the lack of
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1. Introducao

A terapia fotodinadmica (TFD) é uma terapia clinica
alternativa e singular, amplamente utilizada nas 4reas da
medicina para o tratamento de lesdes oncoldgicas e ndo
oncoldgicas.! A TFD consiste na destruicdo de células
cancerosas e na inducdo de alteracdes inflamatérias por
meio da utilizacdo de molécula fotossensibilizadora (FS),
luz que varia da regido do visivel ao infravermelho préximo
(600 — 950 nm), e a presenca do oxigénio molecular (O,).?
A molécula fotossensibilizadora absorve energia luminosa
no comprimento de onda adequado, levando a estados
eletronicamente excitados. Ao absorverem energia, as
moléculas de FS tém seus elétrons excitados do estado
fundamental (S,) para estados singleto excitados (S, S,),
conforme ilustrado na Figura 1.

A partir do estado singleto excitado S, ou S,, o FS tende a
voltar ao estado fundamental através da desativacao radiativa
(emissdo de fluorescéncia) e nao-radiativa (contribui¢do da
conversao interna (CI) ou decaimento térmico (dissipacdo de

calor). De forma alternativa, pode transitar para um estado
tripleto de menor energia e maior tempo de vida (T)), via
cruzamento intersistema (CIS) (decaimento nio-radiativo).
Nessa etapa, a energia do estado tripleto pode ser transferida
para a molécula de oxigénio tripleto (*0,) ou emisséo de
fosforescéncia (decaimento radiativo). O primeiro evento
leva a producio de oxigénio singleto ('O,) (denominado de
mecanismo do tipo II). No mecanismo denominado como
tipo I, sdo geradas espécies anion superéxido (O,), radicais
hidroxila (OH") e per6xidos (H,0,) por meio de transferéncia
de elétrons.**

Dentre as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
na TFD pelos fotossensibilizadores, o 'O, € considerado o
agente citotéxico chave na morte celular’ A efetividade do
oxigénio singleto no ataque a moléculas biol6gicas e posterior
destruigdo celular se deve a sua alta reatividade.®

O oxigénio molecular no estado fundamental &
representado pela multiplicidade de spin como estado
tripleto (°%,). A configuragdo eletrénica em acordo aos
orbitais moleculares de mais alta energia antiligante
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Figura 1. Representagio do diagrama de Jablonski no contexto da TFD

[T] ¥, [T] n*,. Os estados singletos para a molécula de
oxigénio no estado excitado podem ser descritos com
configuracio eletronica 'A, ([T] 7%, [ ] wF) e 'Ay ([ ] ¥
[Ti] n*,) e apresentam 92 kJ mol™. Sendo o estado singleto
de maior energia 160 kJ mol"' com configurag@o eletronica
'y (T, [V %),

A produgio de 'O, depende da transferéncia de energia
tripleto-tripleto (TETT) entre o oxigénio no estado
fundamental (estado tripleto) e o FS (T,) formado pelo
cruzamento intersistema (CIS) (Esquema 1).

FS'S, > FS 'S, —> FS °T/"
FS 3T, +3°0, > FS 'Sy + '0,
Esquema 1. Transferéncia de energia (mecanismo do tipo II) do

fotossensibilizador no estado tripleto, com a geragdo de oxigénio
singleto. * representa o estado excitado

O CIS € um processo de desativagdo nao-radiativo,
que permite a conversdo entre estados eletrdnicos de
diferentes multiplicidades de spin, sendo fundamental
para a geracdo de 'O,. Normalmente, o CIS ocorre entre
niveis isoenergéticos, como S; — T,ou T, — S, que se
trata de transicdes eletronicas proibidas por spin (diferentes
multiplicidades de spin).® O CIS € favorecido em sistemas
com acoplamento spin-6rbita (acoplamento entre o spin e 0s
movimentos orbitais do elétron excitado), o que pode levar
ao aumento da populacio do estado T, e, consequentemente,
a observagao de fosforescéncia ou a reducdo da intensidade
de fluorescéncia. Em compostos, como moléculas organicas,
nos quais o acoplamento spin-6rbita ndo € negligenciavel,
aumenta a probabilidade de formagdo do estado tripleto.
A principal consequéncia do acoplamento spin-6rbita € a
diminuicdo da disting@o entre dois estados caracterizados
por diferentes multiplicidades de spin (singleto S, e tripleto
T,). Os estados que deveriam estar separados tornam-se
parcialmente misturados: o estado tripleto assume algum
cardter de estado singleto e vice-versa.®?
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Quando o fotossensibilizador encontra-se no estado
tripleto excitado (FS *T,"), pode haver a transferéncia de
elétron do supressor Q (o substrato orgénico a ser oxidado)
para o FS*, que atua como receptor de elétrons, produzindo
um par de radicais: FS °T," + Q — FS*- + Q**.#

Partindo-se desse par de radicais, uma reacio em cascata
de transferéncia de elétrons pode ocorrer (Esquema 2). O
anion radical superéxido (O,™) pode entdo ser formado por
transferéncia de elétrons entre o anion radical do FS e o
oxigénio (FS~+ 0, > FS 'S, + O,7). O O, é principal EROs
formada por transferéncia de elétrons, a partir da qual outras
espécies reativas podem ser formadas: radicais hidroperoxila
(HOO), hidroxila (HO") e perdxido de hidrogénio (H,0,).’

0,” + FS** - HOO' + FS(-H)’

HOO" + FS — H,0, + FS(-HY’

H,O, + O, —> HO"+ HO- + O,
Esquema 2. Transferéncia de elétron (mecanismo tipo I) do

fotossensibilizador no estado tripleto, com a geracdo de hidroperoxila
(HOO), hidroxila (HO") e peréxido de hidrogénio (H,0,)

Algumas caracteristicas que tornam uma molécula
FS ideal sdo: i) elevada absortividade molar na regido
de 600 — 800 nm, devido a maior penetragdo tecidual
da luz; ii) estabilidade quimica no escuro e iii) estado
tripleto excitado para promover a producido de EROs por
mecanismos tipo IT ou 121

Esta revisdo apresenta uma visdo geral de trés
importantes classes de fotossensibilizadores: porfirinas,
ftalocianinas e fenotiazinas. As porfirinas e as ftalocianinas
possuem um sistema tetrapirrélico conjugado caracteristico,
enquanto as fenotiazinas consistem em pequenas moléculas
organicas conjugadas, sendo, portanto, uma classe de
compostos ndo macrociclicos (Figura 2).+!1:12

A caracterizagdo fotofisica de moléculas
fotossensibilizadoras € fundamental para a compreensio
de seus comportamentos fotoquimicos e para a correta
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Figura 2. Estruturas quimicas bésicas para as trés classes de fotossensibilizadores
em TFD, sendo: A) porfirinas, B) ftalocianina e C) fenotiazina

interpretacdo dos resultados biol6gicos associados a
terapia fotodindmica. Nesse contexto, 0s préximos topicos
apresentam um roteiro das principais metodologias utilizadas
na caracterizacdo fotofisica de fotossensibilizadores, bem
como uma discussao critica sobre a aplicacdo e as limitagdes
dessas abordagens na literatura. Essa proposta confere
ao texto um carater diddtico e prético, com potencial
para contribuir para a melhoria da reprodutibilidade e da
qualidade dos estudos na area.

Dessa forma, esta revisdo busca ndo apenas reunir e
discutir conceitos fundamentais, mas também fornecer
subsidios metodolégicos que auxiliem pesquisadores na
conducdo e interpretacdo de experimentos envolvendo
fotossensibilizadores.

2. Caracterizacao Fotofisica

2.1. Perfil de absorgdo eletrbnica e coeficiente de
absortividade molar para FS

Uma das técnicas fundamentais para a caracterizacéo de
moléculas de fotossensibilizadores (FS) € a espectroscopia
na regido do UV-Visivel. A técnica permite a identificacao
de bandas de absor¢do, oferecendo informacdes sobre as
transi¢cdes eletronicas que governam a interacdo da luz
com a molécula.'” Além disso, a espectroscopia UV-Visivel
desempenha um papel crucial na avaliagdo da agregacio e
da fotoestabilidade dos FS."

Na terapia fotodindmica (TFD), os FS devem
apresentar elevado coeficiente de absortividade molar
na faixa do visivel, preferencialmente entre (600 — 900
nm), denominada intervalo da janela terapéutica.>'
Especificamente, apresentar uma alta absortividade molar
(e ~ 1 x 10° L mol™' cm™) nas faixas espectrais do vermelho e
do infravermelho préximo (600 — 850 nm) € essencial para a
absorcao eficiente da luz, aumentando assim as capacidades
de geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).213

O coeficiente de absortividade molar (¢) quantifica a
capacidade de um FS absorver luz em um comprimento
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de onda especifico em solucao.'* Ele pode ser determinado
usando a lei de Beer-Lambert (Equagdo 1):

A=gxlxc (D

onde ‘A’ representa a absorbancia em um comprimento de
onda especifico, ‘¢’ € o coeficiente de absortividade molar
(L mol' ecm™), ‘¢’ € a concentragdo molar (mol L") e ‘I’ é
o comprimento do caminho dptico da cubeta (cm).'> Para
calcular € a partir do experimento de UV-Visivel, preparam-
se solucdes de concentracdes conhecidas em um solvente
adequado (ou seja, escolhe-se um solvente no qual a amostra
seja completamente solivel) e mede-se sua absorbancia
em comprimentos de onda selecionados. Em seguida,
constrdi-se um grafico da absorbancia (A) em fungdo da
concentragdo (c). De acordo com a Lei de Beer—Lambert,
a inclinag@o da reta obtida corresponde ao produto entre o
coeficiente de absortividade molar (&) e o caminho éptico
da cubeta (). Assim, o valor de & pode ser determinado
dividindo-se a inclinag@o da reta pelo comprimento do
caminho 6ptico da cubeta, obtendo-se a absortividade molar
do composto no comprimento de onda analisado.

Com base nas regras de selecdo, a magnitude do
coeficiente de absortividade molar (¢) pode ser relacionada
ao tipo de transi¢do eletronica envolvida. Algumas transicoes
eletronicas sdo classificadas como permitidas ou proibidas
de acordo com as regras de sele¢do de spin e de simetria.'®
TransicOes eletronicas que apresentam valores de € entre
1 x10°e 1 x 10° L mol™' cm™ sdo tipicamente permitidas
tanto por spin quanto por simetria, como as transigdes
singleto—singleto (Sy — S,)."" Por outro lado, quando os
valores de € estdo na faixade 1 a 1 x 103 L mol! cm™, as
bandas de absorcao geralmente estio associadas a transicdes
eletronicas proibidas por simetria, embora ainda permitidas
pela regra de spin. As transi¢des do tipo singleto-tripleto
(Sy — T)) sdo formalmente proibidas pela regra de selecao
de spin, pois envolvem mudanga na multiplicidade do estado
eletronico. Entretanto, em alguns fotossensibilizadores (FS)
coordenados a fons metalicos das séries de transi¢ao 4d e
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5d, o acoplamento spin-Orbita pode tornar essa transicao
parcialmente permitida. A forte interac@o spin-6rbita
promovida por esses metais mistura estados eletronicos
de diferentes multiplicidades. Como consequéncia, o
estado fundamental predominantemente singleto (S = 0)
passa a adquirir uma pequena contribuicdo de cardter
tripleto (T = 1). Dessa forma, a funcao de onda do estado
fundamental pode ser descrita como predominantemente
singleto, contendo uma pequena mistura de cardter tripleto,
o que relaxa a regra de selecdo de spin e permite, ainda que
fracamente, a ocorréncia da transicéo S, — T,."

Além disso, a estrutura molecular e o ambiente (solvente
ou sistema de liberacao de fairmacos), incluindo a polaridade
do solvente e as interacdes intermoleculares, influenciam
significativamente no coeficiente de absortividade molar
devido a modulacdo da deslocalizagdo eletronica.'”!®

Na Tabela 1 estdo relatadas as propriedades fotofisicas
de diferentes classes de fotossensibilizadores (porfirinas,
ftalocianinas e fenotiazinas) juntamente com seus
respectivos derivados.

Em geral, as porfirinas exibem uma banda de absor¢do
intensa na regido do visivel entre 400 e 420 nm, denominada
banda Soret. Essa banda estd associada a transi¢des
eletronicas fortemente permitidas, atribuidas a transicao
So— S,. Adicionalmente, porfirinas de base livre apresentam
quatro bandas Q menos intensas em comprimentos de
onda mais longos (500-650 nm), atribuidas a transicio
So — S,. Essas bandas apresentam menor intensidade
devido ao cancelamento parcial do momento de transicio
descrito pelo modelo de Gouterman,' resultando em
coeficientes de absortividade molar tipicamente na faixa de
10°-10* L mol™' cm™".20-2

Os derivados de porfirina relatados na literatura podem
ser sintetizados por meio de modificagdes estruturais em
diferentes posicoes do anel tetrapirrélico.” As substituigdes
podem ocorrer nos carbonos 3 dos anéis pirrélicos ou nos
quatro carbonos meso da estrutura macrociclica, permitindo
a introduc@o de vdrios grupos substituintes.?*** Além disso,
a estrutura da porfirina possui um sitio de coordenagdo
livre onde um fon metélico pode ser incorporado, formando
metaloporfirinas. Essas metaloporfirinas exibem propriedades
fotofisicas e quimicas distintas devido a intera¢do entre o
centro metélico e o sistema de anéis conjugados.?*

Em metaloporfirinas, o deslocamento para o vermelho
nas bandas de absor¢@o induzido pela coordenagdo do
fon metdlico depende da configuracgio eletrdnica do fon
metalico, particularmente da ocupacao de seus orbitais d*.
Essa modificacdo também pode aumentar os coeficientes
de absortividade molar.?’” A inser¢do de um fon metdlico
no centro da porfirina modifica a estrutura eletrdnica e
a simetria do macrociclo, resultando em alteracdes nas
propriedades fotofisicas do sistema. A coordenagdo do
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metal aos quatro dtomos de nitrogénio do anel porfirinico
aumenta a simetria da molécula e pode alterar os niveis de
energia dos orbitais eletronicos envolvidos nas transi¢des
opticas. Além disso, dependendo da natureza do ion
metdlico, especialmente de seu cardter diamagnético ou
paramagnético, podem ocorrer mudangas significativas
nos processos de relaxagdo eletrdnica, influenciando
propriedades como intensidade de absorcao, fluorescéncia
e formacgdo de estados tripleto. Metais paramagnéticos, que
possuem elétrons desemparelhados, tendem a favorecer
processos de desativag@o ndo radiativa, pois esses elétrons
podem interagir com os estados excitados da porfirina,
facilitando a dissipacdo da energia eletronica na forma de
vibra¢des moleculares em vez de emissdo de luz. %%

Os substituintes nas posi¢des 3 e meso das porfirinas
tém efeitos distintos em sua estrutura eletronica e
propriedades de absor¢do.?¢?73 Os substituintes § podem
impactar significativamente a estrutura eletronica do
macrociclo, dependendo de sua natureza. Por exemplo,
grupos retiradores de elétrons nessas posicdes podem
induzir distor¢des estruturais, reduzir o gap HOMO-
LUMO e causar deslocamentos batocromicos nas
bandas de absor¢do. Em contraste, os substituintes meso
influenciam principalmente a planaridade da estrutura da
porfirina.”*. Grupos volumosos nessas posi¢des introduzem
impedimento estérico, levando a ndo planaridade e
afetando a intensidade da banda de absor¢@o sem deslocar
significativamente suas posic¢des.?*3!32

As moléculas de ftalocianina exibem uma estrutura plana
mais rigida do que as porfirinas devido a adicao de grupos
isoindol, formando um macrociclo tetrabenzoporfirinico.
Essa modificac@o estrutural desloca a banda Q para
comprimentos de onda acima de 650 nm e aumenta os
coeficientes de absortividade molar para aproximadamente
1 x 10° L mol™' cm™, expandindo assim a janela terapéutica
em comparagdo com as porfirinas nao modificadas.?*3

A modificacdo estrutural das ftalocianinas também
pode ocorrer por meio da introdugdo de ligantes axiais
no metal central e/ou pela insercdo de substituintes nas
posigdes a e B do anel benzénico ligado aos grupos
pir6is.* As modificagdes periféricas influenciam a carga e a
hidrofilicidade, permitindo a sintese de FS com propriedades
fotofisicas aprimoradas e atividades bioldgicas distintas. >

O {on metdlico central desempenha um papel crucial
na determinacdo das propriedades fotofisicas tanto das
metaloftalocianinas quanto das metaloporfirinas.*® Além
disso, as ftalocianinas sdo geralmente hidrofébicas, com
baixa solubilidade em dgua e em vérios solventes organicos,
o que leva a problemas de agregacdo durante os estudos.
Para mitigar essa limitagdo, os pesquisadores introduziram
grupos catidnicos ou anidnicos na estrutura da ftalocianina
para reduzir a agregacio.*
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Tabela 1. Propriedades fotofisicas para as trés classes de fotossensibilizadores em TFD
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Banda Soret (nm) /

Banda Q(nm) /

Fotossensibilizador & (M-'em-" x 10°) & (M-Tem-1 x 10%) Aem (MM) @ T; (nS) Ref
Protoporfirina IX W Gosnesesy ey o ossy 7
f;;’;;‘fﬁ;ﬁg‘;” IX conjugada piperazina 4017108 5252;2 06822)3 r (632;698 0,07 (11,7;146)" 48
gf;:"xlf"l,zg; ina IX conjugada morfolina 40177128 3 ?Z,ioggisb (631;697 0,070 (12,17 1,67 48
512712.923;
Tetrafenilporfirina (H,TPP) 414/317.846 (545; 648)’ (652;715) 0,13 13,6 49
589!
423¢ (550;555; 594) ¢ ”, 0,030 2,1¢
ZnTPP 423¢ 589+ 03 50,51
4201/549.540 (552; 587)"/39.810" 0,0033" 1,70
CuTPP 414457.088 538; 574'/10.054 805" <1x10% <6" 51
d . d d d - d
PATPP :} ;g ggi g;g; g 607 0.00018 001 s
meso-tetrakis-(4-sulfanofenil)porfirina (TPPS,) 4120 S15Y13* , (640; 700)* 0,272 9,92 52-54
(551; 579; 630) *
H.Pc (ftalocianina) - 76;39“//1251(()): ;gg g’ i g g’ggz 55,56
(712; 682)¢ ’ ’

Zne : oo e onwe . 9
AlPcCl 680/100 688 © 037° 6.09¢ 59
GaPcCl 680:/141.253 691¢ 030°¢ 3,71¢ 60,61
[RuPc] 318+ (632; 576) * - 0,033+ - 62,63
[RuPc(py).] 375° (622; 567)° - - - 64
[RuPc(4-Mepy),] 375° (622; 560)° - - - 65
[RuPcCI(DMSO)] 316° 640¢ - 0,007° 1,8;3,2° 66
[Ru{tBu),Pc}(py).] (376; 315) (627; 578)° 8700 0,0003° - 67
[RuPc(NO)(NO,)] 354 608 696° 029+ - 68
[RuPc(NO)(ONO)] 350« (682; 616)° 690 * 0,040 - 63
[RuPc([Ru(bpy),(pz)NOT*),] 318 (634; 576)° 690 ¢ 0,030° - 69
[Ru(TPP)(NO)(ONO)] 3334100 (608; 564)° - - - 70
[Ru(TPP)CI(NO)] 414° (610; 564) - - - 71
Methylene blue (MB) 293¢ o 5;’613'“1 oo 688 0.52 . 72,73
Toluidine blue (TB) 6187/21.221° 638" 0407 0261 45,74

a: H,0; b: MeOH; c: DMSO; d: Tolueno; e: DMF, f: solu¢@o tampao pH = 7.4; g: THF; h: diclorometano, i: EtOH

Nos corantes fenotiazinicos, o sistema triciclico
incorpora um dtomo de enxofre e dois dtomos de
nitrogénio, com substituintes nas posicdes 3 e 7
desempenhando um papel critico na modificacdo das
propriedades fotofisicas e no aumento das capacidades
fotossensibilizantes. As fenotiazinas normalmente
exibem méximos de absorcdo fortes entre 600 e 660 nm
(Emax > 4,7 x 10* L mol™! cm™).3840

Dentre as fenotiazinas mais estudadas em TFD sdo o azul
de metileno e o azul de toluidina.*** O azul de metileno
absorve a 664 nm em agua (€g64 1= 8,5 X 10* L mol~' cm),*
enquanto o azul de toluidina tem uma ampla faixa de
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absorc¢do entre 610 e 660 nm, com absorbancia mdxima a
618 nm (g¢15,m = 39,515 L mol™! cm™).4546

2.2. Emissao de fluorescéncia: rendimento quantico
e tempo de vida de fluorescéncia

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia permite
aidentificacdo e caracterizagcdo de moléculas, uma vez que
os espectros de emissao de fluorescéncia refletem os niveis
vibracionais do estado eletronico fundamental da molécula
excitada.”7® Essa técnica é amplamente utilizada para
avaliar potenciais fotossensibilizadores (FS) para terapia
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fotodinamica, fornecendo informacdes importantes, como o
tempo de vida da fluorescéncia (t;) e o rendimento quantico
de fluorescéncia (®;), que sdo essenciais para a compreensiao
do rendimento quantico de 'O, (®,).”""®

A emissdo de fluorescéncia ocorre por meio de uma
transi¢do radiativa entre estados de mesma multiplicidade
de spin (S; = Sy). De acordo com as regras de selecdo
da mecanica quantica, essas transi¢des sdo consideradas
permitidas pelo spin. O estado excitado tem um tempo de
vida de aproximadamente 1 x 10° s e, a medida que o elétron
retorna ao estado fundamental sem alterar sua orientacio de
spin, observa-se a emissdo de fluorescéncia.”"

O tempo de vida da fluorescéncia (1) € definido como
o tempo médio que uma molécula permanece no estado
excitado singleto antes de retornar ao estado fundamental.
Este parametro determina por quanto tempo um fluoréforo,
no estado excitado, pode interagir ou se difundir em seu
ambiente.'>* O tempo de vida da fluorescéncia, por sua
vez, € a razdo entre os fotons emitidos e os absorvidos e é
geralmente expresso pela Equacdo (2):

1

- 2
k +k, @

T

onde k, representa a taxa de emissdo do fluoréforo e k,,
corresponde a sua taxa de decaimento ndo radiativo para o
estado fundamental (S,).

Geralmente, o tempo de vida de fluorescéncia pode ser
medido usando técnicas de tempo de vida de fluorescéncia
por Contagem de Fétons Unicos Correlacionados
(TCSPC) ou Microscopia de Imagem de Tempo de Vida de
Fluorescéncia (FLIM).

Experimentalmente, o 1; € determinado excitando a
populacio de moléculas com um pulso de excitagdo curto
(de um laser, LED ou lampada de flash fot6lise) e registrando
o decaimento da intensidade de fluorescéncia. Para uma
populacdo de moléculas com um tnico tempo de vida t, 0
decaimento da intensidade segue um modelo de decaimento

Caetanoetal.

exponencial simples (Equacdo 3)."
t
I(t)=Ie " (3)
onde t € o tempo desde a excitagio e I, € a intensidade inicial.
7 € 0 tempo necessdrio para que a intensidade diminua para
1/e (= 0,368 (36,8%)) do seu valor inicial.

Os decaimentos da intensidade de fluorescéncia podem ser
descritos plotando-se em escala de intensidade ou logaritmica
em fungdo do tempo (t), como mostrado na Figura 3.

A qualidade do ajuste do decaimento de intensidade,
utilizando um modelo de decaimento exponencial simples
para a determinac@o do tempo de vida, € avaliada por
meio do valor de minimos quadrados (y?). Na prética, o
melhor ajuste € obtido com valores de y? entre 0,8 ¢ 1,0."
Alguns estudos apresentam decaimentos de fluorescéncia
multiexponenciais, como decaimentos biexponenciais ou
triexponenciais. No caso de decaimentos multi exponenciais,
o valor de t,yg € fornecido pela Equacgao (4).

(A1 Xrl) Jr(A2 X'cz)
(A<t +A,x1,)

“

TAVE =

O rendimento quantico de fluorescéncia (®y) € arazio entre
os fétons emitidos e os fétons absorvidos por fluorescéncia'®.
O @;pode indicar a probabilidade de o estado excitado ser
desativado por fluorescéncia em vez de por outro mecanismo
ndo radiativo."”” Dois métodos sdo comumente utilizados
para determinar o rendimento quantico de fluorescéncia:
o método do rendimento quantico absoluto (direto) e o
método do rendimento quantico relativo (indireto).®! As
medidas de rendimento quantico de fluorescéncia obtidas
pelo método indireto sdo amplamente disponiveis para
fotossensibilizadores e mais acessiveis do que o método
absoluto.?**%2 No método do rendimento quéntico absoluto,
os valores sdo obtidos a partir de uma esfera integradora
que captura toda a luz emitida pela amostra, evitando a
necessidade de um padrdo de referéncia. A desvantagem ¢

‘.\ (a)
|

\
«

Intensidade

[og (IHténsidédé)

(b)

Tempo (ns)

Tempo {ns)

Figura 3. Decaimento da intensidade de fluorescéncia apds um pulso de excitagdo (a) e escala logaritmica de
intensidade (b)
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que uma esfera integradora é necesséria para a medi¢ao.®

O método de rendimento quantico relativo € o
mais amplamente aplicado pois compara a emissido de
fluorescéncia do composto estudado com um padrido de
propriedades 6pticas semelhantes, na mesma regido de
emissdo de fluorescéncia entre a amostra e o padrdo de
referéncia.’* A absorbincia do padrido de referéncia e da
amostra no comprimento de onda de excitagao foi definida
entre 0,01 e 0,10. As janelas de excitacdo e emissdo devem
ser as mesmas para as solucdes padrdo e de amostra de
FS. Na Tabela 2, o padrio de referéncia para rendimento
quéntico de fluorescéncia € descrito.®

Os valores absolutos sdo calculados usando as amostras
padrdo que tém um valor de rendimento quantico de
fluorescéncia fixo e conhecido (®;), de acordo com a
Equacgio (5):

2
Grad, | n;

D,=D >
Grad; )\ n,

A R

®)

onde o subscrito “R” se refere ao padrdo de referéncia,
“A” se refere a amostra, @ é o rendimento quantico de
fluorescéncia, Grad € a drea dos espectros de emissdo
de fluorescéncia integrados e n € o indice de refragcdo do
solvente.!543.86

Ap6s a coleta dos espectros de emissao de fluorescéncia
de cada concentragdo de amostra e padrdo de referéncia, a
partir desses dois conjuntos de dados, foi criada uma curva
de gradiente (Figura 4). No eixo x representa a absorbancia
no comprimento de onda de excitacio e o eixo y representa
a drea sob o pico de fluorescéncia. A inclinacdo dessa reta é
entdo utilizada na equacio 5, obtendo-se o @;.

Diversos fatores influenciam a intensidade de
fluorescéncia, os perfis de emissdo e excitagdo e 0s
rendimentos quanticos de fluorescéncia dos FS, incluindo
modifica¢gdes estruturais, forca iOnica, polaridade do
solvente, variacdes de pH e concentragio de FS.8-% A
polaridade do solvente afeta fortemente a intensidade de
fluorescéncia, com solventes mais polares geralmente
reduzindo a emissao de fluorescéncia devido a diminuicio
da solubilidade do FS.¥

A combinacdo dos perfis de absorcdo na regido
UV-Visivel e da emissdo de fluorescéncia permite a
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Figura 4. Tratamento matematico da integral da drea do espectro de
emissdo de fluorescéncia em fungdo da absorbancia para padroes de
referéncia e amostras

determinag¢do do deslocamento de Stokes (Av) (Equagdo 6).

An(cm'l) = ———|x107 (6)

E importante destacar que os valores de Ay, € Acpy
utilizados para o cdlculo do deslocamento de Stokes
envolvem estados eletrénicos correlacionados.'® A andlise
do perfil espectral de emissdao de fluorescéncia pode ser
auxiliada pela avaliacdo do espectro de excitacido de
fluorescéncia (Figura 5), permitindo identificar a transi¢do
eletronica envolvida no processo emissivo. No caso das
porfirinas, a emissdo de fluorescéncia estd associada a
transicdo S; — S,. Dessa forma, o valor do deslocamento
de Stokes (Av) é calculado entre A, € A, considerando as
bandas Q, correspondentes a transicdo S, — S;. A banda
Soret, por sua vez, estd relacionada a transicdo Sy — S, e,
portanto, ndo € a mais adequada para essa andlise.

Geralmente, um maior deslocamento de Stokes esta
correlacionado com um menor rendimento quantico
de fluorescéncia, porque a energia é perdida durante o
processo nao radiativo.”® O tempo de vida da fluorescéncia
e o rendimento quantico permitem calcular a constante
radiativa (k,) e a ndo radiativa (k,,). O valor de k,, mais
alto esta associado a um ®; menor e maior eficiéncia de
cruzamento intersistema (k¢;s) € maior producao de oxigénio
singleto (1O,).

Tabela 2. Rendimento quantico de fluorescéncia (®y), faixas de absor¢ao e emissao dos padrdes de rendimento quéntico

recomendados

Padrao Absorbancia (nm) Aex (NM) Solvente (0N
Sulfato de quinino 270 — 400 385 -700 0.1 M H,SO, 0,58
Fluoresceina 400 - 550 490 - 690 0.1 M NaOH 0,89
Rodamina 6G 424 - 575 505 -750 etanol 0,91
IR125 550 - 875 750 — 1.000 DMSO 0,23

Os dados apresentados nesta tabela foram extraidos da referéncia.®
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Figura 5. Espectros na regidao do UV-Visivel para a Protoporfirina IX (PpIX) (a). Representac@o das transi¢des
eletronicas Sy, S; e S, (b). Espectros de excitac@o (linha preta) e de emissdo de fluorescéncia (linha vermelha) da
PpIX (c)

A constante radiativa (k,) e a constante nao radiativa
(ky)""% sdo calculadas de acordo com a Equagdo 7:

)
k=—0—
o (M)

onde @ € o rendimento quantico de fluorescéncia e <t> ¢
o tempo de vida médio da fluorescéncia.

O k., que € a soma das constantes de taxa de conversao
interna e de cruzamento intersistema, € calculado utilizando
a Equacao 8:

(1-0)

kK =——/

s ®)

2.3. Estado tripleto: perfil de absorcao do espectro de
transiente e tempo de vida do estado tripleto

A caracterizacio dos perfis de absor¢ao do espectro de
transiente, bem como o tempo de vida do estado tripleto,
sdo importantes para a discussdo do processo nao radiativo
CIS, uma vez que o estado tripleto necessita de tempo de
vida suficientemente longo para permitir a transferéncia de
energia para o estado tripleto >0, e assim produzir '0,.

A fotdlise por pulso de laser foi desenvolvida por George
Porter, sendo este agraciado com o prémio Nobel em 1967
por sua contribui¢do. Esta técnica permitiu o estudo e
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entendimento de processos fotoquimicos e fotofisicos em
uma escala muito pequena de tempo, de nano segundos
(1 x 107 s) até femton segundos (1 x 10" s). Durante a
década de 90, ap6s a elucidacio desta técnica, foi possivel o
esclarecimento de muitas reac¢des rapidas, como as reacdes
que ocorrem em organismos fotossintéticos.**"!

A fotdlise por pulso de laser pode ser definida também
como espectroscopia de absor¢do resolvida no tempo,
uma vez que se diferencia de técnicas de fluorescéncia
resolvida no tempo. Trata-se de uma técnica nio trivial. O
FS € irradiado por um pulso de luz de intensidade capaz
de excitar as moléculas no estado fundamental S,, gerando
espécies excitadas no estado singleto. Em seguida, pode
ocorrer cruzamento intersistema, sendo gerados, portanto,
os estados tripletos T, ou T,. O FS € novamente irradiado,
por uma luz de intensidade menor e com determinado tempo
em relagdo ao pulso de luz, podendo assim ser registrada
a diferenca entre a absorcao das espécies excitadas e das
espécies no estado fundamental (AA). Com a alteracio do
tempo entre as irradiacdes € possivel obter informagodes
sobre o decaimento das espécies excitadas e/ou informagoes
sobre reacdes que ocorrem nos estados excitados.’?

No espectro de absorcao de transientes (Figura 6) se vé
contribui¢des negativas e positivas.

As contribui¢cdes negativas referem-se a diferenca
entre as moléculas no estado excitado e fundamental,
ou seja, quando se irradia a amostra por pulsos de luz,
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Figura 6. Espectro de absor¢do do transiente obtido através do método
de fotdlise por pulso de laser da ZnPC (5,0 pmol L) apés excitagdo por
pulso de laser em 355 nm, mostrando a absor¢ao maxima do tripleto
centrada no comprimento de onda de 480 nm e o fotobranqueamento do
estado fundamental centrado a aproximadamente 380 nm e 580 nm.
Fonte: Maranho 2008°' com modifica¢oes

tem-se, consequentemente, a excitacdo das moléculas.
Portanto, a fracdo de moléculas no estado fundamental na
amostra excitada € menor do que na amostra ndo excitada.
Isto se traduzird em um sinal negativo que se denomina
fotobranqueamento.” O sinal positivo no espectro esta
relacionado com o estado excitado.”” As espécies que
se encontram no estado excitado apds a absorcao de luz
de menor intensidade podem alcancar estados de maior
energia - T, ou T, , e assim, observar a absor¢do destes
como um sinal positivo. Através da cinética de decaimento
do estado excitado T, no comprimento de onda maximo da
absor¢ao do estado excitado tripleto, € possivel obter os
tempos de vida dos estados excitados tripleto (ty).**

Um fotossensibilizador adequado deve apresentar no
seu estado tripleto excitado um tempo de vida de longa
durag@o (tr = 500 ns) podendo reagir eficientemente tanto
com moléculas vizinhas como com o oxigénio.**

2.4.Metodologias para determinacdo e quantificacao
da producgdo de oxigénio singleto

O oxigénio singleto ('0,), gerado em reacdes de
mecanismo Tipo II, exibe propriedades oxidativas e &
reconhecido como um fator chave em diversos processos
quimicos e bioldgicos, como estresse oxidativo e sinalizag@o
celular.”? Quando um fotossensibilizador (FS) € ativado
por luz de um comprimento de onda apropriado, ele
transfere energia para o oxigénio molecular, gerando 'O,,
que subsequentemente reage com biomoléculas como
lipidios, proteinas e 4cidos nucleicos, levando a destrui¢dao
das células-alvo.”

Dado o papel significativo do 'O, no contexto da TFD,
métodos precisos para sua deteccdo e quantificacido sdo
necessdrios. No entanto, a detec¢do de oxigé€nio singleto
permanece um desafio devido a sua curta vida ttil (Tabela 3).
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Atualmente, métodos diretos e indiretos sdo empregados
para esse fim, cada um com eficdcia e aplicabilidade
variaveis, conforme discutido abaixo.

2.4.1. Método direto de quantificagdo do 'O,

O método direto para monitorar a formagao de 'O,
baseia-se na detecc@o da emissdo de fosforescéncia na
faixa de 1270 a 1280 nm, que corresponde a transi¢do
eletronica de 'O, para o estado tripleto fundamental
("A;— 3272 por luminescéncia infravermelha resolvida no
tempo ou em estado estaciondrio.”® Essa técnica € amplamente
reconhecida como padrdo para determinar rendimentos
quénticos, tempos de vida e constantes de taxa de desativacao
de 'O, em vdrios meios. No entanto, a fosforescéncia do 'O,
€ muito fraca, com rendimentos quénticos variando de 107 a
10”7 dependendo do solvente, geralmente exigindo excitagio
a laser (por exemplo, lasers pulsados do tipo Nd:YAG),
alta concentracdo de fotossensibilizadores e detectores de
infravermelho préximo muito sensiveis (e um tanto caros)
(por exemplo, diodo de Ge resfriado a 77 K).*102

Para realizar a medicdo, utiliza-se uma solugdo
fotossensibilizante com densidade 6ptica < 0,3 no
comprimento de onda de excitagdo. Solucdes padrdo com
valores de @, bem estabelecidos, que absorvem na regiao
espectral de interesse, servem como referéncia sob condi¢des
experimentais idénticas. Esses valores de referéncia podem
ser encontrados em tabelas publicadas.!?*!%* Para solventes
aquosos, Rosa de Bengala (@, = 0,76, L. = 532 nm)'™ e
azul de metileno (@, = 0,52, A, = 660 nm)sdao comumente
usados.””!% Em solventes orgénicos, fotossensibilizadores
como a ftalocianina de zinco (®, = 0,55 em etanol,
Aexe = 600 nm)'% e a meso-tetrafenilporfirina (O, = 0,64 em
dimetilformamida, A.,. = 417 nm)'% sdo frequentemente
empregados.

Apds irradiagdo, a solugdo de FS emite um espectro de
fosforescéncia com intensidade médxima na faixa de 1270
a 1280 nm, caracteristico da emissdo de fluorescéncia de
'0,.!7 Para garantir uma quantificagio precisa, a absorbancia
da amostra e da referéncia deve ser igualada no comprimento
de onda de excitacdo, apresentando ambas o mesmo fator
de absor¢io e tempo de vida de 'O,.

Experimentalmente, o resultado de decaimento de
emissdo de fosforescéncia para 'O, € obtido semelhante
a Figura 7a, sendo possivel obter dados de intensidades
maximas de emissdo no infravermelho préximo (Figura 7b)
e tempo de vida do oxigénio singleto.'"®

Matematicamente, algumas literaturas consideram a
determinac¢ado de rendimentos quanticos de oxigénio singleto
(®,) por meio de uma equacdo de proporcionalidade simples
da intensidade de de emissdo de fosforescéncia de 'O,
(Equagio 9).810+110.111
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Figura 7. Perfil de decaimento cinético (a) e intensidade de emissao de fosforescéncia do oxigénio singleto (b) para PpIX.
Fonte: Baptista et al., 2008 ' com modificagdes

o, —F xli ©)

R

onde @, € o rendimento quéntico de 'O, para a amostra, ®,Ré
o rendimento quantico do padrao e I e I sdo as intensidades
de emissdo de fosforescéncia de 'O, do padrio e da amostra,
respectivamente.''’

Em outras literaturas,'®'"'-'3 a Equago 9 é modificada
para incluir o fator relacionado ao tempo de vida do oxigénio
singleto. A Equacao 10 descreve o fator correspondente ao
tempo de vida de 'O,, enquanto a Equagao 11 estabelece a
relacd@o entre as intensidades de emissao de fosforescéncia
do '0, e o seu tempo de vida.

D, = OF x & (10)
T
R I TR
D, =OF x— & (11)
I =

onde @, € o rendimento quéntico de 'O, para a amostra, ®,Ré
o rendimento quantico do padrao e I e I sdo as intensidades
de emissio de fosforescéncia de 'O, do padrio e da amostra,
respectivamente e tempo de vida do 'O, 1 e T, padrio e
amostra, respectivamente.

Como a vida util de 'O, depende do meio (Tabela 3) e
influencia diretamente as determinacdes de @,, € essencial
usar o mesmo solvente para a amostra e a referéncia
ou selecionar solventes onde 'O, apresente vidas tteis
semelhantes.!*

A produgio de 'O, ocorre devido a transferéncia de
energia de um fotossensibilizador no estado tripleto
o oxigénio molecular no estado fundamental tripleto
(?0,). Esse processo fotofisico € ativagéo por pulso curto
(<100 ns).'>

Sendo assim, a deteccdo direta de 'O, oferece alta
seletividade, pois se baseia exclusivamente em medigdes
de fosforescéncia do oxigénio singleto na regido do
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Tabela 3. Tempo de vida para 'O, em diferentes solventes'!*

Solvente Tempo de Vida (us)
H,O 3,1
D,O 68
Diclorometano 99
Acetonitrila 77,1
DMSO 5,5
Metanol 9,5

infravermelho. No entanto, o sinal de fosforescéncia
fraco e o rendimento quintico inerentemente baixo da
fosforescéncia de 'O, — especialmente em certos solventes
— representam desafios significativos. Além disso, a técnica
requer instrumentagdo avangada, que normalmente estd
disponivel apenas em laboratdrios especializados.!''®

2.4.2. Métodos indiretos de quantificagdo do 'O,

Alternativamente ao método direto para monitorar a
formacgio de '0,, métodos indiretos foram desenvolvidos
com base em reacdes especificas de 'O, com algumas
sondas quimicas (Tabela 4). A deteccéo indireta de 'O,
baseia-se no monitoramento da reacdo entre o oxigénio
singleto e uma sonda quimica especifica (como DPBF,
ABDA ou SOSG), acompanhando-se a diminui¢cdo do
sinal da sonda ou a formagao de seus produtos de oxidagdo
ap6s a irradiacdo do fotossensibilizador.''” A varia¢do na
concentracdo da sonda ou de seus produtos de reacdo €
entdo quantificada por espectroscopia de absor¢do ou
fluorescéncia, sendo geralmente monitorada em fungdo
do tempo de irradiag@o.

A reacdo da sonda com 'O, (Figura 8), resulta em uma
diminui¢do mensurdvel da absorbancia por espectroscopia
UV-Visivel ou emissdo de fluorescéncia. Essa alteracao
é proporcional a quantidade de 'O, produzida. Devido a
sua simplicidade e versatilidade, esse método de detec¢do
indireta € amplamente utilizado; no entanto, muitas sondas
também apresentam reatividade com outras espécies reativas
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Tabela 4. Sondas para detecgdo indireta de 'O,
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Sonda Reaciio Quimica com 'O, Solvente

Técnica Parametros Analiticos

Formacao do endoperéxido

DMEF, DMSO, etanol;

UV-Visivel Alta sensibilidade; baixa

DPBF . . . . (Myps = 410 nm); Emissdo de seletividade;
1,2-dibenzoilbenzeno (DBB) meio micelar fluorescéncia (458 - 480 nm) foto instabilidade
Formagao do endoperéxido niao UV-Visivel
ABDA N P H,0/D,0 (Aas = 375 nm); Emissdo de Baixa sensibilidade
fluorescente (ABDA-O,) a
fluorescéncia (430 nm)
Formacao de derivado - A L

SOSG endoperdxido que restaura a H,0 Emissao de fluorescéncia Elevada sensibilidade e

fluorescéncia

(395 ¢ 496 nm) seletividade

de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs), o que pode afetar
a especificidade.

Dentre as sondas citadas da Tabela 4, o 1,3-difenilisoben-
zofurano (DPBF) € um dos mais empregados para a detec¢@o
e quantificagio de '0,.!"%12° O DPBF absorve luz em torno de
410 nm e apresenta bandas de emissdao em 458 nm e 480 nm
(DMF, Ay = 415 nm)."?! Sua detec¢io pode ser realizada
por espectroscopia UV-Visivel ou emissao de fluorescéncia.
Embora a detec¢@o baseada em fluorescéncia ofereca maior
sensibilidade, ela também € mais suscetivel a impurezas e
variagdes microambientais.'! Ambos os métodos se baseiam
nareacdo quantitativa do DPBF com 'O,, levando a formagao

Aps= 415 nm

B COOH COOH
COOH o COOH
1 i
OO . O
H,O0HC HoOC
COOH COOH
: ADBA ADBA-O,
i Aype=375nm

§ Agyo!/Aom = 375 NM/430 Nm

Figura 8. Reacdes quimicas para deteccdo do 'O, utilizando as sondas
A) DPBF, B) ADBA e C) SOSG
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de um intermedidrio endoper6xido,'® que se decompde irre-
versivelmente em 1,2-dibenzoilbenzeno (DBB) (Figura 8A).
Essa reacdo interrompe o sistema m-conjugado do DPBF,
causando a perda de suas propriedades de absorc¢ao e fluores-
céncia. Consequentemente, uma diminui¢do na absorbancia
ou intensidade de fluorescéncia do DPBF estd diretamente
associada a quantidade de 'O, gerada.'”

O procedimento experimental envolve a irradiacdo de uma
amostra ou solugao padrao com absorbancia méaxima de 0,3
no comprimento de onda de excita¢do. A reaciio entre DPBF e
'0, é monitorada pela medi¢ao da diminui¢io da absorbancia
ou da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo.

O tratamento matemdtico da reacido entre 'O, e a
sonda pode ser realizado considerando-se uma cinética de
pseudo-primeira ordem (Equacdo 12), sendo monitoradas
as variagdes temporais da absorbancia ou da intensidade
de fluorescéncia.

I

1nT°= kt (12)

obs

onde I, corresponde a intensidade de absorbéncia ou
fluorescéncia no tempo inicial (t=0), I a intensidade medida
em diferentes tempos de irradiacdo, k,,, e k representam
as constantes cinéticas da reacio da sonda na presenga do
padrdo e da amostra, respectivamente, e t corresponde ao
tempo de irradiacao.
O rendimento quantico de oxigé€nio singleto (®,) €
calculado utilizando-se a Equagdo 13,
2
o, - o Xl (13)
k, 1

A ni
onde @, é o rendimento quéntico de 'O, da amostra, @,
¢ o rendimento quantico do padrdo de referéncia, Iy e I
correspondem as intensidades de absor¢do ou emissdo
do fotossensibilizador padrdo de referéncia e da amostra,
respectivamente. k,,, € k sdo as constantes cinéticas da
reacdo da sonda na presencga do padrdo de referéncia e da
amostra, respectivamente, enquanto n representa o indice
de refracdo dos solventes.
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Apesar de seu uso generalizado, o DPBF tem
especificidade limitada, pois também reage com outras
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNOs),
incluindo hipoclorito, radicais hidroxila, anions superéxido,
peréxido de hidrogénio e dioxido de nitrogénio.'**'>* Estudos
demonstraram que o DPBF reage com peroxinitrito, &nions
superdxido, hipoclorito, nitrito e nitrato para formar DBB —
0 mesmo composto produzido em sua reacido com 'O,. No
entanto, em reagdes com peréxido de hidrogénio, o principal
produto € a 9-hidroxiantracen-10(9H)-ona.'** Os limites de
detecgdo e quantificagio do peréxido de hidrogénio usando
DPBF foram estabelecidos em concentragdes tdo baixas
quanto 0,1 mmol L'}, tornando-o uma sonda seletiva apenas
para essa espécie entre outras EROs.

A fotoestabilidade e as propriedades de fluorescéncia do
DPBF também foram analisadas em vérios solventes.'”? Os
pesquisadores observaram uma diminuicdo significativa na
absorbancia do DPBF em solu¢des saturadas com ar apds
exposicdo a luz ambiente. Por exemplo, 65 mmol L' de
DPBF em tetracloreto de carbono degradaram-se em 150s,
enquanto 47 mmol L' de DPBF em cloroférmio necessitaram
de 1500s para sofrer o mesmo grau de fotodegradacdo.
Consequentemente, o DPBF ndo é adequado para uso
nesses solventes devido a sua suscetibilidade a fotdlise,
mesmo sob fraca exposicdo a luz. Em contraste, solucdes
de DPBF em dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido
(DMSO) e etanol ndo apresentaram alteragdes significativas
na absorbancia.'?

O DPBF € normalmente usado em solventes organicos
devido a sua baixa solubilidade em 4gua. No entanto, alguns
estudos abordaram essa limitagdo empregando DPBF em
solugdes micelares!?>!2¢ ou misturas de dlcool/dgua.'?’

Semelhante ao DPBF, o método do dcido
9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalonico (ABDA)
baseia-se no desaparecimento de seu principal pico de
absorcdo em 375 nm ou em sua emissdo de fluorescéncia em
430 nm apds a reagao com '0,, formando um endoperéxido
ndo fluorescente (ABDA-O,) (Figura 8B).'”* Em meio
aquoso, essa reagao ocorre com uma constante de velocidade
de 5,5 x 10" M s7! em tampdo fosfato/D,0.""”

O ABDA oferece vantagens significativas, incluindo
solubilidade em dgua e alta especificidade para 'O,.
Entretanto, em comparagdo com o DPBF, o ABDA apresenta
reatividade muito menor, reagindo com apenas 2% do 'O,
gerado em H,0. Além disso, seu menor coeficiente de
absortividade resulta em uma resposta espectroscopica mais
fraca.!"” Estudos recentes sugerem que o ABDA também
permite a deteccdo semiquantitativa de radicais hidroxila
e sulfato, bem como de 'O,, em sistemas de oxidacao
catalitica heterogénea baseados em persulfato, indicando
seu potencial como sonda para outras espécies radicais.'”

Em 2004, a Invitrogen™ (Molecular Probes) langou o
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Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) como uma sonda
fluorescente comercialmente disponivel para a detec¢ao de
'0,. Ao contrério de outras sondas fluorescentes para 'O,, o
SOSG é€ altamente seletivo e apresenta a maior sensibilidade
ao '0,.1%° Estruturalmente, o SOSG consiste em dois
componentes principais: uma por¢do de captura derivada
de antraceno e um fluoréforo a base de fluoresceina.'*
O SOSG ¢ particularmente adequado para a detecg¢do de
'0, em meio aquoso, onde inicialmente emite uma fraca
fluorescéncia azul devido a supressdo por transferéncia
de elétrons fotoinduzida do doador de antraceno para o
fluor6foro. Apés a reagdo com 'O,, forma-se um derivado
endoperéxido'? (Figura 8C), que impede a supressdo e
resulta em um forte sinal de fluorescéncia verde em 395 e
496 nm (A = 375 € 393 nm).'*°

Como o SOSG exibe propriedades espectrais
semelhantes a fluoresceina, ele é compativel com uma
ampla gama de técnicas de microscopia de fluorescéncia e
confocal."®"132 Lin et al. (2010) empregaram o SOSG para
medir quantitativamente a geragido de 'O, pelo HiPorfin.
Observou-se uma correlacio linear entre a concentragio de
HiPorfin e a taxa de reagdo inicial do SOSG, permitindo
a determinag¢do de um rendimento quéntico de 'O, de
0,124 = 0,001, usando Rosa de Bengala como padrdo de
referéncia.'*® Essas descobertas destacam o SOSG como
uma ferramenta valiosa para avaliar os rendimentos
quanticos de '0, em potenciais fotossensibilizadores para
terapia fotodindmica (TFD).

Apesar de suas vantagens, € necessdrio cautela ao
usar o SOSG, pois ele ndo € totalmente confidvel sob
certas condic¢des. 313135 Golmer et al. relataram que, sob
irradiacdo UV, o derivado endoperéxido do SOSG pode
atuar como um fotossensibilizador (FS), gerando 'O,
adicional e levando a resultados enganosos.'*> Embora o
rendimento quantico de 'O, do préprio SOSG seja baixo
(®, = 0,006 £ 0,002 sob irradiacdo de 355 nm em uma
mistura de D,O/metanol), ele permanece nio desprezivel.'*
Além disso, o SOSG ¢ propenso ao fotobranqueamento
mesmo sob curta exposi¢ao a luz. 30134

Em relacdo a seletividade, Nakamura ef al. observaram
um leve aumento na fluorescéncia do SOSG apds exposicao
a superdxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila,'*
Além disso, a fluorescéncia do SOSG também aumenta sob
irradiacdo de raios gama e raios X, mesmo em condig¢des
onde '0, nao € produzido.'?’

2.4.2.1. Determinag¢do de ®, utilizando fontes de luz
policromdticas

A utiliza¢do de fontes de irradiagdo, como LEDs e
outras fontes de luz ndo coerentes, associadas a sondas
quimicas para oxigénio singleto, representa uma alternativa
mais acessivel para a determinagdo do rendimento quantico
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de 'O, (®,) de fotossensibilizadores, em comparagdo
com o método direto baseado na detec¢do da emissdo de
fosforescéncia.

No entanto, quando sdo empregadas fontes de irradiacdo
baseadas em LEDs, alguns fatores devem ser considerados
devido ao cardter policromdtico da radiagdo emitida.
Entre eles destacam-se o fluxo de fétons absorvido pelo
fotossensibilizador, a constante de velocidade bimolecular
da reacao entre a sonda e o '0,, a concentragio da sonda e
o tempo de vida do 'O, no meio.'?

A determinacdo do fluxo exato de fétons absorvido
pelo fotossensibilizador ndo € trivial, uma vez que o LED
apresenta uma banda espectral de emissao relativamente
larga (Figura 9). Dessa forma, torna-se necessario calcular
o niimero de fétons absorvidos por segundo (n,), que pode
ser obtido pela Equagdo 14.1%#

__ b ~A(x)
n, = Nath“(l_lo )P(r)ar (4

onde N, € o niimero de Avogadro, h € a constante de Planck, c
¢ a velocidade da luz, P(A) corresponde a poténcia espectral
daluz incidente e A(A) representa a absorbancia da amostra
em fun¢do do comprimento de onda.

1,25 6x10°
4
1,00+ - 5%10
¥} [
S - 4x10'
5075+ L 3
= . L ax10® @
2 f
L ’
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Figura 9. Espectro de absorcdo na regido do UV-Visivel da
protoporfirina IX (linha preta) e perfil de emissdo do
LED verde (linha verde)

O rendimento quantico de oxigénio singleto (®,) pode
ser determinado a partir da eficiéncia de formagdo de '0O,,
conforme descrito na Equagao 15.'%

®, = ot 12 (15)

A std

Va

onde vy, representa a eficiéncia de produgio de 'O,, definida
pela Equagdo 16."

Va8 — (16)

em que k corresponde a constante cinética associada ao
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consumo da sonda e n_abs ao nimero de fotons absorvidos
por segundo.'*®

3. Fotoestabilidade dos FS

Caracteristicas como tempo de retencao adequado no
organismo, excelente biocompatibilidade e fotoestabilidade
sdo essenciais para aplicacdes em TFD.?

A maioria dos fotossensibilizadores (FS) utilizados em
TFD, como porfirinas, clorinas e ftalocianinas, apresenta
fotoestabilidade limitada.'** Tanto em solugdo quanto
em ambientes bioldgicos, esses compostos podem sofrer
modificacdes induzidas pela luz, levando a diminui¢do da
absorbancia inicial e da intensidade de fluorescéncia.'?*!40
Esse fendmeno, conhecido como fotobranqueamento,
envolve a transformagdo quimica dos FS apds a irradiacéo,
resultando na formagao de fotoproduto.'3*!140

Em muitas literaturas que tratam da fotoestabilidade de
fotossensibilizadores (FS), os termos fotobranqueamento
e fotodegradacdo sio frequentemente utilizados de forma
sindbnima.”*'*! De acordo com o Glossary of Terms Used
in Photochemistry, fotodegradacdo ¢ definida como “a
transformacao fotoquimica de uma molécula em fragmentos
de menor massa molecular, geralmente em um processo
de oxidagdo”, enquanto o termo fotobranqueamento esti
normalmente associado ao desaparecimento de uma banda
de absor¢@o ou emissdo dentro de um espectro mais amplo e
ndo homogéneo.'* Em outras palavras, o fotobranqueamento
ocorre quando um fluoréforo perde permanentemente
a capacidade de emitir fluorescéncia devido a danos
quimicos induzidos por fétons, frequentemente envolvendo
modificagdes covalentes. Durante a transicdo de um estado
singleto excitado para um estado tripleto excitado, os
fluoréforos podem interagir com outras moléculas, levando
aformacao de espécies quimicamente modificadas de forma
irreversivel.'*!

O método mais comum para avaliar a fotoestabilidade
de fotossensibilizadores (FS) consiste em monitorar o
decaimento dos espectros de absorbancia ou fluorescéncia
em diferentes intervalos de tempo durante a irradiagdo. ¥4
De modo geral, reconhece-se que FS com maior
fotoestabilidade tendem a apresentar melhor desempenho,
pois podem suportar mdltiplos ciclos de geragdo de 'O,
através do mecanismo do tipo II'** No entanto, a alta
taxa de fotobranqueamento nio implica necessariamente
em menor eficdcia fotodindmica. Pelo contréario, o
fotobranqueamento e a fotodegradacdo podem favorecer
mecanismos oxidativos e estar diretamente correlacionados
com o efeito fotodindmico global.!3*14°

O fotobranqueamento ocorre predominantemente
por meio de um mecanismo dependente de oxigénio,
particularmente envolvendo o 'O,. Nesse processo, apds a
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absorg¢ao de luz, o FS pode atingir o estado tripleto excitado
e transferir energia ao oxigénio molecular, gerando 'O.,.
Essa espécie altamente reativa pode entdo reagir com as
ligagdes duplas do macrociclo tetrapirrélico ou com outros
grupos conjugados da molécula, promovendo modificacdes
oxidativas que levam a degradacdo fotoquimica do FS
e, consequentemente, a perda de suas propriedades
Opticas.'** Alternativamente, alguns FS podem sofrer
fotobranqueamento por mecanismos dependentes de
contato, nos quais o estado excitado do FS reage diretamente
com biomoléculas préximas por meio de processos de
transferéncia de elétron ou hidrogénio, resultando na
formagao de espécies reativas e na subsequente degradacao
do fotossensibilizador. 4146

Embora o fotobranqueamento seja frequentemente
considerado uma limitagdo ao desempenho dos FS,
evidéncias recentes sugerem que ele pode contribuir
positivamente para a eficdcia bioldgica da terapia
fotodinamica (PDT). Tasso e colaboradores (2019)
observaram uma correlacido positiva entre a eficiéncia
de fotobranqueamento e a extensdo do vazamento de
membrana, indicando que reagdes localizadas mediadas
por contato podem oferecer maior seletividade e precisio
de dano em comparacio com espécies difusiveis, como 'O,
ou outras espécies reativas de oxigénio (EROs).'¥

Assim, a compreensdo dos mecanismos que governam
a fotoestabilidade de diferentes FS, incluindo a taxa e a
extensdo da fotodegradagdo, é fundamental para otimizar
a eficécia fotodinamica.

4. Interagcao com Biomoléculas: HSA e DNA

O desenvolvimento de um fotossensibilizador (FS)
“ideal” que combine geragio eficiente de oxigénio singleto,
fotobranqueamento minimo e resultados terapéuticos
eficazes na terapia fotodindmica (TFD). No entanto,
caracteristicas fotofisicas favordveis por si s6 nao se
traduzem necessariamente em maior eficicia na TFD."8 E
importante destacar que, apesar de sua alta reatividade, as

Mecanismo Estatico

*
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espécies reativas de oxigénio (EROs) apresentam tempos
de vida curtos em ambientes biolégicos. Como resultado,
sua capacidade de difusdo através das estruturas celulares
é significativamente restrita. Essa combinacdo de rdpida
reatividade e estabilidade limitada impde restri¢des a
distribui¢do espacial das EROs dentro das células.!*
Portanto, o FS deve se localizar nas biomoléculas-alvo ou
proximo a elas dentro do ambiente celular. Essa proximidade
garante que as EROs sejam geradas perto de seus alvos
oxidativos pretendidos, ou que o estado tripleto excitado
do FS (T,) possa interagir diretamente com os substratos
bioldgicos e danificd-los.

As interagdes entre a proteina transportadora de
farmacos no plasma, albumina sérica humana (HSA) e FS
—das classes de porfirinas, ftalocianinas e fenotiazinas — sdo
comumente avaliadas inicialmente pela andlise do perfil
espectroscopico na regido UV-Visivel. O perfil UV-Visivel
de uma solucdo de concentragdo conhecida de HSA (com
Exg0nm = 35.700 L mol! cm™) € titulado com quantidades
incrementais da solucdo estoque de FS. Simultaneamente,
as amostras preparadas para avaliagdo nos espectros UV-
visiveis sdo usadas para estudar a supressdo da emissao de
fluorescéncia da HSA (sob A =280 ou 295 nm) induzido
pela presenca dos FS.

A supressao de emissao de fluorescéncia pode ocorrer
por meio de dois mecanismos: estitico ou dinamico
(Figura 10).

No mecanismo estdtico, ocorre uma colisido entre
o fluoréforo (HSA) e o supressor (Q = FS) no estado
fundamental, levando a formagdo de um complexo nao
fluorescente. No mecanismo dindmico, hd uma colisdo entre
o fluoréforo e o supressor no estado excitado, causando
a formagdo de um complexo nao fluorescente, que entdo
retorna ao estado fundamental, consequentemente sem
fluorescéncia."

Nos casos em que a interagdo entre as espécies
ocorre no estado fundamental, podem ser observadas
alteracdes nos perfis espectrais na regido UV-Visivel
dos fotossensibilizadores (FS) na presenca da HSA,

Mecanismo Dinamico

Figura 10. Mecanismos de supressao de emissao de fluorescéncia
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quando comparados ao seu perfil original na auséncia
da biomolécula.'” Além dos efeitos batocrémicos ou
hipsocromicos, pode haver também alargamento da banda de
Soret e das bandas Q, indicando a formacao de agregados ou
dimeros, o que pode impactar ndo apenas a interacao entre o
FS e a proteina, mas também as caracteristicas fotoquimicas
e fotossensibilizantes intrinsecas dos FS.* Nos casos em
que a interagdo entre as espécies ocorre exclusivamente no
estado excitado, ndo sdo observadas alteracdes nos perfis
espectrais na regido UV-Visivel do FS na presenca de
HSA." Assim, estudos sobre a supressao da fluorescéncia
da HSA, mais especificamente do residuo de triptofano
(Trp-214), sdo cruciais para a obtencdo de informagdes
importantes sobre o sistema HSA:FS. Esses estudos sdo
geralmente realizados em diferentes temperaturas (298, 303
e 308 K) para avaliar a tendéncia de aumento ou diminuicao
das constantes calculadas posteriormente.

E importante ressaltar que, independentemente do
mecanismo de interagdo entre as espécies — estatico ou
dinamico — estudos utilizando espectroscopia na regiao UV-
Visivel e supressao de fluorescéncia devem ser realizados
simultaneamente. Isso ocorre porque, considerando o
Efeito de Filtro Interno (EFI), os valores de fluorescéncia
observados (Fq,,) devem ser corrigidos e, para isso, sao
necessdrios os valores de absorbancia das amostras nos
comprimentos de onda de excitacdo (A..) € emissdo
(A.) utilizados. Os valores de Fq,, podem ser corrigidos
utilizando as Equacdes 17" ou 18.#

[(Am + A }
FCor :FObsX10 ? (17)
2,3 dA 2,3 sA
— , > exc OgAem > em ( 1 8)
R B T 1-1074n

onde Fc, e Fq,, sdo as intensidades de fluorescéncia
corrigidas e observadas, respectivamente; Aexc e Aem sao
as absorbancias nos comprimentos de onda de excitacio e
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emissao, respectivamente; d € o comprimento do caminho
optico da cubeta; g € a distancia entre a borda do feixe de
excitacdo e a borda da cubeta; e s € a espessura do feixe
de excitacdo.

Cabe ressaltar que, devido ao EFI, os valores de Fgy,
tendem a ser maiores que os valores corrigidos Fc,,. Isso
ocorre porque parte da energia de excitagdo do fluor6foro
(nesse exemplo a HSA) pode ser absorvida pela préprio FS,
afetando a intensidade de fluorescéncia medida. Assim, a
corregdo dos dados € necessdria para representar de forma
mais fiel o comportamento fluorescente do sistema. A
Figura 11 apresenta a comparacdo entre os dados antes e
apos a correcdo pelo EFIL.

Apbs a corre¢do dos valores de Fo,,, os valores da
constante de Stern-Volmer (Ksy) sdo obtidos a partir da
Equacao de Stern-Volmer (Equagéo 19),"

F,

T 1 +K, [FS] =1+k,1, [FS] (19)

onde F,e F sdo as intensidades de fluorescéncia relativas da
HSA na auséncia e presenga do FS, respectivamente; kq €
a constante de taxa de extin¢do bimolecular; 1, € o tempo
de vida médio da fluorescéncia da HSA na auséncia do FS
(1x10%5s); [FS] é a concentracéo do FS; e Kgy € a constante
de Stern-Volmer, resultante do produto de k,t,.

Em alguns casos, como relatado por Brancaleon e
Moseley™! e Franco e colaboradores,”® o grifico de Fy/F
versus [FS] pode mostrar um desvio da linearidade,
indicando que no sistema HSA:FS, existem mdltiplas
populacdes de fluoréforos e apenas uma fracdo dessa
populacio € acessivel ao extintor (Figura 12).

Esse comportamento ¢ observado principalmente no
estudo de compostos hidrofébicos com HSA devido ao
efeito de agregagdo. Nestes casos, os valores de Ky devem
ser obtidos a partir da Equacao de Stern-Volmer modificada
(Equagao 20),"

e Sem correcao do Fqy,

(A}.exc+A).em /’)

23dAexc 2,35Aem

A
084em
1- IO’SAem

-10 Aexc

Figura 11. Gréficos de Stern-Volmer para ensaios de interagdes entre a HSA e FS, considerando-se diferentes tipos de
corre¢des para os valores de Foy,
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Figura 12. Gréficos de Stern—Volmer (a) e Stern—Volmer modificado (b) da HSA em presenca do FS
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a

onde fa € a fragdo de Trp-214 acessivel ao FS. Os
valores de fa e Kgy sdo, respectivamente, os valores do
intercepto e da inclinagdo do gréifico de Stern-Volmer
modificado.

A tendéncia dos valores de Ky obtidos em diferentes
temperaturas indica se 0 mecanismo de interacdo entre as
espécies € estdtico — se os valores de Kgy diminuem com o
aumento da temperatura — ou dindmico — se esses valores
aumentam. Outra maneira de distinguir os mecanismos de
interacdo € através dos valores de kq obtidos: se os valores
forem maiores que a constante de taxa de difusdo maxima
da HSA, que é 5 x 10° M 57!, 0 mecanismo € estitico; se
forem menores, o mecanismo € dindmico."

No entanto, a distingdo exata entre os mecanismos
estdticos e dindmicos € feita por meio da andlise de
fluorescéncia resolvida no tempo da HSA na auséncia e
presenca de FS. Quando ha interacdo entre duas espécies
por meio do mecanismo estdtico, ocorre uma colisdo
entre o fluoréforo e o supressor no estado fundamental.
Nesse caso, a fracdo do fluoréforo que ndo interage com
a proteina permanece inalterada e, portanto, os valores de
tempo de vida da fluorescéncia da HSA no estado excitado,
na auséncia e presenga do supressor, sdo equivalentes. Por
outro lado, quando h4 interacdo entre duas espécies por
meio do mecanismo dinamico, ocorre uma colisdo entre
o fluoréforo e o supressor no estado excitado. Nesse caso,
porém, a fragdo do fluoréforo que ndo estd complexada
¢é perturbada e, portanto, os valores de tempo de vida da
fluorescéncia da HSA no estado excitado na presenga do
supressor sdo menores. '3!3

Ap6s definir o mecanismo de interacdo entre as espécies,
nos casos do mecanismo dindmico, as constantes de
associagdo (K,) para o sistema HSA:FS sdo obtidas a partir
do modelo de Hill (Equagdo 21):"
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log( il F_ Fj = log K, + nlog[FS] (21)

onde n € a razdo estequiométrica relacionada a
cooperatividade entre diferentes sitios de interagdo.

Nos casos do mecanismo estatico, as constantes
de associagdo aparente (K,,,) para o sistema HSA:FS
sdo obtidas a partir do modelo de Benesi e Hildebrand
(Equacao 22):'53

1 1 1
= +
AObs - Ao Ac - Ao Kapp (Ac - Ao )[FS]

(22)

onde A, e Agy, S0 as absorbancias da HSA na auséncia e
presenca de FS (a 280 nm). O coeficiente de correlacdo
(K,pp) € calculado dividindo-se os valores do intercepto e
da inclinacdo do gréfico de Benesi e Hildebrand.

Os FS podem se associar ao DNA de fita dupla por meio
de trés mecanismos cldssicos de ligagcdo ndo covalente: (i)
intercalacdo entre pares de bases GC, (ii) intera¢do interna
com o sulco menor em regides ricas em AT, (iii) interacdo
externa com o sulco maior em regides ricas em AT e (iv)
interacdo eletrostatica externa (Figura 13).

Além disso, interagdes caracterizadas pela agregagdo
de estruturas de FS autoempilhadas, orientadas
aproximadamente perpendicularmente ao eixo helicoidal,
também podem ocorrer.'3*!%

As interagdes entre o DNA e as classes dependem de
fatores estruturais, eletrdnicos e estéricos, como a carga
adotada pelos FS e seus substituintes periféricos, bem como
a sequéncia de bases e o estado conformacional do DNA.
Além disso, fatores como o centro metalico coordenado,
a natureza do ligante axial, o comprimento das cadeias de
carbono periféricas e a posi¢ao dos substituintes catidonicos
no FS podem influenciar essas interagdes. As condicdes
experimentais também podem afetar diretamente as
interagdes observadas, incluindo a propor¢do FS/DNA, a
forga idnica e o pH do solvente. 36158159
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Ligacdo ao sulco
menor do DNA

Intercalagao
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Ligacao ao sulco
maior do DNA

Interagdo eletrostatica
com a dupla hélice
do DNA

Figura 13. Representacio esquematica dos diferentes modos de ligagdo de drogas ao DNA'™!

Os estudos iniciais sobre a interacdo entre FS e DNA
podem ser investigados usando técnicas espectroscdpicas,
como UV-Visivel, dicroismo circular, temperatura de
desnaturagcdo e emissdo de fluorescéncia de sonda de
competigo, $2159-16!

O espectro de absor¢ao UV-Visivel do DNA exibe uma
banda com um méximo localizado em 260 nm. A transi¢ao
eletronica dos grupos croméforos das por¢des de purina e
pirimidina € responsdvel pela banda de absor¢cao em 260
nm'®2, A literatura frequentemente emprega solucdes de
DNA de timo de bezerro (cz~-DNA) ou DNA de esperma de
peixe (fs-DNA). A absortividade molar na banda de 260nm,
¢ aproximadamente 6.600 L. mol' cm, sendo utilizada
para determinar a concentra¢do da solu¢do de DNA.!®
Além disso, a razdo entre as absorbancias em 260 e 280
nm (Assp nm/Asso nm) € UM pardmetro crucial para avaliar
a qualidade do DNA, sendo que valores superiores a 1,8
indicam que o DNA mantém sua estrutura de dupla hélice
e ndo ha proteinas livres na solucdo. Portanto, recomenda-
se o uso de solugdes recém-preparadas para garantir a
confiabilidade dos resultados.'®* O tampao Tris (pH 7,4) é
preferencialmente utilizado no preparo dessas soluc¢des para
minimizar os efeitos de altas concentracdes idnicas, comuns
em tampdes inorganicos, e para facilitar a identificacdo de
interagdes entre as espécies.'® Outra informagao importante
no preparo da solucio tampao refere-se a forca idnica da
solucdo. A interacdo eletrostdtica deve ser afetada por
condicGes externas, como a forga idnica.'™* A presenca
de 5 mmol L' de NaCl na solugido tampao proporciona
blindagem coulombiana e reduz as interacdes eletrostaticas
entre os fdrmacos carregados e a estrutura polianidnica do
DNA. 16

Considerando as propriedades espectroscépicas das
classes de FS, as interagdes FS-DNA podem ser investigadas
usando espectroscopia UV-Visivel, comparando os
espectros de FS na auséncia e na presenca de concentragdes
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crescentes de DNA. As interacdes intercalativas de FS
do tipo porfirinas sdo caracterizadas por deslocamentos
batocromicos significativos (AA = 15 nm) e um efeito
hipocréomico acentuado (H = 30-50%) na banda de Soret.
Essas alteragdes espectrais resultam da conjugagdo entre
o momento dipolar das transi¢cdes eletronicas das bases
do DNA e as transi¢cdes n—r* de porfirinas, ftalocianinas
e fenotiazinas. Em contraste, interagdes externas, como a
ligagdo ao sulco ou interagdes eletrostdticas, sdo indicadas
por deslocamentos batocromicos menores (AA < 8 nm) e
hipocromicidade minima (H < 10%), as vezes exibindo
hipercromicidade.'66-168

Quando as estruturas dessas classes de FS sdo
volumosas, elas tendem a se intercalar em regides ricas em
GC. No caso do ct-DNA, que contém aproximadamente
58% de AT e 42% de GC, uma interagao bimodal € possivel,
onde o composto se intercala preferencialmente em regides
ricas em GC e interage externamente com regides ricas
em AT. Nesse caso, as mudangas espectrais resultardo da
superposicao das absor¢des eletronicas das moléculas de FS
intercaladas e daquelas localizadas nos sulcos do DNA. '
A porcentagem de hipocromicidade pode ser determinada
pela Equagao 23:'%°

H% = [(¢, — &, /Af]) x 100 (23)

onde ¢ e g, sdo os coeficientes de absortividade molar
para as formas livre e ligada do FS, respectivamente. Além
disso, a magnitude da interag@o entre FS e DNA pode ser
interpretada com base no valor da constante de ligagdo (K,),
que € calculada de acordo com a Equagao 23:

[DNA]

€r — &g €, — &

[DNA] , 1
K, (&5 — &)

(24)

onde &,, & e &g correspondem a A, /[FS], ao coeficiente de
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absortividade do FS livre e ao coeficiente de absortividade
do complexo FS:DNA. Um grifico de [DNA]/(e, — &f) vs
[DNA] terd uma inclinacio de 1/(eg — €¢) € uma intersecgao
com o eixo y igual a 1/K,, (ez — €r). A constante de ligacdo
K, foi calculada a partir da razdo entre a inclinacdo e
a intersec¢do com o eixo y.'"” As constantes de ligagio
determinadas experimentalmente podem ser comparadas
com valores tipicos de K, para intercaladores cldssicos que
exibem valores de K, em torno de 1 x 107 M1 Além
disso, a comparagdo dos valores de K;, entre diferentes FS
permite a avaliacdo da forca de interacdo dentro da mesma
classe de compostos.

Geralmente, a intercalacdo do DNA resulta em
um aumento na intensidade de fluorescéncia do FS,
enquanto interagdes externas podem levar a supressdo da
fluorescéncia. Isso ocorre porque a intercalacio efetivamente
transfere energia das bases do DNA para o FS no estado
excitado (mecanismo dindmico), o que € confirmado por
uma diminui¢do no tempo de vida da fluorescéncia dos FS
para 2-3 ns.'”” No caso de interagdes externas, o tempo de
vida da fluorescéncia do composto aumenta para 11-12 ns,
pois ndo ha contato com o agente supressor da fluorescéncia
(bases do DNA) e, quando localizado no sulco do DNA, o
FS fica parcialmente protegido de outro agente supressor,
como moléculas de dgua. 67168171

Além dessa metodologia, ensaios de ligacdo competitiva
usando sondas fluorescentes também sdo propostos para
elucidar o modo de interac@o de porfirinas, ftalocianinas e
fenotiazinas com o0 DNA (Tabela 5). Por exemplo, o brometo
de etidio (EtBr) € um intercalador classico de DNA de fita
dupla, e sua fluorescéncia pode ser usada para monitorar
o deslocamento competitivo por outras moléculas. O
decaimento da fluorescéncia do EtBr intercalado no DNA
na presenca de classes de FS pode ocorrer por meio do
deslocamento direto do EtBr pelo composto, decaimento
dindmico ou reabsorcdo da luz emitida pelo EtBr. No
entanto, como a densidade dptica dessas classes de FS
na faixa de 600 a 700 nm € inferior a 0,1, a hipdtese de
reabsor¢do pode ser descartada.'®®!'® O laranja de acridina
(AO) € outro corante intercalador para DNA que apresenta
emissdo de fluorescéncia entre 550 e 700 nm e € menos
téxico que o brometo de etidio (EtBr).

O decaimento da fluorescéncia do EtBr ligado ao DNA

Caetanoetal.

pode ser quantificado usando a Equacdo de Stern-Volmer
(Equagdo 19), permitindo a avaliacdo da extensdo da
interacdo entre o FS e o DNA. Neste estudo, o aumento
da concentracdo de FS pode levar a uma diminui¢do na
fluorescéncia do EtBr e a um aumento concomitante
na fluorescéncia do FS. O aparecimento de um ponto
isoemissivo na presenga de DNA sugere a formagdo de
um complexo entre os FS e o EtBr.!® Esse fendmeno
pode ser atribuido ao autoempilhamento dos FS ao longo
da hélice do DNA, combinado com fortes interagdes
eletrostdticas entre os grupos N-substituintes carregados
positivamente na periferia dos FS e os grupos fosfato
carregados negativamente do DNA. Esse processo resulta
no mascaramento da fluorescéncia do EtBr pelo FS e na
ocorréncia de transferéncia de energia entre ambas as
moléculas.'®

Um grande numero de fotossensibilizadores se intercala
no DNA ou € reconhecido seletivamente por regides
especificas do DNA, especialmente o sulco menor.

Porfirinas, ftalocianinas e fenotiazinas, devido a
auséncia de centros quirais, ndo exibem sinais intrinsecos
nos espectros de dicroismo circular (DC). No entanto, ap6s
interagirem com o DNA, esses compostos podem exibir
sinais de dicroismo circular induzido (DCI) na regido de
suas respectivas bandas de Soret. Esse efeito € atribuido
ao acoplamento dos momentos de dipolo de transicdo
do fotossensibilizador com as transi¢des eletronicas
das nucleobases, que estdo dispostas de forma quiral,
ou a interagdes excitonicas entre o DNA e a porfirina.
Comparando o espectro de DC dos fotossensibilizadores na
presenca de diferentes concentragdes de DNA, o modo de
interacdo entre as espécies pode ser inferido com base na
forma e intensidade do sinal de DCI: um espectro de DCI
negativo na regido de Soret € caracteristico de intercalagdo,
enquanto um sinal positivo indica ligacdo externa ao DNA.
Diversos estudos relatam que a intercalagdo dessas classes
no DNA facilita a transferéncia de energia das bases
nitrogenadas para o composto fotoexcitado, um fendmeno
evidenciado por um sinal negativo na regido de Soret do
espectro de CD. Por outro lado, quando os FS se ligam
externamente ao DNA, o espectro de CD exibe um sinal
positivo na mesma regido. %16

A compreensio da interagao entre o fotossensibilizador

Tabela 5. Ensaios de ligagdo competitiva utilizando sondas fluorescentes

Sonda Modo de Interacao Metodologia Ref
o - Emissao fluorescéncia

Brometo de etidio (EtBr) Intercalagao (hm 526 1 € A= 605 nm) 166
. - - Emissao fluorescéncia

Alaranja de acridina (AO) Intercalagio (hoi= 420 nm e A= 520) 158

Hoechst stain Sulco menor Emissio fluorescéncia 167

(Aey=360 nm e A= 460 nm)

Rev. Virtual Quim. 2026, 18(5)
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(FS) e o DNA vai além dos aspectos relacionados aos
danos induzidos ao DNA pelas espécies reativas de
oxigénio (EROs).'"”” Muitos FS apresentam estruturas
quimicas aromadticas e planas, o que favorece a agregacao
em solugdes aquosas. Esse processo de agregacdo reduz a
capacidade do FS de gerar EROs e também pode suprimir
sua fluorescéncia. Quando o FS interage com o DNA,
especialmente por intercalacdo entre os pares de bases,
ocorre frequentemente a desagregagdo dessas espécies para
a forma monomérica. Essa interacdo restringe o movimento
molecular, reduz processos de decaimento ndo radiativo e
pode restaurar a emissdo de fluorescéncia, além de favorecer
a geracdo de EROs.'”

5. Conclusao

A utilizacdo de moléculas fotossensibilizadoras em
modelos bioldgicos € fundamental para a compreensao de
seus comportamentos fotofisicos e fotoquimicos, bem como
para a adequada interpretagdo de seus efeitos em sistemas
biol6gicos. Nesta revisdo, foram reunidos e discutidos
aspectos espectroscépicos e fotofisicos relevantes de
diferentes classes de fotossensibilizadores, com énfase nas
principais metodologias empregadas em sua caracterizacao.
Em muitos casos, tais abordagens envolvem medi¢des
indiretas, o que torna essencial a escolha criteriosa de
padrdes de referéncia, bem como o controle rigoroso das
condi¢des experimentais utilizadas.

Nesse contexto, a andlise critica das metodologias
disponiveis e de suas limitacdes torna-se indispensével para
garantir maior confiabilidade na obtencdo e interpretacao
dos dados experimentais. Além disso, a adogdo de
praticas metodoldgicas bem estabelecidas pode contribuir
significativamente para o aumento da reprodutibilidade
e da comparabilidade entre estudos na literatura. Assim,
espera-se que esta revisdo ndo apenas sintetize conceitos
fundamentais relacionados a caracterizag¢do fotofisica de
fotossensibilizadores, mas também sirva como um guia
metodolégico para pesquisadores da drea, incentivando
abordagens experimentais mais padronizadas e robustas. Dessa
forma, tais contribui¢des podem auxiliar no desenvolvimento
e na avaliagdo mais criteriosa de novos fotossensibilizadores,
favorecendo avancos futuros nas aplicacdes em terapia
fotodinamica e em outras dreas da fotoquimica aplicada.
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