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INTRODUCAO 18

1 INTRODUCAO

O céncer é uma doenca que afeta um grande nimero de pessoas no mundo, na
maioria dos casos causando a morte precoce. Caracteristica comum do cancer é o
crescimento desordenado de células em neoplasias malignas. O cancer atinge todas as faixas
etarias e ambos os sexos tendo maior probabilidade acontecer na populagdo idosa. As
causas do cancer sdo as mais diversas, possuindo fatores internos (genético) e externos
(meio ambiente, habitos ou costumes social e cultural) estando ambos inter-relacionados
[1].

No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte
por doenca na populacdo, atrds apenas de doencas cardiovasculares. Em 2007, o cancer
representou quase 17% dos Obitos de causa conhecida notificados no Sistema de
Informagdes sobre Mortalidade [2]. Para o biénio 2010-2011 as estimativas no Brasil
apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, sendo o de maior incidéncia o
cancer de pele do tipo ndo melanoma com 53.410 e 60.440 casos novos entre os homens e
as mulheres, respectivamente [2].

Entre as terapias convencionais existentes para o tratamento do cancer figuram a
cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia. Entretanto, essas técnicas
apresentam alguns efeitos colaterais indesejaveis. Dentre eles a redugao da resisténcia do
organismo devido a a¢do da radia¢do ionizante e/ou devido a alta citotoxicidade causada
pela acao de quimioterdpicos, e indugao de novas neoplasias pelo uso de radiagdo ionizante,
gue sao mais perigosos. Além disso, a recidiva tumoral, ocasionada pela ndo eliminacdao da
totalidade de células malignas durante a cirurgia ainda é freqiientemente observada. Diante
desse quadro, nas ultimas décadas tem-se procurado terapias alternativas capazes de
promover a morte celular seletiva das células tumorais sem causar danos significativos ao
organismo quando comparadas com os métodos de tratamento convencionais. Surge como
alternativa, em meados de 1970, a Fotoquimioterapia (FQT).

A FQT utiliza os compostos que, sendo introduzidos dentro de um organismo, nado
possuem alguma atividade contra ele, e quando sdo excitados através de luz na regiao

espectral de 320 até 800 nm produzem espécies reativas que induzem a morte celular. Esses
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compostos sdo chamados de fotossensibilizadores (FS) e sdo administrados por via tépica ou
intravenosa. Logo, a vantagem da FQT é que, sozinhos, FS e luz produzem baixo ou nenhum
efeito negativo para o organismo.

Dentre as formas desenvolvidas em FQT, a de maior destaque e a que vem sendo
mais utilizada em clinica é a Terapia Fotodinamica (TFD) [3]. A TFD ja vem sendo empregada
em tratamentos oncoldgicos (como os tumores malignos de pele do tipo ndo melanoma,
esofago, colo retal, etc.), oftalmolégicos (como a degeneracdo macular relacionada a idade)
e dermatoldgicos (como psoriase, acne e estética) [4].

A TFD utiliza efeito fotodinamico que, segundo a IUPAC [5] é definido como “Term
used in photobiology to refer to photoinduced damage requiring the simultaneous presence
of ultraviolet, visible, or infrared radiation, a photosensitizer and molecular oxygen." Apesar
das vantagens do uso da TFD, essa técnica possui limitacGes de sua eficiéncia, pois seu
mecanismo estd associado com a formacdo dos estados excitados do FS e do oxigénio
molecular e, por isso, depende dos tempos de vida e rendimentos quéanticos desses estados.
Além disso, a existéncia de regides tumorais com baixa concentracdo de oxigénio (anoxia) é
outro fator limitante da TFD. Isso estimula a procura de caminhos alternativos da FQT cujo
mecanismo se associa com a formacao de espécies reativas ndo excitadas e que nao
dependem da presencga do oxigénio.

Outro fator que limita a ampla aplicacdo da FQT na clinica é o alto custo dos FS
utilizados atualmente. Por exemplo, o preco comercial da Photofrin é aproximadamente
USD 29.000,00 por 1,0 g. Este estimula a busca de novos FS, que sdo mais vidveis
economicamente.

No grupo de fotobiofisica do Departamento de Fisica e Matematica da FFCLRP-USP,
temos trabalhado na busca de novos FS que possuam espécies reativas sem excesso da
energia (ndo excitados) como, por exemplo, os radicais livres (peréxidos, anion superdxido,
radical hidroxila etc.), e que sejam mais vidveis economicamente em rela¢do a outros FS ja
existentes no mercado. Surgiu, entdo, o interesse nos derivados de nitrofurano, farmacos ja
utilizados na clinica por terem atividade antibacteriana de amplo espectro (Gram-positivas e
Gram-negativas), acdo contra protozoarios (geralmente as coccideas) e fungos, tendo sido
muito utilizados, tanto na terapéutica [6] como na profilaxia de infec¢Ges, em aves, porcos e
coelhos [7]. Sdo fotoativos e, ao sofrerem fototransformacdo, liberam vdrios tipos de

espécies reativas. Foi demonstrado, por exemplo, que um derivado de nitrofurano Quinifuril
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possui atividade fototdxica in vitro e, sob irradiagdao de luz na regido do UV-Visivel, produz
simultaneamente os radicais NO® e anion superdxido, além de forma ativa do oxigénio
(oxigénio singleto) sendo considerado um candidato em potencial para aplicagdo em FQT
[8,9,10,11].

Este trabalho da continuidade a busca de novos FS para serem aplicados em FQT.
Escolhemos dentre inimeros derivados de nitrofurano a Nitrofurantoina (NFT), ja utilizada
na clinica médica desde 1950 [12], e que possui baixo custo. Ja foi relatada sua atividade
fototdxica por apresentar reacdes fotoalérgicas em pacientes depois de ser administrada
[13]. Contudo, os mecanismos e dindmica da fotoacdo da NFT ainda ndo estdo bem
estabelecidas.

Demonstramos que a NFT possui dindmica de fototransformacdo complexa
dependendo do seu estado de protonagdo. Verificamos que, durante a fototransformacao
da NFT, produz no minimo uma espécie ativa, NO°®, cujo rendimento também depende do
estado de protonacgao da NFT.

Propomos um esquema de fototransformacdo da NFT com a liberacdo de NO* em
que o estado tripleto da NFT possui participacdo ativa em sua fototransformacao,
apresentando tempo de vida (tr) muito curto, provavelmente devido a formagdo de produto

intermediario.
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2 BASE CIENTIFICA

2.1 Fotofisica de uma molécula organica

Os processos fotofisicos estdo associados a absorcao de radiagdo eletromagnética
por uma molécula e a subsequente relaxacdo [14,15]. Esses processos sdao adequadamente
explicados por um diagrama que mostra os niveis de energia da molécula e permitem
analisar as transi¢cdes envolvidas tanto nos processos de absor¢do quanto nos de relaxacao.

Os processos de absorcdao e relaxacdo de uma molécula podem ser analisados
baseando-se em um diagrama de energia de estados eletronicos moleculares de Jablonski,
qgue representa o estado fundamental de uma molécula e seus estados excitados singletos e
tripletos, conforme representado na Figura 2.1. Os nomes singleto e tripleto sao justificados
pela multiplicidade destes niveis, que é dada através da expressao 2S + 1, onde S é o numero
quantico de spin eletrénico total. Em um estado singleto, a soma dos spins de todos os
elétrons da molécula (spin total) é nulo (S = 0), enquanto que em um estado tripleto

encontram-se dois elétrons com os spins paralelos e S = 1.
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Figura 2.1 Diagrama de niveis de energia de uma molécula organica. Os estados singletos e tripletos estdo
representados por S e T, respectivamente. Adaptado de [14].
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No diagrama, os niveis de energia eletronicos moleculares estao representados por
linhas horizontais separadas verticalmente pela diferenga de energia entre eles. A cada nivel
eletronico estdo associados niveis vibracionais (menores) e rotacionais (ndo mostrados), de
maneira que os estados eletronicos (n) e vibracionais (v) da molécula sejam indicados pelos
indices subscritos como S,,ou T, (n=0,1,2,3,..;,v=0,1, 2, 3, ...). O estado caracterizado
pela menor energia eletrdnica possivel (Sgp) € denominado estado fundamental.

Os processos fotofisicos primarios associados a absorc¢do da luz por uma molécula e
subsequente relaxacao podem ser analisados da seguinte forma: quando um fluxo de fétons
incide no material, suas moléculas podem absorver energia e sofrer uma transi¢ao do estado
fundamental para um estado excitado. A transicdo pode acontecer entre diferentes estados
eletronicos, vibracionais ou rotacionais da molécula, produzindo, em geral, uma transicao
eletrénica—vibracional-rotacional [16]. No diagrama da Figura 2.1 essas transi¢cdes estdo
mostradas pelas setas retilineas verticais, orientadas para cima.

Apds a absorcdo da radiacdo, a molécula se encontra em um estado com excesso de
energia e, se ela ndo sofrer nenhuma reac¢do ou "degradacgao", ird encontrar alguma forma
de perder essa energia e retornar ao estado fundamental Sqgg. Os processos de perda de
energia entre dois estados eletrénicos podem ser: radiativos ou nao radiativos. Os radiativos
consistem na relaxa¢do por emissdao de radiacdo e sdao denominados de fluorescéncia e
fosforescéncia, quando envolvem transices de Sig = Sov € T1g = Sov, respectivamente.
Geralmente, sdo caracterizados por uma taxa (k) e estdo representados pelas setas
retilineas orientadas para baixo, Figura 2.1.

Os processos nao radiativos que ocorrem entre estados eletrénicos de mesmo spin,
Sh > SmouT, > Tn (> m), sdo chamados de conversdo interna (ci) e sdo caracterizados
pela taxa k;. Aqueles que ocorrem entre os estados do spin diferente S, > T, sao
denominados de cruzamento interssistemas (cis) e sdo caracterizados pela taxa k.. Devido a
regra de selecdo de spin, que proibe transi¢cdes entre estados de diferentes multiplicidades,
geralmente, k; >> k.s. Ambos os processos ndo radiativos ocorrem de forma isoenergética
entre os estados vibracionais dos estados inicial e final, e sdo representados pelas setas
onduladas horizontais.

Em um estado eletronico, a relaxagdo ocorre entre os niveis vibracionais de maior
(Sn ou T,y) para os de menor energia, finalizando no nivel de energia menor possivel (Syo ou

Tho). Este processo é denominado de relaxacdo vibracional e estd ilustrado na Figura 2.1
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como setas onduladas orientadas de cima para baixo. Apresentam tempos caracteristicos
extremamente rdpidos da ordem de 10*°-10"% s [16].

Desta forma, apds uma absorcdo Sqo = S, (Figura 2.1), ocorrera uma rapida
relaxagdo vibracional ndo radiativa de S,y & Sno seguida por uma conversao interna Spg -
Siv. Neste estado, seguird uma nova relaxacdo vibracional Sy, & Si0. Em Si0 as moléculas
podem: i) relaxar de volta ao estado fundamental radiativamente, ou ii) ndo radiativamente,
sofrendo uma conversdo interna S;o = Sov, Ou iii) ndo radiativamente, sofrendo um
cruzamento interssistemas Sig = Thy.

Como consequéncia, tem-se um decaimento exponencial da popula¢do do estado Sio.
O tempo de vida também pode ser considerado o tempo médio que uma molécula
permanece no estado excitado e pode ser medido através de técnicas resolvidas no tempo.

De maneira analoga aos estados singletos, teremos os decaimentos tripletos T,, =
Tno, Tho = T1v € T1y = Ty0. O decaimento final T1g = Son pode ser radiativo (fosforescéncia) ou
ndo radiativo através do cruzamento interssistemas. Devido ao fator de restricdo de spin, os
tempos de vida tipicos do estado tripleto T; (tr1), para moléculas organicas em sistemas
liquidos, sdo da ordem de 10°-107s.

A eficiéncia da formacao de estado tripleto T, é a razdo entre a taxa de cruzamento
interssistemas pela soma de todas as taxas de todos os processos que despopulam o estado

Sli

Kcis
= — 2.1.1
¢T kyt+kcitkeis ( )

ou, ainda, em termos dos tempos de vida:

Gp =2 (2.1.2)

Tcis

Absorvendo os fotons nos estados excitados Sy e T1g, @ molécula pode ser promovida
aos estados de energias mais elevadas S,y ou T,, respectivamente. Estes estados mais
elevados irdo relaxar em relacdo aos estados iniciais S1g e T19, como descritos previamente.

Tripletos mais elevados também podem ser populados pelo cruzamento interssistemas de
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estados singletos mais elevados, caso os valores das taxas forem competitivas para a
conversao interna e o cruzamento interssistemas nos estados superiores.
Geralmente, as moléculas no estado excitado possuem maior reatividade em
comparag¢do com as no estado fundamental por dois motivos:
e energia de excitacao eletrénica é maior do que térmica nas condi¢des ambientais, e
este permita a molécula ultrapassar uma barreira de reagao mais facil;
e a molécula no estado excitado possui uma vaga no estado fundamental para aceitar
um elétron da outra molécula.
As reacOes entre as moléculas podem competir com processos monomoleculares de

perda da energia de excitacdo.

2.2 Aspectos histéricos do uso da luz na medicina

O tratamento utilizando os compostos ativados por luz tem sido empregado, desde a
Antiguidade, na cura de diversas doencas, como psoriase, vitiligo, raquitismo e o cancer.

Existe uma diferenca entre Fototerapia e Fotoquimioterapia. A primeira usa somente
luz no tratamento da doenca, por exemplo, o tratamento da ictericia ou hiperbilirrubinemia
neonatal, relacionada a falta de maturidade do figado, incapaz de metabolizar a bilirrubina.
Caso nao seja diagnosticada e tratada a tempo, a doeng¢a pode causar sérios problemas
neuroldgicos. O tratamento consiste na exposicdo do recém -nascido a uma fonte luminosa
gue emite fotons na regidao espectral entre 350 nm < A <500 nm, sendo a regido de absorcdo
da bilirrubina. A Fototerapia, inicialmente desenvolvida pelo médico dinamarqués Niels
Ryberg Finsen, laureado com o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1903 por "in
recognition of his contribution to the treatment of diseases, especially lupus vulgaris, with
concentrated light radiation, whereby he has opened a new avenue for medical science" [17].

Por outro lado, a FQT combina a aplicacdo de um composto fotossensivel seguido por
sua ativacao pela luz nos tecidos em que o composto esta localizado.

Os primeiros relatos do uso da FQT datam de 3000 AEC quando a civilizag¢do indiana
usou psoralenos para tratar vitiligo e, em 1200 AEC, a civilizagdo egipcia também usou

psoralenos com a mesma finalidade. Ja em 1834, Kalbrunner isolou o composto bergapteno,
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ou 5-metoxipsoroleno, do éleo da bergamota sem utiliza-lo para tratamento. Mas, em em
meados de 1970, os psoralenos comegaram a ser empregados na FQT com Psoraleno+UVA
(PUVA) para o tratamento de psoriases, vitiligo e, depois, em imunoterapia [18,19].

O conceito de Terapia Fotodinamica [3,20,21] foi desenvolvido no inicio do século XX,
guando um estudante alemdo de medicina chamado Oscar Raab relatou que certos
comprimentos de ondas eram letais ao microorganismo Paremecium caudatum, ao estudar
os efeitos do vermelho de acridina no protozoario causador da malaria. Raab concluiu que,
sozinhos nem luz, nem vermelho de acridina causaram o efeito citotéxico in vitro, mas sim,
um produto da fotoativacdo. Posteriormente, ele postulou que esse efeito foi provocado
pela ativacdo do composto quimico pela luz, similar ao que ocorre nas plantas depois da
absorcdo da luz pela clorofila. Em 1907 seu professor, Herman von Tappeiner, juntamente
com um colaborador, Jodlbauer, demonstraram a necessidade da presenga de oxigénio para
as reacdes fotossensiveis. Surgia ai o termo "acdo fotodinamica" para descrever o
fendbmeno.

O marco na forma moderna de TFD iniciou-se em 1972 com a publicagdo do trabalho
de Diamond e colaboradores no periédico The Lancet. Diamond e colaboradores relataram
as propriedades em localizar tumores e atividade fototdxica nestes através do uso de
porfirinas. Mas foi em 1975 que Dougherty e colaboradores em Buffalo, EUA relataram o
primeiro sucesso na cura de tumores em cobaias através da administracdo de HpD

(derivados de hematoporfirina), a partir da ativagdo por luz vermelha.

2.3 Terapia Fotodinamica

Por mais de vinte e cinco anos, a TFD concentrou esforcos no tratamento do cancer.
Porém, na ultima década, o uso da TFD mostrou pontos favoraveis ao tratamento de outras
doencas, como a degeneracdo da mdacula e infeccGes microbianas (virus, bactérias, fungos
ou protozodrios), por exemplo [22].

A técnica da Terapia Fotodinamica baseia-se no efeito fotodinamico, ja descrito na

introdugao deste trabalho. Ela depende do uso conjunto de trés fatores: uma droga
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fotoativa (fotossensibilizador), um ativador (luz) e um cofator (oxigénio). A auséncia de
qualquer um destes bloqueia a agdo da TFD.
O protocolo de tratamento em TFD segue os seguintes passos (Figura 2.2):
1. Administragdo do FS via sistémica ou tdpica;
2. Consumo do FS e com seletiva acumulagdo/retencdo, preferencialmente nas células
alvo ou tecido;
3. Subsequente irradiacdo do fotossensibilizador com luz de comprimento de onda

apropriado.

irradiacao do local ser tratado com
o comprimento de onda adequado morte

celular
doenca

® Producao de ERO's

e |

) ) )

administracao sistémica
ou topica do FS

Figura 2.2 Esquema representativo das etapas envolvidas no tratamento de doengas utilizando a técnica da
TFD. Adaptado de [23].

Apds a absorcdo da luz pelo FS, tem inicio o efeito fotodinamico. O FS em seus estados
excitados S; ou T; podem induzir mudancas quimicas em sua vizinhanca por dois caminhos
competitivos: mecanismos Tipo | e/ou Tipo Il [22,24],25].

No mecanismo do Tipo | (Figura 2.3), ha a formacdo de radicais livres através da
transferéncia de elétrons (ou prétons) para o substrato ou moléculas adjacentes para formar
ions radicais. Estes radicais reagem com o oxigénio molecular e formam espécies altamente
reativas (H,0,,05~,0H*").

Ja no mecanismo do Tipo Il (Figura 2.3), ocorre a transferéncia de energia do estado
excitado, S; ou T; do FS para o oxigénio molecular. Apds essa transferéncia de energia, o
oxigénio molecular passa do seu estado fundamental, que é tripleto 0,), para o estado
excitado singleto (10,). O oxigénio singleto é muito reativo, podendo desencadear reacdes
de oxidacdo na membrana plasmdtica, mitocondrias, lisossomos e no DNA, acarretando a

morte celular.
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Figura 2.3 Diagrama de Jablonski modificado. O fotossensibilizador no estado fundamental (S,) ao absorver um
foton (hv) é promovido ao estado excitado singleto S;. No estado S; o fotossensibilizador podera: (i) retornar
ao S, por interconversdo (ci); (ii) promover uma reacdo do Tipo I; ou (iii) transicionar por cruzamento
interssistemas (cis) para o estado excitado tripleto T,;. No estado T, poderd transferir sua energia para o
oxigénio, formando o oxigénio singleto lAg (reagdo do Tipo ).

Ambos os mecanismos, Tipo | e Tipo Il, ocorrem em paralelo, e a relagdo entre eles
depende de varios parametros, como o fotossensibilizador utilizado, concentracdo de
oxigénio local, e 0 ambiente em torno sdao os mais importantes em um sistema bioldgico.
Para a maioria dos fotossensibilizadores atualmente empregados em TFD, o mecanismo do

Tipo Il representa o mecanismo predominante.

2.3.1 Fatores limitantes na TFD

Apesar do sucesso obtido até o momento com aos atuais FS, ainda existem fatores
que limitam o uso desses na TFD. As reagdes abaixo resumem as etapas de mecanismo tipo
Il, que é principal para FS atualmente usados. Um FS ao ser excitado com um féton de

energia produz as espécies reativas:
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So i S; b Si+ 0, ik Sy + t0; (2.3.1.1)
S3 s So (2.3.1.2)
05 +B “ 0,B (2.3.1.3)
'o; +B faz 0, + B (2.3.1.4)
to; 3 0, (2.3.1.5)

A reacdo 2.3.1.1 tem como produto final o FS no estado fundamental (Sg) e oxigénio
singleto ( 103%) com excesso de energia. Dois s30 os fatores que limitam a eficiéncia nesta
etapa: o rendimento quantico do estado tripleto do FS (¢pt) e a constante de supressdo do
estado tripleto do FS pelo oxigénio molecular (kg). Ja a reagdo 2.3.1.2 representa a volta ao
estado fundamental do FS quando este se encontra no estado tripleto (S3), pelos processos
monomoleculares de cruzamento intersistemas e da fosforescéncia com tempo
caracteristico de vida do estado tripleto do FS (t7).

A etapa 2.3.1.3 inclui as reagdes efetivas do oxigénio singleto, caracterizadas pelos
constantes de reacdo ks, com alvos bioldgicos com formacdo de algum produto. A etapa
2.3.1.4, caracterizada pelos constantes kg, é supressdo do oxigénio singleto pelas outras
moléculas, inclusive seus alvos, sem produzir alguma reacdo. A etapa 2.3.1.5 é a desativacao
do oxigénio singleto pelos processos monomoleculares de cruzamento intersistemas e da
fosforescéncia. O tempo caracteristico dessa etapa é 1o.

Logo, a equacdo 2.3.1.6 descreve a eficiéncia do tratamento em TFD pelo caminho
tipo Il em termos das varidveis fotofisicas apresentadas acima. Embora ¢t seja dado por

2.1.1, devemos aqui acrescentar a dependéncia entre as constantes de supressdo e a

concentrag¢do das moléculas supressoras (qui[Qi] ).
i

Ku[O,] . IZle [B]
(l/ro)+Zle[Bl]+qul[Bl] (2.3.1.6)

¢R:¢T* 1
—+ quj [O,]
T j

T
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— kiscl
B I(ic + kfI + I(iscl + Z kqi[Qi] (2.3.1.7)

¢r

Em suma, a eficiéncia do tratamento em TFD em termos das varidveis fotofisicas
depende, principalmente, dos seguintes fatores:
1. rendimento quantico do estado tripleto do FS;
2. tempo de vida do estado tripleto do FS;
3. constante de transferéncia da energia da molécula em estado tripleto para oxigénio
molecular;
4. tempo de vida do oxigénio singleto;
5. concentracdo de oxigénio na regido de tratamento;
6. constantes de reacao entre oxigénio singleto e seus alvos.

Pode-se ver que as espécies com excesso da energia, tais como estados excitados do
FS e oxigénio singleto, possuem as limita¢des da sua eficiéncia, pois podem perder a energia
de excitacdo sem algum resultado positivo.

Contudo, para contornar tais limitacdes, buscam-se novos FS que possuam espécies
reativas sem excesso de energia como os radicais livres, por exemplo. Estes apresentam alta
reatividade em seu estado eletrénico fundamental, bastando sua producdo controlada a
partir de um provedor fotoativado. Entre esses radicais, o 6xido nitrico, NO®, merece

destaque.

2.4 O radical oxido nitrico

Até 1992, molécula de 6xido nitrico era tida como mais uma molécula téxica, dentre
muitas presentes na poluicdo ambiental e na fumaca de cigarros, causadora de cancer e
precursora da chuva acida. Porém, em 1992, cientistas provaram que o NO estava envolvido
em processos biolégicos importantes, desde o cérebro até o sistema imunoldgico. Assim,
essa molécula, antes considerada somente como tdxica e "negativa" para um organismo,

passou a ser um importantissimo participante em processos metabdlicos [26].
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2.4.1 Propriedades fisico-quimicas do NO*

O 6xido nitrico, NO®, é um radical livre, gasoso (nas CNTP), incolor, cuja molécula
possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado no
orbital antiligante 2p-7. A remoc3o desse elétron forma NO®, por outro lado, a adi¢do de um
elétron nesse orbital forma NO’, ions com potencial oxidativo bioldgico diferente. Devido a
neutralidade da molécula de d6xido nitrico, é atribuida a facilidade de difusdo em meio
aquoso e em membranas celulares [27],28].

O NO® é relativamente soltvel em dgua (1 atm), com saturacdo igual a 1,9 mM (25 °C)
e 130,0 mM em solventes apolares como n-hexano. Por isso, o 6xido nitrico dissolve-se
seletivamente em membranas e porgdes lipidicas da célula, estabelecendo um reservatério
desta molécula nas adjacéncias da membrana plasmatica. Logo, cria-se uma difusao
bidirecional entre os meios intra e extracelulares que, em condicdes fisioldgicas, tem
constante de difusao, D, igual a 3,3x10"5 cm?st, Consequentemente, esse valor de D revela
gue a molécula de éxido nitrico pode percorrer longas distancias dentro do sistema bioldgico
a partir do local em que foi produzida [29].

Do ponto de vista biolédgico, as reacdes mais importantes do NO® s3o aquelas
ocorridas com o oxigénio e suas varias formas redoxes (0,, 057, ou radicais peroxidos)
através da estabilizacdo do elétron desemparelhado, acarretando a formacdo de espécies
como NOj5 e OONO/, por exemplo. Essas reagdes, sejam elas em fase gasosa ou em meio
aquoso, sdao complexas e caracterizadas por reacdes de segunda ordem em relagdo a
concentragdo de NO® (k[NO°J?[0,]). O éxido nitrico também forma complexos com ions

metalicos de transicdo, incluindo aqueles encontrados nas metaloporfirinas [27,29].

2.4.2 Propriedades biolégicas do NO*

Atualmente, o NO® constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra
e extracelulares. O NO" apresenta um papel dubio, as vezes benéfico, outras vezes

prejudicial ao organismo. Esta envolvido no relaxamento vascular e tem um papel de grande
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importancia na prote¢ao do vaso sanguineo. Constitui um importante mediador citotoxico
de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e células tumorais. Possui,
ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais.
No entanto, o NO® é potencialmente téxico. A toxicidade faz-se presente particularmente
em situacOes de estresse oxidativo, geracdo de intermedidrios do oxigénio e deficiéncia do
sistema antioxidante [28].

O NO® também faz parte do arsenal de primeira defesa do organismo com poder
microbicida. Assim, estd demonstrada sua acdo bactericida, antiparasitica e antiviral. Nestes
casos, o NO* atua em concentracdes maiores do que as de mensageiro, sendo téxico aos
microorganismos invasores. Existe um limite ténue de concentragao tissular entre a nao
toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para acdo microbicida [28]. No
caso de doencas autoimunes e situacdes de sobrecarga exagerada do organismo, o NO’
encontra-se em concentragcdes toxicas para as células do organismo. Portanto, o NO® atua

como toxina conforme a concentragdo e o tecido em quest3o.

2.4.3 Papel do NO’ em tecidos cancerigenos

A importancia do NO® em diversos processos bioldgicos ja foi descrito acima. Sua
acdo paradoxal também esta presente na fisiopatologia de tumores.

O crescimento de tumores sélidos esta intimamente ligado a condi¢des de hipoxia
com uma grande vascularizacdo, seja através de células musculares lisas, endoteliais ou
macrdéfagos. Por isso, existe producdo enddgena de NO® por estes tipos de células. Logo, ao
explorar terapias que alterem a concentracdo de NO® na regido tumoral, abre-se caminho
para o uso de novas terapias. Ha evidéncias significativas tanto in vitro, quanto em cobaias
ou seres humanos, na qual a alteracdo da concentracdo local de NO® na regido tumoral
provoca a angiogénese tumoral/vasodilata¢cdo e consequente aumento no suprimento de
oxigénio e nutrientes ao tumor ou o seu retardamento. Isso porque o nivel de NO® existente
no tumor ird determinar se o seu papel é basicamente como um mensageiro ou como uma

molécula citotdxica [30].
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A toxicidade do NO® nas células geralmente é caracterizado pelo aspecto morfoldgico
e bioquimico da apoptose. O NO°, em altas concentra¢des (> nanomolar), pode induzir a
apoptose em uma grande variedade de tipos de células, incluindo as células tumorais. A
citotoxidade do NO® esta relacionada com a sua capacidade de induzir estresse oxidativo. O
estresse oxidativo caracteriza-se pela exposicdo dos tecidos vivos as espécies radicalares
reativas de oxigénio (035~) e radicais hidroxilas (OH*™). O estresse oxidativo pode contribuir
para a apoptose e hda evidéncias significativas de que o NO® inicia a resposta de estresse em
células, quando presente em concentragdo elevada. A reagdo de NO* com 03 para formar
peroxinitrito (ONOO), pode contribuir para esse efeito pré oxidativo do NO°, e o ONOO
pode, também, induzir a apoptose. Devemos frisar que a citotoxidade do NO® sé pode ser
significativa em niveis que produzem toxicidade inaceitavel ao tecido normal, ja que as

células possuem mecanismos para neutralizar essa toxidade [31].

2.4.4 A influéncia do radical NO® na eficiéncia da TFD

A TFD, dentre outros fatores limitantes, depende da concentracdo de oxigénio
molecular no local da irradiacdo para a producdo de oxigénio singleto. Tal concentracao
diminui ao longo do tempo de irradiacdo, tornado a regido irradiada/tratada hipoxia.
Entretanto, a citotoxidade do NO® n3o depende da concentracdo de oxigénio. Ao ocorrer a
fotoliberacdo do NO°, também hd um aumento do fluxo sanguineo local, por ocorrer
vasodilatacdo, aumentando a oferta de oxigénio para a regido tumoral. Esse aumento na
oferta de O, também pode influenciar na producao de oxigénio singleto. Portanto, ha uma
série de eventos associados as respostas do tumor a TFD que sdo influenciadas pela
presenca de NO°. Pode-se supor que, além de influenciar no fluxo sanguineo e na
disponibilidade de oxigénio, o NO" controla a atividade das plaquetas, neutréfilos e outros
leucécitos, bem como a liberacdo de mediadores inflamatérios na vascularizacdo dos

tumores tratados com TFD [32],24].
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2.5 Possivel aplicagdo do NO® na Fotoquimioterapia

Como ja foi dito anteriormente, o aumento da concentrac3o fisioldgica do NO® numa
regido tecidular pode induzir a morte celular [28]. Assim, os compostos que liberam o NO®
sob acdo da luz podem ser considerados como FS potenciais para a Fotoquimioterapia. A
vantagem deste caminho é possuir espécies reativas sem excesso da energia (ndo excitados)
e, por isso, ndo dependem do tempo de vida de excitagao.

Entretanto, compostos atualmente estudados necessitam de luz com maior energia
para liberar NO® (A < 400 nm), regido espectral onde os tecidos bioldgicos n3o sdo
transparentes. Essa séria limitacdo pode ser contornada através da mudanca na estrutura
dos atuais fotossensibilizadores com o prolongamento da cadeia m-conjugada. Assim, tem-se
um deslocamento para regides A > 400 nm, fazendo com que eles absorvam em outra faixa
espectral mais adequada [32]. Por outro lado, esses compostos ja podem ser usados em
aplicacoes tdpicas para tratamento de doencas.

Outra forma de contornar esse problema é via absorcdo de dois fétons (A2F). A2F é
um processo 6ptico, ndo linear, no qual dois fétons sdo simultaneamente absorvidos pela
molécula, levando-a a um estado excitado cuja energia é a soma da energia dos dois fétons
absorvidos. Neste caso, como a energia de cada féton individual utilizado é menor do que
aquela utilizada na absorgdo de um féton (A1F) convencional (380 nm < A < 500 nm), este
processo permite o uso de luz na regido de transparéncia dos tecidos (600 nm <A < 800 nm)

[33].

2.6 Derivados de nitrofurano

Entre os compostos que liberam o NO® sob acdo da luz, o grupo de derivados de
nitrofurano atrai o interesse especial devido as suas propriedades ja discutidas, mais
detalhado abaixo.

Os nitrofuranos sdo um grupo de substancias que caracterizam-se pela presenga de
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um radical nitro (NO,) na posi¢do 2 do anel furano (Figura 2.4). Existem centenas de
derivados de nitrofurano, sendo a furazolidona, a nitrofurazona, a furaltadona, a

nitrofurantoina e o nifursol os mais utilizados na medicina e medicina veterinaria [6].

R

Figura 2.4 Formula estrutural dos derivados de nitrofurano. A letra R é um radical com a presenga de pelo
menos um atomo de nitrogénio em sua cadeia.

Estas substancias possuem uma atividade antibacteriana de amplo espectro (Gram
positivos e Gram negativos), assim como ac¢do contra protozoarios (nomeadamente as
coccideas) e fungos, tendo sido muito utilizadas ha varias décadas, tanto na terapéutica
como na profilaxia de infec¢des de diversas espécies animais destinadas para o consumo
humano, como aves, porcos e coelhos [34]. Por esse motivo, nos ultimos anos esses
compostos foram objetos de avaliacdes efetuadas por diferentes comités
internacionalmente reconhecidos, nomeadamente o IARC (do Inglés International Agency for
Research on Cancer), a JECFA (do Inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives), e o SCAN (do Inglés Scientific Committee on Animal Nutrition) [35].

Somente em 1990, a Unido Européia, em consequéncia da reavaliacdo dos eventuais
riscos para a saude humana decorrentes da exposicdao a estas substancias, proibiu a sua
administracdo em animais para a producdo de alimentos, o que significa que a populacdo
esteve exposta durante um longo periodo de tempo a residuos de nitrofuranos [34].

Em resumo:
e essas substdncias sdo, de uma forma geral, bem absorvidas pelo trato

gastrointestinal, extensamente metabolizadas e excretadas pela urina;
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e a sua ingestdo, através de géneros alimenticios, ndo constitui risco de intoxicagao
aguda;

e a JEFCA considerou que a nitrofurazona é um cancerigeno secundario e que a
furazolidona possui efeitos carcinogénicos e genotoéxicos;

e a lARC considerou que a furaltadona é um agente possivelmente carcinogénico para
humanos. No entanto, a nitrofurantoina nao é classificada quanto ao seu potencial
ser carcinogénico para humanos;

e apesar da nitrofurantoina ndo estar autorizada para administracdo em animais
destinados a producdo de alimentos, pode ser utilizada, a nivel humano, na
terapéutica de infeccdes urindrias. E de salientar que esta utilizagdo ndo origina
exposi¢do continuada a essa substancia;

e 0 risco decorrente da ingestdo dos nitrofuranos esta relacionado a possiveis efeitos
cancerigenos, varidveis estas aplicadas a substdncia em questdo, eventualmente

observaveis a longo prazo.

Os derivados de nitrofurano mostram atividade, sendo irradiados com a luz UV ou
visivel. Recentemente, foi mostrada no grupo de Fotobiofisica do DFM-FFCLRP-USP a
fotoatividade de trés derivados de nitrofurano: Nitracrina, Quinifuril e NFT contra varios
tipos de células cancerigenas in vitro [9,10]. Além disso, foi documentada atividade
fotoalérgica da NFT [13]. Para Quinifuril foi mostrado, também, que seu estado tripleto tem
participacdo ativa na formacdo das espécies reativas produzidas durante a sua
fototransformacdo [8,11].

Todas estas propriedades tornam os derivados de nitrofurano promissores para

aplicacdo em FQT.
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3 OBIJETIVOS E JUSTIFICATIVA

3.1 Objetivos gerais

Os objetivos gerais deste trabalho sdo estudar a dinamica da fotodecomposicao da

NFT e a liberacdo de radical NO* em solu¢cdes aquosas em funcdo da composicdo do

ambiente, tendo em vista analisar sua potencialidade para aplicacdo em fotoquimioterapia

de diversas doencas, inclusive o cancer.

3.1.1 Objetivos especificos

e Estudar a dinamica de fototransformac¢ao da NFT em funcao:

o

o

o

o

do pH,
da forca idnica,
da presenca do oxigénio molecular,

da concentracdo da NFT.

e Detectar a fotoliberacdo do NO® e estudar a cinética e o rendimento quantico da sua

fotoliberacdo em funcdo do pH.

e Analisar o papel do estado tripleto da NFT na sua fotodecomposicao.

e Baseando-se nos dados obtidos experimentalmente, propor uma esquema de

fototransformacdo da NFT.
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3.2 Justificativa

Este trabalho da continuidade a busca de novos FS para serem aplicados em FQT,
iniciada no Laboratdrio de Fotobiofisica do Departamento de Fisica e Matematica da FFCLRP-
USP. Os FS que buscamos devem possuir a capacidade de formar, sob agdo de luz, as
espécies reativas ndo excitadas, o que torna a sua efetividade independente do tempo de
vida da excitacdo. Além disso, eles devem ser mais vidveis economicamente em comparacao
aos ja existentes no mercado.

Utilizado na clinica médica desde a metade do século passado, a NFT tem um custo
por miligrama de produto USD 0,003/mg, que é dez mil vezes menor do que o custo de
Photofrin, composto aplicado atualmente em TFD. Inimeros artigos ja foram publicados,
sendo o tema central a Nitrofurantoina, porém, em sua grande maioria, sdo artigos clinicos.

Portanto, o estudo das fotorreacdes da NFT torna-se imprescindivel para o
entendimento dos mecanismos de acdao da droga e para uma melhor utilizagdao de seu
potencial terapéutico, inclusive em Fotoquimioterapia. Neste sentido, o trabalho aqui

apresentado vem preencher essa lacuna com algumas respostas.
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4 OBIJETO DE ESTUDO

4.1 Nitrofurantoina (NFT)

Neste trabalho, escolhemos como objeto de estudo a Nitrofurantoina (1 - [(E) - [(5-
nitrofurano-2-il) metildieno] amino] imidazolidina-2, 4-diona), Figura 4.1, um composto
sintético derivado de nitrofurano largamente aplicada em clinica no tratamento de infec¢des
do trato urinario como agente antibacteriano [12] e de custo relativamente baixo (Sigma
NFT 1,0 g ~ USD 3,00). J& foi documentada sua fototoxicidade contra diversos tipos de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerdbicas ou anaerébicas [26,27], como,
também, sua acdo fotoalérgica [13]. Devido ao seu amplo espectro de atividade
antimicrobiana, a NFT também tem sido utilizada na alimentagao animal como aditivo para
prevenir ou tratar varias infeccGes gastrointestinais [7,38]. Sua citotoxicidade esta
relacionada a redugao enzimatica por seu grupo nitro com formacgao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio [39,40,41,42]. A NFT possui intensa absorcdo entre 320-420 nm devido
as transicoes m-1* (€370nm = 1,6 % 10°M*em?, pH 7,0) [43]. Devido a presenca dos atomos de
nitrogénio na sua estrutura, a NFT pode ser protonada possuindo dois pontos pKa [43],44],

cuja posicao depende da forga i6nica.
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Figura 4.1 Estrutura quimica da Nitrofurantoina.

Uma desvantagem dos derivados de nitrofurano é que varios entre eles sao

carcinogénicos. Dentre os mais importantes estdo a furazolidona, nitrofurazona,
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furaltadona, nifursol. Entretanto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) excluiu a NFT da
categoria de compostos potencialmente cancerigenos por apresentar evidéncias limitadas

dos efeitos carcinogénicos tanto em animais quanto em humanos [45].
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5 METODOS EXPERIMENTAIS

5.1 Espectroscopia de Absor¢do Optica

O espectro de absorcao éptica de uma molécula — a dependéncia de absorcdao de
energia da luz do seu comprimento da onda — é uma caracteristica fisica util por obter
informacgdes tanto qualitativas (identificacdo) quanto quantitativas (concentragao).

A condicdo necessaria para que um féton possa ser absorvido é a igualdade da
energia do féton e a diferenca das energias, 4E, do estado inicial e final de transicao,
AE = hv = hc/A, onde h é a constante do Planck, ve A sdo a freqiiéncia e o comprimento
de onda do féton, respectivamente, e ¢ é a velocidade da luz.

Os grupos quimicos dentro da estrutura da uma molécula, que tém absorcdo dptica
caracteristica, sdo chamados croméforos. Qualquer alteracdo da estrutura quimica ou
mudanca nas caracteristicas do ambiente altera a estrutura eletrénica do cromédforo e,
consequentemente, altera a energia dos seus estados. Logo, o espectro de absor¢ao optica
sofre alteracdo.

As bandas de absor¢do na regido espectral UV-Visivel sao formadas pela transicao
eletrénica entre os niveis de energia do estado fundamental (Eo) e do estado excitado (E,). A
banda de absorcdo é caracterizada pelo coeficiente de absor¢io molar ([g(L)] = M .ecm™),
que depende do comprimento de onda ([A] = nm). O g 4) é uma caracteristica intrinseca de
cada composto que depende da sua estrutura eletrénica que, por sua vez, depende da
interacdo da molécula com seu ambiente. Assim, medindo a absorcdo, podemos estudar os
efeitos da interacdo das moléculas entre si e com o ambiente (efeito de solvente, forca
ibnica, etc.) [46].

O gA) pode ser determinado através da lei de Lambert-Beer.

e(1)CL =log(l,/1) (5.1.1)
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Em que lg é a intensidade que incide sobre uma amostra, | é a intensidade de luz que
atravessa a amostra, C é a concentragdo do composto e L é espessura da amostra (caminho
Optico). O valor g4)CL=A chama-se “absorbancia” ([A] = sem unidade de medida) [46].

Neste trabalho usamos esse método nos estudos dos efeitos do pH e forga i6nica, e
nas caracteristicas da NFT e da cinética da sua fototransformacdo. O equipamento utilizado

foi o espectrofotometro Beckman Coulter™ DU®640.

5.2 Método da quimiluminescéncia

O método da quimiluminescéncia baseia-se na detec¢do da luminescéncia da
amostra, emitida pelos seus estados eletronicamente excitados, formados por alguma
reacao quimica sem excitacdo através de luz [47]. O método estd caracterizado pela alta
sensibilidade, permitindo determinar as concentragbes até 10" M em sistemas liquido.
Neste trabalho utilizamos este método para deteccdo e quantificacdo do radical NO*

liberado durante a fototransformacao da NFT.

5.2.1 A detecgdo e a quantificacdo da liberagdo do radical NO® pela quimiluminescéncia

A deteccdo do radical livre NO® pela quimiluminescéncia baseia-se no registro direto
da quimiluminescéncia emitida na regido espectral A > 600 nm pelo estado excitado do NO,
(NOZ(g)) formado pela reacdo de NOEg) com o gas ozonio (0s3) (equacgdo 6.2.1). O NOEg)
formado é transportado por arraste através de um fluxo de gas nitrogénio para uma camara
de reacdo da quimiluminescéncia (CRQ) acoplada a cuba do analisador de 6xido nitrico GE

Sievers NOA 208i (Figura 5.1) [48].
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F

Nitrogénio PC

Figura 5.1 Esquema experimental para deteccdo do radical livre Nogg) pelo método de quimiluminescéncia do
estado excitado do NO,.

NO(g) + Og(g) - NO;(g) + 02(9) (5.2.1.1)

N0;(g) = NOygy + hv (5.2.1.2)

A reacdo 5.2.1.1 ocorre dentro da CRQ (=20 mL) a qual possui uma janela dptica
ligada a uma fotomultiplicadora, que produz um sinal elétrico proporcional ao niumero de
fétons emitidos pelas moléculas NOZ(g) guando elas retornam ao seu estado fundamental
(reacdo 5.2.1.2). Essa fotomultiplicadora esta conectada a uma placa de aquisicdo de sinal
em um computador PC, e fornece uma resposta em tensdo(~ mV) x tempo(~ s). O
equipamento utilizado tem sensibilidade maior que uma parte por bilhdo (amostras gasosas)
ou 1 picomolar (amostras liquidas).

A determinacdo do rendimento quantico da fotoliberacdao do NO°® pela fotdlise da

NFT (q;ﬁgT) da-se da seguinte forma:

Nrr _ MNO

NO = \yNFT

(5.2.1.3)

onde Myo e Mygr sdo as massas formada de NO® e consumida de NFT respectivamente.
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5.3 Técnica de Flash-fotdlise

A partir do desenvolvimento de fontes de excitagdo pulsadas (lampadas de pulso e
mais tarde dos lasers) o estudo de estados excitados e espécies intermediarias cujos tempo
de vida s3o extremamente curtos (~ 10>-10" s) tiveram um enorme avanco [49],50]. A
técnica de flash fotdélise permite estudar os espectros e dindmica de formacdo e desativacao
dos estados excitados (eletrénicos, vibracionais e rotacionais) dos radicais livres, dos
fotoisdmeros e da formacao de fotoprodutos secundarios [51,52].

O principio da técnica concentra-se na excitacdo do sistema sob estudo através de
um curto e intenso pulso de luz e da observacdo em seguida as mudangas em funcdo do
tempo e de algumas caracteristicas de amostra excitada, tais como absorcdo o6ptica,

fluorescéncia, condutividade etc.

5.3.1 Analise de espécies transientes pela absor¢ao 6ptica

A estrutura de um sistema de flash-fotdlise com a utilizacao para andlise da absor¢ao
Optica da amostra (Figura 5.2) contém dois canais: o de excitacdo (geralmente um pulso de

laser) e o de andlise com fonte da luz continua ou pulsada.
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Figura 5.2 Esquema principal de um sistema tipico de flash-fotdlise com analise dos produtos por absorgdo
optica. (1) Fonte da luz de andlise (lampada ou laser); (2) e (4) Sistemas opticos; (3) Amostra; (5)
Monocromador; (6) Fotomultiplicadora; (7) Fonte de alta tensdo; (8) Registrador (osciloscépio digital); (9)
Analisador (computador PC); (10) Fonte de corrente elétrica; (11) Fonte de pulsos de luz de excitagdo (lampada

ou laser); (12) Fonte da poténcia para pulsos de excitagdo.

Uma vez que o espectro de absorcao da espécie transiente é diferente do composto

em estado inicial, a cinética da formag¢ao e de decaimento dessa espécie (por exemplo,

estado tripleto T;) podem ser medidas através de absorcdo Optica. A determinacdo da

variacdo da absorcdao no comprimento de onda de andlise pode ser obtida segundo o

esquema abaixo:

Antes do flash
| I
— AL iy
11 - IO 10 1
I, = 1,104z
Depois do flash Assim,;—2 = 1024
1

comAA =A; — A,

(5.3.1.1)

(5.3.1.2)

(5.3.1.3)
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Em que lp é a intensidade da luz atingindo a amostra, |; é a intensidade da luz transmitida
pela amostra antes do pulso do flash, quando a amostra tem absor¢ao A; e I, é a
intensidade da luz transmitida pela amostra apés o pulso do flash quando a amostra tem

absorcao A,,

Ay = &55Co; Ay = €55Cy + eppCrp; Gy = (7 + Cy
onde &ss é o coeficiente de absor¢cdo molar no estado singleto, err é o coeficiente de
absorcdo molar da espécie transiente e C; é a concentracdo de espécies transiente. A
absorcdo diferencial

AA = Ay — Ay = A = (&5 — &rr)Cr

varia com o tempo devido a variacdo da C;. Em caso de decaimento da primeira ordem

temos:
CT = CTOe_kt eAA = AAoe_kt (5314)
Disso podemos determinar a taxa (constante) de decaimento k como

__In(AAg/AA)
t

k (5.3.1.5)

Uma maneira pratica e usual de analisar as medidas de absorcao éptica das espécies

transientes é segundo a Figura 5.3 abaixo:
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Figura 5.3 Determinacgao da absorc¢do diferencial.

Logo, pode ser obtida a partir da Figura 5.3 e da equacdo 6.3.1.3:

LETT 1 /11 =10 (5.3.1.6)
_ Al =
log <1 /]1> AA (5.3.1.7)

Como log (1 — A1/11) < 0, usualmente o grafico é mostrado como — log (1 — AI/Il)'
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Variando o comprimento de onda de andlise, podemos obter um espectro diferencial de

absorc¢do da espécie transiente como AA(A).

Neste trabalho usamos a técnica de flash-fotdlise nos estudos dos tempos de vida e

dos espectros do estado tripleto da NFT.
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6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A nitrofurantoina foi adquirida da empresa Sigma®. As solucdes estoques de tampao
fosfato e NFT foram preparadas em agua Milli-Q. Todas as amostras foram preparadas em
tampao fosfato (PBS), com a utilizacdo de uma cubeta de quartzo (10 mm) para a realizacdo
dos experimentos, exceto no experimento de deteccdo de NO®, em que necessariamente a
amostra deveria ser irradiada na cuba de reacdo do analisador de 6xido nitrico. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Para estudar o efeito do oxigénio tanto na cinética de fotodecomposicdo quanto no
tempo de vida do estado tripleto, as amostras foram borbulhadas ora com gds nitrogénio
ora com oxigénio medicinal durante 20 minutos. As amostras de NFT foram estudadas em
regido do pH de pH 2,5 até pH 10,0.

Os valores de pH foram controlados por um pHmetro Corning 430 e ajustados com
solucdes estoques concentradas de NaOH e HCI. Todos os experimentos foram realizados
em ambiente de penumbra a temperatura ambiente.

Os resultados foram analisados através do programa comercial OriginPro 8 SR4

versdo 8.0951(B951): OriginLab Corporation, 2008.

6.1 Cinéticas da fotodecomposicao

As amostras foram irradiadas com um sistema equipado com uma lampada de
xendnio RLO XBO 75W / 2 — OSRAM (Grafico 6.1). As amostras foram inicialmente irradiadas
em A > 390 nm usando um filtro de vidro (Figura 6.1) e depois sem o filtro em A > 320 nm.

O efeito da forga idnica, na cinética de fotodecomposicado, foi estudado variando a
concentracdo do tampdo fosfato no intervalo 0,05 M < [PBS] < 1,00 M. A influéncia da
concentracdo da droga na cinética de fotodecomposicao foi estudada em trés concentracdes
diferentes 6,5, 65,0 e 100,0 uM. Em todas as amostras a concentragao de tampao fosfato foi

de 20,0 mM.
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As radiancias medidas com filtro e sem filtro foram 122 + 8 mW.cm™ e 866 + 70
mwW.cm?, respectivamente, obtidas através do radidmetro Spectra Physics-407A no angulo
de incidéncia de 0°. Para evitar efeitos térmicos, uma cubeta de quartzo com 3agua foi
posicionada entre o irradiador e a amostra. Foi utilizado um agitador magnético para

homogeneizar a amostra durante a irradiagao.
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Grafico 6.1 Espectro de irradiagdo do sistema contendo ldmpada de xenénio RLO XBO 75W / 2 - OSRAM sem e
com o filtro Kopp Blue 5030 (CS 5-57).
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Figura 6.1 Espectro de transmissdo do filtro Kopp Standard Filters — Kopp Blue 5030 (CS 5-57).
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6.2 Detecgdo e quantificacdo da fotoliberagdo de 6xido nitrico (NO°®)

A deteccdo do radical NO® foi realizada pelo analisador de 6xido nitrico GE Sievers
NOA 208i.

Para quantificar a liberacdo de NO°® pela fotdlise da NFT (equacgdo 5.2.1.3), foi
preparada a curva de calibragdo usando as reagdes 6.2.1 e, em seguida, 6.2.2. Para isso
adicionamos quantidades conhecidas de nitrito (NaNO,, 0 pmol < [NO;] < 300 pmols) na
cuba de reacdo, contendo 1,0 mL de iodeto de sddio (0,3 M) e 6,0 mL de acido acético. A
curva de calibracdo foi obtida a partir das medidas da drea de pulsos registrados (Grafico
6.2) em func¢do da quantidade de NaNOQ, injetado (Grafico 6.3), cuja relagdo entre a area do
pulso (mV.s) e a concentrac¢do de nitrito (pmol) fornece uma constante de proporcionalidade
(coeficiente angular da reta) entre a quantidade de nitrito injetado e a quantidade de NO°

formado, ja que a relacdo é de 1:1.

I” 4 NOyaq + 2H" > NOy) + 1/,1, + Hy0 (6.2.1)
NO®+ 05 - NO, + 0,; NO; - NO, + hv (6.2.2)
500 -
E 400
©
£ 300
n
o)
o
g 200
2
_g' 1004  Atinjecao
< — 605 ——
La A
10 20 100 200 300

Injecdo de NO,, / pmol

Grafico 6.2 Pulsos de quimiluminescéncia do NO3 formado pela redugdo do NOZ(aq) €M NOEg) em agua Milli-Q
segundo a seqliéncia de reac¢des 6.2.1 e 6.2.2.
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Grafico 6.3 Dependéncia linear (R2 = 0,9999) de area dos pulsos em func¢do da quantidade de nitrito injetado
com constante de proporcionalidade igual a B =(8,32 + O,O4)x1012 mV.s.mol ™.

6.3 Estado tripleto

O estado tripleto foi produzido pela irradiacdo da amostra com pulsos de 10 ns, 20
mJ de terceiro harmonico (355 nm) de um laser de Nd:YAG, em aparelho Quantel Brilliant B.
O espectro de absorcdo do estado tripleto foi monitorado na regido espectral 400 nm <A <

700 nm e a cinética de decaimento em A = 560 nm.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 Estudo do estado de protonagao da NFT

O equilibrio quimico envolvendo acidos e bases, principalmente em meio aquoso, é
de fundamental importancia, haja vista sua atuagdo em uma variedade de fungdes nos
organismos vivos, como transporte de elétrons e protons.

Determinar o valor de pK, é importante porque, ao realizarmos posteriormente a
fototransformacdo da NFT em func¢do do pH, serd imprescindivel conhecer a(s) espécie(s)
presente(s) nesse determinado pH. Logo, poderemos relacionar essa caracteristica a
dependéncia do pH com relagdo as fases caracteristicas da fototransformagdao do composto
nessas condi¢cGes na cinética da fototransformacao.

Para melhor compreendermos o comportamento do composto estudado,
prosseguimos com a medida dos pontos de protonacdo, pK,. Neste valor de pH ha a
coexisténcia de duas espécies que divergem quanto ao estado de protonagao. Formalmente,
o ponto de pK, é definido a partir do equilibrio entre a forma acida HA e sua base conjugada

A’, segunda a classificacao de Bronsted-Lowry [53]

HA + H,0 = H;0" + A~

A determinacdo da constante de dissociacdo para esse equilibrio é realizada
utilizando o coeficiente de atividade das espécies (constante de dissociacdo termodinamica,
K,) ou, por simplicidade, suas concentracdes (em mol.L™") [53]. Neste caso, utilizaremos a

concentragdo das espécies, conforme a equagdo 7.1.1:

[Hz0"][A”]

Ka ™ = Taj

(7.1.1)
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Esta equagao demonstra que a razdao de concentragdes da forma acida pela basica
pode ser controlada pela concentracdo de ions hidronio. Tomando o logaritmo nos dois

membros da igualdade na equagao 7.1.1:

_ [HA]
pK,; = pH + log ([A_]) (7.1.2)
com
pH = —log[H;0%] (7.1.3)
e
pK, = —logK, (7.1.4)

A equagado 7.1.2, também conhecida como Equagao de Henderson-Hasselbalch, mostra que,
guando a concentracdo da espécie acida € igual a da basica, temos a definicdo de pK,. Ou
seja, [HA]/[A'] = 1, portanto, log[HA]/[A] = 0.

Podemos determinar o ponto de pK, a partir do grafico da absorbancia em funcdo do
pH, pois segundo a lei de Lambert-Beer (equagdo 5.1.1), a concentragdo da espécie
absorvente é proporcional a sua absorbancia. O formato do grafico de uma propriedade
diretamente proporcional a razdo de concentragdes (ou a préopria concentracdao de uma das
espécies) em funcdo do pH experimental tem o formato de 'S' (ou 'S' invertido), segundo a
equacdo 7.1.2. Assim, o ponto de inflexdo da curva sigmoidal fornece o valor de pK..

Dessa forma, do Grafico 7.1 abaixo temos:
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Grafico 7.1 al) Espectros de absorgdo da NFT ([NFT] = 65,0 uM) em tampao fosfato ([PBS] = 20,0 mM) em
fungdo do pH; a2) Perfil da intensidade de absor¢do da NFT em fungdo do pH; (M) A =275 nm.

Assim, foi obtido experimentalmente o ponto pK; = 7,20 + 0,01. Estes valores foram
obtidos em tampado fosfato com concentracdo igual a 20 mM. O valor de pK;, condiz com o

encontrado no The Merck Index [54].
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Segundo Burmicz, Smyth e Palmer [43] a protonagdo ocorre no nitrogénio de posi¢ao
10 (pKy = 3,5) e posicdo 11 (pK, = 7,8), conforme Figura 7.1. Nosso valor diverge de Burmicz e
colaboradores porque, como sabemos, o valor de pK, diminui com o aumento da forca
ibnica do ambiente, que foi 20 MM de tampao fosfato em nossos experimentos e 40 mM de
tampao Britton—Robinson em [43]. Ha evidéncias de que existe um terceiro ponto de pK,
correspondendo a desprotonacdo do nitrogénio na posi¢cdo 13. Porém, esse valor, segundo
os autores, é dificil de ser determinado experimentalmente devido a baixa absor¢cdao molar

dessa espécie.

i i

®) 10 @ 16
0— LA el
~~Ne6 pK, = 3,5
\“\
O
8

Figura 7.1 Estrutura quimica da NFT com indicagdo dos estados de protonacgdo: pK; = 3,5 e pK, = 7,8 [43]. A
existéncia de um terceiro ponto de pK, no nitrogénio de posi¢cdo 13 ndo foi confirmada experimentalmente.

A faixa de pH escolhida foi a de 2,5 < pH < 10,0 porque é mais importante para
aplicacoes bioldgicas e médicas. O ponto de pK; é préximo da faixa do pH fisioldgico, que é
de 7,2 <pH<7,4.

A diferenca nos espectros de absorcdo UV-Visivel entre o pH 2,5 e o pH 10,0 é,
provavelmente, atribuida a protonacdo do nitrogénio 11. Tal mudanca no estado de
protonacdo altera o sistema m-conjugado da molécula. Por isso, hd um deslocamento no
espectro de absor¢do UV-Visivel de 366 + 1 nm (pH 2,5) para 386 + 1 nm (pH 10,0) (Grafico
7.2). Pode-se confirmar, visualmente, essa alteracdo pela descoloracdo da amostra de
amarelo (pH 10,0) para incolor (pH 2,5) quando titulado HCl para aumentar a concentragdo

de protons.
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Grafico 7.2 Espectro de absor¢do da NFT nos pHs 2,5 (estado mono protonado) e 10,0 (estado ndo protonado).
Maximos de absor¢do em: A = 366 nm para o pH 2,5 (—) e A =386 nm para o pH 10,0 (—).

T
300

Como exposto no item 5.1, Espectroscopia de Absorcdo Optica, o coeficiente de
absorcdo molar €(A) tem dependéncia com o comprimento de onda e pode ser determinado
através da lei de Lambert-Beer (equacdo 5.1.1). Dessa forma, ao titularmos uma solucdo de
NFT de concentracdo inicialmente conhecida, deveremos obter uma dependéncia linear
entre a absorbancia e a concentracdo, ja que o caminho o6ptico da luz (L) ao atravessar a
amostra permanecerd constante com L = 1,00 cm. Os Graficos 7.3 e 7.4 demonstram tal
afirmacdo para os pH's 2,5 (estado mono protonado) e 10,0 (estado ndo protonado), em

tampao fosfato, [PBS] = 20,0 mM.
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Grafico 7.3 Espectro de absorgdo da NFT em fung¢do de sua concentragdo (al)para o pH 2,5 com [NFT] = 65,0
UM e [PBS] = 20,0 mM; Ajuste linear da absorbancia em fungdo da concentragdo (a2)para 3 diferentes amostras
de NFT em A =366 nm.
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Grafico 7.4 Espectro de absorgdo da NFT em func¢do de sua concentragdo (b1) para o pH 10,0 com [NFT] = 65,0
UM e [PBS] = 20,0 mM; Ajuste linear da absorbancia em funcdo da concentracdo (b2)para 3 diferentes

amostras de NFT em A = 386 nm.

Os valores de € (Tabela 7.1) nos pH's 2,5 e 10,0 sdo préximos, considerando o erro

experimental.
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Tabela 7.1 Valores médios do coeficiente de absor¢do molar e posicao do maximo de absorgdo para a NFT em
funcdo do pH.

pH Amax (nm) <€xm> = Ax10* mol™* cm™
2,5 = 366 1,58 + 0,06
10,0 = 386 1,62 £ 0,02

A dependéncia linear entre a absorbancia e a concentragdo das amostras em todas as
faixas de concentragdes usadas, indicando a auséncia da agregacao da NFT nessas faixas de
concentragdes e de pH. Para confirmar esta conclusao, monitoramos os espectros de

absorcdo da NFT em concentragdes ainda maiores (Graficos 7.5 e 7.6).
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Grafico 7.5 Espectro normalizado de absorgdao em fungdo da concentragdo da NFT. Auséncia de agregacgdo da
NFT nessas faixas de concentra¢des no pH 2,5.



RESULTADOS E DISCUSSOES 59

1,07 [NFT] / uM
: — 6,5
0,8 1 — 65,0
- ——100,0
b
“© 0,6
£
s .
<< 0,4
0,2 1
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550
A/ nm

Grafico 7.6 Espectro normalizado de absor¢do em func¢do da concentragdo da NFT. Auséncia da agregacdo da
NFT nessas faixas de concentragdes no pH 10,0.

Portanto, os perfis dos espectros tanto em pH 2,5 quando em pH 10,0 ndo mudam
com o aumento de concentracdo da NFT, indicando auséncia de sua agregacao.

A convolugdo dos espectros em varios pHs (A(A),n) conforme a equagdo 8.1.5

A(A)on = a*A(A)pr=2,5 + (1-a)*A(A)pn=10,0 (8.1.5)

em que A(A)pn=2,5 € A(A)pn=10, S0 0s espectros em pH 2,5 e pH 10,0, respectivamente, e a é

um coeficiente de contribuicdo da espécie protonada (Grafico 7.7), demonstrou que ha a

coexisténcia somente entre estas duas espécies em regiao 2,5 < pH <10,0.
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Grafico 7.7 Comparagdo entre a convolugdo (—) do espectro normalizado de absorgdo da NFT e seu respectivo

espectro experimental (—) no pH 7,3 (préximo pKj).

7.2 Estudos da dinamica de fototransformagao da NFT

O estudo da dindmica de fototransformacdo é uma etapa de extrema importancia

para a caracterizagdo de compostos a serem empregados em FQT. Ao estudarmos a

dinamica de fototransformacdo em funcdo do pH, da forga iGnica, da concentracdo da NFT e

da presenca do oxigénio molecular, podemos encontrar as fases caracteristicas da

fototransformagao do composto nessas condigdes bem como o niumero de componentes

presentes na determinada condicdo, além de afirmar que estes possuem dependéncia, ou

ndo, em relagao ao parametro estudado.
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7.2.1 Efeitodo pH

Inicialmente, estudamos a dependéncia da dindmica de fototransformacdo da NFT
em solu¢bes aquosas em fung¢do do pH. A faixa de pH escolhida foi 2,5 < pH < 10,0, na qual
teriamos a presenca de duas espécies — monoprotonada e desprotonada — previamente
determinadas a partir do ponto pK; (préximo pH fisiolégico), cujo conteudo relativo depende
do pH. Mostraremos, também, como as variacdes da forca iOnica e da concentragdo da NFT
podem influenciar na sua taxa de fototransformagao.

Na primeira etapa do estudo, estudando o efeito do pH, utilizamos como sistema de
irradiagdo um projetor de slides equipado com uma lampada de tungsténio (150 W, poténcia
nominal) sem o uso de filtro externo (ver item 6.1 Cinéticas da fotodecomposicdo).
Irradiaram-se as amostras até ndo mais ser observado qualquer mudanga espectral na banda
principal com o aumento do tempo de irradiagdo, garantindo, dessa forma, que toda a NFT
foi fototransformada e que somente os fotoprodutos da fototransformacdo estivessem
presentes na solugdo.

Os resultados obtidos sdo apresentados nos Graficos 7.8-11, abaixo, nos quais
mostram uma mudanga no espectro de absor¢ao da NFT em fungdo do tempo de irradiagao,
e das curvas de decaimento de absorcdo de NFT num comprimento de onda fixo em fungdo
do tempo de irradiagdao nos pHs estudados.

A anadlise mostra que em toda faixa do pH estudado sob irradiacdo, além de
diminuicdo da intensidade das bandas de absor¢do da NFT com maximos caracteristicos em
= 270-280 nm e 360-390 nm, hd a formagdo de um novo maximo de absor¢do = 300-310 nm
(Grafico 7.8 e 7.9), que associamos com a formagdo de um fotoproduto. A existéncia de
pontos isosbésticos (Grafico 7.8 — al) nos tempos iniciais de fototransformacdo indicou
presenga na solugdo somente de duas espécies absorvedoras em equilibrio: NFT e seu
fotoproduto. Com o aumento do tempo de irradiagdo o ponto isosbéstico desaparece,

indicando o comeco da fototransformacao do fotoproduto (Grafico 7.8 —a2).
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Grafico 7.8 Formagdo dos pontos isosbésticos em i = 286 nm e ii = 326 nm ap0os fototransformagdo da NFT no
pH 2,5 (al) com consequente destrui¢do (a2) dos pontos isosbésticos apds t = 360 s.

Em pH 2,5 observamos em A = 366 nm decaimento mono-exponencial da absorcdo
da NFT (Grafico 7.9 — al) e em A = 304 nm observamos a acumulacdo e, na sequéncia, a
fotodecomposicdo do fotoproduto (Grafico 7.10 — b1). Em pH > 4,0 na regido A > 350 nm

observa-se o decaimento biexponencial da absorcdo sob irradiacdo (Grafico 7.9 — al).
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Grafico 7.9 Cinéticas normalizadas de decaimento da absorgdo das amostras da NFT em fung¢do do tempo da

irradiacdo para os pHs 2,5, 4,0 e 5,5 (al) e pHs 5,5, 6,7 e 10,0 (a2). Absorbancia em A = 366 nm para pH<6,7 e
em A =386 nm para pH = 10,0.
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Grafico 7.10 Cinéticas normalizadas de decaimento da absor¢do das amostras da NFT em fung¢do do tempo da
irradiacdo para os pHs 2,5, 4,0 e 5,5 (b1) e os pHs 5,5, 6,7 e 10,0 (b2). Absorbancia em A = 304 nm para pH <6,7
eem A =316 nm para pH = 10,0.

A analise do espectro de fotoproduto isolado em pH 2,5 (Grafico 7.11) mostrou que

sua absorcdo em regido A > 350 nm é baixa. Por isso, os espectros da NFT e este fotoproduto

ndo sobrepdem-se em A = 366 nm. As medidas do espectro do fotoproduto em func¢io do pH
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(Grafico 7.12) mostraram que na regido do 2,5 < pH £ 10,0 ele sofre a protona¢do com ponto
pK; = 5,3. O espectro da forma ndo protonada do fotoproduto é mais largo do que a
protonada, e seu maximo se desloca para comprimentos de onda maiores. Por isso, em pH >
4,0 acontece uma sobreposicdo dos espectros da NFT e do fotoproduto, e a cinética de
decaimento da absorcdo se torna biexponencial. Além disso, a cinética de fotodecomposicdo

do fotoproduto se torna mais lenta conforme o aumento do pH.
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Grafico 7.11 Espectros de absorgcao do fotoproduto em fungdo do pH. O fotoproduto possui trés estados de
protonagdo: mono protonado para 5,3 < pK;, ndo protonado para 5,3 < pK; < 10,9 e desprotonado pK, > 10,9.
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Grafico 7.12 Perfil da intensidade de absorgdo do fotoproduto em fungdo do pH (M) A = 350 nm. O fotoproduto
possui dois pontos de pK,: pK; = 5,3 e pK, = 10,9.

A analise dos espectros préoximo ao ponto de pK, (Grafico 7.7) demonstrou que ha
coexisténcia de duas formas da NFT: monoprotonada e ndo protonada. Para estudar
separadamente as fotorreacbes dessas duas formas, a partir de agora, nosso estudo se
limitara aos pH's 2,5 e 10,0.

Com o intuito de aprofundar os estudos sobre a dindmica de fototransformacdo da
NFT e estudar a cinética de formagao e fototransformagdao do fotoproduto, irradiamos as
amostras utilizando um sistema equipado com uma |lampada de xeno6nio (75,0 W, poténcia
nominal) e um filtro, item 6.1 Cinéticas da fotodecomposi¢do. Dessa forma, conseguiriamos
fotolisar, praticamente sé NFT, utilizando o filtro, sem fotolisar o produto e, depois, irradiar
com maior eficiéncia a regido A > 320 nm quando o filtro é retirado, aumentando a taxa de
formacdo e fototransformacdo do fotoproduto em relagcdo a da NFT.

Nossa andlise serd concentrada na tentativa de demonstrar que o fotoproduto
primdario também sofre fototransformacao resultando em um ou mais fotoprodutos e, caso
ocorra, se estes fotoprodutos secundario e/ou terciario também sofrem fototransformacao.

Analisando as mudancas espectrais durante a fotdlise com filtro no pH 2,5

encontramos trés pontos isosbésticos em A = 231 nm, A = 286 nm e A = 326 nm (Grafico
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7.13), que se conservam até os tempos de irradiacdo t = 750 s, mostrando que, até este
momento, temos a transformacdo da NFT somente em um fotoproduto (FP1), e a fotdlise

deste produto ainda é desprezivel.
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Grafico 7.13 Pontos isosbésticos (0) em A =231 nm, A =286 nm e A = 326 nm ap0os a fototransformacdo da NFT
em solugdo de pH 2,5 com tempo total de irradiagdo com filtro igual a 750 s. Em t = 750 s temos a coexisténcia
de duas espécies: NFT + FP1.

O tempo de conservacao dos pontos isosbésticos neste experimento é muito maior
do que nos experimentos descritos anteriormente, pois o filtro utilizado diminui a excitacdo
do produto, cujo espectro de absor¢ao esta deslocado para regido UV em comparagdo com o
da NFT. Entretanto, com o aumento do tempo de irradiacdo, os pontos isosbésticos se
destroem, mostrando o comeco de fototransformacdo do FP1 em fotoproduto 2 (FP2), como
ilustrado no Grafico 7.14. A absorbancia de FP1 atingiu o maximo em t = 2970 s e comecgou a
cair em favor da formacdo de FP2 (Grafico 7.15), que tem pico caracteristico de absor¢do em

209 nm.
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Grafico 7.14 Pontos isosbésticos (0) em A = 238 nm e A = 264 nm apds a quase total fototransformagdo da NFT
em pH 2,5 com tempo total de irradiagdo sem filtro igual a 3570 s. Fotodecomposi¢do do FP1 em FP2 (A =
209 nm)emt >2970s.

Contudo, a velocidade de fototransformacdo do FP1 é muito menor quando
comparada com a da NFT, que pode ser associado com menor probabilidade de sua
excitacdo devido ao deslocamento do seu espectro para regido UV. Esta hipdtese foi

comprovada quando irradiamos a amostra com FP1 em regido A > 320 nm, tirando o filtro

hv
(Grafico 7.15). Nesse caso, a fototransformacdo FP1 — FP2 foi muito mais profunda e rapida
(Grafico 7.15), mas ndo foi observada nos espectros de fotoprodutos (Grafico 7.16),
mostrando que, realmente, FP1 se transforma em FP2 e este uUltimo é fotoestavel ou de

fotodecomposi¢do muito lenta (k3 < k).
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Grafico 7.15 Cinéticas de decaimento da absor¢do em Az = 366 nm (M),A4 = 304 nm (@) e sy = 209 nm (A)
em func¢do do tempo da irradiagdo no pH 2,5. O tempo total de irradiacdo da amostra foi de t = 3870 s com a
retirada do filtro.
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Grafico 7.16 Espectros de absor¢do em pH 2,5 para (—) NFT com Ams = 366 nm, (—) Fotoproduto 1 com A =

304 nm e (—) Fotoproduto 2 com Az = 209 nm.

Finalmente, podemos concluir que em pH 2,5 a NFT esta sofrendo uma sequéncia de

fototransformagdes, que pode ser apresentada conforme o esquema:
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th th
NFT — FP1 — FP2 (7.2.1.1)

Este esquema pode ser descrito com as seguintes equacbes diferenciais:

d[NFT]/dt = —k,[NFT] (7.2.1.2)
d[FP1]/dt = k,[NFT] — k,[FP1] (7.2.1.3)
d[FP2]/dt = k,[FP1] (7.2.1.4)

em que [NFT], [FP1] e [FP2] sdo as concentracdes de NFT, FP1 e FP2, respectivamente, e k; e
k, sdo as constantes (taxas) de fototransformacgbes, que dependem das condi¢Ses de
irradiacao.

As solugdes dessas trés equagdes diferenciais sdo triviais e comumente encontradas

em livros texto de calculo diferencial e integral e/ou cinética quimica [55]. Portanto,

[NFT] = [NFT],e ¥t (7.2.1.5)
[FP1] = % (e 1t — e=k2t) para [FP1]o= 0 (7.2.1.6)
271

Usando o balanceamento das massas na reacdo 7.2.1.1 temos

[NFT] + [FP1] + [FP2] = [NFT]o, em t = 0 quando a NFT é a Unica espécie presente
<. [FP2] = [NFT]o — [NFT] - [FP1]

Dessa forma, substituindo as equagdes 8.2.1.5, 8.2.1.6 em [FP2], temos

[FP2] = [NFT], [1 + ﬁ (kye~lat — kle"‘Zt)] (7.2.1.7)

O ajuste das cinéticas experimentais usando as equagdes 7.2.1.5-7 mostrou que o
esquema 7.2.1.1 descreve adequadamente o processo de fotodecomposicdo da NFT, ou

seja, esses processos sdo monomoleculares ou pseudomonomoleculares, caso exista na
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amostra outro reagente em concentragdes muito maiores do que NFT, por exemplo, o
oxigénio.

As constantes caracteristicas dos processos estdo apresentadas na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 Valor médio das constantes da queda e da acumulagao da NFT e dos produtos FP1 e FP2 durante a
fotdlise em fungdo do pH.

<ks> [ st <ky> [ st
pH
NFT, queda FP1, acumulagao FP1, queda FP2, acumulagdo
2,5 (9,3+0,1)x10*  (9,3+0,7)x10*  (2,3+0,1)x10* (1,8 +0,2)x10°
10,0 (8,1+ 0,1)x10'4 (8,2 + 0,8)x10'4 (3,0 O,7)x10'6 (6,6 £ O,3)x10'6

As equagdes acima sdo apresentadas segundo as concentragdes das espécies. Porém, essa
abordagem ndo é a mais correta porque a Unica espécie que temos na concentracdo exata é
a NFT, pois é apenas dela que conhecemos o coeficiente de absor¢do molar, €. Por ndo
conseguir determinar de forma direta a concentracdo dos fotoprodutos, um grafico de
concentragdao em fungdao do tempo de irradiagdao estaria equivocado, ja que a formagdo e
fotodecomposicdo dos fotoprodutos se ddao de forma simultdanea a da NFT. Logo, é
impossivel a determinagdo dos seus respectivos coeficientes de absor¢ao molar através de
espectroscopia de absorgdo UV-Visivel, sendo necessario o uso de técnicas complementares
como HLPC, por exemplo.

Do Grafico 7.17 conseguimos obter de forma direta o valor de k; quando tjrraq = ©,
pois [NFT] - 0. O valor de k, foi determinado indiretamente através de um ajuste ndo
linear dos dados experimentais a partir da equacdo 7.2.1.6.

A concentragdo do FP2 com aumento do tempo da irradiagdo (tjraq — ) deve
atingir a concentragdo inicial da NFT, [FP2], = [NFT],. Entretanto, nos graficos
Absorbancia <> tempo, ndao observamos esta igualdade devido a diferenga de coeficientes

de absor¢do molar &p; € enfr, Appy = [FP2]w # Anpr = enprINFT],.
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Grafico 7.17 Cinéticas de decaimento da absor¢do em Az = 366 nm (M), A5 = 304 nm (@) e A5 =209 nm (A)
em fungdo do tempo da irradiagdo em pH 2,5. O tempo total de irradiagdo da amostra foi de t = 21970 s
utilizando filtro. Os ajustes ndo lineares foram feitos de acordo com as equagdes descritas acima.

Procedendo de maneira semelhante para o pH 10,0, obtivemos resultados
semelhantes: a NFT se fotodecompode formando o fotoproduto FP1 que, por sua vez, sofre a

fototransformacdo em fotoproduto FP2 (Graficos 7.18-20).
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Grafico 7.18 Pontos isosbésticos (0O) de NFT + fotoproduto em A = 255 nm, A = 298 nm e A = 338 nm apds a
fototransformagdo da NFT em solugdo de pH 10,0 com tempo total de irradiagdo igual a 8130 s utilizando filtro.
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Grafico 7.19 Pontos isosbésticos (0) de FP1 + FP22 em A = 228 nm, A = 298 nm e A = 328 nm ap0ds a
fototransformac¢do da NFT em solugdo de pH 10,0 com tempo total de irradiacdo igual a 58530 s utilizando

filtro.
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Grafico 7.20 Espectros de absor¢do da NFT em pH 10,0 apds a irradiagdo sem filtro da amostra.
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Entretanto, em pH 10,0 ndao conseguimos observar a cinética mono-exponencial de
fotodecomposicdo da NFT, pois o espectro de FP1 esta deslocado para comprimentos de
onda maiores se compararmos com pH 2,5, e seu espectro sobrepdem-se com o espectro da
NFT em toda sua regido espectral.

Analisando as cinéticas de fototransformacdo (Grafico 7.21), em acordo com a
equacgdo 7.2.1.5, observamos que as constantes caracteristicas de fototransformacdo da NFT
em pH 10,0 e pH 2,5 nas mesmas condi¢cbes de irradiacdo sdo préximas (Tabela 7.2).
Entretanto, no pH 10,0 o FP1 possui dinamica de fototransformacdo mais lenta (Grafico
7.21) em relagcdo ao pH 2,5. Isto ndo pode acontecer devido ao deslocamento do espectro de
absorcdo dele, pois o espectro se desloca para regido de comprimentos de onda maiores e

coincide melhor com o espectro de emissdo da fonte.
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Grafico 7.21 Cinéticas de decaimento da absorc¢do para Apms = 386 nm (M) e A5 = 216 nm (A) em funcdo do
tempo da irradiagdo em pH 10,0. De acordo com a equagdo 7.2.1.5, klpH=2,5 = klpH:l0,0 nas mesmas
condigGes de irradiagdo.
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7.2.2 Efeito da forga idnica e da concentragao da NFT

Estudando os espectros de absor¢cdo da NFT, ndo observamos a formacdo de seus
agregados. Entretanto, nesse ponto da vista, a dinamica de fototransformagao poderia ser
mais sensivel. A presenca de outros ions também pode afetar os processos de
fototransformagao da NFT. Com o intuito de determinar os efeitos de concentragdo e da
presenca de ions realizamos os estudos da concentracdo e da forga iGnica na dinamica de
fototransformacdo da NFT.

Os efeitos da forga idnica foram estudados variando a concentragao do tampao
fosfato, conforme explicado no item 6.1.

Os estudos mostraram que nem mudangas de concentragao nem o aumento da forga
idnica influenciam nos perfis dos espectros de fotoprodutos FP1 e FP2 em ambos os pHs.

N3ao observamos, também, qualquer influéncia significativa da forga idnica nas

constantes de fototransformacdo da NFT e do FP1 (Tabela 7.3).

Tabela 7.3 Valor médio das constantes k; e k, nos pHs 2,5 e 10,0 em fung¢do da forga i6Gnica.

pH 2,5 pH 10,0
[PBS] /M
<k> /st <k>[s* <ks> [ st <ky> [ st

0,05 (4,4 £0,1)x10° (1,6 £ 0,2)x10 (9,7 £0,1)x103 (1,8 £0,2)x10”
0,10 (3,0 +0,1)x10° (1,1 +0,1)x10° (9,7 +0,1)x10° (1,8 £0,2)x10”
0,25 (7,7 £0,1)x10 (9,4 £0,6)x10* (1,0 +0,1)x10™ (1,8 £0,2)x10”
0,50 (7,7 +0,1)x10° (2,2 +0,1)x10° (8,8 +0,3)x10° (1,8 £0,2)x10”
1,00 (7,7 £0,1)x10 (2,2 £0,1)x10° (7,4 £0,1)x10° (2,0 £0,3)x10”

O aumento de concentragdao da NFT produz alguma diminuicdo fraca das constantes
de fototransformagdo tanto da NFT quanto de FP1 (Tabela 7.4). Entretanto, devido a
auséncia de algumas mudancas espectrais, associamos esse efeito ao aumento da absorgao
Optica das amostras, que diminui a profundidade da penetragao da luz dentro da amostra e,

assim, diminui a velocidade de fotorreacdo (efeito de filtro interno) [2].
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Tabela 7.4 Valor médio das constantes k; e k, nos pHs 2,5 e 10,0 em fungdo da concentracao da NFT.

pH 2,5 pH 10,0
[NFT]o / pM
<k> /st <k>[s* <ks> [ st <ky> [ st
6,5 (1,8 £ 0,2)x10 (1,9 £0,2)x10* (2,1 +0,1)x10° (7,6 £3,2)x10°
65,0 (1,1 +0,1)x10° (3,2 £0,1)x10™ (1,1 +0,1)x10° (4,6 +0,4)x10°
100,0 (8,1+0,1)x10*  (3,1+0,3)x10*  (5,3+0,2)x10*  (3,4+0,2)x10”

7.2.3 Efeito do oxigénio

O oxigénio molecular afeta o processo de fototransformagdo de alguns derivados de
nitrofurano [3]. Com esse intuito, estudamos os espectros e a dindamica de
fototransformag¢ao da NFT na auséncia do oxigénio e nas solugdes saturadas com ar e
saturadas com oxigénio puro sob pressao atmosférica.

A andlise dos dados mostrou que o oxigénio ndo produz qualquer mudanga nos
espectros de fotoprodutos em ambos os pHs usados e nas constantes de fototransformagao
em pH 2,5 (Tabela 7.5). Em pH 10,0 o aumento de concentracdo do oxigénio diminuiu

fracamente a constante k;, e seu efeito na constante k, foi fraco e nao regular (Tabela 7.5).

Tabela 7.5 Valor médio das constantes k; e k, nos pHs 2,5 e 10,0 em fung¢do da concentragdo do oxigénio
molecular.

pH 2,5 pH 10,0
[02] / mM

<ks> [ s <ky> [ s <ks> [ st <ky> [ st

~0 (9,3+0,2)x10*  (2,4+0,1)x10*  (1,1+0,1)x10° (5,7 £0,7)x10°®
~0,3 (atm) (7,7 £0,1)x10™ (2,4 +0,3)x10™ (8,1+0,1)x10™ (3,0 +0,7)x10°

~1,5 (8,3+0,1)x10* (2,4 +0,2)x10° (7,3+0,1)x10* (7,8 +0,4)x10°®
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7.3 Estudos da cinética liberagdo do NO° pela fotélise da NFT

Os derivados de nitrofurano sdo conhecidos como as fontes da fotoliberacdo do
radical NO° [4,5,6,7,8]. Em [56] foi suposto que a NFT também é capaz de liberar NO°.
Entretanto, os estudos desse processo ndo foram feitos ainda. Neste trabalho, realizamos os
estudos da liberacdo de NO® em funcdo do tempo durante a fotdlise da NFT nas mesmas
condi¢cbes de irradiacdo e da composicdo das solugGes a serem irradiadas, previamente
descritos no item 7.2 Estudos da dinamica de fototransformagdo da NFT.

Observamos que a NFT, sob acdo de luz, libera o NO® em toda regido de pH 2,5 < pH
< 10,0. Semelhante a cinética de fotodecomposi¢do, a cinética de fotoliberacdo de NO®
também depende do estado de protonagdo da NFT.

A curva de liberacdo do NO® em funcdo do tempo da irradiacdo sem filtro em pH 2,5
esta apresentada no Grafico 7.22. Pode-se observar trés fases na cinética de liberagao do
NO® neste caso: decaimento inicial, crescimento e segundo decaimento.

No Grafico 7.23 estdo apresentadas as curvas cinéticas da fototransformacdo da NFT
e do fotoproduto FP1. Observa-se a semelhanca dos perfis das curvas da liberagdo do NO® e

a juncdo das curvas de fototransformacao.
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Gréfico 7.22 Liberagdo de NO® pela fotdlise da NFT em fungdo do tempo de irradiacdo no pH 2,5 sem filtro
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Grafico 7.23 Perfil da cinética de fotodecomposic3o similar a fotoliberacdo do NO®.

Podemos concluir, baseando-se neste resultado, que o NO® é liberado tanto durante

a fototransformagao da NFT quando durante a fototransformagao do fotoproduto FP1. Para
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confirmar essa hipdtese realizamos a fotdlise da NFT com filtro (veja sessdo 6.1 Cinéticas da
fotodecomposicdo), pois neste caso o processo de fototransformacdo do FP1 é muito mais
lento, e a cinética de liberacdo do NO® deve ser monoexponencial igual a cinética de
fototransformacdo da NFT.

O experimento mostrou (Grafico 7.24) que a cinética de liberacdo do NO® foi

realmente monoexponencial.
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Graéfico 7.24 Perfil monoexponencial da liberagdo do NO® através da fotdlise da NFT em fungdo do tempo de
irradiagdo no pH 2,5 utilizando filtro.

A cinética de fotoliberagdo do NO® em pH 10,0 foi biexponencial (Grafico 7.25), que

hv hv
também é semelhante a cinética de fototransformacdo NFT — FP1 — FP2.
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Gréfico 7.25 Perfil biexponencial da liberagdo do NO® através da fotdlise da NFT em fungdo do tempo de
irradiagdo no pH 10,0 sem o uso de filtro.

Assim, podemos concluir que em ambos seus estados de protonacdo a NFT libera o
NO® tanto durante a fototransformacdo da NFT, quando durante a fototransformacdo do
produto FP1. Entretanto na estrutura da NFT presente somente um grupo, que pode ser
transformado em radical NO®: grupo NO, em posicdo 2 (Figura 7.1) Isto significa que, além
de se transformar em fotoproduto FP1, a NFT libera NO® produzido paralelamente mais um
fotoproduto (FP3) e o fotoproduto FP1 sob ac¢do de luz também libera NO°®, transformando-
se em fotoproduto FP2. Temos que concluir que, por algum motivo, ndo podemos observar a
formacdo do fotoproduto FP3 espectroscopicamente.

Baseando-se nestas conclusdes propomos o seguinte esquema de fototransformacao

da NFT:

k i) FP3 + NO®

hv, T

NFT(S;) ,
,
k\‘ ii) FP1 ——— FP2+NO"®

1 2

NFT(S,)

Figura 7.2 Esquema inicial proposto da fotoliberacio do NO® pela fototransformacdo da NFT.
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em que NFT(S,) e NFT(S;) sdo os estados fundamental e primeiro estado excitado singleto
da NFT, k; uma constante da fototransformagdo da NFT em seu estado NFT(S;) pelo
caminho (i) em fotoproduto FP3 com a liberagdo do NO®, ki é uma constante de
fototransformagdo da NFT em seu estado NFT(S;) pelo caminho (ii) em fotoproduto FP1, e
k, é uma constante de fototransformagdo do fotoproduto FP1 em fotoproduto FP2 com a
liberacdo do NO®.

Desse ponto de vista, as constantes k; e k», que observamos experimentalmente, sdo
ki =ki+ki ek, =k,.

Baseando-se nos resultados obtidos, calculamos dos Graficos 7.23 e 7.25 o
rendimento de fotoliberagdo de NO®. Ou seja, tomando a area abaixo da curva experimental
NO® formado durante a fotdlise da NFT, determinamos a massa formada de NO®, dividindo
essa area pela constante de proporcionalidade B = (8,32 + 0,04)x1012 mV.s.mol ™, obtida da
curva de calibracdo (Grafico 6.3 — 6.2 Detec¢do e quantificacdo da fotoliberacdo de 6xido
nitrico (NO®)). Por outro lado, a massa de NFT inicial é conhecida e, analisando o espectro de
absorcdo, determinamos a massa de Myrr consumida durante a fotdlise. J4 o rendimento de
fotoliberacdo de NO® é dado pela equagdo 5.2.1.3 apresentada no item 5.2.1 A detec¢do e a
quantificacdo da liberacdo do radical NO® pela quimiluminescéncia.

A Tabela 7.6 apresenta os valores obtidos.

Tabela 7.6 Massas consumida de NFT (Myg) e total de NO® formada (Myg)bdurante a fotélise da NFT e seu
respectivo rendimento de fotoliberacdo para a faixa de pH estudado.

pH  Myer/ nmol  Myo / nmol NET

2,5 178,5+0,1 42,3+0,1 0,237+0,001
10,0 31,5%0,1 16,9+0,1 0,536 +0,005

Conforme a Tabela 7.6, podemos observar que o maior rendimento é obtido durante
a fotdlise da NFT no pH 10,0 — espécie nao protonada.

A partir do Gréfico 7.23 (pH 2,5) calculamos as quantidades de NO® formadas pelos
caminhos (i) e (ii), que sdo iguais a 2,7 nmol e 39,6 nmol, dando os valores de rendimentos

SNET() = 0,017 e ¢NFT(1)_022 , respectivamente. Os rendimentos podem ser

calculados como $NET() = =2 e HNET(i) = ->. Daqui podemos concluir que a constante
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ki = 13k;, ou seja, que o caminho (ii) é treze vezes mais efetivo que o caminho (i) e o
fotoproduto FP3 é formado em quantidades pequenas se compararmos com o FP1, por isso

a sua formacdo nao foi observada.

7.4 Estudos do estado tripleto da NFT

Conforme apresentamos na base cientifica deste trabalho, o estado tripleto de uma
molécula possui participagao ativa na eficiéncia da TFD, pois é responsavel pela formagao do
oxigénio singleto, equacdo 2.3.1.6. Mais do que isso, os estudo da fotoatividade do Quinifuril
mostrou que seu estado tripleto possui papel importante na formagao das suas espécies
ativas [3,4].

Dentre os fatores limitantes dos processos que envolvem o estado tripleto esta o seu
tempo de vida T1. Nessa etapa, estudamos as caracteristicas do estado tripleto da NFT em
fungdo do pH e da presenga do oxigénio.

Observamos que a excitacdo da solucdo da NFT com pulso curto (10 nm) em 355 nm,
induz a formagao de uma espécie metaestavel, que associamos com o estado tripleto da
NFT.

Demonstramos que o tempo de vida (Grafico 7.26) e o espectro diferencial de

absorcdo (Grafico 7.27) dessa espécie dependem do estado de protonacdo da NFT.
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Grafico 7.26 Decaimento monoexponencial do tempo de vida do estado tripleto na faixa de pH estudado.
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Os perfis de decaimento para os pHs 2,5 e 10,0 sdo monoexponenciais, indicando a
presenga somente de uma espécie metaestdvel, tanto na presenga quanto na auséncia do
oxigénio, e auséncia dos processos bimoleculares, tipo de T-T aniquilagdo. As constantes
caracteristicas de decaimento da espécie (k;) em pH 10,0, na auséncia do oxigénio, sdo

dezessete vezes menor do que em pH 2,5 (Tabela 7.7).

Tabela 7.7 Valor médio da constante kr nos pHs 2,5 e 10,0 em fungao da concentragdo do oxigénio molecular.

pH 2,5 pH 10,0
[0;]/ mM 771 6 /1
<kr>x10" /s <k>x10° /s
~0 (2,5+0,01) (4,2+0,03)
0,3 (2,5+0,01) (4,8 +0,03)
1,5 (2,7+0,01) (6,6 £0,01)

Um processo caracteristico para o estado tripleto é sua supressdo pelo oxigénio
molecular, aumentando o valor de ky. Este processo é limitado pela difusdo, possuindo a

constante bimolecular de supressao (kq) em solugdes aquosas na faixa 10° - 10" Mm*s™,
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Os estudos mostraram que em pH 10,0 a constante kr aumenta com o aumento da
concentracdo do oxigénio. Embora, essa dependéncia seja muito fraca. Em pH 2,5 a
dependéncia da kr da concentragdao do oxigénio é desprezivel. Esse fato nds explicamos da

seguinte maneira. A constante de decaimento do estado tripleto na presenca do oxigénio é
kr = kTO + kg * [0,]

em que kr, € a constante de decaimento na auséncia do oxigénio e [O,] é a concentra¢do do
oxigénio. Em solugdes aquosas, saturadas com ar em pressao atmosférica a [0,] = 4*10"M e
em solucdes saturadas com O, em press3o atmosférica a [0,] = 2*10 M. Caso que kq=109
M1t o produto k,*[O,] no caso da solugdo saturada com ar é kq*[O,] 4%10° 57, e para
saturado com oxigénio é k,*[0,] 2%10° s, Esses valores em pH 10,0 sdo comparaveis com
kr, e em pH 2,5 uma ordem de grandeza menor do que ky,. Por isso, o oxigénio produz uma
fraca diminuicdo do kr em pH 10,0 e praticamente ndo exerce influéncia no pH 2,5.

Estes resultados mostram que, devido ao tempo extremamente curto do estado
tripleto da NFT, a produgdao do oxigénio singleto pela transferéncia da energia do estado
tripleto para oxigénio molecular, neste caso, é ndo efetivo e os efeitos fototdxicos
observados para a NFT sdo de outra natureza.

No espectro de T; da NFT observamos um deslocamento de 540 + 5 nm (pH 2,5) para

580 + 5 nm (pH 10,0) (Grafico 7.27). Atribuimos esta mudanga a protonagao do nitrogénio 11

da NFT (Figura 7.1), que altera o sistema mt-conjugado da molécula, [9].
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Grafico 7.27 Espectro diferencial normalizado do estado tripleto da NFT para os pHs 2,5 e 10,0. Maximo de
absor¢do do estado tripleto em: A = (540 + 5) nm para o pH 2.5 (—m—) e A = (580 + 5) nm para o pH 10,0 (—A-).

O maximo de absor¢do do tripleto para o pH 7,3 (570 + 5nm) é deslocado em relagdo
ao pH 2,5, porém, estd préoximo ao maximo de absor¢cdo do pH 10,0 (Gréafico 7.27).
Mostramos que, semelhante aos espectros de absor¢do Sy = S; (veja Gréfico 7.7), este
espectro pode ser apresentado como sobreposicdo dos espectros em pH 2,5 e pH 10,0

(Grafico 7.28).
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Grafico 7.28 Comparagdo entre a convolugdo (—m—) do espectro diferencial normalizado de absor¢do da NFT e
seu respectivo espectro experimental (—m—) no pH 7,3 (préximo pKj).

Pode-se ver que, diferente do espectro S, — Si, no espectro de T; do pH 7,3, a
espécie ndo protonada (pH 10,0) tem maior contribuicdo em relagdo a espécie
monoprotonada (pH 2,5). Isso pode ser associado com o deslocamento do ponto pK do
estado T; da NFT para maior pH em comparac¢ao com o do seu estado fundamental.

Temos que anotar, também, um seguinte fato importante. O tempo de vida do
estado tripleto das moléculas em solugdes liquidas tipicamente esta na faixa de 10°-107 s.
Todavia, o tempo de vida do estado T, da NFT em pH 10,0 e pH 2,5 sdao 2,0.10'7 se 4,0.10’8 S,
respectivamente. Isto significa que para NFT, além de fosforescéncia e cruzamento
intersistemas, existe no minimo mais um canal da dissipacdo da sua energia. Provavelmente
esse pode ser uma reacdo monomolecular de transformacdo da molécula. Podemos
imaginar que esse canal é a transformacdo da molécula em fotoproduto FP1 e/ou FP3. Esta
hipotese estda em concordancia com o fato que em pH 2,5, onde a fototransformacdo da NFT
€ mais rapida, o tempo de vida do estado T; é mais curto do que em pH 10,0, cuja
fototransformacdo é mais lenta. A hipdtese também estd em concordancia com os
resultados do estudo da fototransformacao do Quinifuril [3], onde foi mostrado que o

Quinifuril decompde-se tanto direto do estado S quanto do T;.
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Tendo em mente o esquema proposto para a fotoliberagdo do NO° pela
fototransformagao da NFT (Figura 7.2), vamos discutir como os estudos realizados sobre o
estado tripleto da NFT podem alterar esse esquema.

De acordo com Edhlund e colaboradores os derivados de nitrofurano, dentre os
existentes a NFT, demonstraram que o nitrofuraldeido (NFA) (Figura 7.3-a) é o fotoproduto
primario decorrente de fotdlise direta [56]. Este produto ndo é fotoestavel (Figura 7.4) e, ao
ser irradiado, da origem ao fotoproduto 5-hidroximetileno-2(5H)-furanona (Figura 7.3-b) e

libera NO®.

a)|/ b)l/

Figura 7.3 Estrutura quimica do produto primario (a) nitrofuraldeido e seu respectivo fotoproduto (b) 5-
idroximetileno-2(5H)-furanona. Adaptado de [56].
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Figura 7.4 Acumulo e queda de NFA a partir da fotdlise do derivado de nitrofurano furaltadona em dagua
deionizada. Adaptado de [56].

Em acordo com estes resultados podemos considerar que o fotoproduto FP1,
observado em nosso trabalho, é a nitrofuraldeido (NFA) que, sob agdo da luz, se transforma
em FP2 - 5-hidroximetileno-2(5H)-furanona, liberando NO°. Entretanto, a fotolibera¢do do

NO® pela fotdlise direta da NFT n3o foi observada anteriormente. Baseando-se nos estudos



RESULTADOS E DISCUSSOES 88

do estado T; da NFT, podemos sugerir que um dos caminhos da liberacdo do NO® passa pelo
estado T;. Todavia, essa hipdtese precisa ser confirmada com experimentos futuros.
Também ndo esta esclarecida ainda a estrutura do produto de fotdlise direta da NFT, FP3,
gue também necessita de estudos adicionais.

Assim, o esquema final da cinética de fotoliberacdo de NO® pela NFT é:

k, i) FP3 + NO®

-

NFT(s;)
\‘ . hv,  5-hidroximetileno- +NO®
kl iy NFA k 2(5H)-furanona

NFT(S,)

Figura 7.5 Esquema final proposto da fotoliberacio do NO® pela fototransformagdo da NFT.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho, demonstramos que durante a fototransformagao da NFT é produzido
no minimo uma espécie ativa, NO°, cujo rendimento depende do estado de protonacdo da
NFT com liberagdo de NO°®, sendo realizada por duas vias paralelas: liberacdo direta pela
molécula de NFT e através do seu fotoproduto. O estado tripleto da NFT possui participacao
ativa em sua fototransformagdo, apresentando tempo de vida (tr) muito curto,
provavelmente devido a formagao de produto intermediario. Pelo fato de ser muito curto, é
pouco provavel que Ty produza oxigénio singleto. Assim, podemos associar a fotoatividade
da NFT com a liberagdo de NO®. Por fim, propusemos um esquema para a fotoliberacdo de

NO® pela fototransformacdo da NFT.

8.1 Perspectivas

Em estudos futuros planejamos:

e Estudar a eficiéncia da formagdo do oxigénio singleto durante a fotdlise da NFT.

e Estudar a possibilidade da formagdo de outras espécies ativas durante a
fototransformacdo da NFT.

e Confirmar a participacdo do estado T; da NFT na sua fototransformacao e liberagao
do radical NO".

e Esclarecer a estrutura do produto de fotélise direta da NFT, FP3.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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