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6

Propriedades fotossensibilizantes de ZnPc em micelas

O mecanismo de fotoxidagdo de moléculas na presenca de
fotossensibilizantes e oxigénio pode ocorrer via mecanismo Tipo I ou Tipo II,
sendo que a maioria das reagdes ocorre via mecanismo Tipo II, producao de
oxigénio singleto, conforme citado na introducdo dessa tese. Ambos o0s
mecanismos implicam em fotobranqueamento, isto ¢, em perda de absor¢do e/ou
fluorescéncia, no caso de a molécula fotoxidada ser um cromoéforo ou fluoroforo.
Neste trabalho, foi estudado o fotobranqueamento da propria ftalocianina, de
triptofano, e da sonda especifica para oxigénio singleto, DPBF. Como sera
demonstrado mais adiante, foi observado que o mecanismo de agdo da ZnPc ¢ de
Tipo II e que o 'O, gerado degrada tanto a propria ZnPc como as moléculas
sondas utilizadas, Trp ¢ DPBF.

O mecanismo Tipo II ocorre segundo as seguintes reacdes, sendo S a sonda:

[ ZnPe] —— [ znPc]" —5 5 3[znPc]”

3 * 3 ky 1

[ZnPc] +°Oy —=— [ZnPc]+ O, (6.1)
k

'0, + S — 1 produto degradado

A producio de 'O, por ZnPc irradiada com luz de LEDs vermelhos foi
avaliada em nanoemulsdes de DMF-surfactantes através de (a)
fotobranqueamento da propria ZnPc, pelo decaimento da absorgdo; (b)
fotoxidacdo de Trp solubilizado no meio aquoso, detectada pela perda de
fluorescéncia; (c) sonda especifica DPBF, com absor¢ao em 417 nm, que sofre
fotobranqueamento ao reagir com oxigénio singleto.

Foram utilizadas solucdo estoque de triptofano (Trp) 1 mM em tampao
fosfato pH 7,4, 10 mM e solugdo estoque de 1,3-difenilisobenzofuran (DPBF) a
ImM em DMF. Foram feitas varias solugdes estoques compostas de ZnPc a

0,5 mM em DMF e varios surfactantes: CTAB, 333 mM, HPS, 43 mM, SDS, 333
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mM, Tween 80, 15 mM. Foi também utilizada uma solug¢do de SDS 300 mM em

agua MilliQ para aumentar a concentracdo do SDS na solucao final.

6.1

Atividade fotodinamica avaliada por fotobranqueamento de ZnPc

A producdo de oxigénio singleto por ZnPc em nanoemulsdes pode ser
avaliada pela taxa de fotoxidag¢do da propria ZnPc, detectada pela diminuicdo da
absorbancia.

As nanoemulsdes de ZnPc-DMF-surfactante foram irradiadas com luz de
LEDs vermelhos na presenga de oxigénio, para diferentes periodos de irradiagdo.
Foram tomados espectros de absorcdo dessas amostras (Fig. 6.1). O espectro de
absor¢ao apresenta os picos tipicos de ZnPc em 342 nm, 608 nm ¢ 672 nm, que
decaem com o tempo de irradiacdo. Nota-se que as taxas de fotobranqueamento
dependem do surfactante utilizado. Como essas mesmas amostras foram utilizadas
para avaliar a fotoxidacdo de Trp (préxima secdo), o pico de Trp em 278 nm pode
ser também observado.

Observou-se em experiéncias anteriores que a micela de ZnPc-DMF-
surfactante em solu¢do aquosa mantinha inicialmente o ZnPc monomérico, mas
depois de um tempo o DMF, por sua miscibilidade em agua, saia da nanoemulsao
fazendo com que o compartimento hidrofébico diminuisse, deixando mais
proximos os mondmeros de ZnPc e produzindo sua agregacdo. Observou-se que
esta agregacao dependia do surfactante. Para levar em conta o efeito da agregacao
no estudo das taxas de fotobranqueamento de ZnPc, foram obtidos espectros de
absorcdo com amostras de ZnPc-DMF-surfactante tanto irradiadas como sem

irradiar. A relacdo 4,,,.,,/ 4

ira permite eliminar a diminui¢do da absorbancia

ndoirrad
devido a agregagdo, de tal maneira que esta relagdo mostra exclusivamente a
diminui¢do provocada pelos efeitos da irradiacdo. A Fig. 6.2, mostra a relacdo

A obtida no pico de ZnPc em 672 nm, em fun¢do do tempo para os

irrad / Andoirmd >
sistemas ZnPc-DMF-surfactante, com os surfactantes CTAB, HPS, SDS e Tween
80. A partir desses resultados, apenas o fotobranqueamento de ZnPc devido a

irradiacdo estard sendo avaliado.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812276/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812276/CA

Figura 6.1. Espectros de absorgéo das solugbes de ZnPc-DMF-surfactante com Trp em tampéo
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fosfato pH 7,4 (10 mM). (a) 130 uM HPS. (b) 16 mM SDS. (c) 46 pM Tween 80. 1,5 yM ZnPc e 20

UM de Trp.
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(a) ZnPc (672 nm)
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Figura 6.2. (a) Fotobranqueamento da ZnPc, observado no pico de 672nm, em fungéo do tempo
para solugdes de ZnPc-DMF-surfactante em presenga de Trp em tampéo PB pH 7,4 (10mM).
Surfactantes: CTAB, HPS, SDS, Tween 80. (b) Idem, em escala logaritmica.

O gréfico de log (Airaa/An irraa) N0 pico de 672nm pertencente a ZnPc em
funcdo do tempo apresentou comportamento linear, mostrando decaimento
exponencial (Fig. 6.2 b). Esse comportamento foi ajustado com a fungao:

A = A exp(—kt)
onde k ¢ a taxa de fotobranqueamento da ZnPc.

A Tabela 6.1 mostra as taxas de fotobranqueamento de ZnPc, encontradas a
partir do ajuste monoexponencial. Observa-se que em SDS a intensidade dos
picos de ZnPc decai cerca de dez vezes mais rapidamente que em HPS. As taxas

de decaimento em Tween 80 e em CTAB foram intermediarias e semelhantes.
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Tabela 6.1. Taxas de fotobranqueamento de ZnPc (k) e tempos caracteristicos (1 = 1/k)
nos diferentes sistemas micelares, para amostras em ambiente aerdbico e taxas de

irradiagdo com LED vermelho descritas no texto.

Surfactante k (10_2 min_l) k (10_4 s"l) T (min)
CTAB 2,39 + 0,02 4,0 42
HPS 1,05+ 0,01 1,8 95

SDS 11,3+0,3 18,8 9,0
Tween 80 1,80 £ 0,07 3,0 56

O fotobranqueamento da ZnPc tem um comportamento exponencial no
tempo e ¢ provocado pelo oxigénio singleto gerado por ela mesma. De fato,
Ogunsipe et al. (2003) encontraram que a fotodegradagdo oxidativa geralmente
observada para as ftalocianinas ¢ mediada pelo ataque do oxigénio singleto gerado
pela propria ftalocianina irradiada. Portanto, as taxas de fotobranqueamento da
Tabela 6.1 estariam associadas a producdo de oxigénio singleto nos diferentes
sistemas micelares. Para verificar este fato, foram comparados espectros de
absor¢do de solu¢des ZnPc-DMF-surfactante em ambiente acrdbico e em amostra
fechada submetida a fluxo de nitrogénio. Os resultados para amostras irradiadas
em intervalos de 15 min por uma hora sdo apresentados na Fig. 6.3 ¢ mostram
que, quando o oxigénio ¢ fluxado para fora da amostra, a diminui¢do do pico de

ZnPc é muito menor do que em presenca de oxigénio atmosférico.

0.10 5
0.08
(4]
2 |
b
3 0.06
(@) B
a
< 0.04 Aem672 nm
- —l sem 02
0.02 - —®-comO,
0.00 " . " . ; . T .
0 20 40 60
Tempo (min)

Figura 6.3. Absorbancia em 672 nm, correspondente ao pico de ZnPc, em fungao do tempo de

irradiacdo com LED vermelho. (m) em atmosfera de N; () em ambiente aerdbico.
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A Tabela 6.1 indica que a taxa de fotobranqueamento de ZnPc em SDS foi 5
vezes maior que em CTAB; 6 vezes maior que em Tween 80 e 10 vezes maior que
em HPS. Entdo, o surfactante zwiterionico HPS mostrou a menor taxa de
fotobranqueamento, seguido por Tween 80 e CTAB. Em SDS o
fotobranqueamento foi o mais rapido.

Spikes et al. (1992) sugeriram que a diminui¢cdo do fotobranqueamento
devido a presenca de surfactante estaria relacionada com a incorporagdao do
fotossensibilizante no sistema micelar, em regides de baixa constante dielétrica
onde o fotobranqueamento seria menor. Encontraram uma correlagdo entre o
rendimento quantico de fotobranqueamento de porfirinas e a constante dielétrica
do solvente. Em nosso caso, o fato de a agua penetrar mais em micelas de SDS,
aumentando a constante dielétrica do meio micelar, poderia estar de acordo com a
alta taxa de fotobranqueamente nessas emulsdes.

Em contraste, a nanoemulsao formada por ZnPc-DMF-HPS, sendo a micela
mais estavel dentre as utilizadas neste estudo, ndo permitiria a penetracdo de agua
no compartimento hidrofébico, mantendo a constante dielétrica baixa e assim

diminuindo o fotobranqueamento da ZnPc.

6.2

Atividade fotodinamica avaliada por fotoxidacao de Trp

Assim como Lambert et al. (1986); Ball et al. (1998) e Da Silva (2003),
utilizaram a fotoxidagdo do triptofano para avaliar a eficiéncia fotodindmica de
alguns derivados porfirinicos. Aqui foi avaliada a capacidade das nanoemulsdes
de ZnPc-DMF-surfactante em tampao fosfato 7,4 de fotoxidar triptofano
adicionado a solu¢do. A producdo de oxigénio singleto por ZnPc em
nanoemulsdes pode ser avaliada pela taxa de fotoxidagao do Trp, obtida através da
diminuigdo da sua fluorescéncia. E importante notar que o amino acido Trp em
pH neutro é zwitterionico e suas moléculas localizam-se principalmente no meio
aquoso. As moléculas de ZnPc, ao contrario, localizam-se no interior das micelas.
Os dois tipos de moléculas sondam, portanto, o fotobranqueamento produzido por
'0, em diferentes regides do meio ndo homogéneo.

A fotoxidag¢do de Trp, adicionado aos sistemas micelares para atuar como

- 1 . . .. . ,
sonda de produgdo de "O,, localizado no meio aquoso, foi investigada através da
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fluorescéncia de Trp, com pico de emissdo em 350 nm. A eficiéncia da ZnPc,
contida nas nanoemulsdes ZnPc-DMF-surfactantes, em provocar fotoxidagdo de
triptofano estd relacionada com a difusdo do oxigénio singleto para fora das
micelas, ja que o triptofanose localizara principalmente no meio aquoso.

Foram obtidos os espectros de fluorescéncia do Trp (20 uM) nas solugdes
de ZnPc-DMF-surfactante (Fig. 6.4). Observa-se uma diminui¢do na intensidade
de fluorescéncia em func¢do do tempo de irradiagdo com LEDs vermelhos para
todos os casos, mas a taxa de fotoxida¢do varia segundo o surfactante. Na
auséncia de ZnPc, ndo ¢ observada qualquer diminui¢do de fluorescéncia devido a

irradiacdo com LEDs.

(@) ZnPc + CTAB (1Mm) + Trp (20um)

(com irradiagao)
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30
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(b) ZnPc + HPS (130 uM) + Trp (20uM)
(com irradiagao)
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Figura 6.4 (a e b). Espectros de fluorescéncia do Trp (20uM) em solugdes ZnPc-DMF-surfactante,
em PB pH 7,4 (10 mM). Excitagédo, 278 nm. (a) 1 mM CTAB. (b) 130uM HPS. 1,5 uM ZnPc.
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(c) ZnPc + SDS (16mM) + Trp (20uM)
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Figura 6.5 (c e d). Espectros de fluorescéncia do Trp (20uM) em solugdes ZnPc-DMF-surfactante,
em tampao fosfato pH 7,4 (10 mM). Excitagéo, 278 nm. (c) 16 mM SDS. (d) 46 uM Tween 80.
1,5 uM ZnPc

Para observar de uma maneira mais clara o decaimento da fluorescéncia de
Trp, foi feito um grafico da intensidade normalizada do pico em 350 nm em
funcdo do tempo (Fig. 6.5). No caso de HPS a fluorescéncia do Trp decai mais
rapidamente e atinge um valor final menor do que nos casos dos outros
surfactantes. No caso de CTAB, a taxa inicial de decaimento ¢ a mesma que para
HPS, mas o valor final da fluorescéncia ¢ 80% do valor inicial, ou seja, o oxigénio
singleto gerado na reagdo oxidou 20% do total de Trp que se encontrava na
solugdo. Em micelas de SDS, a taxa de fotoxidag¢do de ZnPc ¢ tdo grande (ver Fig.

6.2) que ndo sobra 'O, para se difundir para fora da micela e atacar o Trp.
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No caso do Tween 80 o comportamento € peculiar ja que a intensidade da
fluorescéncia do Trp decai s6 5% nos 200 minutos de irradiacdo, ou seja, s6 5%
da quantidade de Trp foi fotoxidado, mas se observa que o fotobranqueamento da
ZnPc ¢ semelhante ao encontrado com o CTAB. Pode-se concluir que,
provavelmente devido ao tamanho da cabega polar de Tween 80, comparado com
as dos demais surfactantes, o oxigénio singleto gerado pela fotoexitacdo da ZnPc
ndo consegue difundir-se até a regido aquosa, fora da micela, onde se localiza o

Trp, mantendo a intensidade da fluorescéncia de Trp quase inalterada.

Fotoxidagao do Triptofano

-- CTAB

-- SDS

-- HPS

-- Tween 80

F/Fo

! | ! | ! | ! |
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Figura 6.6. Relagéo F/Fo do pico de fluorescéncia em 350 nm, pertencente ao Triptofano (20 uM)
(escala logaritmica), em fungéo do tempo de irradiacdo com LEDs vermelhos, para solugdes de
ZnPc-DMF-surfactante em tampao fosfato pH 7,4 (10 mM), com os surfactantes CTAB, HPS, SDS

e Tween 80. Os valores de kp (min™") correspondem as taxas iniciais de fotoxidago de Trp.

No grafico logaritmico da Fig. 6.5, observa-se linearidade na fase inicial do
decaimento da fluorescéncia no pico em 350 nm (primeira hora de irradiagdo),
com exce¢do de SDS onde a ZnPc ¢ rapidamente degradada. Devido a degradagao
da propria ZnPc por 'O, produzido, a taxa de geragdo de 'O, vai diminuindo,
diminuindo também a taxa de fotoxidacdo de Trp. Foram encontradas as taxas de
fotoxidagdo de Trp, k,, usando a fase inicial (Tabela 6.2). As taxas de fotoxidagdo
de Trp nas solugdes contendo HPS e CTAB foram da mesma ordem de grandeza;
com SDS, a eficiéncia de degradagdo de Trp foi muito pequena porque o

mecanismo de ataque da propria ZnPc por 'O, predomina; j4 com Tween 80, a


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812276/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812276/CA

94

taxa de fotodegradacdo de Trp foi uma ordem de grandeza menor do que com
HPS e CTAB.

E interessante notar que, enquanto o HPS foi o surfactante que melhor
protegeu a ZnPc de fotobranqueamento, também permitiu a saida do oxigénio
singleto gerado no compartimento hidrofébico para fotoxidar o Trp com maior

eficiéncia.

Tabela 6.2. Taxas iniciais de fotoxidagédo do Trp por irradiagdo com LED vermelho na

presenga de ZnPc-DMF-surfactante.

Surfactante ky (107 min™")
Em DMF 0,43 + 0,045
CTAB 56+0,3
HPS 54+0,5
SDS 3,7
Tween 80 0,35+0,01

Concluimos, da Fig. 6.5 e Tabela 6.2, que a taxa de fotoxidacdo de Trp
provocada por ZnPc foi maior em nanoemulsdes de DMF-CTAB e DMF-HPS,
dentre as 4 nanoemulsdes testadas. Foi observada que a taxa de fotoxidac¢do do
Trp depende da taxa do fotobranqueamento de ZnPc, ja que, se houver pouca
quantidade de ZnPc para fotoexcitar e produzir oxigénio singleto, vai haver menor
quantidade de Trp fotoxidado.

Pelo fato de ser zwiterionico, o Trp vai localizar-se no meio aquoso, ¢ a sua
taxa de fotoxidacdo k, vai depender do surfactante utilizado para solubilizar a
ZnPc, como observado na Tabela 6.2 e discutido acima. O tempo de vida de 102 é
de cerca de 3,5 us e a difusdo até o meio aquoso, que influi na eficiéncia de
fotobranqueamento do Trp, depende do ambiente micelar.

Desta maneira se faz importante a utilizacdo de outra molécula fotoxidavel
que possa penetrar na nanoemulsdo e que fique mais proxima do oxigénio singleto

gerado pela irradiagdo de ZnPc.
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6.3

Atividade fotodinamica avaliada com DPBF

Nao somente a fotoxidacdo de aminoacidos ¢ utilizada como parametro para
avaliar a eficiéncia fotodindmica de um fotossensibilizante, mas também
fotoxidagdes de purinas, lipidios, carboidratos, proteinas ¢ o composto 1,3-
diphenylisobenzofuran (DPBF) (Da Silva A. R. 2003; Zhang X. et all. 2010;
Idowu M. et all. 2007). Neste trabalho o DPBF foi utilizado para este fim. Assim
serdo comparadas as eficiéncias quanticas de producdo de oxigénio singleto por
irradiacdo de ZnPc nos diferentes meios micelares, pelo método relativo, usando
como padrao ZnPc em DMF (Eq. 4.11).

O espectro de absor¢cdo de DPBF em tampao fosfato pH 7,4 contendo
micelas de surfactante CTAB (2 mM) apresenta um pico em 416 nm. Espectros
obtidos apds irradiacdo da solugdo com LEDs vermelhos, sem a presenca de
oxigénio, ndo apresentaram modificagdes considerdveis em 20 minutos de
irradiacdo. Ja em solucdes de ZnPc-DMF-surfactante na presenca de oxigénio
(Fig. 6.6) DPBF sofre fotoxidagdo, detectada pela diminui¢ao do pico em 416 nm.
Por outro lado, o espectro de absor¢do de ZnPc com picos em 342 nm, 608 nm e
672 nm, que também poderia diminuir durante a irradiagdo por ataque de 'O, a
propria ZnPc, diminuiu bem pouco durante o periodo de destrui¢do do DPBF. De
fato, no caso dos quatro surfactantes, observa-se uma diminui¢do bem mais
acentuada do pico em 416 nm (DPBF) do que em 672 nm (ZnPc). Observa-se
também que a taxa de fotoxidacdo depende do surfactante. Durante os estudos de

producdo de oxigénio singleto ndo foi observada formagao de novas bandas ZnPc.
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(a) ZnPc + SDS (17mM) + DPBF (5uM)
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Figura 6.7 (a, b, c). Espectros de absorgéo da solugao ZnPc-DMF-surfactante na presenga de
DPBF. (a) 177mM SDS; (b) 2 mM CTAB; (c)288uM HPS. 3uM ZnPc, 5 uM DPBF.
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(d) ZnPc + Tw 80 (90uM) + DPBF (5uM)
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Figura 6.8 (d, e). Espectros de absor¢éo da solugdo ZnPc-DMF-surfactante na presenca de DPBF.
(d) 90puM Tween 80; (e) sem surfactante. 3uM ZnPc, 5 uM DPBF.

Fazendo experimentos com varias concentragdes de DPBF (de 7,5 uM a
33 uM), mantendo-se fixa a concentragdo de ZnPc, encontrou-se também que a
taxa de fotoxidagao de DPBF foi independente de sua concentragao.

Na Figura 6.7 estdo apresentados os decaimentos do pico de 416 nm
(DPBF), para o estudo da taxa de producio de 'O,, e do pico de 672 nm (ZnPc),
para obter sua taxa de fotobranqueamento. Em relagdo a taxa de fotoxidac¢do do

DPBF, obteve-se um ajuste monoexponencial [ In(4/4y)=—k,¢ ] com um erro

consideravelmente mais baixo do que no caso da fotoxida¢do do Trp. As taxas
obtidas dos ajustes aparecem na Tabela 6.3, junto com as taxas das Tabelas 6.1 ¢

6.2, para comparacao.
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Figura 6.9. Fotoxidacdo de DPBF e de ZnPc. 3 uM ZnPc e as mesmas concentracdes de

surfactante que na Fig. 6.6.

Tabela 6.3. Taxas de fotoxidagado do DPBF (k) por irradiagdo com LED vermelho na
presenga de ZnPc-DMF-surfactante e as taxas de fotoxidagéo de Trp (k,) e da propria
ZnPc (k), repetidas das Tabelas 6.1 e 6.2, para comparagao. 1,5 yM ZnPc;
concentracdes de surfactante: TmM CTAB, 230 yM HPS, 16 mM SDS e 45,8 uM Tw 80.

Surfactante  k, (10° min™) k (10° min")  k, (min™") k (10” min™)

Trp ZnPc (Trp) DPBF ZnPc (DPBF)
CTAB 5,6+0,3 23,9+0,2 0,11 +0,01 6,9+0,2
HPS 54+0,5 10,5+ 0,1 0,26 £ 0,01 1,2+0,7
SDS 3,7 113+ 3 0,12+ 0,01 31,9+ 04
Tween 80 0,35+ 0,01 18,0+ 0,7 0,28 +0,02 20,5+ 1,6

Na Tabela 6.3, observa-se que as taxas de fotoxidacdo de DPBF sao bem
maiores do que as de Trp. Isso estd de acordo com a natureza hidrofobica de
DPBF, ja que a produgdo de '0, se dé na parte hidrofobica das micelas, onde o
fotossensibilizante estd localizado. Observa-se também que as taxas de
fotoxidagdo de DPBF sdo bem maiores do que as de ZnPc, indicando que DPBF ¢
preferencialmente fotoxidado por 'O,. Isto também concorda com a menor taxa de
fotoxidacdo de ZnPc encontrada na presenca de DPBF, em relagdo as taxas
medidas na presenca de Trp, a excecdo de micelas de Tween 80 onde foram

observados valores semelhantes.
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Pode-se observar (Tabela 6.3) que as taxas k, de DPBF sdo semelhantes no
caso de HPS e Tween80 (0,26 seg_1 e 0,28 seg_l, respectivamente). Essas taxas
também sdao semelhantes no caso de CTAB e SDS (0,10 seg_1 e 0,12 seg_l,
respectivamente), porém cerca de duas vezes menores que as de HPS e Tween80.
No caso do fotobranqueamento de ZnPc evidencia-se que a estabilidade no tempo
da nanoemulsdo de ZnPc-DMF-surfactante ¢ importante para analise do
fotobranqueamento de ZnPc. Como SDS e Tween 80 formam nanoemulsdes
menos estaveis que HPS e CTAB, como foi estudado no Capitulo 5.2, Figura 5.7,
¢ possivel que o aparente fotobranqueamento de ZnPc esteja relacionado com
agregacao devido a saida de DMF das nanoemulsdes. Ainda que este fato ja tenha
sido descontado nos espectros obtidos com DPBF, observa-se que as moléculas de
ZnPc em estado monomérico sdo mais resistentes ao fotobranqueamento que as
moléculas agregadas.

O decaimento dos picos de DPBF (416 nm) e de ZnPc (672 nm), na Figura
6.7, evidencia que as melhores condi¢des para fotoxidar DPBF, com menos
fotobranqueamento de ZnPc, sdo encontradas em nanoemulsdes ZnPc-DMF-HPS.
Em Tween 80, ZnPc também tem uma alta eficiéncia para fotodegradar o DPBF,
mas mostra menor capacidade de evitar fotobranqueamento de ZnPc. As
nanoemulsdes com CTAB mostram pouco fotobranqueamento de ZnPc, mas
menor taxa de fotoxidagdo de DPBF. O SDS apresentou as piores condigdes, entre
os quatro surfactantes, pois mostrou menor capacidade tanto de fotodegradar o

DPBEF, quanto de evitar fotobranqueamento de ZnPc.

Tabela 6.4. Valores utilizados para o célculo das @y, @ , Dy, znpe , Pp 1ip Pp DPBE

Dy Dy Dy, znpe Dy 1rp D, ppBF

Furt Aga
/ As1o / Agss Le3s
Fsld Asurf

Lya/ k, kp Zne Iess Kpmrp 1 ky peer Iess
3 - - 5 - 635 Ti 3 -
Isurf 10 3 S ! 107 s ZnPc 107 s 35 Trp 10 3 N ! DPBF

DMF 1 0,038 1 0,1 0,21 1 13,8 0,19 0,21 0,72 0,06 13,8 0,21
SDS |0,78 0,034 1,12 0,057 0,12 1,75 3,08 3,16 0,12 | 6,17 0,058 3,17 0,12
CTAB | 0,23 0,014 2,71| 0,038 0,084 2,5 3,33 1,00 0,08 | 9,33 0,039 3,33 0,084
HPS [022 0,014 2,71| 0,042 0,091 2,31 9,08 0,79 0,09 | 9,00 0,032 9,00 0,091

Tween

30 0,38 0,032 1,19 0,054 0,12 1,75 10,8 1,07 0,12 | 0,58 0,035 10,8 0,12
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6.4

Eficiéncia quantica de fluorescéncia ®s

A relagado entre fotons emitidos e fotons absorvidos resultam no rendimento
quantico de fluorescéncia @¢, onde valores proximos da unidade indicam que os
fluoréforos sdo mais eficientes como sonda fluorescente, para usar no diagnostico
e também para usar como agente fotossensibilizante para PDT (Idowu et al.,
2007).

Nas nanoemulsdes de HPS, CTAB, SDS e Tween80 em PB pH 7,4 foram
obtidos os valores das ®¢a partir dos espectros tomados logo apds a elaboracao
das nanoemulsdo, antes da irradiagdo. Foi utilizando o procedimento da secdo
4.2.3, juntamente com a equacao 4.14. O indice de refracio do DMF ¢ 1,43 e 0 da
agua 1,33; a ®¢ do padrao (ZnPc em DMF) ¢ de 0,18 (Maree et al. 2002). Os
dados utilizados para o calculo de @ encontram-se na Tabela 6.4.

Na Tabela 6.5 pode-se observar que em nanoemulsdo com SDS o @¢ (0,14)
¢ maior em relacdo a CTAB e HPS (0,10 e 0,09, respectivamente) e a diferenga ¢
maior com relacao a Tween 80 (0,07).

Em relagdo a bibliografia (Tabela 6.5, valores com indices), pode-se notar
que os resultados encontrados neste trabalho apresentam rendimentos quanticos
maiores, associados as nanoemulsdes ZnPc-DMF-surfactantes. Podemos notar
que, em todos os experimentos, os autores utilizam solu¢des ZnPc-surfactante em
que possivelmente as moléculas de ZnPc encontram-se mais aglomeradas, como
no caso de nossas micelas, no dia seguinte a preparagdo das nanoemulsoes.

O baixo valor de ®¢ da nanoemulsdo formada por CTAB pode ser devido ao
efeito de atomo pesado do bromo presente na solucao; este efeito tende a
favorecer a transi¢ao entre estados de multiplicidade diferente (Turro, 1991), o
que provoca cruzamento intersistemas ao estado tripleto, evitando desta maneira
que a maioria da popula¢do de moléculas que se encontram no estado eletrdnico
excitado S1 sejam desativadas por fluorescéncia e saltem ao estado eletronico

excitado tripleto T1.
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Tabela 6.5. Eficiéncia quantica de fluorescéncia ®; eficiéncia quantica de produgao de
oxigénio singleto ®,, eficiéncia quantica de fotobranqueamento tanto da ZnPc, DPBF e
Trp, @ znpc » Pp peer, Py 1rp , respectivamente (referéncias da Tabela 5: "Owens J. W. et
all 1998; > Ogunsipi et all 2003; ° Ribeiro J. 2003; * Sibata et all, 2004. Todos os valores

citados foram encontrados em solugdes micelares de ZnPc-surfactante em meio aquoso)

D,y znpe () [0}
ZnPc @ o pa’ p PR p®
107% 10 (107
1 2 1,90
DMF 0.18 0.56 oG 662 0.45
0.10 0.35
CTAB  (602°  ofos® 1209 4,00 9.03
HPS 0,09 0.95 8.91 9.95 10,61
0.14
SDS 0,092 0062733 26,27 2,65 4,00
0.15 ’
Tween80 0,07 0,79 9.3 9,08 0.63

As nanoemulsdes que contém ZnPc em HPS , Tween80 e CTAB mostram
valores de @y baixos em relacdo a SDS. Isto pode ser explicado mediante o
espectro de fluorescéncia (Fig. 6.8), onde se observa que a espécie fluorescente
presente nas diferentes nanoemulsdes se encontra em estado monomérico e sofre
diminui¢do, dependendo da estabilidade no tempo das nanoemulsdes dos
diferentes surfactantes. A relacdo Fsps/Frweenso € de ao redor de 2 e as relagoes

Fsps/Fcrap € Fsps/Fups , ao redor de 3.
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Figura 6.10. Espectro de Fluorescéncia das nanoemulsbes ZnPc-surfactante-DMF em PB pH 7,4.
[ZnPc]=1,5 pM; [surfactantes] > 2 CMC. Espectros tomados no momento da elaboracéo das

nanoemulsdo, antes da irradiagao.

Partindo da premissa de que @, +® . +®,. =1, e que o D, (eficiéncia

quantica de conversdo interna) deve ser desprezivel devido a rigidez da molécula

de ZnPc (Ribeiro, 2003), dos baixos valores de @ , apresentados pela ZnPc nos

diferentes meios micelares conclui-se que a via de desativagao da molécula sera
preferencialmente por cruzamento intersistemas ISC, fosforescéncia e outros
processos a partir do estado tripleto. Em acordo com os valores relativamente
altos de @, (obtido na proxima sec¢do), observa-se que a via de desativacio
preferencial foi a partir do estado tripleto do fotossensibilizante, induzindo a
criagdo do 'O, (mecanismo de desactivacio tipo II).

De qualquer maneira, os valores de @, sdo baixos o suficiente como para

permitir que estas nanoemulsdes sejam usadas em fotodiagndstico e como
fotossensibilizante. Estes dados podem ser direitamente relacionados a eficiéncia

fotodinamica do fotossensibilizante (Foote, 1991).

6.5

Eficiéncia quantica de oxigénio singleto ®,

A eficiéncia na formacgdo de oxigénio singleto ¢ provavelmente o mais
importante indicador para um fotossensibilizante a ser aplicado em PDT (Zhang et

al., 2010). A @, foi determinada em solu¢ao PB pH 7,4 usando DPBF como um
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quencher quimico. A obtengdo da @, foi descrita na se¢do 4.2.3 e estd dada pela

std
Eq. 4.11 | @, =®57 ka 77| onde @‘Zd ¢ a eficiéncia quantica de oxigénio
p

singleto para o padrdo, ZnPc em DMF, CDsAtd = 0,56 (Spiller et al., 1998), k, ¢

Ista’

k ;fd sdo as taxas de fotobranqueamento de DPBF, e I s3o as intensidades de

radiacdo absorvida no comprimento de onda de irradiagdo, A =635 nm na
presenca de ZnPc-DMF-surfactante e de ZnPc em DMEF, respectivamente. Os
valores utilizados para o calculo de ®, encontram-se na Tabela 6.4. Foram
obtidas a @, para varias concentragdes ¢ a média colocada na Tabela 6.5.

Os valores de @, sdo apresentados na Tabela 6.5 para as nanoemulsdes de
ZnPc-DMF-surfactante em PB pH 7,4 obtidas em relagao a solugcdo de ZnPc em
DMF (0,56). Observa-se que os valores de ®, variam muito, sendo o menor
encontrado para a nanoemulsdo de SDS e o maior, de HPS. Pode-se sugerir-se que

existe alta eficiéncia de transferéncia de energia desde o estado excitado tripleto
T, ao oxigénio molecular: Tl(ZnPc)+302 -85, (ZnPc)+102. Pode-se observar

uma correspondéncia inversa entre os valores de @, e Dp, ou seja, que o
surfactante com maior valor de @®¢ (SDS) tem menor valor de ®, . podendo-se
argumentar que os surfactantes que permitiram ZnPc decair de S; até Sy por meio
de emissao de fluorescéncia, ndo permitiram popular suficientemente o estado
excitado tripleto T1 e, portanto, ndo puderam gerar oxigénio singleto, baixando
desta maneira @, No caso de HPS e Tween80, pode-se observar alta eficiéncia de
geracdo de oxigénio singleto, podendo sugerir que estes surfactantes permitem
que a populagdo de ZnPc salte ao estado excitado tripleto quase que por completo,
tendo pouco decaimento por fluorescéncia.

Em relagdo a bibliografia (Tabela 6.5, valores com indices) pode-se ver que
os resultados encontrados neste trabalho, onde foram utilizadas nanoemulsoes
ZnPc- DMF-surfactante, sio bem maiores, devido a estabilidade da nanoemulsdo
que mantém monoméricas as moléculas de ZnPc, como tinhamos observado

acima.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812276/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812276/CA

104

Eficiéncia quéntica de fotobranqueamento da ZnPc ®,

O fotobranqueamento ¢ identificado por um decrescimento no espectro, sem

a formac¢do de novos picos. As moléculas de ftalocianinas, em geral,

fotodegradam-se oxidativamente via ataque de oxigénio singleto gerado por elas

mesmas. Tem sido observada fotodegradagao redutiva (Seotsanyana-Mokhosi et
al., 2001) .

O procedimento para a obten¢do da @, ¢ descrito na Se¢do 4.2.3 mediante

a equacao 4.18

VNA he
p _
A=10"%m) Alg3s,m A

(CD » =Cok , onde k), ¢ a taxa de fotoxidagdo da ZnPc

(na banda de 670nm), Asss.m € a absorbancia do ZnPc-surfactante no
comprimento de onda de radiacao e Is35,, € a intensidade da lampada na posi¢ao
da amostra (75 W m™2) , 4 ¢é a area de irradiaco (3,84x107* cm?), ¥ o volume da
solucdo irradiada (3x107° L), e o comprimento de onda de fotoexcitacdo & A =
635 nm. Os dados utilizados para o calculo de @, encontram-se na Tabela 6.4.

Os valores de @, obtidos para as solugdes ZnPc- DMF-surfactante em PB
estdo na Tabela 6.5; o maior fotobranqueamento ¢ da solugdo contendo SDS
(26,3X1075), as demais solugdes CTAB, HPS ¢ Tween80 tém valores similares
entre si. Estes valores indicam uma boa estabilidade das nanoemulsdes de ZnPc-
DMF-surfactante em relagdo a fotodegradagao.

Os baixos valores encontrados de fotobranqueamento permitem avaliar o
grau de agregacdo da ZnPc nas nanoemulsdes. Varias publicacdes tém reportado
que os baixos valores de ®, estdo associados com baixa agregagdo de ZnPc
(Aveline et al., 1998); este comportamento permite ter uma melhor atividade
fotodinamica devido a que a agrega¢ao reduz a atividade fotofisica das moléculas
(Sibata et al., 2004). Podemos concluir que as solu¢des formadas por CTAB, HPS
e Tween80 tém, de alguma maneira, melhor dispersdo de ZnPc que no caso de
SDS. Esses surfactantes formam nanoemulsdes mais estdveis no tempo o que
permite manter a ZnPc na sua forma monomérica por mais tempo.

Ogunsipi et al. (2003) encontraram o valor de @, (Tabela 6.5) menor que o
encontrado neste trabalho para a solugcdo ZnPc em DMF. Esta diferenca

provavelmente se deve a uma melhor dispersdao da ZnPc na solugao.
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Eficiéncia quéntica de fotobranqueamento da DPBF ®, ppgr

O procedimento para a obtengdo da @, ¢ descrito na Se¢do 4.2.3 mediante a

equagdo 4.18

O =Ck 7VNA he , onde k, é a taxa de fotoxidacdo do
P 0%p 1-10 E635nm) Al A P

DPBF (na banda de 418 nm). Os valores utilizados para o calculo de @,
encontram-se na Tabela 6.4. Na Tabela 6.5 sdo apresentados os valores de @, ppgr,
onde o maior valor € o de HPS, seguido por Tween 80, CTAB e SDS.

Foram calculadas as eficiéncias quanticas de fotobranqueamento de Trp,
@p1rp obtidos da mesma maneira que ®,pper salvo que o k, ¢ a taxa de
fotoxidagdo obtida a partir do pico de 350 nm do espectro de fluorescéncia do Trp
(Eq. 4.17, dados da Tabela 6.4) das nanoemulsdes ZnPc-DMF-surfactante na
presenga de Trp, colocadas na Tabela 6.5. Pode-se observar que as maiores
eficiéncias no fotobranqueamento do Trp sdo em HPS e CTAB, seguidos por SDS
e finalmente Tween 80. Pode-se sugerir que HPS e CTAB permitem que a
molécula de Trp interaja melhor com o oxigénio singleto gerado dentro das
nanoemulsdes. O caso do Tween 80 ¢ diferente. As micelas que mantém a ZnPc
monomérica ndo permitem que o Trp interaja com o '0,, evitando desta maneira
sua fotoxidagdo (observada no seu kj, Tabela 6.3). Observa-se desta maneira que a
localiza¢do do Trp com relagdo ao oxigénio singleto ¢ de suma importancia para
se obter uma eficiente fotoxidagao.

Relacionando os valores de @, ppgr com os de @, 1, , podemos observar
que a eficiéncia de fotobranqueamento das moléculas de DPBF ¢ duas ordens de
magnitude maior que no caso do Trp. Isto deve ser devido, principalmente, a

diferenca de localizacao das duas sondas.

6.6

Conclusoes

Em conclusio, este trabalho avalia a atividade fotodindmica obtida com
ZnPc solubilizada em DMF e incorporada em micelas dos surfactantes HPS,

CTAB, SDS e Tween80 formando nanoemulsdes dispersas em tampao. Como
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sondas de 'O, foram usadas o Trp ¢ o DPBF que se localizam em diferentes
regides da nanoemulsao.

Observou-se que tanto as taxas de fotoxidacdo do Trp e DPBF quanto a taxa
de fotobranqueamento de ZnPc nas nanoemulsdes dependem do surfactante
usado.

A relag@0o Ajnrad/Asiima (relagdo entre a absorbancia da amostra irradiada e a
ndo irradiada na banda de 672 nm) permitiu eliminar o efeito da diminuigdo da
absorbancia devido a agrega¢do provocada pela instabilidade no tempo das
nanoemulsdes de ZnPc-DMF-surfactante (estudada no Cap. 5), de tal maneira que
esta relacdo mostra exclusivamente a diminui¢do provocada pelos efeitos da
irradiacdo. As curvas Ajnrad/Asiimad VS tempo, ajustadas com monoexponenciais do

tipo A = A, exp(—kt), permitiram encontrar as taxas de fotobranqueamento da

ZnPc.

As taxas de fotobranqueamento de ZnPc estdo associadas a produgdo de
oxigeénio singleto nos diferentes sistemas micelares. Isto foi comprovado tomando
os espectros de absor¢do das nanoemulsdes em ambiente aerdbico e anaerobico.
Com esses resultados se avaliou o fotobranqueamento da ZnPc devido a
irradiagao.

O fato de a dgua penetrar mais em micelas de SDS, aumentando a constante
dielétrica do meio micelar, poderia explicar a alta taxa de fotobranqueamente
nessas emulsdes. Ja a nanoemulsao de HPS, sendo a mais estavel desse estudo,
ndo permitiria a penetragcdo de 4gua no compartimento hidrofobico.

A eficiéncia de oxidagdo do triptofano, pelo 'O, produzido por ZnPc, esta
relacionada com a interacao entre Trp, que sendo uma molécula zwiterionica se
localizard principalmente no meio aquoso, € a ZnPc contida nas nanoemulsdes
(regido hidrofobica). Devido ao tamanho da cabega polar de Tween 80,
comparado com as dos demais surfactantes, o oxigénio singleto gerado pela
fotoexcitagdo de ZnPc ndo consegue se difundir até a regido aquosa, fora da
micela, onde se localiza o Trp, mantendo a intensidade da fluorescéncia de Trp
quase inalterada e evitando desta maneira a fotoxidacao do Trp.

Na fotoxidacdo do Trp, a taxa de geracdo de '0, vai diminuindo, exceto em
SDS, onde a ZnPc ¢ rapidamente degradada pelo proprio 'O, produzido. E

interesante notar que enquanto o HPS foi o surfactante que melhor protegeu a
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ZnPc de fotobranqueamento, também permitiu a saida do oxigénio singleto gerado
no compartimento hidrofébico para fotoxidar o Trp com mais eficiéncia.

As taxas de fotoxidacdo de DPBF sao bem maiores do que as de Trp. Isso
estad de acordo com a natureza hidrofoébica de DPBF, ja que a producao de '0, se
da na parte hidrofobica das micelas, onde o fotossensibilizante esta localizado. As
taxas de fotoxidacdo de DPBF sdo bem maiores do que as de ZnPc, indicando
ataque preferencial a DPBF por 'O,.

O decaimento dos picos de DPBF (416 nm) e de ZnPc (672 nm) evidencia
que as melhores condigdes para fotoxidar DPBF, com menos fotobranqueamento
de ZnPc, sdo encontradas em nanoemulsdes ZnPc-DMF-HPS. O Tween 80
também tem uma alta eficiéncia para fotodegradar o DPBF, mas mostra menor
capacidade de evitar fotobranqueamento de ZnPc. As nanoemulsdes com CTAB
mostram pouco fotobranqueamento de ZnPc e menor taxa de fotoxidagdo de
DPBF. O SDS apresentou as piores condigdes, entre os quatro surfactantes, pois
mostrou menor capacidade tanto de fotodegradar DPBF, quanto de evitar
fotobranqueamento de ZnPc.

Foram observados baixos valores da eficiéncia quantica de fluorescéncia o
que permitiu que a desativagdo das moléculas de ZnPc seja por cruzamento
intersistemas, priorizando a desativagdo via mecanismo tipo II (criagdo de 'O, ).
Com este fato, foram observados altos valores da eficiéncia quantica de oxigénio
singleto.

O HPS teve um baixo valor de eficiéncia quantica de fluorescéncia e alto
valor de eficiéncia quantica de oxigénio singleto o que permite concluir que quase
toda a populacdo de moléculas realiza o cruzamento intersistemas até T, e, desta
maneira, pode gerar oxigénio singleto que vai fotoxidar a sonda DPBF. O HPS ¢
seguido pelos surfactantes Tween 80, CTAB e SDS. Em SDS se observou, por
outro lado, alta eficiéncia quantica de fluorescéncia e baixa eficiéncia quantica de
oxigénio singleto.

No caso de HPS, CTAB e Tween80, tem-se valores baixos ¢ similares da
eficiéncia quantica de fotobranqueamento de ZnPc durante a irradiacdo da
solucdo.

Algumas das nanoemulsdes de ZnPc-DMF-surfactante apresentam Otimas
condi¢des para serem usadas em PDT e procedimentos de fotodiagndstico, devido

aos maiores valores de eficiéncia quantica de fluorescéncia, de oxigénio singleto e
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baixa eficiéncia quantica de fotobranqueamento em relacdo aos encontrados na
literatura (Tabela 6.5). Estes resultados sugerem que os surfactantes HPS,
Tween 80 e CTAB que formam as nanoemulsdes podem ser sistemas promissores

de transporte de ZnPc para serem usados em PDT.
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